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RESUMEN 
 
La agricultura moderna demanda la generación de nuevas alternativas para el control de 

plagas y enfermedades agricolas que sean menos tóxicas y efectivas. Recientemente, se le ha 

atribuido una nueva función al DNA extracelular (eDNA) homólogo, la cual consiste en 

mediar la inhibición del crecimiento del organismo del cual proviene. Lo anterior ha sido 

entendido como un fenómeno de respuesta a estrés, en donde el reconomiento del eDNA por 

las células es indicativo de un medio hóstil y, por lo tanto, actúa como un “Patrón Molecular 

Asociado a Daño” (DAMP). Este fenómeno ha sido propuesto como una posible alternativa 

para la generación de productos de tipo herbicida. En el presente trabajo se evalúo dicho 

fenómeno para generar la inhibición específica de los microorganismos fitopatógenos 

Fusarium oxysporum y Phytophthora spp., por medio de ensayos de exposición directa de 

los fitopatógenos a su propio eDNA a diferentes concentraciones, estimando la germinación 

de espora, niveles de metilación del DNA y la actividad enzimática superóxido dismutasa 

(SOD) y catalasa (CAT). Dosis de 500 µg/mL del eDNA homólogo causaron una reducción 

significativa en la germinación de espora de ambos fitopatógenos; además, se observó que 

eDNA heterólogo, proveniente de lechuga (Lactuca sativa), no generó dicho efecto; por lo 

tanto, los resultados indican que el tratamiento es especie-específico. Por otro lado, se 

identificó el aumento de la actividad SOD y CAT en ambos fitopatógenos después de la 

aplicación de eDNA homólogo, por lo que el fenómeno de inhibición indica estar relacionado 

con el proceso de estrés oxidativo. Además, cambios en la metilación del DNA genómico 

fueron observados, vinculando al fenómeno a modificaciones en la expresión génica.  Así 

mismo, se estableció la aplicación de eDNA en un sistema de infección de plántula de chile 

con P. capsici, observando efectos negativos en la prevención de enfermedad, por lo que 

estudios de dosis-patógeno serán necesarios para corroborar el resultado. A partir de los 

resultados anteriores, se concluye que el eDNA inhibe la germinación de espora de los 

fitopatógenos estudiados a concentraciones de 500 µg/mL en ensayos in vitro, y funge como 

DAMP al activar respuestas relacionadas con el estrés. 

 
 
Palabras clave: eDNA, DAMP, estrés oxidativo, control biológico 
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SUMMARY 
 
 

Modern agriculture demands the generation of new effective and less toxic alternatives for 

the control of agricultural pests and diseases. Recently, a new function has been attributed to 

homologous extracellular DNA (eDNA), which is to mediate the growth inhibition of the 

organism from which it comes. This has been understood as a stress response phenomenon, 

where the recognition of the eDNA by the cells indicates a hostile environment and, 

therefore, acts as a "Damage Associated molecular Pattern" (DAMP). This phenomenon has 

been proposed as a possible alternative for the generation of herbicide-type products. In the 

present work, the specific growth inhibition phenomenon was evaluated in the 

phytopathogenic microorganisms Fusarium oxysporum and Phytophthora spp., through tests 

of direct exposure of the plant-pathogens to their own eDNA at different concentrations, 

estimating spore germination, levels of DNA methylation and enzyme activity of superoxide 

dismutase (SOD) and catalase (CAT). Homologous eDNA doses of 500 µg/mL caused a 

significant reduction in spore germination of both plant pathogens; in addition, it was 

observed that heterologous eDNA, derived from lettuce (Lactuca sativa), did not generate 

this effect; therefore, the results indicate that the treatment is specie-specific. On the other 

hand, the increase in SOD and CAT activity in both phytopathogens was identified after the 

application of homologous eDNA, so the inhibition phenomenon indicates to be related to 

the oxidative stress process. Furthermore, changes in genomic DNA methylation were 

observed, linking the phenomenon to modifications in gene expression. Likewise, the 

application of eDNA was established in the infection system of pepper seedlings with 

Phytophthora capsici, observing negative effects in the prevention of disease, therefore, 

dose-pathogen studies will be necessary to corroborate the result. From the above results, it 

is concluded that eDNA inhibits spore germination of the studied plant-pathogens at 

concentrations of 500 µg/mL in in vitro assays, and functions as DAMP by activating stress 

related responses. 

 
 
Key words: eDNA, DAMP, oxidative stress, biological contro
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 1 

 
1. INTRODUCCIÓN   

 
 
El uso de pesticidas químicos para el combate de organismos fitopatógenos es necesario en 

la producción agrícola moderna; lo anterior se deriva de la creciente demanda de alimentos 

debido al aumento de la población mundial (Oerke, 2005; Zhang, 2018; Hedlund et al., 2019; 

Reeves et al., 2019). De hecho, aproximadamente un tercio de los productos agrícolas son 

producidos por medio del uso de pesticidas (Liu et al., 2002; Zhang et al., 2011). Por ejemplo, 

los fungicidas son usados en el 80% de los cultivos de vegetales y de frutas en Estados Unidos 

(Zhang, 2018).  Este uso se hace necesario ya que se estima que sin el control de plagas y 

enfermedades se podrían generar pérdidas agrícolas de hasta un 40% de rendimiento del 

cultivo (OECD-FAO; 2012).  Sin embargo, el sobreuso de los pesticidas y la contaminación 

por su uso ha incrementado (Zhang y Liu, 2017). Entre los principales problemas encontrados 

por el sobreuso de pesticidas están: 1) la acumulación en alimentos, suelos y aguas (Fan, 

2017); 2) afectaciones a organismos benéficos y fauna silvestre (Serrano y Galindo, 2007; 

Mancini et al., 2019; Al Naggar y Boaer, 2019); 3) resistencia inducida de organismos 

fitopatógenos del suelo (Hideo, 2006; Hawkins et al., 2019); y 4) efectos negativos sobre la 

calidad de vida de las poblaciones humanas (USDHHS,1992; UNEP, 1995; Hedlund et al., 

2019). 

El control de organismos fitopatógenos habitantes del suelo es difícil de lograr debido a su 

gran variedad y cantidad, lo que implica el desarrollo de nuevos pesticidas y a su vez genera 

un incremento en el costo de los mismos (Zavaleta, 1987). En México, en la agricultura 

contemporánea el combate de plagas y enfermedades llega a representar hasta un 20% o más 

del costo de producción, dependiendo de la severidad del daño causado por los organismos 

fitopatógenos (Serrano y Galindo, 2007).  Actualmente, las metodologías para el desarrollo 

de pesticidas siguen un método convencional que se basa en el análisis al azar de compuestos 

bioactivos, y siguen presentando las limitantes de contaminación ambiental, daño a 

organismos no plaga e inducción de resistencia del organismo a ser controlado (Mazzoleni 

et al., 2014; Serrano y Galindo, 2007). Las alternativas como el control biológico se 
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encuentran en auge, pero a pesar de los avances en este campo siguen manteniéndose por 

debajo, un 20-30% en países desarrollados, del uso de pesticidas global (Zhang, 2018). 

 

Lo anterior permite observar que la agricultura demanda la disminución del uso de pesticidas 

químicos y la búsqueda de nuevas alternativas de control de enfermedades que sean 

amigables con el medio ambiente y no tóxicas; así como una eficiente producción agrícola 

de alimentos saludables (Montes, 1996, López et al., 2005; Reeves et al, 2019). Por tal 

motivo, a través de nuestro quehacer científico es posible la búsqueda de nuevas opciones 

que resulten en soluciones de una problemática de carácter nacional y mundial; mediante la 

generación de nuevos productos con actividad antimicrobiana que puedan ser usados en el 

control de fitopatógenos. De esta manera, el descubrimiento del efecto de inhibición de 

crecimiento observado sobre diferentes tipos de organismos (como bacterias, hongos, 

plantas, animales, protozoarios y algas) el cual es mediado por la aplicación de Ácido 

desoxirribonucleico extracelular (eDNA) homólogo (Mazzoleni et al., 2015 a,b), sugiere una 

novedosa estrategia que puede ser aplicada como un método de control biológico. Esta 

actividad de inhibición ha sido atribuida al eDNA homólogo, es decir DNA que pertenece a 

la misma especie y que se encuentra de forma extracelular, al encontrar que esta molécula 

tiene un rol como Patrón Molecular Asociado a Daño (DAMP-Damage Associated 

Molecular Patter); por lo que puede ser “sensado” como un factor de estrés que indica un 

medio hostil no apto para la supervivencia (Veresoglou et al., 2015; Duran y Heil, 2014; 

Barbero et al, 2016; Vega-Muñoz et al., 2018), lo cual puede generar un efecto fenotípico 

como la disminución del crecimiento. Surgiendo de esta manera las preguntas de 

investigación ¿Podrá el eDNA homólogo fungir como una molécula de inhibición del 

crecimiento/antimicrobiana de fitopatógenos?, y ¿Cuáles podrían ser las respuestas de estrés 

de los organismos asociadas a este fenómeno? Por otro lado, al tratarse de una molécula 

orgánica presente en la naturaleza, se vuelve un excelente candidato para mitigar los 

problemas de contaminación y toxicidad encontrados en los pesticidas actuales. 

Con el presente trabajo se busca describir el efecto que tiene la aplicación del eDNA 

homólogo sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatógenos Fusarium oxysporum 

y Phytophthora spp. los cuales afectan a muchos cultivos de interés comercial como jitomate, 
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chile, maíz, ajo, papa, arroz, entre otros (Fernández et al., 2007). Así como encontrar una 

posible respuesta metabólica de estrés que pueda causar dicho efecto en los organismos 

fitopatógenos.  

 

2. ANTECEDENTES   
 

2.1 Patrones moleculares asociados a daño (DAMPs-Damage-Associated Molecular 
Patterns’) 
 

A través de la evolución todos los organismos han desarrollado mecanismos variados para 

enfrentar estrés de tipo biótico y abiótico, para así mantener su homeostasis. El éxito para 

poder contrarrestar dicho estrés se basa en la capacidad inmune de poder identificar los 

posibles peligros que rodean al organismo, seguido de la activación de cascadas de 

señalización que coordinan una respuesta específica para eliminar y reparar el daño (Choi y 

Klessig 2016; Hou et al., 2019; Saijo y Loo 2020). Las plantas, por ejemplo, al ser atacadas 

por otros organismos perciben señales de peligro a través de dos vías principalmente. A través 

de la vía del “reconocimiento de lo propio” en donde participan moléculas conocidas como 

patrones moleculares asociados a daño (DAMPs-por sus siglas en inglés ‘Damage-

Associated Molecular Patterns’), y a través del “reconocimiento de lo no propio”, que serán 

moléculas exógenas conocidas como los patrones moleculares asociados a microbios 

(MAMPs) y protones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) (Vega-Muñoz et al., 

2018). 

Los DAMPs son moléculas conservadas evolutivas originadas en el propio anfitrión que 

permiten a los organismos reconocer el “daño propio” (Heil, 2009) cuando estos aparecen en 

compartimentos anormales de manera extracelular o, si se trata de moléculas mitocondriales 

o nucleares, en citoplasma (Heil y Land, 2014, Yatim et al., 2017). Es decir, estas moléculas 

permanecen invisibles al sistema inmune cuando mantienen su rol fisiológico en estado 

normal, pero se hacen visibles (inmunogénicas) en situaciones de peligro (Heil y Vega, 

2018). Se ha demostrado que los DAMPs activan señales de defensa como la generación de 

especies reactivas del oxígeno (ROS), aumento en los flujos de calcio intracelular (Ca2+) y la 
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activación de quinasas activadas por mitógeno (MAPKs) (Heil y Land, 2014; Duran y Heil, 

2016).  

Se considera una señal de peligro a fragmentos de DNA mitocondrial o nuclear que se 

encuentran de forma extracelular o citosólica debido a que es indicativo de diversos tipos de 

disfunción celular, como pérdida de la integridad mitrocondrial, nuclear o de la célula entera 

(O´Neill, 2013). De la misma manera el ATP extracelular (eATP), DNA extracelular (eDNA) 

o DNA de doble cadena (dsDNA) citosólicos del propio anfitrión actúan como DAMP 

(Duran y Heil, 2016, Yatim et al., 2017). El mecanismo por el cual se genera la fragmentación 

del DNA que luego es liberado como DAMPs se conoce como piroptosis (Shrivastava et al., 

2016, Kolb et al., 2017).  

Se ha reportado que, dadas sus características, los fragmentos de ácidos nucleicos pueden 

representar DAMPs o PAMPs (Deguine, 2017; Yakushiji et al., 2009), y pueden 

desencadenar inmunidad en diferentes especies. De esta manera se vuelve de particular 

interés el estudio del dsDNA, y particularmente del eDNA, como modulador de la inmunidad 

(Heil y Vega, 2018).  

 

2.2 DAMPs de animales  
 

Los DAMPs de animales fueron los primeros en ser descritos y los que más se han estudiado. 

Entre algunos DAMP de animales se encuentran: las purinas, pirimidinas, ADN, 

lipoproteínas oxidadas de baja densidad y una gran variedad de proteínas. Algunos DAMPs 

forman complejos con otras moléculas, conocidas como interactores, para potenciar o 

facilitar la señalización. 

Uno de los DAMP de animales mejor caracterizado es el HMGB1 (High Mobility Group Box 

1) el cual es una proteína asociada a cromatina muy abundante y presente en todas las células 

animales (Lotze y Tracey, 2005). Al estar en el núcleo, HMGB1 se une al ADN para facilitar 

el proceso de condensación; una vez generado algún daño, este funciona como DAMP con 

actividades inductoras de citosinas o quimio-atrayentes (Andersson y Tracey, 2011).  

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

 5 

2.3 DAMPs de plantas 
 

A diferencia de los DAMPs animales, para plantas solo han sido reconocidos algunos hasta 

la fecha (figura 1). Algunos DAMPs vegetales son: carbohidratos como la sacarosa 

extracelular (Duran-Flores and Heil 2016; Cooksey et al. 1983), los nucleótidos como el ATP 

extracelular (eATP) (Tanaka et al. 2014; Chen et al. 2017), el DNA extracelular (eDNA) 

(Duran-Flores and Heil, 2016; Vega- Muñoz et al. 2018), proteínas y péptidos pequeños 

(Choi et al. 2016; Souza et al. 2017). También, los compuestos orgánicos volátiles (VOCs) 

pueden actuar como DAMP debido a que estos son liberados en segundos al ocurrir un daño 

y son capacces de activar la respuesta inmune en partes distales de una planta (Quintana-

Rodriguez et al. 2018). 

La clase más grande es la de polipéptidos y péptidos producidos a partir de proteínas 

precursoras más grandes. Estos incluyen tres familias de polipéptidos que fueron 

descubiertos por Ryan y colaboradores durante sus estudios para identificar la sistemina 

(Pearce et al., 2001): 1) polipéptido de 18 aminoácidos aislado a partir de plántulas de 

jitomate, 2) polipéptidos de 18 aminoácidos ricos en hidroxiprolina y 3) polipéptidos de 23 

aminoácidos, encontrados en Arabidopsis.  

Otra clase de DAMPs encontrados en plantas son aquellos derivados de la matriz 

extracelular. Uno de ellos es el homogalacturonano es un polisacárido peptídico que al ser 

hidrolizado genera oligogalacturonoides los cuales que promueven la activación de MAPK, 

producción de ROS (especies reactivas del oxígeno), aumento de calcio intracelular y 

activación de genes de defensa. Otro DAMP es el ATP extracelular (eATP), a pesar de que 

ya se tenía evidencia de su función como una molécula de señalización se descontinuo su 

estudio debido a que el ATP es ubicuo en la naturaleza con un rol central como molécula de 

energía. Fue hasta la identificación de receptores de ATP en células animales y vegetales 

cuando su función como molécula de señalización tomo importancia. Se ha demostrado que 

el eATP en plantas actúa como DAMP ya que induce respuestas inmunes innatas como la 

activación de MAPK, aumento de calcio intracelular, inducción de genes de defensa 

asociados a la biosíntesis de ácido jasmónico y etileno (Tanaka et al., 2014). De la misma 

forma la aplicación del propio ADN exógeno (eADN) activa la inmunidad (Duran-Flores y 
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Heil, 2018). El ADN es la fuente de información genética, pero puede salir de la célula al 

espacio extracelular principalmente durante la muerte celular, ya sea apoptosis o necrosis 

(Pisetsky, 2012). Las moléculas de ADN nuclear o mitocondrial fragmentado que aparecen 

en el compartimento extracelular o citosólico indican disfunción o daño celular, incluida la 

pérdida de la integridad de los núcleos, de las mitocondrias o de las células completas 

(O'Neill, 2013). Por lo cual el eADN homólogo actúa como DAMP dando una señal de 

peligro que denota daño o lesión al organismo que a su vez desencadena la respuesta inmune 

(Duran-Flores y Heil, 2016). En general los fragmentos de ácidos nucleicos pueden 

representar DAMP o PAMP y activar la inmunidad en el organismo (Kawasaki et al., 2011).  

 

 
Figura 1. Percepción y respuestas comunes activdas por DAMPs en plantas. El reconocimiento de DAMPs por 

receptores de reconocimiento de patrones (Pattern Recognition Receptors-PRRs),  se basa en su asocación con 

co-receptorres y quinasas citoplasmáticas parecidas a receptor (Receptor-Like Cytoplasmic Kinases-RLCK); 

donde la fosforilación de estos complejos inicia la transducción de señales río abajo. Estas señales son 

transmitidas mediante posteriores fosforilaciones de quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) y quinasas 

dependientes de calcio (CDPKs). Algunas respuestas tempranas activadas por DAMPs son la producción de 

especies reactivas del oxígeno (ROS), señalizacion de calcio, despolarización de membrana y la fosforilación 

de H+-ATPasas residentes en membrara y factores de transcripción (TF), lo que conlleva a la integración de una 

respuesta de defensa robusta. Esta respuesta puede incluir la deposición de calosa, la secreción de nectar 
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extrafloral  (EFN) y la producción de hormonas como ácido salicílico (SA), etileno (ET) y ácido jasmónico 

(JA). Fuente: Ferrusquía-Jiménez et al., 2020. 

 

2.4 eDNA como DAMP  
 

El eDNA ha sido detectado en una gran variedad de ambientes naturales que van desde los 

sedimentos, suelos, biofilms hasta ecosistemas marinos y de agua dulce; y se ha demostrado 

que este puede derivar de bacterias, arqueas, eucariontes y virus. Su importancia no solo 

deriva dada su gran distribución, sino también por las funciones que se le han atribuido 

(Duran y Heil, 2015). El eDNA representa el vector de la transferencia génica horizontal 

(Thomas y Nielsen, 2005) y contribuye a la formación estructural de los biofilms y de las 

trampas extracelulares de neutrófilos (células del sistema inmune de mamíferos que 

deshabilitan y destruyen bacterias) (Brinkmann et al., 2004). En plantas, se ha encontrado 

que el eDNA es requerido en las puntas de las raíces para mediar la resistencia al ataque de 

patógenos (Wen et al., 2009)), y puede servir también como una fuente de nutrientes 

(principalmente como fuente de fósforo) (Paungfoo et al., 2010). 

Dos estudios recientes reportan una nueva función del DNA extracelular: cuando este eDNA 

pertenece al anfitrión (DNA propio u homólogo) inhibe el desarrollo de una manera 

dependiente de la concentración, de un diverso rango taxonómico de organismos, incluyendo 

plantas, bacterias, protozoos, algas, hongos y animales (Mazzoleni et al., 2015a-b). En la 

mayoría de los organismos examinados no existió inhibición por eDNA heterólogo, es decir, 

DNA aplicado exógenamente que provenía de otras especies taxonómicamente distantes. Por 

esta razón, Mazzoleni et al., (2015a) sugiere que la inhibición por el eDNA homólogo es el 

agente causal de la retroalimentación negativa planta-suelo, y que es un mecanismo para el 

mantenimiento de la biodiversidad. Por otra parte, Veresoglou et al (2015), propone que el 

eDNA homólogo actúa como una molécula señal de estrés conespecífico, individuos 

conespecíficos se refiere a individuos de la misma especie, la cual permite indicar a los 

conespecíficos un medio no apto para la supervivencia, en lugar de actuar como una molécula 

inhibitoria. 

Trabajo previo de Duran y Heil, (2014) provee información experimental sugiriendo la 

acción del eDNA homólogo como una señal de estrés, es decir, un DAMP (figura 2). Se 
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observo que la aplicación de homogenizados de hojas conespecíficos a hojas del frijol común 

(Phaseolus vulgaris) inducen el desarrollo local de especies reactivas del oxígeno (ROS) y 

otras respuestas relacionadas a la resistencia, mientras que homogenizados de otras especies 

de plantas no activaron ninguna respuesta estadísticamente significativa sobre el frijol (Duran 

y Heil, 2014). Por otro lado, estudios posteriores indican que el DNA de plantas o insectos 

induce la despolarización del plasma de membrana e incrementa los flujos intracelulares de 

calcio (Ca2+) (Barbero et al., 2016), lo cual también es concebido como una respuesta de 

estrés. Además, se ha observado que el eDNA actúa como DAMP e induce cambios en la 

metilación del DNA y respuestas relacionadas a la defensa en lechuga (Vega et al., 2018). 

Los estudios anteriores apuntan que el DNA extracelular, obtenido mediante técnicas de 

extracción de DNA genómico total y su posterior fragmentación por sonicación (Barbero et 

al., 2016; Vega et al., 2018), actúa como un patrón molecular asociado a daño, y tiene la 

capacidad de limitar el crecimiento del anfitrión al indicar daño o peligro para la 

supervivencia. 

 

Figura 2. Reconocimiento del eDNA propio u homólogo. La desintegración de células debido a daños 

mecánicos o infecciones conlleva la liberación de moléculas endógenas hacia el medio extracelular, entre ellas 

el DNA. A) El DNA deslocalizado funge como un patrón molecular asociado a daño (DAMP) en plantas y 

puede ser reconocido por células vecinas para la activación de la respuesta de defensa ante el daño; el 

mecanismo de reconocimiento aún no es conocido en plantas. B) En mamíferos el reconocimiento de DAMPS 

esta ampliamente estudiado y se lleva a través de dos vías: la primera  mediante su reconocimiento por 

receptores parecidos a Toll (Toll-like receptors TLRs) lo que lleva a la liberación de factores de transcripción 

(a)a (b)a 
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que inducen respuestas pro-inflamatorias; y la segunda a través de la vía de fagocitosis, la cual puede activar el 

inflamasoma NLRP3 (NOD-like receptor family protein 3) directa o indirectamente (a través de la vía de ROS) 

para la inducción de respuestas pro-inflamatorias. Fuente: elementos tomados y re-arreglados de las Fig. 1 y 2 

de Duran-Flores y Heil, 2015. 

 

2.5 Microorganismos fitopatógenos de importancia agrícola 
 

Los microorganismos fitopatógenos son aquellos que causan enfermedades en las plantas a 

través de disturbios en el metabolismo celular, al secretar enzimas líticas, toxinas, fito-

reguladores y otras sustancias. Constituyen un grupo de mucha importancia en la agricultura 

debido a su gran número, aproximadamente de 50,000 especies (Zhang et al., 2011), y a su 

enorme capacidad de reproducción, lo que con frecuencia dificulta su control (Juárez, 2010); 

estos incluyen nemátodos, bacterias, hongos, protozoarios y virus (Oerke, 2005).  

Los fitopatógenos son causantes de graves pérdidas económicas. A nivel mundial se 

consideran el grupo de mayor relevancia en cuando a su frecuencia y daño que pueden causar. 

El daño que ocasionan no solo se refiere a las pérdidas económicas, sino también a las 

pérdidas en la producción biológica (Agrios, 2005). 

Se sabe que un fitopatógeno puede infectar a uno o más tipos de plantas, aunque éstas sean 

de diferentes familias. La mayoría de los fitopatógenos pasan gran parte de su ciclo de vida 

en la planta que les sirve de huésped, como parásitos; otros residen en el suelo, en los 

desechos vegetales que se encuentran ahí, como saprófitos.  

Los efectos que producen algunos fitopatógenos, como los hongos, en las plantas pueden ser 

de tipo local, cuando afectan una porción pequeña del tejido, o general, si causan un daño 

completo a toda la planta, lo cual depende del tipo de planta que parasiten. Sin embargo, en 

una misma planta pueden producir un efecto local y luego uno generalizado; el daño 

producido por los hongos es, principalmente, una muerte del tejido (necrosis) que infectan. 

También pueden producir atrofia de la planta completa o de algunas de sus partes y, en otros 

casos, pueden causar un crecimiento excesivo (hipertrofia). Además, los hongos que afectan 

la raíz, o bien el sistema vascular, tienden a marchitar a la planta (Juárez, 2010; García, 2004). 

Las manchas foliares, el tizón y la putrefacción de la raíz son ejemplos de signos necróticos, 

mientras que los signos asociados con la hipertrofia de partes de las plantas pueden ser agallas 
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de las raíces, verrugas o tumores. Todos los efectos mencionados pueden causar atrofia o 

disminución de la vitalidad de las plantas lo que lleva a la muerte de la planta (García, 2004). 

A continuación, se habla de dos fitopatógenos de gran importancia debido a que los 

problemas fitosanitarios que generan son de importancia internacional (Erwin, 1996; Dean 

et al., 2012). 

En la literatura muy poco es conocido acerca de las posibles respuestas de estrés metabólicas 

que pueden generar los fitopatógenos a partir de algún tratamiento pesticida. Es decir, se la 

puesto poca importancia al entendimiento de como es su actividad o respuesta en contacto 

con los pesticidas químicos que se aplican, ya que en primera instancia lo único que importa 

es matarlos o detener su crecimiento. Sin embargo, es interesante conocer como es dicha 

respuesta para comprender como se puede atacar alguna parte de su ciclo reproductivo que 

sea más eficiente en su atenuación.  Es bien conocido que todas las células, ya sean eucariotas 

o procariotas, contienen sistemas que les ayudan a contrarrestar el estrés inducido por la 

presencia de oxidantes, limitación nutricional, y el daño causado por agentes físicos y 

químicos (Choi y Klessig 2016). Las especies reactivas del oxógeno (ROS) como el 

superóxido (O•–), radicales hidroxilos (OH•) y el peróxido de hidrogeno (H2O2) son generados 

por procesos de respiración celular y otras vías metabólicas, así como por condiciones de 

estrés oxidativo (Heller y Tudzynski, 2011); en particular, el H2O2 funge como segundo 

mensajero para la transducción de señales (Apel y Hirt, 2004). Por lo tanto, el balance de 

desecho y producción de ROS es delicado y altamente regulado. 

Los sistemas de detoxifiación mediados por las enzimas superóxido dismutasas (SOD) y 

catalasa (CAT), las cuales se encargan de la eliminación de iones superóxido y H2O2, 

respectivamente, son uno de los métodos comunes utilizados para contrarrestar la 

acumulación de ROS a consecuencia del estrés oxidativo (Heller y Tudzynski, 2011; Lee et 

al., 2018). Además, ha sido observado que las enzimas SOD y CAT tienen un rol en la 

diferenciación celular de Fusarium oxysporum (Kono et al., 1995). 
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2.5.1Fusarium oxysporum 
 

Fusarium oxysporum Schlecht es un hongo patógeno ubicuo presente en el suelo que causa 

marchitamiento vascular en una gran variedad de plantas y es considerado uno de los 10 

hongos fitopatógenos de mayor importancia económica y científica (Dean et al., 2012). Los 

síntomas característicos de la enfermedad incluyen pardeamiento vascular, epinastia foliar, 

retraso del crecimiento, marchitamiento progresivo, defoliación y muerte de la planta 

(Agrios, 2005).  

El grupo de especies de Fusarium oxysporum comprende diferentes formas especiales (f. sp.) 

las cuales colectivamente infectan a más de 100 huéspedes diferentes, provocando perdidas 

severas en los cultivos como melón, jitomate, algodón, plátano, entre otros (Michielse y Rep, 

2009).  

Este hongo emplea diferentes estrategias de infección en plantas y animales. Otros estudios 

están abordando la presencia de mecanismos de virulencia comunes que son requeridos en 

ambos tipos de huéspedes (Dean et al., 2012).  

Se caracteriza por producir colonias de rápido crecimiento, con una tasa diaria cercana a un 

centrímetro en medio papa dextrosa agar (PDA) a 25 ºC. La morfología de las colonias es 

muy variable y puede presentar dos tipos (figura 3-4): 1) una de tipo micelial caracterizada 

por la producción de abundante micelio aéreo, algodonoso, con una coloración variable que 

va desde blanco a rosado durazno, pero usualmente con un tinte púrpura o violeta más intenso 

en la superficie del agar y pocas microconidias (Booth, 1970); y 2) una de tipo pionotal con 

la formación de poco o ningún micelio aéreo y abundantes microconidias. Este hongo 

produce tres clases de esporas: Microconidias, macroconidias y clamidosporas (Garcés et al., 

2001). 
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Figura 3. Morfología de Fusarium oxysporum.A-B: Macroconidios; C-D: Micrononidios; E-F: Microconidia 
in situ, A-D, escala=25 µm; E-F, escala=50 µm. Fuente: Leslie y Summerell, 2006. 

 
 
 

Figura 4. Apariencia microscópica de Fusarium oxysporum. Fuente: Tupaki y Kindo, 2018. 
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2.5.2 Phytophthora spp. 
 

El género Phytophthora (del griego Phyton: planta; phthora: destructor) fue descrito por 

primera vez por de Bary en 1876 con P. infestans de Bary como especie tipo, pertenece al 

filo pseudofungi de la clase de los Oomycetes. Las especies de este género son patógenos 

hemibiotróficos de gran importancia en los cultivos agrícolas y forestales ya que causan 

grandes pérdidas económicas en un amplio rango de especies vegetales en el mundo (Erwin 

y Ribeiro, 1996; Roy y Grünwald, 2014).  Las enfermedades causadas por los organismos de 

este género son podredumbre del cuello de la raíz y parte basal del tallo, la gomosis y el 

aguado o podredumbre marrón de los frutos, la pudrición de las raíces, cáncer del tronco y 

pudrición de yemas (Erwin y Ribeiro, 1996). 

Comúnmente, Phytophthora spp. es referido como un organismo fúngico, pero está 

clasificado entre los protistas dentro del grupo de oomicetos, siendo un claro ejemplo de la 

evolución convergente. Los organismos del género Phytophthora son muy parecidos 

morfológicamente a los hongos verdaderos, aunque su evolución biológica es diferente 

(Erwin, 1983). 

Figura 5. Morfología microscópica de Phytophthora capsici. A) Esporangio originado a partir de 

esporangióforos simples y no ramificados. B) Esporangio originado a partir esporangioforos irregulares y no 

ramificados. C) Esporangio. D-F) Zoosporas.  Fuente: Abad et al., 2019 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

 14 

Entre las especies de este oomiceto que ocasionan mayores daños se encuentran: 

Phytophthora ramorum, agente causal de la enfermedad denominada muerte repentina del 

roble, que afecta también a otros árboles y arbustos; P. palmivora causante de la pudrición 

de brotes, yemas y frutos en palmas; P. capsici patógeno que causa marchitez y pudrición de 

la corona y raíz en chile, cucurbitáceas y otros cultivos comerciales (Uribe et al., 2014; 

Fernández et al., 2007); P. infestans causante del tizón tardío de la papa, el tomate y otras 

plantas de la familia Solanaceae; y P. cinnamomi que infecta a más de 3 000 especies de 

plantas en el mundo (Soto et al., 2017). La pudrición radicular es una de las enfermedades 

más importantes del cultivo de aguacate, cuyo agente causal es Phytophthora cinnamomi 

(Toapanta et al., 2017). 

Figura 6. Diferencias morfológicas según el ciclo de enfermedad de Phytophthora capsici. A) Al estar presentes 

ambas formas de sexuales (oogonia y anteridia) se da la formación de las oosporas, las cuales le permiten al 

organismo pasar inviernos y sobrevivir por muchos años en suelo.  B) Las oosporas inactivas germinan para 

producir esporangios con forma de limón; cada esporangio puede germinar directamente en presencia de 

humedad o C) indirectamente a través de la formación de 20-40 zoosporas biflageladas móviles; D) las cuales 

posteriormente pueden infectar al huésped por medio de la penetración de su raíz. Los esporangios pueden 
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dispersarse por viendo por la via de irrigación de planta a planta, mientras que las zoosporas pueden nadar a 

través del agua del suelo hacia las raíces de otras. E-F) Una vez que el patógeno invade al huésped se forman 

mas copias de esporangios, los cuales pueden infectar nuevamente a otras plantas o a partes diferentes de la 

misma planta huésped en una misma temporada de cultivo. Fuente: Granke et at., 2012. 

 

Las especies del género Phytophthora se caracterizan por la producción de oosporas, como 

forma de reproducción sexual, las cuales son estructuras de pared celular gruesa con la 

capacidad de resistir durante años (figura 5-6). Las formas de reproducción asexual 

comprenden; 1) los esporangios, los cuales pueden ser dispersados fácilmente o permanecer 

en las hifas, 2) zoosporas, espora con dos flagelos que le dan movilidad y 3) clamidosporas, 

son generalmente esféricas, pigmentadas y de pared celular gruesa (Erwin, 1983). 

La mayoría de las especies de Phytophthora son favorecidas por alta humedad, temperaturas 

entre 15 y 35 °C, climas húmedos con lluvias abundantes y sustrato o suelo pobres en 

nutrientes (Erwin y Ribeiro, 1996; Kong et al., 2009). Bajo condiciones de laboratorio es 

fácilmente cultivable en agar PDA o medio PDB (Ezziyyani et al., 2004) 

 
2.6 Métodos de control de fitopatógenos  
 

Existen diferentes métodos que pueden ser usados para el control de organismos 

fitopatógenos, dentro de los cuales se pueden mencionar la aplicación de pesticidas químicos, 

aplicación de aceites esenciales, uso de agentes de control biológico y tratamientos térmicos 

(Juárez et al., 2010; Fernández et al., 2007). Los pesticidas químicos, son el método de 

control más usado en todo el mundo (Zhang et al., 2011). Sin embargo, existe una gran 

preocupación debido a los problemas toxicológicos y medioambientales que provocan, 

además de la insuficiente especificidad y la resistencia inducida sobre los patógenos debido 

al uso excesivo de los mismos (Hideo, 2006; Mazzoleni et al., 2014). El desarrollo de agentes 

de control biológico, también conocidos como biopesticidas, se encuentran en un rápido 

aumento y se espera que estos sean los pesticidas predominantes en el futuro (Zhang, 2018). 

A pesar de los grandes avances que se tienen en cuanto al control biológico, este tiene ciertas 

desventajas como el tiempo de estudio para escoger y probar el agente de control, lo que 
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muchas veces se traduce en incremento de costos; y su mecanismo de acción es lento, por lo 

tanto, es lenta la observación evidente el efecto (Csanyi, 2018). 

 

2.6.1 Fungicidas químicos 
 

Los fungicidas son productos químicos utilizados para eliminar o evitar el desarrollo de los 

hongos que atacan a los cultivos, (Hamlen y Power, 1998). En la actualidad existen más de 

113 ingredientes activos registrados como fungicidas comerciales en todo el mundo. Sin 

embargo, hay una serie de problemas contra el uso eficaz de estos productos químicos en las 

zonas donde los hongos han desarrollado resistencia (Bajpai y Kang, 2010). Por otro lado, 

existe una preocupación internacional por erradicar el uso de fungicidas químicos a nivel 

mundial.  

El primer fumigante empleado fue el dibromuro de etileno, en 1984, el cual fue reconocido 

como carcinogénico por lo cual su uso fue prohibido (USDHHS,1992). Posteriormente, se 

generalizó el uso de bromuro de metilo como fumigante, por ejemplo, se usó extensamente 

sobre en plantas madre para el cultivo de fresas contra Botrytis cinérea. Sin embargo, se 

identificó que este compuesto provoca un alto deterioro de la capa de ozono (UNEP, 1995). 

A partir de estas observaciones, la Agencia de protección al Ambiente (EPA) de los Estados 

Unidos de América comenzó a establecer restricciones sobre el uso de fumigantes químicos 

(USEPA, 2001). Los tratamientos deben ser técnicamente efectivos, no dañar el medio 

ambiente y ser económicamente factibles (Hansen y Johnson, 2007). 

 

2.6.2 Aplicación de aceites esenciales 
 

Los aceites esenciales son sustancias odoríferas de naturaleza oleosa encontradas 

prácticamente en todos los vegetales. En la actualidad los productos naturales tienen una alta 

aceptación y reemplazan cada vez más a los productos sintéticos. Como respuesta a esta 

tendencia, se ha producido un creciente interés en la investigación de la posible utilización 

de aceites esenciales y los extractos de plantas como fungicidas naturales, que sean 

relativamente menos perjudiciales para el medio ambiente (Bajpai & Kang, 2010). Por 
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ejemplo, se tienen reportes de la alta capacidad antifúngica de los aceites esenciales de canela 

y orégano sobre Aspergillius flavus (García et al.,2006). 

 

2.6.3 Control biológico 
 

Esta es una alternativa de manejo de las enfermedades causadas por organismos fitpatógenos 

habitantes de la rizósfera del suelo (Zavaleta, 1994). Entre los microorganismos más 

importantes usados como agentes de control biológico se encuentran las rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal, los hongos micorrícicos arbusculares y algunas especies 

del género Trichoderma (Bloemberg y Lugtenberg, 2001). Los principales mecanismos 

responsables del control biológico de hongos y bacterias patógenas son: 1) la competencia 

por los nutrimentos o espacios en la rizósfera de las plantas; 2) la inducción de resistencia 

sistémica inducida (RSI); y 3) la producción de metabolitos antimicrobianos (Kloepper et al., 

2004). 

En México son escasas las investigaciones que se han realizado para el manejo biológico de 

fitopatógenos habitantes del suelo mediante el uso de microorganismos antagonistas. La 

mayoría se han realizado en laboratorio o invernadero, y en menor número en campo 

(Fernández et al., 2007). 

Actualmente, se pueden distinguir algunos productos de control biológico con acción 

biofungicida dentro del mercado. Podemos clasificar los productos comercialmente 

disponibles en tres: a) biofungicidas a base de hongos, b) biofungicidas a base de bacterias y 

c) mezclas de los anteriores. A continuación, se describe cada uno de ellos:  

 

a) Biofungicidas a base de hongos: 

Estos productos están basados en la acción funcigida que algunos hongos presentan, ya sea 

por la competencia de nutrientes en el suelo y la secreción de metabolitos volátiles y solubles 

que degradan la pared celular de otros hongos. Algunos productos disponibles de este tipo 

son TrikoStarÒ, NatuControlÒ, PHC RootmateÒ, PHC T-22Ò, TK RootÒ, TrichoBiolÒ, 

Tricho-Sin WPÒ. 
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b) Biofungicidas a base de bacterias: 

Los fungicidas de este tipo contienen bacterias con la capacidad de secretar metabolitos 

solubles que degradan la pared celular fúngica y, además, se ha demostrado que inducen la 

respuesta de defensa de las plantas, teniendo una doble acción. Ejemplos de estos son Bac 

iliaÒ, BaktillisÒ, Best Ultra FÒ. 

 

c) Mezclas de los anteriores: 

Los productos que vienen en mezclas de diferentes microorganismos están diseñados con la 

finalidad de dar una mejor protección al cultivo por medio de la combinación de diferentes 

modos de acción de estos. Algunos productos de este tipo son BactivaÒ, Best Ultra SÒ, PHC 

Biopak-FÒ. 

Existe una lista larga de patentes relacionadas con el control biológico de fitopatógenos. Las 

patentes ES 2 293 085 T3 y ES 2 294 348 T3 corresponden a invenciones en las cuales 

describen formulaciones líquidas y sólidas eficaces contra enfermedades por fitopatógenos 

basadas en los hongos filamentosos Trichoderma spp. y Beauveria bassiana, 

respectivamente. La patente US5389609 describe el método para la preparación de 

formulaciones antifúngicas basadas en proteínas derivadas de plantas que causan la 

inhibición de hongos, además, provee las secuencias específicas de dichas proteínas, así 

como el método de obtención y purificación de su forma activa. Otras patentes, como WO 

2012/140304 A2 y WO 1996/018722 A2 hablan sobre los métodos para mejorar o aprovechar 

cepas virulentas de especies de Trichoderma spp. con la finalidad de usarlas como base de 

formulaciones antifúngicas; mientras que la patente WO 1997/16974 comprende una 

formulación líquida basada en la sinergia creada por cepas de Trichoderma harzianum y 

Trichoderma viride para la prevención de enfermedades fúngicas, suplementada con fuentes 

de carbono, sales minerales y trazas de elementos con nutrientes orgánicos e inorgánicos. 

Patentes como WO 2014/086758A3, describen composiciones que involucran cepas de 

Paecilomyces lilacinus y Coniothyrium minitons, o mutantes de ellos, para generar no solo 

un efecto fungicida, sino también nematicida e insecticida. Por otro lado, hay patentes muy 

especializadas que se desarrollaron para la disminución de un problema en particular, por 

ejemplo, la patente WO 2016/165037 Al fue desarrollada para atacar nematodos; mientas 
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que la patente WO 2009/031874 Al se basa en la cepa de Bacillus subtilis NRRL B-50055 

que está destinada para el tratamiento de diferentes hongos fitopatógenos. 

En general, las patentes antes mencionadas utilizan microorganismos benéficos del suelo 

para atacar las enfermedades por fitopatógenos, o bien proteínas con actividad anti fúngica. 

La relación entre estas patentes es la necesidad de utilizar un método convencional de 

búsqueda de dichos organismos o biomoléculas que deben presentar ciertas características 

para poder ser candidatos, lo cual requiere de prolongados tiempos de investigación y uso de 

grandes cantidades de recursos. 

La patente con número de aplicación WO 2014/020624 A9 propuesta por Mazzoleni et al., 

2014, es la primera patente en describir el uso del DNA exógeno, que después de ser extraído 

y fragmentado al azar, como una posible molécula para inhibir el desarrollo de diferentes 

tipos de organismos, siendo este tipo de inhibición especie-específico. Sin embargo, el autor 

de dicha patente hace una mención general de los organismos que podrían ser inhibidos y no 

genera evidencia de dosis de inhibición de los fitopatógenos tratados en el presente trabajo. 

 

3. HIPÓTESIS  
 

La exposición de Fusarium oxysporum y Phytophthora spp. a fragmentos de eDNA 

homólogo disminuye su desarrollo, debido al efecto de señalización mediado por patrones 

moleculares asociados a daño (DAMPs), comparado con un modelo en el cual no se aplica 

dicho tratamiento y un modelo de eDNA heterólogo, in vitro; las variables asociadas a este 

fenómeno son germinación de espora, actividad antioxidante SOD, actividad antioxidante 

CAT y metilación del DNA. 

 

4. OBJETIVOS   
 

4.1 Objetivo general 
 

Determinar el efecto que la exposición a fragmentos de eDNA homólogo tiene en el 

desarrollo de Fusarium oxysporum y Phytophthora spp. in vitro, así como de las variables 
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asociadas de germinación de espora, actividad antioxidante SOD, actividad antioxidante 

CAT y metilación del DNA. 

 

4.2 Objetivos específicos 
  

1. Diseñar los ensayos in vitro para medir las variables asociadas de germinación de 

espora, dirigidos a la disminución de crecimiento de los fitopatógenos.  

 

2. Diseñar los ensayos in vitro para medir actividad antioxidante SOD y actividad 

antioxidante CAT; dirigidos a la evaluación de la respuesta de estrés por la acción del eDNA 

como DAMP. 

 

3.  Evaluar los niveles de metilación del DNA por la aplicación de eDNA, en Fusarium 

oxysporum. 

 

4. Evaluar el efecto directo que la exposición de eDNA homólogo fragmentado tiene 

sobre Phytophtora capsici, utilizando un modelo de plántula de chile, dirigido a la prevención 

de enfermedad causada por el fitopatógeno en cuestión. 

 

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS  
 

5.1 Preparación de cepas de hongos fitopatógenos 
  

Aislados de los fitopatógenos fueron proporcionados por el Instituto Nacional de 

Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) Campo Experimental Bajío, las 

cuales fueron identificadas como FOX1 para Fusarium oxysporum; y PCAP-A308 para 

Phytophthora capsici. Las cepas de los fitopatógenos fueron mantenidas en cajas petri con 

agar PDA (agar de papa dextrosa, Difco) a 25 °C ± 2°C, realizando subcultivos, de cada uno, 

una vez al mes.  
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Con la finalidad de obtener grandes cantidades de material biológico, cultivos puros de los 

fitopatógenos fueron crecidos en medio PDB (caldo papa dextrosa, Difco) a 25 °C ± 2°C, 

utilizando la metodología descrita por Ezziyyani et al., (2004). Se utilizarán matraces 

Erlenmeyer de 500 mL con 250 mL de medio PDB (caldo de patata dextrosa, Difco), 

previamente esterilizados en autoclave a 121 °C y 15 psi, por 15 min. A cada matraz se 

añadirá un disco de 5 mm de diámetro de cultivo puro del fitopatógeno, cubriendo el matraz 

con aluminio para evitar la exposición a la luz. Durante 15 días se mantendrán con una 

agitación orbital constante de 120 rpm a 25 °C ± 2°C; lo anterior para cada fitopatógeno. El 

micelio total será recuperado después de 15 días por filtración en vacío y mantenido a -70 °C 

hasta su posterior uso.  

 

5.2 Obtención de eDNA homólogo fragmentado 
 

Para llevar a cabo la extracción de DNA fueron necesarias 15 extracciones de 5 gramos de 

material biológico congelado de cada especie, y su posterior molienda en mortero con 

nitrógeno líquido. Las extracciones fueron llevadas a cabo por el método de Bromuro de 

cetiltrimetilamonio (CTAB) descrito por Lee et al., (1988), realizando el escalamiento para 

poder procesar una muestra mas grande. Se llenaron tubos de 50 mL con 5 gr del micelio 

previamente triturado en nitrógeno líquido, posteriormente se añadieron 37.5 mL de buffer 

de lisis (50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA, 3% SDS, 1% 2-mercaptoetanol), agitando hasta 

homogenizar la mezcla y se incubó a 65°C por una hora. Luego, se añadieron 35 mL de 

cloroformo:fenol (1:1) y se centrifugó a 12,000xg por 10 min hasta conseguir una fase acuosa 

clara. Se recuperó la fase acuosa en un nuevo tubo, y se añadieron 35 mL de SEVAG 

(cloroformo:alcohol isoamílico, 24:1) y se centrifugó por 5 min. Después, se recuperó la fase 

acuosa nuevamente en un nuevo tubo y se añadió 1 mL de NaOAc 3 M, mezclando 

gentilmente. Posteriormente, se procedió a centrifugar los tubos por 30 segundos, desechar 

el sobrenadante, y añadir 15 µL de TE (10 mM Tris- pH 8.0, 1 mM EDTA) e incubar a 65 ° 

por 10 min. Luego, se añadieron 5 µL de NaOAc 3 M y se mezcló gentilmente. Una vez 

mezclados se centrifugaron los tubos por 30 segundos, desechando el sobrenadante, luego se 

procedió a lavar con un volumen de etanol 70% frío por 1 min y se dejaron secar. Por último, 
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se resuspendió el DNA con 2.5 mL de agua inyectable de PiSA® y se guardaron los tubos a 

-70 °C. 

La pureza del DNA y concentración se midió usando el espectrofotómetro NanoDrop™ 2000 

con salida espectral completa (190-840 nm), utilizando 1 µL para la cuantificación de las 

muestras. Para verificar la integridad del DNA se utilizó la electroforesis en gel de agarosa 

al 1%, utilizando la tinción con GelRed® (Biotium); los geles fueron corridos con buffer 

TAE 1X, a 80V por 30 min. Todos los reactivos antes mencionados fueron manipulados bajo 

las instrucciones y recomendaciones de su proveedor y en base a las buenas prácticas de 

laboratorio. 

Para obtener fragmentos de entre 700 y 50 pb, el DNA extraído será fragmentado por 

sonicación con un sonotrodo Hielscher UP200Ht (200W, 26kHz), mediante pulsos de 26 

KHZ a 10 W con una amplitud de 50 % cada 1 segundo por 10 min (Vega et al., 2018). 

 

5.3 Obtención de eDNA heterólogo fragmentado 
 

Para obtener el DNA heterólogo usado en este trabajo se colectaron hojas de lechuga romana 

(Lactuca sativa) variedad Climax, a partir de un cultivo previamente instalado en el Campus 

Amazcala de la Universidad Autónoma de Querétaro, bajo condiciones de invernadero. Se 

procedió a realizar la misma metodología mencionada anteriormente para la extracción de 

DNA usando el método de Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) descrito por Lee et al., 

(1988). De igual manera, la fragmentación se llevo a cabo por sonicación, usando el 

sonotrodo Hielscher UP200Ht, descrito anteriormente.  

 

5.4 Establecimiento de los ensayos para la exposición de los fitopatógenos a eDNA 
fragmentado in vitro. 
 

Para llevar a cabo la exposición del eDNA homólogo fragmentado y eDNA heterólogo 

fragmentado se proponen los siguientes diseños experimentales, que tienen como objetivo 

evaluar el efecto sobre las esporas y sobre la forma vegetativa (micelio) de los fitopatógenos.  
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5.4.1 Evaluación del eDNA sobre la germinación de esporas de los fitopatógenos 
 

Para evaluar la germinación de espora se dispuso previamente de un cultivo puro de cada 

fitopatógeno en PDA totalmente colonizado y se procedió a realizar un subcultivo en líquido 

en placa estéril de 24 pozos con medio PBD. Para lo anterior, el subcultivo fue realizado 

mediante la adición de 200 µL de PDB por pozo seguido de la inoculación de ~300-400 

esporas, mediante picado con asa bacteriológica a partir de los cultivos puros en PDA. 

Posteriormente se añadió 1 mL de cada uno de los tratamientos (2, 50, 100, 200 y 500 μg 

mL-1) de eDNA homólogo fragmentado. De igual manera se procedió a evaluar el DNA 

heterólogo fragmentado a 500 μg mL-1 utilizando la metodología anterior (Cuadro 1). Se 

utilizaron dos controles, con el control 1 se verificó el crecimiento normal del fitpatógeno 

bajo las condiciones experimentales establecidas; el control dos sirvió para verificar la 

inocuidad de los tratamientos de eDNA homologo fragmentado. Todos los tratamientos se 

realizaron por triplicado. Esta misma metodología se utilizó para la evaluación de ambos 

fitopatógenos, para Fusarium oxysporum se utilizo un cultivo puro con 15 días de 

crecimiento en PDA y para P. capsici se utilizo un cultivo puro con 30 días de crecimiento 

en PDA.  

 

Cuadro1. Establecimiento de tratamientos para evaluar la germinación de espora. 

Pozo con tratamiento eDNA homólogo 

y fitopatógeno 

200 µL de PDB 

~300-400 esporas 

1 mL de tratamiento de eDNA homólogo 

(2, 50, 100, 200 y 500 μg mL-1) 

Pozo con tratamiento eDNA 

heterólogo y fitopatógeno 

200 µL de PDB 

~300-400 esporas 

1 mL de tratamiento de eDNA 

heterólogo (Latucca sativa) 500 μg mL-1 
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Control 1. Pozo con fitopatógeno sin 

tratamiento 

200 µL de PDB 

~300-400 esporas 

1 mL de agua destilada estéril 

Control 2. Pozo con tratamiento 

eDNA homólogo sin fitopatógeno 

200 µL de PDB 

 1 mL de tratamiento de eDNA 500 μg 

mL-1 

 

Figura 7. Esquema de aplicación de tratamientos en caja de 24 pozos. 

 

5.4.2 Evaluación del eDNA sobre la respuesta SOD y CAT de los fitopatógenos 
 

Para evaluar la actividad SOD y CAT de los fitopatógenos por la aplicación de eDNA 

homologo y heterólogo se optó por realizar subcultivos líquidos en cajas Petri de 5 cm. Se 

realizaron inóculos líquidos con 200 mL de PBD en matraces Erlenmeyer los cuales fueron 

inoculados con un disco de 5 mm de diámetro de cultivos puros de los patógenos, e incubados 

sin agitación a 25±3 ºC por 15 días, en oscuridad. Pasado el tiempo de incubación se procedió 

a realizar un subcultivo, añadiendo 200 µL del inóculo de fitopatógeno en 8 mL de PDB, en 

cajas de Petri de 5 cm. Las cajas Petri de 5 cm inoculadas fueron incubadas sin agitación a 

25±3 ºC por 4 días. Al cuarto día se retiro el medio junto con el tratamiento mediante succión 

con micropipeta, manteniendo el micelio, y se añadieron 3 ml de los tratamientos. Para este 

diseño solo fueron tomados los tratamientos de 2 μg mL-1 y 500 μg mL-1 de eDNA homólogo, 
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500 μg mL-1 de eDNA heterólogo y un control al que solo se agrego agua destilada estéril.  

Los tratamientos se dejaron actuar por 24 horas; transcurrido el tiempo se filtro el micelio de 

cada tratamiento por filtración en vacío y se procedió a realizar el protocolo para la 

cuantificación de actividad SOD y CAT. El mismo procedimiento se utilizó para ambos 

fitopatógenos. Previo a la filtración del micelio, fueron tomadas alícuotas para la observación 

microscópica del micelio. 

 

 

5.5 Medición de las variables de respuesta en ensayos in vitro 

 

5.5.1 Germinación de espora  
 

Para medir el efecto sobre la germinación de esporas, se realizaron UFC/mL cada 24 hr de 

cada uno de los tratamientos puestos en las cajas de 24 pozos. Para lo anterior, de cada pozo 

se tomó una muestra de 33.34 µL, teniendo un total de 100 µL por tratamiento mezclados en 

un tubo eppendorf, ya que cada tratamiento se tenía por triplicado. A partir de esta mezcla 

(100 µL) se colocaron 20 µL en una caja Petri con PDA y se realizó su extensión en placa, 

la extensión en placa se realizó por triplicado. En caso de observar concentración de micelio 

en los tratamientos se realizaron diluciones previas, agregando 900 µL de agua destilada 

estéril a los 100 µL de muestra, seguido de la extensión en placa de 20 µL de dicha dilución, 

por triplicado. Las cajas de PDA fueron incubadas por 48 hr a 25±3 ºC hasta la observación 

de unidades formadoras de colonias correspondientes a la cantidad de esporas en los 

tratamientos. Para la cuantificación se utilizó la siguiente formula; 

 

𝑈𝐹𝐶/𝑚𝐿 =
(𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜	𝑑𝑒	𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠	𝑒𝑛	𝑡𝑟𝑖𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑑𝑜)(𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛)

0.02	𝑚𝐿  
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5.5.2 Actividad SOD y CAT 
 

Para cuantificar la actividad superóxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) y catalasa (CAT, EC 

1.11.1.6) se obtuvieron extractos enzimáticos del micelio previamente recuperado al cual 

fueron aplicados los tratamientos con eDNA homologo y heterólogo. Para lo anterior se 

pesaron aproximadamente 500 mg de micelio y se homogenizaron con 2 mL de buffer de 

fosfatos (pH 7.8) en un mortero previamente enfriado a -20ºC por 1 hora. El homogenizado 

se paso a un tubo eppendorf y se llevo a centrifugación por 20 min a 10,000 rpm. 

Posteriormente, se recupero el sobrenadante (incoloro) y se colocó en un tubo nuevo. Dicho 

sobrenadante fue utilizado como extracto enzimático y se procuró mantener bajo 4 ºC si no 

se encontraba en uso. Las mediciones se llevaron a cabo por triplicado. 

La actividad SOD total se estimó mediante la inhibición de la reducción fotoquímica del nitro 

blue tetrazolium (NBT) (Gao, 2006). La mezcla de reacción contenía 1.5 mL 0.05 M de 

buffer de fosfatos (pH 7.8), 0.3 mL 0.1 mmol·L−1 EDTA-Na2, 0.3 mL 0.13 mol·L−1 de L-

metionina, 0.3 mL 0.75 mmol·L−1 NBT, 0.3 mL 0.02 mmol·L−1 riboflavina, 0.05 mL del 

extracto enzimático, y 0.25 mL  de agua destilada, haciendo un total de 3 mL de la mezcla 

de reacción. Después de la exposición a luz natural por 20 min (punto de termino determinado 

por la mezcla de reacción) se midió la absorbancia a 560 nm. La actividad SOD se determinó 

como el 50 % de inhibición de la reducción del NBT causada por los superóxidos generados 

a partir de la reacción de foto-reducción de la riboflavina y el oxígeno. Para la cuantificación 

de CAT se utilizó el método descrito por Beers et al., 1952. La reacción contenía 2 mL de 

buffer de fosfatos (pH 7.8), 200 µL de H2O2100 mM y 100 µL del extracto enzimático. Desde 

el tiempo cero se midio absorbancia a 240 nm, hasta completar 6 min. Para la determinación 

de CAT se mide la desaparición de H2O2 en la celda, lo cual se observa como una disminución 

de la absorbancia en el tiempo. Para conocer la cantidad de proteína de cada nuestra se realizó 

la cuantificación proteica por el método de Bradford, 1976. Las actividades SOD y CAT 

fueron expresadas en U/mg de proteína. 
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5.5.3 Niveles de metilación de DNA genómico  
 
La evaluación del porcentaje de metilación se realizó por medio del KIT ELISA para el % 5-

mC (ZYMO RESEARCH), de acuerdo con las instrucciones provistas en el manual. La 

relación (ratio) de la ‘densidad de dinucléotidos CpG/ longitud del genoma’ fue aquel para 

el hongo fitopatógeno H. parviporum de 0.062 (Zeng et al., 2019), dando un factor de 

corrección de 1.21 utilizado para el ajuste de datos resultantes. El DNA utilizado para esta 

evaluación fue extraído siguiendo la metodología descrita en el punto 5.2. 

 

5.6 Evaluación del efecto directo del eDNA homólogo fragmentado aplicado al sistema 

de infección P. capsici - Capsicum annum 

 

Este diseño se centro en el fitopatógeno Phytophthora capsici, con el cual se infectaron 

plántulas chile Serrano Magnun 45 (Capsicum annum) (Cuadro 2), y se procedió a la 

evaluación del efecto del eDNA homólogo fragmentado, en bloques completamente al azar. 

 

 

Cuadro 2. Características de las semillas Hot Pepper-Serrano Magnun 45 por Lakr Seeds 

International. 

Característica Descripción 

Tipo Serrano 

Nombre Magnun 45 

Madurez Media-Tardía 

Cosecha Múltiple 

Tamaño de planta Alta vertical y vigorosa 

Color Verde-Rojo 

Resistencias Ninguna  

Comentarios Fruto largo de color verde obscuro con 

excelente vida útil 
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Se trataron 5 plántulas de chile por tratamiento, con 6 hojas verdaderas, crecidas en sistemas 

hidropónicos (tubos Falcon de 50 ml) estériles a las cuales se aplicaron los tratamientos de 

DNA homólogo o heterólogo una concentración de 100 µg mL-1, más dos controles que 

contenían solamente agua con y sin el fitopatógeno (cuadro 3). Las plantas serán infectadas 

con 3 discos de 5 mm tomados de un cultivo puro de Phytophthora capsici, los cuales serán 

colocados directamente en el sistema hidropónico. Cada sistema hidropónico consistirá en 

una planta de chile, 3 discos de 5 mm del cultivo del fitopatógeno, 15 mL del tratamiento de 

DNA homólogo o heterólogo a una concentración de 100 µg mL-1(figura 8); todas las plantas 

serán mantenidas en una cámara de crecimiento a 23 °C, con un fotoperiodo 16 hr luz/ 8 hr 

oscuridad.  La evaluación de dicho efecto consistió en la verificación visual de la presencia 

o ausencia de enfermedad, al tiempo 0, y después de 4 y 8 días. Se tomaron en cuenta los 

síntomas de marchitamiento foliar y necrosis de raíz (cuadros 4 y 5), de acuerdo a lo descrito 

por Uribe et al., (2014).  

 
Figura 8. Diseño de ensayo de infección de P. casici en plántula de chile. 

 

 

 

 

 

 

-Fitopatógeno
-Tratamiento DNA homólogo 
/DNA heterólogo/Agua 
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Cuadro 3. Resumen de tratamientos para evaluación P. capici-Chile. 

Número de plantas de chile  Tratamiento  

5 T1=100 µg mL-1 DNA homólogo + 3 

discos de P. capsici 

5 T2=Mezcla 1:1 de DNA heterólogo 

(Fusarium oxysporum) y DNA 

homólogo 100 µg mL-1 + 3 discos de P. 

capsici. 

5 Control 1= agua destilada  

5 Control 2 = agua destilada + 3 discos de 

P. capsici 

 

 

 

Cuadro 4. Escala de severidad del marchitamiento foliar por P. capsici. 

(Uribe et al., 

2014) 

ESCALA  

1 2 3 4 

Síntoma en 

área foliar  

Planta sin 

marchitamiento 

foliar 

Planta con 

algunas hojas 

con pérdida de 

turgencia. 

Planta con 

todas las hojas 

con perdida de 

turgencia. 

Planta con 

hojas marchitas 
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Cuadro 5. Escala de severidad de necrosis radicular por P. capsici. 

(Uribe 

et al., 

2014) 

ESCALA 

1 2 3 4 5 

Síntoma 

en raíz  

Planta 

sin 

lesiones 

de raíz. 

Lesión 

circular 

seca, con 

necrosis 

ligera en 

base de 

raíz >0.5 

cm.  

Lesiones con 

necrosis de 2 

cm, raíces 

empiezan a 

desprenderse 

Desprendimiento 

de epidermis, 

dejando tejido 

vascular, pérdida 

de ~50% de 

raíces. 

Desprendimiento 

de epidermis, 

pérdida de ~80% 

de raíces. Se 

observan raíces 

completamente 

necróticas. 

 

 

5.7 Análisis e interpretación resultados 

 

Los análisis estadísticos se llevarán a cabo con el programa Minitab.2019®. La información 

será sometida a un análisis ANOVA (95% de confianza) y las diferencias entre tratamientos 

serán comprados por medio de una prueba Tukey (P=0.05, 0.01 o 0.001). La información se 

expresará en valores medios ± el error estándar (Barbero et al., 2016, Vega et al., 2018). 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

6.1 Extracción y fragmentación de DNA de los fitopatógenos  
 

El método utilizado para la extracción y fragmentación del DNA permitió obtener 

rendimientos aceptables de DNA para ser utilizado en las pruebas. El cuadro 6 muestra 

valores representativos de cuantificación y calidad del DNA extraído para cada fitopatógeno. 

La visualización por gel de agarosa permitió observar integridad aceptable del DNA 

genómico extraído (Figura 9). 

 

Cuadro 6. Cuantificación de extracciones de DNA genómico por método CTAB 

Muestra ng/µL Abs 260/280 Abs260/230 

Fusarium oxysporum 

1 963.3 2 1.57 

2 1369.1 2 1.4 

3 831 2 1.6 

4 1382 2.1 2 

5 1954.2 2.1 1.99 

6 1304.8 2.1 1.68 

Phytphthora capsici 

1 1396.6 2.1 2 

2 835.7 2.1 2 

3 795.3 2.1 1.92 

4 850.2 2.1 1.92 

5 682.9 2.1 2 

6 722.4 2.1 1.98 
Nota: Abs 260/280-valores entre 1.8-2 indican un 90-100% de pureza de ácidos nucleicos, valores >2 indican 

contaminación con RNA. Abs 260/230- valores < 1.5 indican contaminación por sales, arbohidratos o fenoles; 

o degradación de las moléculas. 
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Figura 9. Verificación de integridad de extracciones y de fragmentación. Los carriles de 1-6 corresponden a 

muestras de F. oxysporum y los carriles de 7-12 corresonden a muestras de P.capsici. Los carriles 1,3,5,7,9,11 

corresponden a las extracciones de DNA genómico, mientras que los carriles 2,4,6,8,12 corresponden a las 

fragmentaciones realizadas. El carril 13 muestra la fragmentación de DNA heterólogo (L. sativa). Los carriles 

14 y 15 corresponden a las escaleras de peso molecular de 1kb y 100 pb, respectivamente. 

 

Las muestras con valores mayores a 2 en la relación 260/280 fueron tratadas con RNasa 

(Thermo Scientific). Las muestras obtenidas tuvieron una calidad aceptable y fue posible 

utilizarlas como tratamiento. Los fragmentos obtenidos estuvieron dentro de los rangos 

aceptables que fueron <1000 pb, entre 700-100 pb. Estudios realizados por Duran-Flores y 

Heil (2018) sugieren que la actividad del DNA como DAMP se ve potenciada cuando los 

fragmentos son <700 pb, mientras que los fragmentos mayores a 1000 pb presentan nula 

actividad como DAMP. Esto sugiere que el DNA solo tiene acción como DAMP cuando se 

encuentra fragmentado, ya que esta es la forma natural en la que se encuentra cuando se 

presenta algún proceso traumático, de infección o necrosis (Choi y Klessig 2016; Heil 2009). 

Otro punto importante es el tamaño de los fragmentos que son reconocidos como DAMP. 

Actualmente no se conoce para plantas, hongos u oomicetos si se trata de algun receptor u 

otro mecanismo por el cual el eDNA es sensado. Por otra parte, en mamíferos se conoce que 

el eDNA es reconocido por receptores tipo Toll; y que además pueden fagocitarse moléculas 

de eDNA y ser reconocidas al interior de la célula (Duran-Flores y Heil, 2015). En plantas 

se ha propuesto el reconocimiento del eDNA  a través de receptores de membrana, canales 

transportadores, o bien, a través de su traslocación hacia el interior de la célula por medio de 

vesículas (Figura 10) (Bhat y Ryu, 2016), sin embargo, hacen falta estudios que lo 

1     2    3    4     5     6     7    8     9   10   11  12  13   14   15 

1000 pb 
700 pb 

100-80 pb 
500 pb 
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demuestren. Los reportes obtenidos hasta la fecha apuntan a que este reconocimiento es un 

sistema fino de detección que puede estar ligado no solo al tamaño de los fragmentos, sino 

también estar relacionado con los procesos de metilación que el DNA puede sufrir y sobre 

todo a la cercanía filogenética de las especies (Vega-Muñoz et al, 2018, Duran-Flores y Heil, 

2015, Barbero et al, 2016 ). 

 

Figura 10: Mecanismos posibles para el reconocimiento de eDNA. A) Por medio de repectores 

transmembranales; b) a través del transporte por canales, c) internalización en vesículas membranales. Fuente: 

Bhat y Ryu, 2016 

 

Es primordial conocer el mecanismo de reconocimiento del DNA en los diferentes tipos de 

organismos, ya que dicho mecanismo parece estar vinculado con varias respuestas 

metabólicas relacionadas con la inmunidad. Se ha descrito que la toma de DNA fragmentado 

por células vivas puede bloquear la traducción de RNA mensajero en una manera similar al 

RNA de interferencia o causar inestabilidad del genoma (Mazzoleni et al., 2015b), por lo que 

el efecto de inhibición observado podría estar asociado a dichos eventos, donde la señal de 

“daño” principal resulta ser la fragmentación del DNA. Debido a la importancia del DNA 
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como una molécula de herencia, y a su ubicuidad, las respuestas generadas por este DAMP 

resultan relevantes. 

 

6.2 Evaluación de germinación de espora 
 

6.2.1 Fusarium oxysporum 
 

Se evaluó la germinación de espora como una posible forma de mitigación del desarrollo de 

los fitopatógenos. En el caso de Fusarium oxysporum,  la cinética de crecimiento obtenida 

mediante la evaluación de UFC/mL cada 24 por 5 días muestra que los tratamientos lograron 

ser eficaces para detener la germinación de espora de este hongo (figura 11).  

 

 
Figura 11. Cinética de germinación de espora de Fusarium Oxysporum bajo el tratamiento de eDNA homólogo 

a diferentes concentraciones (2, 50,100, 200, 500 µg mL-1 ). C1= esporas sin tratamiento. C2= tratamiento a 

500 µg mL-1 sin esporas. 

 

Durante las primeras 48 horas de incubación los tratamientos de 100 y 200 µg mL-1 lograron 

mantener nula la germinación de esporas. Fue posterior a las 48 horas cuando se comenzó a 

observar un incremento en la germinación de esporas en los tratamientos de 100 y 200 µg 

mL-1. El tratamiento de 500 µg mL-1 mostró los mejores resultados, obteniendo al final de las 
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120 horas un incremento en la germinación de esporas de solo 19%. Estos resultados sugieren 

que los tratamientos con DNA homólogo, es decir, DNA que pertenece al mismo hongo, 

tienen una actividad en la supresión de germinación de espora del hongo, lo cual puede 

compararse con resultados similares que se obtuvieron en la germinación de espora del hongo 

Trichoderma harzianum (Mazzoleni et al., 2015b); donde dichos autores realizan la 

aplicación de eDNA homólogo a una concentración de 800 µg mL-1, obteniendo porcentajes 

de germinación promedio de 9.1%, a las 24 horas.  

Por otro lado, el tratamiento de 2 µg mL-1 no mostró ningún efecto en la detención de 

germinación, comportándose de manera similar al Control 1 que solo contenía al hongo.  
 

 
Figura 12. Efecto del eDNA homólogo fragmentado sobre F. oxysporum, 120 horas después del tratamiento. 

Letras diferentes indican diferencia significativa. Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. 

 

Los resultados obtenidos al final de las 120 horas en las que se mantuvo en contacto el 

patógeno con el eDNA homólogo demuestran que el tratamiento de 500 µgmL-1 fue 

altamente efectivo para reprimir la germinación de esporas y significativamente diferente a 

los demás tratamientos (figura 12). Se puede observar que el tratamiento de 500 µg mL-1 

muestra un porcentaje de germinación de espora de 19%  equivalente a 25 UFC/mL (cuadro 

7). En la figura 13 resulta sencillo distinguir, mediante observación, el incremento de la 

población del hongo debido a la acumulación de micelio conforme los días. Además, se 
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puede observar que el tratamiento de 500 µgmL-1 fue estable a lo largo de 120 horas de 

contacto. 

 

Cuadro 7. Valores de germinación de espora de Fusarium oxysporum bajo tratamiento con 

DNA homólogo, después de 120 horas.  

Tratamiento Log (UFC/mL) % de germinación Comentarios  

2 µg mL-1 6.0769 ±0.0546a 100 Equivalente a 

1.2x106 UFC/mL 

50 µg mL-1 3.966 ±0.0117b 66.165 Equivalente a 

9.25x103 UFC/mL 

100 µg mL-1 2.767±0.0117c 46.16 Equivalente a 6x102 

UFC/mL 

200 µg mL-1 3.6781±0.0454bc 61.3628 Equivalente a 

4.78x103 UFC/mL 

500 µg mL-1 1.133±0.981d 18.896 Equivalente a 25 

UFC/mL 

C1 5.9941±0.0882a 100 Equivalente a 1x106  

UFC/mL 

C2 0.000±0.000e 0 Equivalente a 0  

UFC/mL 
Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios ± el error estándar. Letras diferentes indican 

diferencia significativa. 
 

 
Figura 13. Observación del efecto del eDNA homólogo fragmentado sobre la germinación de espora de F. 

oxysporum, 120 horas después del tratamiento.  

 

2 µg mL-1               50 µg mL-1          100 µg mL-1        200 µgmL-1        500 µgmL-1.                  C1                   C2 
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En cuanto al efecto del eDNA heterólogo, es decir, DNA de una especie diferente, se utilizó 

DNA fragmentado de lechuga. El análisis estadístico demuestra que no existieron diferencias 

significativas entre el tratamiento con DNA heterólogo y un control 1 (hongo sin 

tratamiento), lo que puede sugerir que la acción del eDNA es especie-específica (cuadro 8), 

por lo que no se observan efectos en la inhibición de espora bajo este tratamiento. 

 

Cuadro 8. Valores de germinación de espora de Fusarium oxysporum bajo tratamiento con 

DNA heterólogo, después de 120 horas. 

Tratamiento Log (UFC/mL) % de germinación Comentarios  

500 µgmL-1 

(Lactuca sativa) 

5.1598 ±0.0451a 93.3 Equivalente a 

1.45x105 UFC/mL 

C1 5.5345±0.0159a 100 Equivalente a 

3.43x105  UFC/mL 

C2 0.000±0.000b 0 Equivalente a 0  

UFC/mL 
Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios ± el error estándar. Letras diferentes indican 

diferencia significativa. 

 

Los resultados anteriores indican que el eDNA homólogo ejerce un efecto de supresión en la 

germinación de espora a concentraciones elevadas. En este estudio la tendencia de inhibición 

de la germianción estuvo ligada con la concetración, es decir, a mayor concentración mayor 

inhibición, sin embargo, no fue así para el tratamiento de 200 µgmL-1, el cual tuvo un 

porcentaje de germinación mayor (61%) que el tratamiento de 100 µgmL-1 (46%) y muy 

cercano al de 50 µgmL-1 (66%). 
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6.2.2 Phytophthora capsici 
 

En el caso de P. capsici,  la cinética de germinacion de espora (zoospora) obtenida mediante 

la evaluación de UFC/mL cada 24 por 5 días (empezando a las 48 horas de incubación) 

muestra que los tratamientos fueron eficaces para detener la germinación de espora de este 

oomiceto (figura 14).  

Los tratamientos de 50, 100, 200 y 500 µgmL-1, mostraron un efecto similar en la supresión 

de germinación de espora del oomiceto, y esta se mantuvo a lo largo de los 5 días de 

evaluación; mostrando nuevamente un efecto de estabilidad de los tratamientos en el tiempo. 

El tratamiento de 2 µgmL-1 no mostró efecto en la supresión de germinación obteniendo un 

crecimiento similar al control 1 (oomiceto sin tratamiento). Estos resultados indican que 

concentraciones a partir de los 50 µgmL-1 lograr detener la germinación de espora, mientras 

que concentraciones menores podrían resultar en el efecto contrario.  

 

 
 

Figura 14. Cinética de germinación de espora de P. capsici bajo el tratamiento de eDNA homólogo a diferentes 

concentraciones (2, 50,100, 200, 500 µg mL-1 ). C1= esporas sin tratamiento. C2= tratamiento a 500 µg mL-1 

sin esporas. 
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Figura 15. Efecto del eDNA homólogo fragmentado sobre P. capsici, 120 horas después del tratamiento. Letras 

diferentes indican diferencia significativa. Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. 
 

Cuadro 9. Valores de germinación de espora de P.capsici bajo tratamiento con DNA 

homólogo, después de 120 horas. 

Tratamiento Log (UFC/mL) % de germinación Comentarios  

2 µg mL-1 5.612 ±0.0318a 100 Equivalente a 

4.1x105 UFC/mL 

50 µg mL-1 1.233 ±1.078b 22.8284 Equivalente a 50 

UFC/mL 

100 µg mL-1 2.3504±0.0485 b 43.52 Equivalente a 225 

UFC/mL 

200 µg mL-1 2.392±0.357 b 44.288 Equivalente a 300 

UFC/mL 

500 µg mL-1 2.218±0.466 b 41.060 Equivalente a 225 

UFC/mL 

C1 5.4011±0.0338 a 100 Equivalente a 

2.53x105  UFC/mL 
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C2 0.000±0.000 c 0 Equivalente a 0  

UFC/mL 
Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios ± el error estándar. Letras diferentes indican 

diferencia significativa. 

 

Los tratamientos de 100, 200 y 500 µgmL-1 mostraron un efecto similar sobre el oomiceto, 

manteniendo la germinación de esporas en un rango de 200 a 300 UFC/mL (40 %) a las 120 

horas de exposición (cuadro 9). El tratamiento de 50 µgmL-1 mostró una germinación de solo 

un 23%, sin embargo no fue significativamente diferente a los tratamientos de 100, 200 y 

500 µgmL-1.  

En la figura 16 se aprecia la acumulación de micelio en el control (C1) y en el tratamiento de 

2 µgmL-1. Los demás tratamientos no tuvieron una acumulación de micelio notable debido a 

la baja germinación de esporas que se mantuvo a lo largo del experimento. 

 

 
 

Figura 16. Observación del efecto del eDNA homólogo fragmentado sobre la germinación de espora de P. 

capsici, 120 horas después del tratamiento.  

 

Para la evaluación del efecto de DNA heterólogo en P. capsici, nuevamente se utilizó DNA 

de lechuga a 500 µgmL-1. El tratamiento de DNA de lechuga a 500 µgmL-1 comparado con 

un Control 1, que contenía solo al oomiceto, no muestra diferencias significativas, lo que 

indica que nuevamente el efecto del eDNA sugiere ser específico sobre la especie (cuadro 

10).  

 

 

 

2 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 200 µg/ml 500 µg/ml C+ C-2 µg mL-1               50 µg mL-1          100 µg mL-1        200 µgmL-1        500 µgmL-1.                  C1                   C2 
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Cuadro 10. Valores de germinación de espora de P. capsici bajo tratamiento con DNA 

heterólogo, después de 120 horas. 

Tratamiento Log (UFC/mL) % de germinación Comentarios  

500 µgmL-1 

(Lactuca sativa) 

4.433 ±0.666a 95.37 Equivalente a 

1.45x105 UFC/mL 

C1 4.5181±0.0159a 100 Equivalente a 

3.43x105  UFC/mL 

C2 0.000±0.000b 0 Equivalente a 0  

UFC/mL 
Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios ± el error estándar. Letras diferentes indican 

diferencia significativa. 

 

Los resultados de germinación de espora de ambos fitopatógenos, sugieren que el eDNA 

homólogo, pero no heterólogo, tiene un efecto de inhibición de la germinación. Lo anterior 

queda respaldado por estudios anteriores que demuestran que el eDNA puede tener un efecto 

de inhibición del crecimiento en diferentes grupos de organismos (Mazzoleni et al., 2015 ab) 

y que este es dependiente de la concentración aplicada. Estudios realizados en planta 

demuestran que concentraciones de 200 µgmL-1 pueden inhibir la germinación de semilla de 

lechuga (Vega-Muñoz et al, 2018), y de frijol (Duran-Flores y Heil, 2018). Este trabajo 

resalta el fenómeno de hormesis, donde dicho efecto puede variar dependiendo de la especie 

con la cual se trabaje, de ahí la necesidad de estudiar la relación dosis-efecto. Por otro lado, 

también se verificó que solo el eDNA homólogo tiene un efecto de inhibición, mientras que 

el heterólogo no tuvo un efecto en la inhibición de germinación. Desde el punto de vista 

práctico, se podría utilizar esta característica para generar productos que sean altamente 

específicos contra lo que se desea atacar, y así evitar el daño a otros organismos. También, 

se puede sugerir que esta tecnología evitaría la rápida resistencia adquirida de los patógenos, 

debido que al ser un proceso que ocurre en la naturaleza, se necesitaría de mucho más tiempo 

de evolución para poder llegar a la resistencia; sin embargo, son necesarios estudios que 

puedan corroborar dicho evento. 
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Como pudo ser observado en ambos patógenos, al utilizar concentraciones bajas se obtuvo 

un crecimiento igual o ligeramente mayor al del control que solo contenía al patógeno, lo que 

puede indicar que dosis mal aplicadas pueden resultar en un efecto contrario o hasta de 

elicitación de fitopatógeno, por lo que son necesarios más estudios que avalen las dosis. 

Quintana-Rodríguez et al. (2018) habla sobre la posibilidad del uso del eDNA, así como de 

otras moléculas que actúan como DAMP, para lograr la activación de sistema de defensa de 

las plantas (elicitación), es decir, “vacunar a las plantas”; lo cual desde el punto de vista 

científico sugiere ser una estrategia viable de conseguir considerando que los DAMPs logran 

generar respuestas relacionadas con la defensa cuando son reconocidos en bajas 

concentraciones. 

 

6.3 Evaluación de la  actividad antioxidante SOD  y CAT 
 

6.3.1 Fusarium oxysporum 
 

En la evaluación de la actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) se encontró que 

los tratamientos de 2 y 500 µgmL-1 aumentaron la actividad de esta enzima, comparado con 

el control (en el que solo se aplico agua) y un tratamiento con eDNA heterólogo a 500 µgmL-

1 los cuales dieron una actividad enzimática similar (figura 17). Estos resultados se 

correlacionan con la activación de una respuesta ante el estrés, es decir, al aumentar la 

concentración del tratamiento aumento la actividad de esta enzima. Lo anterior sugiere que 

los tratamientos de  2 y 500 µgmL-1 de eDNA homólogo, pero no heterólogo,  generan una 

respuesta de estrés, lo que provoca un aumento en la actividad de SOD, debido a una posible 

acumulación de ROS.  
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Figura 17. Actividad SOD F. oxysporum, 24 horas después del tratamiento de eDNA. Letras diferentes indican 

diferencia significativa. Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. 

 

 

 
Figura 18. Actividad CAT F. oxysporum, 24 horas después del tratamiento de eDNA. Letras diferentes indican 

diferencia significativa. Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. 

 

Por otro lado, la actividad de la enzima catalasa también se vio potenciada en los tratamientos 

(figura 18). El aumento de la actividad se correlacionó con la concentración del tratamiento, 

de esta manera el tratamiento de 500 µgmL-1 tuvo más del doble de actividad que el 

tratamiento de 2 µgmL-1, siendo la actividad de 11.25 y 5.3 U/mg de proteína, 

respectivamente. Estos resultados sugieren, al igual que los de SOD, la aparición de eventos 
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de estrés causados por el tratamiento con eDNA homólogo. En ambas actividades, SOD y 

CAT, el tratamiento con eDNA heterólogo no fue significativamente diferente al control, 

indicando que no genera la activación de respuestas relacionadas con procesos de estrés. 

 

Cuadro 11. Valores de actividad enzimática de Fusarium oxysporum bajo tratamiento con 

DNA homólogo y heterélogo, después de 24 horas. 

Tratamiento  

eDNA 

SOD 
(U/mg de proteína) 

CAT 
(U/mg de proteína) 

0 µgmL-1  

(Fusarium oxysporum) 

0.0574 ±0.00216b 0.983 ±0.0451c 

2 µgmL-1 

(Fusarium oxysporum) 

0.38 ±0.0797a 5.297 ±0.513b 

500 µgmL-1 

(Fusarium oxysporum) 

0.4913 ±0.0865a 11.255 ±0.1631a 

500 µgmL-1  

(Lactuca sativa) 

0.1577 ±0.0282b 0.7353 ±0.0455c 

Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios ± el error estándar. Letras diferentes indican 

diferencia significativa, por columna. 

 

6.3.2 Phytophthora capsici. 
 
 

En el caso de la actividad SOD para P. capsici se observó nuevamente un aumento de 

actividad en el tratamiento de 500 µgmL-1, pero no así para el de 2 µgmL-1, el cual no tuvo 

diferencias significativas con el control ni con el tratamiento de eDNA heterólogo (figura 

19). 

En P. capsici se encontró alta actividad CAT en todos los tratamientos (figura 20). En este 

caso no hubo diferencias significativas entre los tratamientos de 500 µgmL-1 y 2 µgmL-1, 

obteniendo actividades de 14.1 y 15.6 U/mg de proteína, respectivamente; sin embargo, estos 

fueron significativamente superiores al control y al tratamiento con DNA heterólogo. 
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Figura 19. Actividad SOD P. capsici, 24 horas después del tratamiento de eDNA. Letras diferentes indican 

diferencia significativa. Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. 
 

 

 
Figura 20. Actividad CAT P. capsici, 24 horas después del tratamiento de eDNA. Letras diferentes indican 

diferencia significativa. Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. 

 

Al igual que F. oxysporum, para P capsici los tratamientos indican un aumento de las 

actividades de ambas enzimas SOD y CAT, lo cual nuevamente indica que la acción del 

eDNA homólogo se vincula a procesos relacionados con estrés. 
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Cuadro 12. Valores de actividad enzimática de P. capsici bajo tratamiento con DNA 

homólogo y heterélogo, después de 24 horas. 

Tratamiento  

eDNA 

SOD 
(U/mg de proteína) 

CAT 
(U/mg de proteína) 

0 µgmL-1  

(P. capsici) 

0.0383 ±0.00166c 10.021 ±0.182c 

2 µgmL-1 

(P. capsici) 

0.05798 ±0.0064bc 15.613 ±0.976a 

500 µgmL-1 

(P. capsici) 

0.137 ±0.00655a 14.094 ±0.376a 

500 µgmL-1  

(Lactuca sativa) 

0.0758 ±0.01708b 11.989 ±0.747b 

Análisis ANOVA-Tukey con 95% de IC. Valores medios ± el error estándar. Letras diferentes indican 

diferencia significativa, por columna. 

 

Tanto eucariontes como procariontes han desarrollado una serie de mecanismos para 

contrarrestar gran variedad de eventos de estrés que se presentan cotidianamente, como la 

presencia de oxidantes ambientales, limitación de nutrición y daños causados por agentes 

mecánicos y químicos. Estos mecanismos permiten generar respuestas rápidas para adaptar 

el metabolismo a la condición alterada (Kono et al., 1995). El mecanismo de producción y 

desecho de ROS resulta ser una de las principales vías que se encuentra altamente regulada 

para contrarrestar dicho estrés. En el caso de los fitopatógenos se ha estudiado que estos 

suelen estar expuestos a altas concentraciones de ROS durante el proceso de infección 

vegetal, ya que el incremento de ROS en la planta es una respuesta de defensa común ante el 

ataque por fitopatógenos; por lo tanto contienen mecanismos de desecho de ROS altamente 

efectivos (Lee et al., 2017). Peroxidasas fúngicas, como la catalasa, se han identificado 

durante el inicio de la infección vegetal (Mir et al., 2015); y además, se han identificado 

como controladores redox de varios procesos fisiológicos ( König et al., 2012). En Fusarium 

graminearum, se han identificado varios factores de transcripción involucrados en la 
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respuesta ante el estrés oxidativo por medio de la regulación de la expresión de genes que 

codifican para enzimas antioxidantes (Jiang et al., 2015). Los factores de transcripción Yap1 

y Skn7 juegan un factor crucial en la respuesta ante estrés oxidativo en Saccharomyces 

cerevisiae (Lee et al., 1999). Otros estudios reportan que también el estrés oxidativo esta 

relacionado a la síntesis secundaria de metabolitos en hongos (Montibus et al., 2015). En 

especies de Aspergillus, la biosíntesis de aflatoxinas se activa en respuesta al estrés (Hong et 

al., 2013). Por otro lado, en Fusarium oxysporum se ha encontrado que existe un aumento en 

la actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) cuando se encuentra bajo la condición 

de estrés por inanición, y más haya se ha desmostrado que el aumento de esta enzima es 

crucial para el cambio morfológico de hifa a clamidospora, estadío que le da ventajas de 

supervivencia (Kono et al., 1995).  

Como se puede apreciar, las enzimas antioxidantes de patógenos de plantas tienen un papel 

crucial en una gran cantidad de procesos. En particular, en este trabajo se ha identificado un 

aumento de las enzimas SOD y CAT en el micelio tratato con eDNA homólogo de ambos 

fitopatógenos. Dicho aumento sugiere estar relacionado con la actividad del eDNA como 

DAMP, ya que como se describió anteriormente, la producción de ROS es una respuesta 

común activada por DAMPs (Duran y Heil, 2016), lo que conduciría a un aumento de las 

enzimas antioxidantes para lograr contrarestar los efectos de una producción excesiva de 

ROS. El aumento de esta actividad antioxidante puede corroborarse con futuros estudios de 

expresion de los genes que codifican para SOD y CAT de estos fitopatógenos, o bien de 

factores de transcripción previamente identificados, relacionados con la activacion de dichos 

genes.  
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6.4 Análisis microscópico del micelio de los fitopatógenos 
 
Además del análisis enzimático, se tomaron previamente alícuotas de los tratamientos para 

su observación microscópica. La observación microscópica permitió detallar ciertos cambios 

morfológicos en las hifas Fusarium oxysporum, percibidos como hinchazón y alargamiento 

de vacuolas (vacuolización) en las hifas, en los tratamientos de 2 y 500 µgmL-1. Además, en 

el tratamiento de 500 µgmL-1 puede percibirse  un alto grado de deformación de la hifa (figura 

21).  

 
Figura 21: Observaciones microscópicas del efecto del eDNA a diferentes concentraciones sobre el micelio de 

Fusarium oxysporum, después de 24 hr. Tratamientos de A) eDNA homólogo 0 µgmL-1 (control), B) eDNA 

homólogo 2 µgmL-1, C) eDNA homólogo 500 µgmL-1, D) eDNA heterólogo (Lactuca sativa) 500 µgmL-1. 

 

La morfología y fisiología vacuolar alterada en hongos se ha relacionado con el deterioro del 

crecimiento hifal y de virulencia en Ustilago maydis y Magnaporthe grisea (Steinberg et al., 
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1998; Weber et al., 2001). Además, reportes indican deformación y vacuolización en hifas 

de Rizhoctonia solani después de estar en contacto con el sobrenadante de B. subtilis V26, el 

cual puede presentar una composición bioquímica (proteinasas y quitinasas) que afecta el 

estado integral de la hifa (Ben Khedher et al., 2015). De esta manera se puede sugerir que 

resultados de hifas deformes y con vacuolización excesiva son indicadores de daño y 

deterioro. 

 

En la observación de las hifas de P. capsici no se lograron detectar cambios morfológicos en 

los tratamientos con eDNA homólogo o heterólogo, siendo similares al control (figura 22). 

Al ser un oomiceto las respuestas morfólogicas pueden no percibirse con facilidad, debido a 

la complejidad metabólica del organismo.  
 

 
Figura 22: Observaciones microscópicas del efecto del eDNA a diferentes concentraciones sobre el micelio de 

P capsici, después de 24 hr. Tratamientos de A) eDNA homólogo 0 µgmL-1 (control), B) eDNA homólogo 2 

µgmL-1, C) eDNA homólogo 500 µgmL-1, D) eDNA heterólogo (Lactuca sativa) 500 µgmL-1. 
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6.5 Niveles de metilación de DNA genómico 
 
 
Se evaluaron los niveles de metilación del DNA genómico en F. oxysporum después de su 

exposición a eDNA homólogo (figura 23). Los resultados muestran que el DNA obtuvo un 

porcentaje menor de metilación en los tratamientos de 50, 100, 200 y 500 µgmL-1(cuadro 

13), indicando una hipometilación, a diferencia del control donde el porcentaje de metilación 

se encontró de 1.501%± 0.489. Lo anterior sugiere que los tratamientos aplicados activan la 

expresión de diferentes genes que pueden estar involucrados con la respuesta ante el 

reconocimiento del eDNA, lo que induce una hipometilacion del DNA genómico. El 

tratamiento de 2 µgmL-1 no se encontró significativamente diferente al control.  
 
 

 
Figura 23. Niveles de metilación del DNA genómico de Fusarium oxysporum después de 120 horas de 
exposición de eDNA-homólogo. Letras diferentes indican diferencia significativa. Análisis ANOVA-Tukey 
con 95% de IC. 
 
Cuadro 13. Nivel de metilación del DNA genómico de F. oxysporum bajo tratamiento con 

DNA homólogo. 

Tratamiento eDNA % 5-mC 

0 µgmL-1   1.501 ±0.489a 

2 µgmL-1 0.776 ±0.260ab 

50 µgmL-1 0.0927 ±0.0.0925b 
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100 µgmL-1 0.346 ±0.347b 

200 µgmL-1 0.00±0.00b 

500 µgmL-1 0.446 ±0.447b 

Análisis ANOVA-Tukey (95% de confianza). Valores medios ± el error estándar. 

 
La metilación del DNA en hongos es menos estudiada en comparación con otros eucariontes, 

sin embargo, se tiene la noción de que este proceso esta dedicado primeramente a la supresión 

de elementos transponibles (TEs) para maneter la integridad del genoma (Zemach et al., 

2010). Estudios sugieren que la metilación del DNA en hongos tienen patrones más 

complejos y variados de lo que se pensaba; además, se ha estudiado que existe una gran 

variedad en el porcentaje de citosinas genómicas metiladas, por ejemplo 0.22% en 

Magnaporthe oryzae (Jeon et al., 2015), 0.38-0.42% en Metarhizium robertsii (Li et al., 

2017), 1.8% en Ganoderma sinense ( Zhu et al., 2015), y hasta 36.9–39.6% en Tuber 

melanosporum (Montanini et al., 2014). 
 
 
6.6 Efecto del DNA homólogo sobre el sistema de infección P. capsici-Chile  
 

Para este ensayo se utilizaron concentraciones de 100 µgmL-1, debido a que los ensayos de 

germinación apuntaban que P. capsici era altamente sensible al eDNA homólogo. Sin 

embargo, no se observó prevención de la enfermedad, sino que al día 8, las plantas de los 

tratamientos mostraron síntomas más severos de enfermedad comparados con el control 

(figura 24). 

Lo anterior sugiere que la dosis utilizada en los tratamientos no fue la indicada, sino que 

debió utilizarse una dosis mayor de eDNA. Por otro lado, existió una aparente elicitación del 

oomiceto, que lo volvió más agresivo en un menor tiempo al estar expuesto al tratamiento. 

Dicha elicitación ha sido sugerida en reportes anteriores al no manejar la dosis adecuada para 

lograr inducir un efecto de inhibición, por el contrario, se induce un efecto positivo 

(elicitación) ya que la dosis no logra generar una respuesta fuerte de estrés. Dicho fenómeno 

ha sido explicado como una doble acción que puede tener el eDNA (Ferrusquía-Jiménez et 
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al., 2020) (figura 25). Quintana-Rodríguez et al (2018) menciona que el eDNA, al igual que 

otros DAMPs, puede ser utilizado como una “vacuna de plantas” debido a que en dosis 

moderadas induce respuestas relacionadas con la inmunidad vegetal, lo que conlleva al 

priming de la inmunidad vegetal. Es decir, el eDNA puede actuar como un modulador de la 

inmunidad vegetal y ser utilizado como elicitor, cuando se usa en concentraciones 

relativamente bajas. Por el contrario, puede utilizarse como una molécula con actividad de 

inhibición, si se usa en altas concentraciones (Ferrusquía-Jiménez et al., 2020). Esta actividad 

dual del eDNA puede tener diferentes enfoques con potencial biotecnológico; usado como 

elicitor para mejorar la inmunidad de cultivos comerciales o bien como molécula con 

actividad de inhibición para el control de plagas agrícolas, tal como se plantea en el presente 

trabajo. 

 

 

C+

T1

T2

C1 
 
  
 
C2 
 
 
 
T1 
 
 
 
T2 
 

Figura 24. Efecto de los tratamientos de eDNA en plantas de chile inoculadas con P. capsici a los 8 días. C1: 

plantas con agua, C2: plantas inoculadas con P capsici + agua, T1: eDNA homólogo a 100 µgmL-1 + P. 

capsici, T2: Mezcla 1:1 de eDNA heterólogo (Fusarium oxysporum) y DNA homólogo 100 µg mL-1 + P. 

capsici. 
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Cuadro 14. Valores de severidad de marchitamiento y necrosis radicular 8 días después de la 

aplicación de tratamientos. 

Tratamiento Día 8 

 Marchitamiento Necrosis de raíz 

Control 1 1a±0.0 1a±0.0 

Control 2 1a±0.0 1.6b±0.548 

T1 4.2b±0.447 3c 

T2 4.4b±0.548 4d 
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa. Análisis ANOVA- Tukey con 95% de 

IC. 
 

Figura 25. Actividad dual del eDNA y su potencial biotecnológico. Basado en la acción del eDNA como 
DAMP, esta tecnología puede ser usada para el desarrollo de productos de control biológico y como vacunas 
para plantas. Usando la tecnología para el control de plagas y enfermedades agrícolas la aplicación de eDNA 
homólogo en dosis >200 µg mL-1 es propuesta, donde el origen del eDNA deberá ser cualquier tipo de patógeno 
o plaga agrícola (bacteria, maleza, hongo). Para la inducción de inmunidad, con un enfoque de “vacuna de 
planta”, dosis <200 µg mL-1 podrían ser usadas en plantas desarrolladas (por ejemplo: en plantas de 4 semanas 
de edad); el eDNA deberá obtenerse de las plantas de interés agronómico. Fuente: Ferrusquía-Jiménez et al., 
2020. 
 
 
El efecto resultante puede explicarse sugiriendo que la dosis de eDNA no fue suficiente para 

la cantidad de inóculo que se utilizó del patógeno, recordando que el sistema de infección 

esta diseñado con un exceso de P. capsici para lograr inducir la infección. Por lo que resulta 

pertinente estudiar la relación dosis-patógeno en futuros experimentos.  

eDNA technology 

Inhibitory activity Elicitor acivity (induction of
immune response) in plants

Crop protection

Biologic control of pests

Plant vaccines
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7. CONCLUSIONES  
 
La aplicación de eDNA homólogo genera cambios metabólicos, morfológicos y en la 

respuesta de germinación de espora en los fitopatógenos aquí estudiados. Los principales 

resultados sugieren que aplicaciones de 500 µgmL-1, en el caso de Fusarium oxysporum, 

y >50 µgmL-1, para Phytophthora capsici, resultan efectivas en tratamientos in vitro para 

suprimir la germinación de espora de ambos patógenos.   

 

En cuanto a los fenómenos metabólicos se observó que, para ambos microorganismos, la 

aplicación de eDNA homólogo a 500 µgmL-1 aumenta la actividad superóxido dismutasa 

y catalasa, ambas relacionadas con el sistema de producción y desecho de ROS (especies 

reactivas del oxígeno), lo que sugiere una respuesta de estrés y, por lo tanto, una actividad 

del eDNA homólogo como DAMP. Por otro lado, el eDNA heterólogo no generó 

respuestas metabólicas significativas en los patógenos. En F. oxysporum pudieron ser 

observados cambios morfológicos como el hinchazón y vacuolización de hifas sometidas 

a los tratamientos con eDNA homólogo. Además, pudo observarse sobre este mismo 

patógeno una reducción en los niveles de metilación del DNA al estar en contacto con 

tratamientos con eDNA homólogo, sugiriendo una activación de la expresión génica.  

 

En el ensayo de aplicación de eDNA al sistema de infección de P. capsici-Chile, no logró 

observarse una prevención de enfermedad, de hecho, la enfermedad tuvo mayor severidad 

en los tratamientos. Una de las razones expuestas es que la dosis no fue suficiente en 

relación al inóculo de patógeno colocado, por lo que sería pertinente realizar más estudios 

para lograr evaluar la relación dosis-patógeno y así observar lo encontrado en los 

resultados in vitro. 
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ANEXOS  
 
 

A. CURVAS DE CALIBRACIÓN DE ENSAYOS ENZIMÁTICOS  
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B. MARCADORES DE PESO MOLECULAR UTILIZADOS  
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