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RESUMEN

Phytophthora capsici es un oomiceto hemibiotréfico que causa la pudricién de
raiz, esta enfermedad afecta el sistema vascular de plantas de chile (Capsicum annuum L.)
y es la mds perjudicial para el cultivo, si las condiciones para su crecimiento y desarrollo
son favorables puede ocasionar hasta el 100% de pérdidas en poco tiempo; el manejo de
esta enfermedad con el uso de agroquimicos ha sido ineficiente, ya que ha provocado
fitotoxicidad y ha tenido repercusiones medioambientales dafiinas. El objetivo de este
trabajo fue evaluar diferentes dosis de soluciones activadas electroquimicamente (SAE)
comparando dos frecuencias de aplicacion quincenalmente y cada 72 h en plantas de chile
que presentaran la enfermedad en condiciones de invernadero para determinar el efecto
bioestimulante, antifingico y elicitor de los tratamientos. Ninguna de las concentraciones
de nanoparticulas de 6xido de magnesio mostré actividad antifingica, mientras que el
tratamiento con bajas concentraciones de SAE aplicadas a través de aspersion foliar causo
un incremento en la biomasa de la planta, asi como un aumento significativo en el
rendimiento de éstas, a una concentracién de 12 ppm con una frecuencia de aplicacién de
72 h y 20 ppm aplicadas cada quince dias respectivamente se obtuvieron los mejores
resultados; asi mismo se redujo significativamente la incidencia de la enfermedad y la
severidad del dano debido a la accién directa de sus compuestos sobre el fitopatdégeno;
enzimas relacionadas con la defensa de la planta como la superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), peroxidasa (POD) y la fenilalanina amonio liasa (PAL) mostraron un
incremento de su actividad al ser aplicadas quincenalmente, lo cual se correlaciona con un
efecto elicitor. Las plantas tratadas no acumularon H>O: en tejidos foliares, por lo que no
son un riesgo fitotdxico para las plantas a diferencia del control negativo; el estrés bidtico
fue menor en plantas elicitadas con una frecuencia de aplicacidon quincenal a bajas dosis que
cada tercer dia, por lo que el uso de SAE se vuelve una estrategia de manejo eficiente contra

la enfermedad de pudricién de raiz.

Palabras clave: resistencia sistémica adquirida, elicitacion mediada, soluciones activadas
electoquimicamente, Capsicum annuum, Phytophthora capsici.
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SUMMARY

Phytophthora capsici is a hemibiotrophic oomycete that causes root rot, this disease
affects the vascular system of chili pepper plants (Capsicum annuum L.) and is the most
harmful to the crop, if the conditions for its growth and development are favorable it can
cause up to 100% losses in short time; the management of this disease with the use of
agrochemicals has been inefficient, as it has caused phytotoxicity and has had harmful
environmental impacts. The aim of this study was to evaluate different doses of
electrochemically activated solutions (EAS) by comparing two frequencies of application
biweekly and every 72 h in chili pepper plants that presented the disease under greenhouse
conditions to determine the biostimulant, antifungal and elicitor effect of the treatments.
None of the concentrations of magnesium oxide nanoparticles showed antifungal activity,
whereas, the treatment with low concentrations of EAS applied through foliar spraying
caused an increase in the biomass of the plant, as well as a significant increase in the yield
of these, at a concentration of 12 ppm with an application frequency of 72 h and 20 ppm
applied every fifteen days respectively the best results were obtained; likewise, the incidence
of the disease and the severity of the damage due to the disease were significantly reduced.
the direct action of its compounds on the plant pathogen; Enzymes related to plant defense
such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD) and phenylalanine
ammonium lyase (PAL) showed an increase in their activity when applied biweekly, which
correlates with an elicitor effect. The treated plants did not accumulate H>O»> in leaf tissues,
so they are not a phytotoxic risk to the plants unlike the negative control; biotic stress was
lower in plants elicited with a frequency of biweekly application at low doses than every
other day, so the use of SAE becomes an efficient management strategy against root rot

disease.

Key words: Systemic acquired resistance, mediated elicitation, electrochemically activated

solutions, Capsicum annuum, Phytophthora capsici.
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L INTRODUCCION

El chile Capsicum annuum L. pertenece a la familia de las solanéceas, existen cinco
especies domesticadas en el mundo, C. frutescens L., C. chinense Jaqch, C. baccatum, C.
pubescens 'y C. annuum (Pérez-Castafieda et al., 2015), siendo esta dltima una de las més
importantes en México, ademads esta especie es representativa del pais, el cual es el centro de
origen y de diversificacion (Julio et al., 2018). De acuerdo con la FAO, el chile se encuentra
entre los 50 principales productos alimenticios (FAO, 2019), es la especie més cultivada
tanto en sistemas de producciéon a cielo abierto, asi como en agricultura protegida
(FAOESTAT, 2019). La importancia nutracéutica de esta hortaliza se debe a que es una
fuente importante de bioactivos como vitaminas A, E y C, compuestos fendlicos, flavonoides
y capsaicinoides, todos ellos con actividades bioldgicas como antioxidante, antimutagénica,
antifiingica y antimicrobiana (Antonious et al., 2018). Cabe mencionar que los compuestos
mencionados anteriormente provienen del metabolismo secundario de la planta y son
inducidos a través de la aplicacion de factores de estrés tanto bidticos como abidticos (Jan et
al., 2021). Sin embargo, cuando estos factores son expuestos a las plantas de chile a niveles
altos se provocan efectos de distrés o efectos negativos, lo que disminuye el rendimiento de
la produccion horticola (Vargas-Hernandez et al., 2017). Entre los factores bidticos se

encuentran varias plagas y enfermedades que amenazan el cultivo de chile en todo el mundo.

El cultivo de chile se ve afectado por la pudricién de raiz, esta enfermedad es la
mds importante econdmicamente del género Capsicum en el mundo (Medina et al., 2002;
Gomez-Hernandez et al., 2018; Fawke et al., 2015), es provocada por un oomiceto
hemibiotréfico Phytophthora capsici (Medina et al., 2002; Rico et al., 2001; Glosier et al.,
2007); el cual, en condiciones propicias puede causar dafios severos en poco tiempo. Dentro
de los sintomas que provoca estdn la marchitez vascular, necrosis en la base del tallo y en
raices, hojas colgantes y en ocasiones se presenta crecimiento de micelio de color blanco en

el tallo (Velasquez-Valle et al., 2020; Hausbeck y Lamour, 2004), en el fruto ocasiona



madurez precoz e irregular, por lo que la planta muere rdpidamente debido al desecamiento

de la raiz.

Debido a la necesidad de mitigar o retrasar esta enfermedad se han utilizado varias
estrategias para su manejo, como el control preventivo, rotacién del cultivo, el manejo
cultural, donde se recomienda el uso de suelos planos y livianos con buen drenaje y libre de
malezas (Valiela, 2014; Mont, 1993), el mejoramiento genético, el control biolégico y el uso
de agroquimicos (Carmona y Sautua, 2017; Barchenger ef al., 2018); sin embargo, estas
practicas no han conferido proteccién adecuada contra la enfermedad (Hausbeck y Lamour,
2004). En la buisqueda de nuevas estrategias sostenibles para mitigar la enfermedad y
controlar a los agentes fitopatdgenos con antagonistas, ademas de beneficiar a las plantas, se
han buscado opciones que actien como elicitores, estos son moléculas que inducen la
respuesta de proteccion en la planta ante cualquier tipo de estrés (Zhao et al., 2005) y como
bioestimulantes, los cuales funcionan como activadores de mecanismos fisioldgicos de la
planta, por lo que su aplicacion permite un mejor aprovechamiento de los nutrientes y mayor
crecimiento de la planta (Ojeda-Silvera et al., 2015). Se ha propuesto el uso de nanoparticulas

y soluciones activadas electroquimicamente como opcién de manejo de esta enfermedad.

Las nanoparticulas se definen como material particulado con tamafos de entrel a
100 nm (Khan et al., 2020). La clasificacién general de este tipo de particulases metélicas y no
metalicas, poseen una amplia superficie de drea por unidad de volumen y de sitios activos
cataliticos (Fu et al., 2014). El uso de nanoparticulas tiene un amplio rango de aplicaciones
en los campos de la ciencia y tecnologia, han sido empleadas para la descontaminacién del
agua y como agentes de desinfecciéon (Purwajanti et al. 2015). En la agricultura como
antimicrobianos y antifungicos. Han sido consideradas como una alternativa para el manejo
de patdgenos (Chen et al., 2020; Koka et al., 2019) debido a los mecanismos de estrés
oxidativo, liberacion de iones metdlicos y estrés no oxidativo que producen simultineamente

(Zaidi et al., 2017). Las propiedades mds importantes de las nanoparticulas de MgO son que



no son téxicas, son amigables con el medio ambiente, poseen baja fitotoxicidad y
son ficiles de obtener (Kumar y Yadav, 2009). Estudios in vitro han demostrado que las
nanoparticulas de MgO podrian ser aplicadas como microbiocidas contra bacterias gram
positivas (Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus) y bacterias gram negativas como
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. (Stoimenov et al., 2002; Makhluf, 2005) asi

como en patégenos flingicos (Parizi et al., 2014).

Dentro de la actividad antiftingica reportada para las nanoparticulas de MgO contra
R. solanacearum, ademds se ha encontrado que el efecto es a través del encendido de la
respuesta inmune de la planta en jitomate, ya que se activan moléculas de defensa como acido

salicilico, 4cido jasmonico y etileno (Conrath, 2015).

La solucion llamada agua activada electroquimicamente (SAE) ha sido introducida
en procesos de desinfeccion médica, varias industrias como la alimenticia y para la
desinfeccion de agua potable (Thorn et al., 2017). Estas soluciones se generan a partir de
electrolisis de una solucion con baja concentracion de sal dentro de una celda electroquimica,
la cual puede ser configurada para producir soluciones con una amplia variedad de
propiedades fisicoquimicas (Thorn et al., 2012; Wang, 2019). Como consecuencia de las
reacciones que segeneran en el proceso, se produce una mezcla de productos oxidantes como
son cloro, 6xidos de cloro, peréxidos de hidrogeno, oxigeno, ozono y radicales, presentando
caracteristicas importantes como un pH de 2.3-2.7, un potencial de 6xido-reduccion (redox)
mayor a 1.100 mV (Gaitan y Gonzalez, 2019). Debido a estas propiedades, las SAEs tienen
un gran poder biocida y antimicrobiano de rdpida accién (Robinson et al., 2021). Reportes
en agricultura muestran que las SAE son un método eficaz para reducir significativamente
la presencia de microorganismos patogenos en las superficies de jitomates, sin afectar sus
caracteristicas organolépticas (Deza et al., 2013) y de cebolla (Park et al., 2008). Estos
compuestos son una fuente ecoldgica de diversas actividades antimicrobianas contra diversas
bacterias y hongos como Aspergillus spp., Candida spp. y Cryptosporidium parvum oocysts.

Actualmente no existen reportes de la evaluacion de nanoparticulas de MgO y SAEs contra



P. capsici en chile. Por lo tanto, en este trabajo se propuso el uso de nanoparticulas de 6xido
de magnesio y soluciones activadas electroquimicamente como una opcién de manejo de la

enfermedad de pudricidn de raiz.

1.1 JUSTIFICACION

Las practicas de control actuales se basan en el uso de productos quimicos contra
el patégeno, sin embargo, estas pricticas s6lo actian parcialmentey no han logrado ser
completamente eficaces en el control de la enfermedad en chile (Jian et al., 2016). Ademas,
los pesticidas presentan el inconveniente de propiciar contaminacién ambiental, suelen ser
costosos para los productores, principalmente para los de bajos recursos. Por otro lado, se ha
encontrado la presencia de residuos toxicos en los cultivos, ademaés, debido a que las cosechas
se dan en condiciones libres de estrés no se sintetizan compuestos benéficos para la salud
(Carmona y Sautua, 2017). Mediante el manejo cultural la infeccion se ha propagado a través
de las esporas, la cuales son transportadas por el agua mediante del riego (Fernandez-Pavia
et al., 2013). Deberia haber conocimiento relativo al tema que evalie el efecto de las

opciones de manejo en la enfermedad de pudricion de raiz.

El control biolégico ha tenido la deficiencia de no ser especifico contra
Phythopthora sp. ya que podria afectar a hongos simbidticos presentes en la raiz del chile,
ademds de que el patégeno tiene una mayor velocidad de crecimiento que los antagonistas
(Ferrer, 2020). Se han reportado que algunos agentes antagénicos como Bacillus sp. no
mostraron inhibicién de Phytophthora capsici, es decir, no redujeron la incidencia y
marchitez en el chile (Ferrer, 2020) pues una cepa de la misma especie puede exhibir
diferentes capacidades para producir toxinas e inhibir el crecimiento de diferentes

microorganismos.



Por otro lado, a pesar de que los posibles usos de las nanoparticulas son muy
amplios, las aplicaciones actuales en el sector alimentario y agricola son relativamente pocas,
debido a que su implementacién se encuentra en un estado emergente (Rawat et al., 2018,
Yu et al. 2022). Ademds, las soluciones activadas electroquimicamente, han mostrado
actividades antimicrobianas y antifiingicas, aunque no se han probado actualmente contra

patégenos como P.capsici en cultivos de chile.

Para implementar soluciones viables que sean de bajo costo para los productores,
faciles de implementar y amigables con el medio ambiente se requiere demostrar que el uso
de nanoparticulas de 6xido de magnesio (NPs MgO) y/o el uso de soluciones activadas
electroquimicamente (SAE) pudieran contribuir en el manejo de la pudricion de raiz en chile
y si éstas tienen un efecto sobre el agente fitopatogénico, puesto que no se han documentado

estudios en cultivos de C. annuum.
1.2 HIPOTESIS

La aplicacion de NPs de MgO y SAE pueden reducir significativamente el dafio
causado por Phytophthora capsici en Capsicum annuum, de manera que, al menos
estadisticamente igual a la aplicacion de fosetil-al, sin fitotoxicidad. Lo anterior, debido a

que estos tratamientos no convencionales tienen efecto elicitor, bioestimulante y antiftingico.
1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo general

Determinar la actividad bioestimulante, antifungica y elicitora de las NPs de
MgO y SAE en Capsicum annuum presentando pudricion de raiz contra Phytophthora

capsici.



1.3.2 Objetivos particulares

Aplicar MgO NPs y SAEs a través de ensayos inhibitorios in vitro para evaluar la

actividad antiftingica contra P. capsici.

Evaluar el efecto de las SAE in vivo en chile cultivado en condiciones de

invernadero contra P. capsici para determinar la severidad del dafo.

Determinar el mecanismo de accion de las SAE mediante andalisis enziméticos para

evaluar la actividad elicitora de los tratamientos aplicados en las plantas de chile.



II. REVISION DE LITERATURA
Taxonomia del chile

El género Capsicum comprende plantas herbiceas o sufruticosas, asi como
arbustivas, aunque es poco frecuente; hojas simples, pecioladas y alternas, aunque
frecuentemente se encuentran geminadas y desiguales en porciones lejanas en tallos, margen
entero o repado. Las flores son axilares, pueden estar en conjuntos de dos o tres o solitarias,
en pedinculos prolongados; el céliz tiene forma de campana, con cinco I6bulos pequefios o
truncado un poco acrecentado durante la fructificacion; corola campanulada, con cinco
16bulos a menudo poco profundos, de coloracién blancuzca, amarilla o morada; presenta 5
estambres, de filamentos delgados, glabros, anteras amarillentas, dehiscencia longitudinal;
ovario bilocular, con copiosos dvulos, estilo alargado, frecuentemente exerto; el fruto tiene
forma de baya jugosa, pungente considerablemente; las semillas son numerosas,
comprimidas y aplanadas. Capsicum annuum L. es una planta herbacea o arbustiva, alcanza
hasta dos metros de altura; con tallos estriados, pueden ser pubescentes o glabros; las hojas
tienen peciolos entre 0.5 a 3.5 cm de largo, lanceoladas, de entre 2-12 cm de largo, de ancho
entre 1 a 7 cm , acuminadas en el dpice, su textura es membrandcea a carticea; las flores
generalmente son solitarias, con el pedinculo erecto; de cdliz campanulado, truncado en la
parte del dpice y con pequefios apéndices insertos en la parte inferior del borde,
considerablemente acrescente durante la fructificacion; corola de color blanco, campanulado
rotacea, con cinco o a veces nueve 16bulos aproximadamente del mismo largo que el tubo; el
fruto tiene forma de una baya hueca, su coloracién y tamafio son variables, en algunos
cultivos alcanza hasta de 20 cm de largo y de didmetro hasta 15 cm, a menudo pungente;
semillas discoides, amarillentas a blanquecinas, de entre 3 - 5 mm de largo (Martinez et al.,

2020).



Figura 1. Planta adulta de Capsicum annuum L.

Reino:Plantae
Superdivision: Spermatophyta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanicea

Género: Capsicum
Especie: C. annuum

El género Capsicum tiene una taxonomia compleja, esto se debe principalmente a
las diversas formas cultivadas y también en los criterios en los que se fundamenta su
clasificacion. Se estiman diferentes cantidades de especies dependiendo los autores, seguin
Nuez et al. (1996), el género comprende alrededor de 30 especies, mientras que otros autores
mencionan que el género comprende entre 20 y 23 especies silvestres; sin embargo, son cinco

las especies domesticadas en el mundo (Moréan et al., 2004; Milla, 2016).



2.2 Marchitez del chile

Se le denomina marchitamiento a la etapa en la que las plantas pierden vigor y sus tejidos,
hojas, tallos o frutos pierden la turgencia normal (Garcia, 1984), por su naturaleza, puede ser
de origen fisioldgico, el cual es ocasionado por condiciones de escasa humedad en el suelo
o exceso de evapotranspiracién, también puede tener un origen patolégico el cual
principalmente estad caracterizado por una necrosis del sistema radicular o del cuello de las
plantas (Chdavez et al., 1994), este tipo de marchitamiento por lo general es irreversible.
Dentro de los sintomas que se presentan se encuentran la marchitez, en horas donde las
temperaturas son mayores, hojas colgantes, rizadas, de coloraciéon marrén. Los bordes o
puntas de las hojas pueden llegar a presentar lesiones de coloracién café. La produccion de
flores, botones y frutos se ve afectada con tendencia a abortarse, mismos que presentan una
lesion café alrededor del pedinculo. El fruto puede llegar a presentar una madurez precoz e
irregular (Medina et al., 2002). La planta muere rapidamente debido al desecamiento de la

raiz provocada por el patogeno P. capsici (Rico et al., 2001).

2.3 Phytophthora capsici

Phytophthora capsici es un oomiceto hemibiotréfico, el cual presenta un mecanismo de
infeccién provocado por este fitopatdégeno comienza con la germinacién de esporangios
caducifolios y germinacién indirecta a partir de zoosporas. Posteriormente los oomicetos
realizan hemibiotrofia, la entrada de éstos a la planta se realiza a través de células epidérmicas
o entre células. En el caso de un oomiceto hemibiotréfico que coloniza unaraiz, la interaccion
es inicialmente biotréfica cuando el oomiceto se propaga a través de la corteza, sin embargo,
cuando se establece el oomiceto y las hifas han ingresado a la endodermis y la vasculatura,

se puede observar necrotrofia (Fawke et al., 2015).



Phytophthora sp., fue considerado un hongo, hasta mediados de los afios 80, donde
por consenso se le considerd en el reino Stramenopila, Phylum Oomicota (Lamour, 2013).
Se consideran diferentes caracteristicas de las esporas asexuales para su determinacion
taxondmica, tales como, nimero de papilas, longitud del pedicelo, tipo y fenotipo del
esporangio, forma que tiene la base y caracteristicas morfoldgicas del esporangiéforo,
mientras que para las esporas sexuales se considera el tipo de anteridio y caracteristicas
particulares del oogonio. En algunos casos se considera la presencia de clamidosporas,
temperatura Optima de crecimiento y tipo de reproducciéon (Martin et al., 2012).
Las especies del género Phytophthora estén presentes en un amplio nimero de hospederos y
se encuentran presentes en diversas etapas fenoldgicas. Provocan pudricién de la raiz, de los
tubérculos y ahogamiento en plantulas (damping off), pueden causar pudriciones de yemas o
frutos colonizando otras partes de la planta hospedera. P. capsici genera la pudricion de la
raiz del pimiento, zanahoria y calabaza; pudricién del fruto del pimiento, tomate, berenjena
y de las cucurbitdceas, entre otras plantas (Agrios, 2005). Este oomiceto es heterotdlico, por
lo que produce un gametangio masculino, denominado anteridio y un gametangio femenino
denominado oogonio, esta caracteristica le permite producir oosporas cuando ambos tipos de
apareamiento se encuentran en el mismo sitio, causando asi la formacion de oosporas, éstas
son esporas sexuales que funcionan como indculo para la hibernacion del patdégeno. Las
oosporas pueden germinar directamente a través de la formacién de un tubo germinativo o
indirectamente a través de la formacién de esporangios (Ristaino y Johnston, 1999). En
plantas de chile pudren las raices provocando marchitez irreversible; también puede
colonizar las hojas y en algunos casos donde la enfermedad ha avanzado pueden afectar

también el fruto.
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Figura 2. Estructuras morfolégicas de Phytophthora capsici: A) Morfologia de la colonia
después de 14 dias de crecimiento a 25 °C en medio PDA; B) Micelio cenositico y oospora
(espora sexual); C) Esporangios papilados limoniformes produciendo tubos germinativos;
D) Zoosporas dentro y fuera de los esporangios. Cm: Micelio cenocitico; O: Oospora; Z:

Zoosporas. Barras: 1 cm (A) y 10 um (B-D). Fuente: Moreira-Morrillo et al. 2022.
2.4 Manejo Cultural

El manejo cultural se da mediante el acolchado, el cual consiste en el arropamiento
del suelo mediante el uso de pléstico degradable. El control preventivo se realiza a través del
cultivo en suelos planos, livianos con buen drenaje y libre de maleza; también se sugiere
efectuar siembras ralas, nunca densas, se recomienda la rotacion de cultivos usando especies
que no sean cucurbitdceas, ni solandceas (Morales-Valenzuela et al., 2002; Barchenger et al.,

2018).
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2.4.1 Manejo quimico

El control quimico preventivo se lleva a cabo principalmente por fungicidas como
captan, propamocarb, cimoxanil, azoxistrobina, trifloxistrobina, Dimetomorf, entre otros. Se
ha evaluado el efecto del Azoxystrobin, Metalaxyl, Propamocarb clorhidrato y 2
Tiocianometiltio Benzotiasol, siendo este ultimo inhibitorio para los aislamientos de
Phytophthora spp mientras que Azoxystrobin, Metalaxyl y Propamocarb clorhidrato en
diferente dosis han mostrado reduccion en el crecimiento micelial (Pérez et al., 2005). Otros
estudios relacionados con el control quimico muestran que el Thiabendazol y Metalaxyl
aplicandolos de manera preventiva-curativa disminuyen la presencia de la marchitez del chile
ya que el Thiabendazol esta dirigido al control de R. solani y Fusarium spp; mientras que el
Metalaxyl controla a Phytium spp y Phytophthora spp (Chew et al. 2007). El principal
control de estos fitopatégenos se realiza con la aplicacién de agroquimicos, entre ellos,
etridiazol, fosetilaluminio, metalaxyl, azoxystrobin y propamocarb clorhidrato (Pérez-
Moreno et al., 2004). Recientemente se han desarrollado nuevas clases de plaguicidas con
nuevos mecanismos de accion, como los fenilpirroles, anilinopirimidinas, fenoxiquinolinas,
las estrobirulinas o los neonicotinoides e inhibidores de la sintesis de quitina (Rubio y

Fereres, 2005).
2.4.2 Manejo biolégico

El control de las enfermedades y plagas de las plantas por métodos quimicos
continda siendo imprescindible para mantener una agricultura econdmicamente rentable y
rendimientos altos de cosecha, para atender estas limitantes surge como alternativa el control
bioldgico, con la finalidad de mejorar la productividad incrementado la disponibilidad de
nutrientes y asi mismo la proteccion contra fitopatdgenos (Sherathia et al., 2016). Los
productos biolégicos pueden influenciar en forma directa o indirecta sobre el crecimiento de
la planta al ejercer control sobre los fitopatégenos (Bashan et al. 2013), dentro de estos
productos se encuentra Bacillus sp., es un género bacteriano que tiene la habilidad para
formar endoesporas y su capacidad de producir metabolitos antimicrobianos y antifingicos

(fenazinas, 2,4- diacetilfloroglucinol, lipopéptidos ciclicos) (Villareal-Delgado et al., 2017).
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El género Trichoderma, es un hongo anaerébico que habita el suelo, presenta una
etologia saprofita e incluso parasitica, algunas especies de este género tienen mecanismos de
control a través de competencia directa, ya sea por espacio o por nutrientes e incluso ambas,
sintesis de metabolitos antibidticos, inactivacién de enzimas de varias espercies de
Phytophthora sp, modificaciéon del entorno para su crecimiento, sintesis de moléculas

promotoras del crecimiento vegetal.
2.4.3 Manejo con extractos naturales como fungicidas

Las plantas durante sus procesos evolutivos han desarrollado varios mecanismos
defensivos contra insectos, bacterias, hongos y otros microorganismos perjudiciales, siendo
los metabolitos secundarios sintetizados por estas moléculas relacionadas con respuestas
defensivas. Los compuestos mas importantes son flavonoides, fenoles, terpenos, alcaloides,
polipéptidos y lectinas (Cowan, 1999). Lippia graveolens sintetiza varios compuestos tales
como timol, p-cimeno y carvacol, cumarinas, flavonoides, glicosidos cianogénicos, taninos,
saponinas, aceites esenciales y quinonas (Silva et al., 2008; Tucuch-Pérez et al., 2018),
mientras que A. lechuguilla sintetiza sales minerales, oxalatos de calcio, saponinas,
cumarinas, triterpenoides, derivados catecoles, fenoles, antraquinonas, benzoquinonas y
purinas (Herndndez-Soto y Diaz-Jiménez, 2008; Tucuch-Pérez et al., 2018), estas son

especies en las que se han encontrado compuestos antimicrobianos.
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2.5 Nanoparticulas

Las ventajas de su uso en la produccién de cultivos son una reduccién en el usode
quimicos, agua y en el manejo de nutrientes; mejorando la asimilacién durante la
fertilizacion, incrementando el rendimiento a través del manejo de plagas y de nutrientes

(Prasad et al., 2017).
2.5.1 Nanoparticulas metalicas

Se ha reportado que, entre las nanoparticulas metdlicas, las de plata, cobre, zinc,
titanio tienen propiedades antimicrobianas, asi mismo, las nanoparticulas de zinc, hierro y
magnesio tienen efectos positivos en el crecimiento de las plantasdebido a que forman parte
de los nutrientes esenciales para éstas (Duhan et al.,2017; Raliya et al., 2017). Su tamaio y
morfologia pueden modificarse utilizando parametros como el pH, la fuerza idnica y
diferentes temperaturas de calcinacion, ademds de los precursores que modifican su

morfologia.

Las nanoparticulas de 6xidos metdlicos incluyen varios compuestos tales como
AlLO3, CeO,, CuO, Cu0O, Iny03, LaxO3;, MgO, NiO, TiO;, SnO;, ZnO, y ZrO. Las
caracteristicas morfologicas de las nanoparticulas dependen de las condiciones de los procesos
utilizados para fabricarlas. La produccion de nanoparticulas se realiza mediante dos
estrategias bdsicas: top-down, que consiste en romper elmaterial, mientras que la estrategia
bottom-up crea nanomateriales a partir de &omos o moléculas. La estrategia top-down
incluye métodos mecénicos y sintéticos, de compactacién y consolidacion, térmicos, de alta
energia, de plasma, de fabricaciéon quimica y litogréficos. Por otro lado, los enfoques bottom-
up incluyen la deposicién quimica de vapor, la deposicién de capas atomicas, la epitaxia de
haces moleculares y los métodos en fase liquida. Los métodos quimicos, fisicos o biolégicos

pueden producir nanoparticulas (Khan et al., 2019; Prasad et al., 2017).
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La ventaja de los procesos fisicos es que es posible obtener cantidades mds
significativas de nanoparticulas. Por el contrario, el proceso de sintesis quimicacoloidal puede
controlar el tamafio y la forma de la nanoparticula. También existen métodos de sintesis de
nanoparticulas verdes que se utilizan para reducir el dafio causado por varios compuestos
quimicos (Casal-Beiroa, 2015).EI objetivo de la sintesis verde es en parte disminuir el uso

de reactivos y productos peligrosos y ahorrar energia.
2.5.2 Via de entrada de las nanoparticulas

La via en la cual las nanoparticulas entran hacia las plantas estd determinada por el
método de su aplicacién. Las nanoparticulas aerotransportadas o rociadas se adherirdn a las
hojas y a otras partes aéreas de las plantas, mientras que las raices interactuardn con las
nanoparticulas asociadas al material del suelo (Navarro et al., 2008). Las NPs pueden ser
absorbidas en las superficies de las plantas a través de aberturas naturales como los estémas
o tricomas facilitando su entrada, mientras que en la superficie del suelo se facilita la
absorcion gracias a las raices semipermeables (Dietz y Herth, 2011). La absorcion de las NPs
en la planta tiene diversas rutas las cuales dependen del tamafo y superficie que utilizan
éstas, debido a que las hojas o frutos tienen una epidermis que esta cubierta por una cuticula
que permite la entrada de las NPs muy pequeiias, pero las propiedades permeables entre la
cuticula, laepidermis y tricomas o estomas son diferentes ya que las propiedades de la

cuticula pueden cambiar de acuerdo a la temperatura (Schreiber, 2011).
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2.5.2 Nanoparticulas de MgO

Las nanoparticulas de 6xido de magnesio (NPs MgO) tienen importantes usos
industriales en productos farmacéuticos, remediacion de desechos toxicos, eliminacién de
gases toxicos (Hossainet et al., 2014). La exposicidn a varios tipos de estrés bidtico y abidtico

genera la acumulacion celular de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)

como radicales superéxido (O;"), peréxido de hidrégeno (H,0,) y radicales hidroxilo (OH-)
(Vestibulo et al., 1997). Las ROS no s6lo limitan la entrada de patégenos, sino que también
juegan un papel importante en la activacion de respuestas de defensa locales y sistémicas,
comola induccién de genes para llevar a cabo la sintesis de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR) (Henry et al., 2013). Las hormonas de la planta como el 4cido salicilico,
acido jasmonico y etileno juegan un papel importante en la respuesta defensiva como
moléculas de sefializacion (Robert-Seilanian et al., 2011) y estan involucradas en dos vias
principales de sefializacion defensiva contra patégenos: la via mediada por 4cido salicilico y
la via mediada por acidojasmoénico y etileno, las cuales se estimulan como respuesta a

patégenos biotréficos y necrotréficos respectivamente.

Las NPs MgO se pueden preparar con areas de superficie extremadamente altasy
morfologia de cristal con numerosos bordes, esquinas y sitios de superficie reactiva. Debido
a las caracteristicas de sus estructuras las NPs MgO pueden producir ROS en sus superficies

(Sawai et al., 1996); una propiedad notable queatrae el interés como posible tratamiento

antibacteriano es que éstas pueden inactivar bacterias a través de la formacion de Oy~
mediante la adsorcion de bacterias cargadas negativamente en sus superficies cargadas
positivamente (Jin y He, 2011). La frecuencia de contacto entre las células bacterianas y las
nanoparticulas de 6xido de magnesio determina la actividad bactericida (Jin y He, 2011). En
comparacién con otros bactericidas s6lidos como TiO», plata y cobre soportados, las NPs
MgO tienen ventajas de no ser toxicas, son preparadas facilmente a partir de precursores
econdmicos accesibles; porlo tanto, tienen un potencial considerable para su uso como

material bactericida y fungicida (Huang et al., 2005).
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2.6 Soluciones activadas electroquimicamente (SAE)

Las soluciones activadas electroquimicamente (SAE) se obtienen a través de la
electr6lisis de un mineral en una solucién salina (el electrolito) en una celda electroquimica
Fig. 1. Cuando se aplica una corriente continua (A), los procesos electroquimicos en la
superficie del material del electrodo transforman el electrolito (NaCl) en un estado
"metaestable" activado, exhibiendo reactividad quimica elevada y resultando en la
modificacién de estructuras idnicas moleculares (Petrushanko y Lobyshev, 2001; Thorn et

al., 2012).
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Figura 3. Celda electroquimica prototipica utilizada para generar soluciones activadas
electroquimicamente (SAE), que consta de dos electrodos, un dnodo (1) y un catodo (2),

separados por un ion permeable cambio de diafragma (3) Fuente: (Thorn et al., 2012)
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2.6.1 Propiedades fisicoquimicas de las SAE

Las propiedades fisicoquimicas del anolito resultante son dependientes de ambas
caracteristicas de la celda electroquimica y sus pardmetros de operacién, aunque las
condiciones propicias tienden hacia un bajo pH, entre 2 y 3 y un alto potencial de 6xido-
reduccién cercano a +800 mV son buscados usualmente. En la cdmara catddica se genera
hidrégeno, con otras sustancias reactivas, las cuales son principalmente antioxidantes,

resultando en un decremento en el potencial redox y un incremento en el pH. Estas son

denominadas soluciones catddicas SAEC han sido usadas para tratar efectivamente efluentes

industriales, sin embargo, poseen sélo actividad microbiana limitada (Trudova et al., 2016).

La transformacién del electrolito a un estado metaestable no es permanente. Tras
la generacidn y la recuperacion de las SAEs las especies quimicas presentes se desplazaran
espontdneamente de su condicién termodindmicamente desequilibrada a una forma estable
no activada, durantelo que se conoce como “periodo de relajacion” (Petrushanko y Lobysheyv,

2001).
2.6.2 Sintesis de las soluciones activadas electroquimicamente

El agua se somete a un tratamiento electrolitico en una de las cdmaras (anddica o
catédica) en una celda electroquimica. Mediante conversién de sustancias disueltas, se
vuelve una solucion fuerte de oxidantes y 4cidos, de dlcalis y agentes reductores. La
aplicacion de estas soluciones se debe a su efecto antimicrobiano y a sus propiedades

antisépticas.
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Se encuentran varios equipos diferentes para llevar a cabo la sintesis electroquimica
de soluciones, se dividien en dos grupos, los que tienen diafragma entre electrodos, y sin
diafragma. Todos los equipos tienen al menos una celda electroquimica con una fuente de
alimentacién. Pueden contener sistemas técnicos, que permiten mejorar la comodidad y
fiabilidad: dispositivos de medicion, reguladores de presion y flujo, bombas, tanques, filtros,
dispositivos para ablandar el agua, para la preparacion de salmuera, para lavado de las lineas
hidraulicas, para la recogiday neutralizacién de los gases de la electrdlisis, de mantenimiento
automdtico de corriente y tension, de cortes de electricidad y de agua de emergencia (Thorn

etal., 2017)

La tecnologia de la activacion electroquimica de soluciones acuosas se fundamenta
en el proceso electrolitico a través de una membrana porosa de material cerdmico, durante el
cual la solucién de agua y NaCl se separan en dos flujos, una corriente eléctrica entre dos
polos de metal inerte actiia a través de dicha solucion. Este tratamiento es resultado de la
accion ocurrido en la cdmara del danodo, es decir en la fraccion anddica, que es un fuerte
oxidante altamente eficaz a bajas concentraciones, mientras que, dada su accion eficaz a bajas
concentraciones, no lo convierte en toxico para la salud humana ni repercute en el medio
ambiente, ademds no se acumula en el suelo. Se usa principalmente en la desinfeccion
microbiolégica como antiséptico. La fraccién catédica (el flujo separado por el polo
negativo) posee propiedades reductoras, siendo un buen catalizador de reacciones quimicas,

formacién de cristales, etc (Zarattini, 2015).

Por otra parte, a nivel molecular, sucede que el campo eléctrico creado entre ambos
polos es mayor que la energia que tienen los enlaces puente de hidrégeno del agua,
disociando las fuerzas de Van der Waals, y atrayendo asi, a sus respectivos elementos al polo
eléctrico opuesto. El cloruro sédico, actia como electrolito, aumentando el rendimiento de
la electrdlisis del agua, también rompe sus enlaces y se disocia en iones Na* y CI; mientras
que el diafragma permite el paso de los iones al lado correspondiente de la membrana,
concentrando los iones Na* y H* en el polo negativo y los iones O2" y Cl" y sus compuestos

en el positivo (Trasatti, 1991).
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En la salida de las celdas, debido a la barrera de la membrana porosa, ambos
efluentes estdn separados uno del otro. La solucién alcalina (fraccién catddica) contendra
compuestos de hidrégeno y sodio, mientras que la fraccién anddica serd una mezcla de
compuestos inestables de oxigeno y cloro (Belitzkaya et al. 2021). La fraccién anddica es un
desinfectante no téxico de alto rendimiento. Esta solucidn, tiene un elevado ndmero de
compuestos oxigenados y de cloro metaestable, su accién directa puede degradar las
proteinas de las células y elimina bacterias, hongos, virus e incluso esporas de éstos
(incluidos los patogenos presentes en hospitales e infecciones anaerobias, asi como a

Mycobacterium tuberculosis) (Vinogradov et al. 2011).
2.6.3 Mecanismo de accion de las SAE

El mecanismo de accién a través del cual la fraccion anddica elimina multiples
microorganismos se debe principalmente a su accidn, ésta se basa en la irrupcién de las
moléculas de los compuestos metaestables del oxigeno y del cloro molecular sobre la
superficie de los microorganismos y de sus esporas. Primeramente, los iones libres
reaccionan rapidamente y desnaturalizan las proteinas de los microorganismos. Una vez que
la fraccién anddica entra en contacto con un microorganismo, ésta desnaturaliza las proteinas
que constituyen las membranas celulares bacterianas. Debido a la diferencia de la presion
osmotica, la fraccion anddica causa una ruptura en la membrana exterior que lleva a la muerte

celular.
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Esta mezcla metaestable de oxidantes es un medio eficaz con accién biocida contra
microorganismos, ya que causa dafos irreversibles en la estructura y funcién de los
biopolimeros de los microorganismos a nivel de reacciones de transferencia de electrones.
Las particulas metaestables con diferentes valores de potencial electroquimico tienen un
amplio espectro universal de actividad, es decir, son capaces de ejercer un efecto perjudicial
en todos los principales grupos taxonémicos de microorganismos (bacterias, mycobacterias,
virus, hongos, esporas) sin dafiarlas células de los tejidos humanos y otros organismos
pluricelulares, como plantas, es decir, a las células somaticas en el sistema multicelular

(Belitzkaya y Gribus, 2019).

La concentracion de los compuestos activados de cloro y oxigeno es el resultado
de la concentracion de NaCl suministrada en la entrada y también dependerd de la intensidad
de la corriente eléctrica que hay entre ambos polos. Cuando la solucién oxidante deja la celda
electroquimica, comienza lentamente un proceso de vuelta al equilibrio electroquimico. Este
tiene una duracion de entre tres y seis meses aproximadamente, mientras los cuales la
solucion se mantiene activada. Debido a esta caracteristica, este tipo de soluciones se deben
generan in situ, y su mayor poder desinfectante se manifiesta durante los primeros dias

(Belitzkaya y Gribus, 2019).
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III. MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacion del area de investigacion

La experimentacion se llevo a cabo en la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Auténoma de Querétaro, Campus Amazcala. La localidad de Amazcala perteneciente al
municipio de El Marqués, Querétaro, se encuentra localizado en el sector suroeste del Estado,
entre los 20° 31° y 20° 58’ latitud norte. La experimentacion se realizé en un invernadero
completamente condicionado, para evitar la posible diseminacién del fitopatégeno, también

se controlaron las condiciones del cultivo del chile.
3.1.2 Obtencion de las nanoparticulas de 6xido de magnesio (MgO NPs)

Las nanoparticulas de 6xido de magnesio (MgO NPs) se obtuvieron del Laboratorio
de Micro y Nanotecnologia del Campus aeropuerto de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Auténoma de Querétaro a cargo del Dr. Rufino Nava Mendoza y la Dra. Viviana

Palos.
3.1.3 Obtencion de las soluciones activadas electroquimicamente

Las SAE se produjeron a partir de una solucién de cloruro de sodio (NaCl) en agua
H>0O en una celda electroquimica, los dnodos de ésta estaban elaborados de titanio y
recubiertos con 6xidos metélicos basados en rutenio e iridium, mientras que los catodos

solamente de titanio. El pH de las SAE se ajust6 hasta alcanzar la neutralidad (7).
3.1.4 Evaluacion de la actividad in vitro de las NPs MgO y SAE contra P.capsici

La cepa de Phytophthora capsici fue proporcionada por el Doctor Mario Gonzélez
Chavira y la Maestra en Ciencias Brenda Guerrero, ambos pertenecientes al Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo

experimental Bajio.

La cepa fue crecida en cajas Petri con medio nutritivo PDA (papa dextrosa agar)

durante 7 dias, a una temperatura controlada de 25°C £ 2 °C, estas muestras sirvieron como
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in6culo. Para la actividad antimicrobiana se prepar6 medio enriquecido con las
nanoparticulas a una concentraciéon de CO = 0 ppm, Cl= 50 ppm, C2 = 100 ppm, C3 =250
ppm, C4= 500 ppm, C5= 1000 ppm, C6=1500 ppm, cada una de las preparaciones se llevo a
cabo por quintuplicado. Las concentraciones usadas de nanoparticulas fueron las mismas que
para las soluciones activadas electroquimicamente. Posteriormente se inocularon discos de 5
mm de didmetro de micelio del fitopatégeno en las cajas de Petri con el medio PDA. Se
incubaron las cajas a temperatura ambiente, estuvieron selladas con parafilm y se midi6 el

crecimiento de micelio cada 24h durante 7 dias tal como lo reporta (Kokka et al., 2019).

3.2 Evaluacion del efecto de las MgO NPs y SAE in vivo en chile cultivado en condiciones

de invernadero contra P. capsici.
3.2.1 Seleccion del material vegetal
Se utilizaron semillas de chile jalapefio variedad Jalapefio M.
3.2.2 Produccion del material vegetal

Se utilizaron contenedores de polietileno de 200 cavidades, rellenas con sustrato
comercial peat moss. Después de la siembra, las charolas se mantuvieron en condiciones de
invernadero hasta que alcanzaron la fenologia 6ptima para su trasplante. Se trasplantaron en
bolsas de cultivo de invernadero, de 4 1 de capacidad con orificios en la base de éstas para

facilitar el drenado de agua y nutrientes.
3.2.3 Diseiio experimental

Una vez acondicionado el invernadero se establecio el disefio experimental con
unidades experimentales en bloques acomodados completamente al azar, se cont6 con 10
tratamientos con 4 plantas por tratamiento, 3 repeticiones. Se hizo un acomodo de tal manera
que las plantas estuvieran expuestas a las soluciones activadas electroquimicamente y por
otra parte se confrontaran estos mismos tratamientos con la presencia del P. capcisi siguiendo

el mismo disefio experimental.
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3.2.4 Inoculacion de plantas de Capsicum annuum con zoosporas de

Phytophthora capsici

De un cultivo de Phytophthora capsi in vitro de 15 dias de crecido se vertié 1 ml
de agua destilada estéril con una micropipeta del mismo volumen. Posteriormente con un asa
bacterioldgica estéril se hizo un raspado del micelio del oomiceto para recuperarlo en un tubo
Ependorff de 10 ml de capacidad, el agua destilada junto con el micelio compone el indculo,
éste se recuperd con la finalidad de que el fitopatégeno liberase zoosporas. Del tubo
Ependorff que contenia el inéculo se llevaron a cabo cinco diluciones seriadas (107) en tubos
Ependorff, los cuales contenian 9 ml de agua destilada estéril, a cada uno de los tubos se le
agregd 1 ml del inéculo para aforar hasta llegar a los 10 ml de volumen, asi se disminuy¢ la
concentracion de esporas en la solucidn; se agitd manualmente para inducir que las zoosporas
se enquistaran y se volvieran viables para llevar a cabo la infeccion en la planta. (Chavez-
Diaz y Zavaleta-Mejia, 2019). Una vez realizadas las diluciones seriadas del tubo final con
la ayuda de una micropipeta de 200 pl se tomé el mismo volumen y se vertié en una cimara
de Neubeuer para contabilizar el nimero de esporas, para posteriormente llevar a cabo la

infeccion en las plantas.

La inoculacién de P. capsici se llevé a cabo mediante dos métodos, uno causando
un daflo mecdnico en la corona del tallo, con la ayuda de una micropipeta, sin perforar los
tejidos de la planta ni herirla demasiado para matarla, se aplicaron 25 ml hacia la base del
tallo de cada una de las plantas y 25 ml de inoculo hacia el suelo, este método es conocido
como drench. Todas las plantas fueron infectadas con una misma concentracién del inéculo
de 6 x 10° zoosporas/ml, las plantas control usaron agua destilada estéril como inéculo. Las
plantas fueron monitoreadas a las 72 h después de la inoculacion para evaluar el desarrollado

la enfermedad.
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3.2.5 Método de aplicacion de soluciones activadas electroquimicamente in vivo.

Las soluciones activadas electroquimicamente contenfan 250 mg 1! cloro activo y
estaban ajustadas a un pH deseado (7), fueron asperjadas via foliar a través del transporte
apopléstico de las plantas de chiles trasplantadas con 6 u 8 hojas hasta que estuvieron
completamente mojadas, drop point (Zarattini et al., 2015). La variable control consisti6 en

planta de chile sin ningun tratamiento.

La aplicacién de las NPs MgO fue via foliar, con base en las dosis que mostraron
los mejores resultados en las pruebas in vitro en plantas de C. annuum; su aplicacion se llevo
a cabo en plantas trasplantadas con 6 u 8 hojas verdaderas. Se aplicaron diez tratamientos,
los cuales fueron aplicados con intervalos de 0, 15, 30 y 45 dias y 72 h segtn sea el
tratamiento, con 3 repeticiones por tratamiento. La variable control consisti6 en plantas sin
las nanoparticulas de 6xido de magnesio, ni SAE; las variables de respuesta medidas fueron
las siguientes: severidad de los sintomas, altura de la planta, ancho del tallo y niimero de

hojas.

3.3 Después de la inoculacidn, la presencia de los sintomas y la severidad de la
enfermedad fueron evaluadas acorde a la escala de severidad reportada por Mmbaga et al.
(2018), con ligeras modificaciones, en la cual: 0 = planta saludable, asintomdtica y vigorosa,
1 = las hojas mas bajas con presencia de clorosis, algunas hojas presentan perdida de
turgencia, 2 = la mayoria de las hojas presentan perdida de turgencia y marchitamiento, pocas
hojas defoliadas 3 = todas las hojas presentan marchitamiento, la planta estd defoliada, 4 =
marchitamiento de la corona y del tallo con una coloracion parda, presencia de necrosis, 5 =

planta muerta.

Laevaluacidén de los sintomas se realiz6 bajo un esquema de variable nominal ordinal acorde

a la escala mencionada previamente.

Después de haber sido recolectadas las hojas de chile cada 15 dias fueron congeladas

inmediatamente en nitrégeno liquido, molido en nitrégeno liquido y almacenadas a -80 °C.
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3.3.1 Actividad enzimatica de la superéxido dismutasa

La enzima se extrajo de 0.2 g de polvo de acetona de tejido, se homogeneizé 30
segundos a 15,000 rpm en 10 ml de tamp6n de fosfato de sodio SOmM (pH 7.8) a 4°C, se
utiliz6 homogeneizador Ultra Turrax T25D (IKA Works, Wilmington, NC); luego, se
centrifugd durante 30 minutos a 20,984 x g y 4°C; el sobrenadante fue decantado. La mezcla
de reaccién fue, en 27 ml de buffer de fosfato 0.05 M (pH 7.8) la cual contenia EDTA a
0.1mM, 1.5 ml de solucién de L-metionina 0.2 M y 1 ml de nitroazul de tetrazoilo 1.7 mM y
0.75 ml de TritonX-100 al 1%. Se emplearon 0.3 ml de la solucién de riboflavina 117 uM y
0.4 ml de extracto de enzima, al cual fueron afiadidos ml de mezcla de reaccidn y posteriormente
se agitaron. La mezcla de reaccion se expuso a luz fluorescente emitida por una lampara de
20 W durante 15min, y la absorbancia se medi6 a 560 nm en un espectrofotometro UV-Vis
(Lambda 40, Perkin Elmer). La velocidad dereaccion se determiné como el incremento de la
absorbancia debido a la formacién de formazan de nitroazul de tetrazoilo por unidad de
tiempo. Una unidad de SOD se definié como la concentracion de extracto de enzima que
inhibi6 el 50% de la formacioén de formazin de nitroazul de tetrazoilo. Los andlisis se
llevaron a cabo a temperatura ambiente, entre 26-28 °C). La actividad enzimatica especifica
de SOD fue expresada como unidades de actividad por miligramo de proteina (U/mg). Se
determiné con base en lo reportado por Rivera-Pastrana et al. (2013) con algunas

modificaciones.
3.3.2 Actividad enzimatica de la peroxidasa

La enzima se extrajo de 0.2 g de tejido fresco, se homogeniz6 en 10 ml de solucién
tampon de fosfatos 0.1 M (pH 7) a4°C. La mezcla se agit6é durante 20 minutos a4 °C, después
se centrifugd durante 20 minutos a 20 984 xg a 4 °C. El decantado se consideré como el
extracto enzimdtico. Después se preincub6d durante 5 minutos 1030 ul de mezcla de reaccion
(fosfato de sodio 100 mM, pH 7; que contenia 20 mM de guayacol) y 270ul de extracto de
enzima a 30°C. La actividad de POD se medi6 a 470 nm durante 5 minutos a 30 °C incubada.
La reaccion comenz6 con la adicién de 500 pl de una solucién de H,O, 100 mM y fue medido

el incremento en la absorbancia por 120 s. La actividad especifica de esta enzima se report6
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como AA460 (U/mg). Esta actividad se determiné con base en el método reportado por

Sellamuthu et al., (2013) con modificaciones para ajustarlo a un volumen de 3 ml.

3.3.3 Actividad enzimatica de la catalasa.

Para la preparacion del buffer de extraccion (Tris-HCl 100 mM, glicerol al 20%
v/v, 2-mercaptoetanol 30 mM, pH 8.0. Se disolvieron 1.575 g de tris-HCI en 60 ml de agua
destilada. Posteriormente se afiadieron 20 ml de glicerol y 210 ul de 2-mercaptoetanol. Fue
necesario hacer un ajuste de pH hasta llegar a 8 con 4cido, posteriormente se aford hasta

alcanzar un volumen final de 100 ml con agua destilada.

Para la preparacion del buffer de reaccion (fosfato de potasio 50 mm, pH 8. Se
disolvieron 0.0965 g de fosfato de potasio monobasico y 0.749 g de fosfato de potasio
dibdsico en 60 ml de agua destilada. Se ajusté el pH hasta alcanzar a 8 con 4cido.
Posteriormente se afor6 a un volumen final de 100 ml usando agua destilada. La solucién de
peréxido de hidrogeno 100 nM, se afiadieron 0.566 ml de peréxido, con 50% de pureza y se
volvié a aforar hasta conseguir 100 ml con agua destilada. Para la preparacion del extracto
enzimatico se pesaron 0.3 g del tejido vegetal y se homogeneizaron utilizando un mortero
con 1 ml de buffer de extraccién a 4 °C. A continuacién, se colocé la muestra homogeneizada
en un tubo de ensayo, se le afiadié 1ml de buffer de extraccion y se agité en un vortex durante
2 minutos, después se centrifugd la mezcla a 12 000 rpm durante 15 minutos a 4°C y
finalmente se separd el sobrenadante, el cual fue el extracto enzimético requerido y se

almacend a 4°C.

El ensayo de la actividad enzimatica se llevé a cabo en celda, en la cual se colocaron
2 ml de buffer de reaccion, después se afiadieron 0.2 ml de solucién de perdxido de
hidrégeno, posteriormente se afiadi6é 0.1 ml del extracto enzimdtico y finalmente el cambio

de la absorbancia fue medido a 240 nm durante 6 minutos, se hizo una lectura cada 60 s.

3.3.4 Actividad enzimatica de fenilalanina amonio liasa

Los extractos se realizaron de acuerdo con el método propuesto por Sellamuthu et

al., (2013). Se homogeneizaron 0.2g de tejidoen 10 ml de solucién tampén de boratos
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0.1M, pH 8.8, se afiadieron 5 mM de - mercaptoetanol, 2 mM de EDTA y 1% de Polivinil-
polipirrolidona (PVPP) durante 30 segundos a 15 000 rpm usando un homogeneizador Ultra
Turrax (IKA Works, Wilmington, NC). Después se centrifugé la mezcla durante 30 minutos
a 20,984 x g a 4°C. El sobrenadante se filtr6 a través de membranas de 0.45 um y fue
considerado como extracto enzimdtico. La reaccion se llevé a cabo de acuerdo con lo
reportado por (Da Cunha, 1987) para inhibir la actividadde fenilalanina amonio transaminasa
(PAT) y la formacién de fenilpiruvato: 440 ul de extracto enzimdtico y 1300 ul de una
solucién inhibidora de PAT (10 mM L-aspartato, 20 mM de 4cido a-cetoglutdrico y 20 mm
de piridoxal-5’- fosfato) se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente, TA, (24-
26°C). Posteriormente se anadié 1300 ul de L-fenilalanina (para conseguir una concentracién
final de 10 mM en la reaccién). La reaccion se incubd durante dos horas a temperatura
ambiente (26-28°C), ésta se detuvo con la adicién de 100 ul de HC1 6 M y su absorbancia
fue medida a 290 nm. La actividad enzimatica fue expresada como nm de dcido cindmico

(U/mg).
3.3.5 Actividad del peroéxido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno fue determinado de acuerdo con el método descrito por
Junglee et al. (2014). Primero 150 mg de muestra de hoja pulverizado con nitrégeno liquido
fue homogenizado con 0.25 ml de 4cido tricloroacético (TCA) (0.1% (peso: volumen), 0.5
ml KI. (1 M) y 0.25 ml buffer fosfato de potasio (10 mM, pH 5.8). La absorbancia fue medida
a 350 nm.

3.4 Analisis estadistico

Los resultados de los ensayos fueron expresados como el promedio de 3 ensayos
independientes con su respectiva desviacion estdndar. El andlisis de varianza (ANOVA) de
una sola via se realiz6 con el software estadistico Minitab, para el andlisis de comparacion

entre medias se hizo una prueba de Tukey, con un 95% de nivel de confianza (p< 0.05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Evaluacion de la actividad in vitro de las SAE contra Phytophthora capsici

Para los ensayos de inhibicién del crecimiento del fitopatégeno se utilizaron
diferentes concentraciones de soluciones activadas electroquimicamente, las cuales fueron:
50, 100, 250 y 500 ppm, ademads de los controles; el control positivo consistié en P. capsici
sin ningln tratamiento, mientras que para el control negativo se usé Fosetil-al, también

conocido comercialmente como Aliette®.

El crecimiento de Phytophthora capsici ocurrié a los tres dias después de haber
sido cultivado en cajas de Petri en medio papa dextrosa agar (PDA). Ninguna de las
concentraciones de nanoparticulas de o6xido de magnesio utilizadas en los ensayos
inhibitorios mostré el efecto esperado, ya que se observé crecimiento de P. capsici en cada

uno de los cultivos in vitro bajo todas las concentraciones, tal como se muestra en la figura

4.

Figura 4. A) Medio de cultivo PDA adicionado con una concentraciéon de 1000 ppm de

nanoparticulas MgO, en medio se observa el disco de micelio de P. capsici. B) Medio de cultivo
PDA adicionado con una concentracién de 50 ppm de nanoparticulas MgO, en medio se

observa el disco de micelio de P. capsici.
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Figura 5. Inhibicién del crecimiento de Phytophthora capsici causante de la enfermedad de
pudricién de raiz tratado con diferentes concentraciones de nanoparticulas de 6xido de
magnesio. No se muestra diferencia significativa con respecto al control positivo, prueba de

Tuckey: p<0.05; letras diferentes indican diferencia significativa.

Las pruebas in vitro con nanoparticulas de 6xido de magnesio no mostraron ningin efecto
en la inhibicion del crecimiento del oomiceto, por lo que no hubo diferencia significativa con
respecto al control positivo, esto podria deberse a las propiedades quimicas de éstas, debido
a que el magnesio es un elemento crucial para la nutricién de varios microorganismos
fitopatdgenos incluyendo oomicetos, y éstos podrian utilizar este compuesto para su

crecimiento y desarrollo. Los datos se muestran en la figura 5.
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Figura 6. Inhibicién completa del crecimiento de Phytophthora capsici agente causal de la enfermedad
de pudricién de raiz a una concentracion de 250 ppm con soluciones activadas electroquimicamente

(SAE) en pruebas in vitro.
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Figura 7. Medicién del porcentaje de inhibicién del crecimiento bajo distintas dosis de soluciones activadas
electroquimicamente en medios de cultivo in vifro, se muestra que, a una concentracién baja de 50 ppm, el
crecimiento de P. capsici se ve mitigado, dosis mas altas de estas soluciones inhiben completamente el
crecimiento del fitopatégeno, con respecto al control positivo. Prueba de Tuckey: p<0.05, letras diferentes

indican diferencia significativa.
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4.2 Evaluacion del efecto de las SAE in vivo en chile cultivado en condiciones de

invernadero contra P. capsici para determinar la severidad del dafio.

El material vegetal que se utilizé fue proveniente de semillas Jalapefio M, las
pléntulas debian de alcanzar de 6 a 8 hojas verdaderas para llevar a cabo la experimentacion,
plantulas con caracteristicas distintas no fueron seleccionadas para la experimentacion,

tampoco para la inoculacién de éstas.

Figura 8. Plantulas de Capsicum annuum en almicigo de dos semanas de crecimiento mostrando los

cotiledones.
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Figura 9. Plantula de Capsicum annuum mostrando hojas
verdaderas, es en este estadio cuando se llevd a cabo el

trasplante.

Figura 10. Método de aplicacion de las soluciones activadas

electroquimicamente a través de la aspersion foliar en plantas de Capsicum

annuum, hasta alcanzar el punto de goteo
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El crecimiento de las plantas fue monitoreado diariamente, en cuanto a la altura de la planta
y el nimero de hojas, los tratamientos tuvieron diferencia significativa con respecto al
control, pero no hubo diferencia significativa en el grosor del tallo. En el niimero de hojas se
observo una diferencia significativa con respecto al control, a una concentracién de SAE de
20 ppm aplicada quincenalmente. En el cuadro 1 y 2 se muestran las diferencias entre las

variables de respuesta morfoldgicas evaluadas.

Figura 11. A la izquierda planta de Capsicum annuum presentando una ligera

necrosis basal del tallo, sintoma leve de pudricién de raiz, a la derecha se observa

una planta con la enfermedad mitigada por el tratamiento con SAE.
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Tratamiento 72h Altura (cm) Diametro del Numero de hojas Numero de

tallo (mm) frutos
C. annuum 24.82 P 5.82% 52.47°2 4.75°
C. annuum + 31.14 2 6.7 59272 7.71°
SAE 4 ppm
C. annuum + 7973 @b 6.3 2 65.3 2 5.85°
SAE 8 ppm
C. annuum + 2552" 632 32.802 13.132
SAE 12 ppm
C. annuum + 33.75% 7.01% 73.40° 925
SAE 16 ppm

Cuadro 1. Altura, didmetro del tallo, nimero de hojas y frutos de plantas de C. annuum a
diferentes concentraciones de SAE. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias

significativas usando Tucky p<0.05

Tratamiento Altura (cm) Diametro del Numero de Numero de

quincenal tallo (mm) hojas frutos
C. annuum 32.0° 6.072 51.40° 5.12°
C. annuum + 3441 5981 81.7 2 9.87 %
SAE 20 ppm
C. annuum + 26.94 2 4972 75.00 11.12%
SAE 40 ppm
C. annuum + 2851 6.46 2 64.70 8.37 %
SAE 60 ppm
C. annuum + 28.24 % 5.44° 71.80 % 7%
SAE 80 ppm

Cuadro 2. Altura, didmetro del tallo, nimero de hojas y frutos de plantas de C. annuum a
diferentes concentraciones de SAE. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias

significativas usando Tucky p<0.05. Valor p con un * se utilizé Tucky p<0.1
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Plantas tratadas con la concentracion mds alta aplicada cada 72 horas mostraron
tener un efecto significativo en su altura, en comparacion con los controles. La concentracién
de 16 ppm aument6 la altura de la planta en un 67.5%. A una concentracién de 12 ppm no
hubo una diferencia significativa en la altura de la planta comparada con el control. Ninguno
de los tratamientos con SAE parece tener un efecto en el didmetro del tallo y en el nimero
de hojas comparada con el control. Con respecto a la variable rendimiento, la dosis de 12
ppm fue el mejor de los tratamientos, aumentando significativamente el nimero de frutos en
un 138% comparada con la planta control, mientras que las demds dosis no mostraron

diferencia significativa.

Por otra parte, las plantas que fueron tratadas con SAE aplicadas quincenalmente
no mostraron diferencia significativa en su altura comparadas con las plantas control, de la
misma manera, ninguna de las concentraciones aplicadas tuvo un efecto en el didmetro del
tallo cuando fueron comparadas con el control, en el cual no se hizo ninguna aplicacién. Sin
embargo, el nimero de hojas se vio aumentando significativamente al aplicarse una
concentracion de SAE de 20 ppm quincenalmente, este aumento represento el 79.5 % de la
biomasa producida por las plantas de chile, lo que indica que en esta concentracion y esta
frecuencia se obtiene el mejor efecto bioestimulante, mientras que las otras concentraciones
arrojaron resultados similares entre concentraciones, a excepcion de la concentracion de 40
ppm la cual fue la segunda con mayor produccidn de biomasa ademds de que mostré el mayor
rendimiento al aumentar el nimero de frutos en un 100%, mientas que las otras

concentraciones obtuvieron valores similares a los de las plantas control.

Fluctuaciones de los niveles ROS potenciadas por el HOCl y -OCl son interpretadas
como moléculas de sefializacion requeridas para el crecimiento y desarrollo adecuado de la
planta, el resultado bioldgico de la sefializacion de las ROS estd intrinsecamente relacionado
con la naturaleza de la sefial y es dependiente de la dosis, pues se correlaciona con procesos
como la respuesta hipersensible, resistencia sistémica adquirida y regulacién hormonal

(Devireddy et al. 2021).
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Tratamiento 72 h

Altura (cm)

Diametro del tallo

Severidad de la

(mm) enfermedad

P. capsici 21.03° 48°¢ 2292
Aliette® 26.47 % 5.30b¢ 1%
P. capsici + SAE 4 28.48 6.72 1.3%
ppm

P. capsici + SAE 8 37.52% 6.3 % 0.76
ppm

P. capsici + SAE 12 35338 6.3 3 0.59°
ppm

P. capsici + SAE 16 30.94 2 7.01% 1.18 %

ppm

Cuadro 3. Escala de sanidad cada 72 h de plantas de C. annuum presentando pudricion de raiz. Letras diferentes

en la misma columna indican diferencias significativas usando Tucky p<0.05

Tratamiento Altura (cm) Diametro del tallo Severidad de la
quincenal (mm) enfermedad
P. capsici 21.03 % 4.83° 272
Aliette® 26.47 5330 0.8 %
P. capsici + SAE 20 29.30 2 5.98 2 0.5°
ppm

P. capsici + SAE 40 24.91% 4.97° 1.4%
ppm

P. capsici + SAE 60 27.35% 6.46 12%
ppm

P. capsici + SAE 80 28.56 2 5.44 1.2%
ppm

Cuadro 4. Escala de sanidad quincenal de plantas de C. annuum presentando pudricion de raiz.

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas usando Tucky p<0.05.
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Severidad de pudricidn de raiz

Severidad de pudricién de raiz

Severidad de la enfermedad quincenal
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Figura 12. Escala de severidad de la enfermedad de pudricién de raiz en tratamientos
aplicados quincenalmente. Letras diferentes indican diferencia significativa usando

Tucky p<0.05.
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Figura 13. Escala de severidad de la enfermedad de pudricién de raiz en
tratamientos aplicados quincenalmente. Letras diferentes indican

diferencia significativa usando Tucky p<0.05.
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Figura 14. A) Plantas de Capsicum annuum mostrando cambio en la coloracién de las hojas y

defoliacion. B) Oscurecimiento del tallo progresivamente hacia arriba sobre la linea del suelo indica el
crecimiento de Phytophthora capsici. C) Colonizacion completa del tallo y del sistema vascular. D)

Pudricion severa del sistema radicular con lesiones de coloracién marrdn.
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4.3 Determinacion del mecanismo de accion de las SAE mediante analisis enzimaticos

para evaluar la actividad elicitora de los tratamientos aplicados en las plantas de chile.

Actividad SOD 72 h
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Figura 15. Actividad de la enzima superdxido dismutasa en C. annuum
después del tratamiento con SAE aplicado cada 72 horas. Letras

diferentes indican diferencia significativa usando Tucky p<0.05
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Figura 16. Actividad de la enzima superéxido dismutasa en C. annuum
después del tratamiento con SAE aplicado quincenalmente. Letras

diferentes indican diferencia significativa usando Tucky p<0.05
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Plantas tratadas con una concentracion de 12 ppm aplicada frecuentemente cada
tercer dia mostraron un aumento en la actividad de la enzima superdxido dismutasa; en
comparaciéon con las aplicaciones quincenales se demostré que existe diferencia
significativa, es decir, las plantas enfermas con el fitopatdgeno mostraron niveles mds bajos
de estrés con respecto a aquellas que no fueron tratadas, aumentando la actividad enzimatica
de SOD, el producto comercial no mostré un aumento en la actividad de esta enzima. Los
valores mds altos fueron los aplicados cada tercer dia, mientras que las aplicaciones

quincenales tuvieron los niveles mds bajo en la actividad enzimética de SOD.

Los tratamientos quincenales, aunque fueron valores menores a los tratamientos
aplicados cada setenta y dos horas mostraron una disminucion del estrés comparados con el
control positivo, es decir, las plantas con sintomas de pudriciéon de la raiz sin ningun

tratamiento mostraron los valores mds altos de estrés, esto indica que hay una elevada

cantidad del ani6n superéxido (O27) en los tejidos de la planta, a esto se le atribuye la elevada

actividad enzimatica de SOD.

SOD es considerada una de las principales en sistemas enzimdticos responsable de

remover los radicales libres O™ producidos por las plantas bajo condiciones de estrés. La
enzima super 6xido dismutasa participa reduciendo el estrés bidtico ocasionado por
Phytophthora capsici, disminuyendo los niveles del anién superdxido en los tejidos de la
planta (Gechev et al. 2016). Los resultados muestran que debido a un aumento en la
concentracion del anién superéxido provocado por la aplicaciéon de los elicitores para

contrarrestar el dafio oxidativo.
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Actividad POD 72 h
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Figura 17. Actividad de la peroxidasa en C. annuum después del tratamiento con SAE
aplicado cada 72 horas. Letras diferentes indican diferencia significativa usando Tucky

p<0.05

Actividad POD quincenal

1.4
a
T 1.2 T
(S
~
=2 1 b
S T be
® 0.8 c
£ -
c
S 06
®
© 04
2
kst
< 0.2
0
Fosetil-al P. capsici SAE 12 ppm P. capsici + SAE 12
ppm

Concentracion

Figura 18. Actividad de la peroxidasa en C. annuum después del tratamiento
con SAE aplicado quincenalmente. Letras diferentes indican diferencia

significativa usando Tucky p<0.05
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Los resultados de la actividad de la peroxidasa muestran que hubo un aumento en
la actividad de esta enzima comparada con los controles positivos en los tratamientos
aplicados cada tercer dia, este aumento se atribuye a la sefializacién molecular posterior a un
aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno, sin embargo al aplicarse cada 72
horas en plantas enfermas con sintomas de pudricion de raiz se observé una disminucion
significativa del estrés, dicha disminucién se debi6 a la accién directa de las soluciones
activadas electroquimicamente sobre P. capsici y a la activacion de la respuesta defensiva de

la planta permitiéndole resistir a la colonizacién y al avance del oomiceto.

Por otra parte, los resultados de las aplicaciones quincenales mostraron los valores
mas altos de POD en plantas presentando pudricion de raiz tratadas con SAE a diferencia del
control negativo, el cual mostré los niveles mas bajos de la actividad de esta enzima, es decir
los niveles més bajos de estrés, mientras que en el control positivo se observan niveles més
altos de la actividad de esta enzima. Estos resultados comprueban el efecto elicitor que tienen
las soluciones activadas electroquimicamente, los tratamientos provocaron un aumento de la
actividad de la peroxidasa, debido a que ésta participa en la eliminacion del H2O, especie
reactiva de oxigeno relacionada con la sefializaciéon molecular y un aumento de ésta se

relaciona como una variable de respuesta ante el estrés.
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Actividad CAT 72 h
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Figura 19. Actividad de la catalasa en C. annuum después del tratamiento con SAE
aplicado cada 72 horas. Letras diferentes indican diferencia significativa usando Tucky

p<0.05
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Figura 20. Actividad de la catalasa en C. annuum después del tratamiento con SAE
aplicado quincenalmente. Letras diferentes indican diferencia significativa usando

Tucky p<0.5.
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La actividad de la catalasa se vio aumentada debido a las soluciones activadas
electroquimicamente, los valores més altos de esta enzima fueron las plantas que presentaban
sintomas de pudricién de raiz, mientras que los valores disminuyeron significativamente en
plantas donde se aplicaron bajas concentraciéon de SAE con una frecuencia de quince dias,
es decir que su actividad se vio disminuida comparada con el control negativo, por lo que
demuestra su eficacia en el manejo de la pudricién de raiz. al aumentar la actividad
enzimadtica. Por otra parte, los controles positivos muestran valores similares comparados

con los tratamientos con una dosis de 12 ppm con una frecuencia de 72 h.

La actividad de la enzima catalasa aumento en el control positivo en aplicaciones
quincenales, mientras que las plantas tratadas con las soluciones activadas
electroquimicamente disminuyeron su actividad enzimadtica, lo cual indica que el estrés es
menor con tratamientos aplicados quincenalmente. El aumento en los niveles de la
peroxidasa se asocia con una repuesta relacionada con el estrés de la planta debido al aumento
que hubo en los niveles de peroxido de hidrogeno, esta molécula a altas concentraciones debe
ser removida de los tejidos de la planta a través de la actividad de CAT, por lo que en la
grifica se aprecia un decremento en la actividad de CAT comparada con un incremento en

su actividad en plantas enfermas.
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Actividad PAL 72 h
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Figura 21. Actividad de la fenilalanina-amonio liasa en C. annuum después del
tratamiento con SAE aplicado cada 72 horas. Letras diferentes indican diferencia

significativa usando Tucky p<0.05
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Figura 22. Actividad de la fenilalanina-amonio liasa en C. annuum después del
tratamiento con SAE aplicado quincenalmente. Letras diferentes indican diferencia

significativa usando Tucky p<0.1
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En cuanto a la evaluacién de la enzima PAL hubo un incremento de la actividad de
esta enzima a una concentracién de 12 ppm, por otra parte, se incrementé la actividad a
diferencia de las plantas del control positivo, es decir, en plantas con Phytophthora capsici.
Las plantas enfermas presentaron baja actividad de esta enzima, fue menor comparada con
la asperjadas con SAE, por lo que su respuesta ante el estrés estaba mds elevada, mientras
que las plantas enfermas con Phytophthora capsici y tratadas con SAE mostraron una
actividad enzimatica similar, esto pudo deberse a una mitigacién del estrés. Por otra parte, la
actividad enzimdtica de PAL mostré diferencia estadistica significativa, es decir, en plantas
enfermas sin tratamiento la actividad de esta enzima fue mayor que en plantas enfermas y
tratadas con las SAE aplicadas en tejido foliar evaluado cada quince dias, esta diferencia

significativa se obtuvo usando la prueba de Tucky con un indice de confianza del 90 %.
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Actividad de perodxido de hidrogeno 72 h
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Figura 23. Actividad del perdéxido de hidrégeno en C. annuum después del tratamiento con
SAE aplicado cada 72 h. Letras diferentes indican diferencia significativa usando Tucky

p<0.05
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Figura 24. Actividad del perdxido de hidrégeno en C. annuum después del tratamiento
con SAE aplicado quincenalmente. Letras diferentes indican diferencia significativa

usando Tucky p<0.05
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Las plantas de Capsicum annuum tratadas con el producto comercial como control negativo
mostraron la mayor acumulacién de peréxido de hidrégeno, es decir, mostraron los niveles
mas altos de estrés oxidativo, pues el peréxido de hidrégeno es una molécula que se acumula
en los tejidos de la planta y a altos niveles puede causar dafio severo y fitotoxicidad, mientras
que las plantas con pudricion de raiz y tratadas con las soluciones activadas
electroquimicamente a diferencia de ambos controles, positivo y negativo, mostraron los
niveles mds bajos de estrés oxidativo, tanto en los tratamientos quincenales como a las 72
horas, esto demuestra que las plantas que presentaban la enfermedad de pudricién de raiz
tratadas con las soluciones activadas electroquimicamente redujeron el estrés oxidativo y

resistieron considerablemente la infeccion de Phytophtora capsici.

Las principales especies que proveen la caracteristica antifingica de las SAE son el
acido hipocloroso (HOCI) y los iones hipoclorito (-OCl), se ha reportado que
concentraciones de ambas especies estin relacionadas con el pH y el potencial redox, la cual
se correlaciona con su habilidad de ser oxidada o reducida, generando su efecto antifingico.
La pérdida de la integridad de la pared celular incrementa la permeabilidad y genera lisis, asi
como dafio al ADN de P. capsici, lo anterior debido a que el HOCI puede penetrar la pared
celular del oomiceto (Albrich et al., 1986) y oxidar proteinas involucradas en vias
metabolicas importantes (Hurst ez al. 1991). Las SAE se mantienen mds estables y mantienen
sus caracteristicas después de su almacenamiento a un pH neutro, esto es crucial debido a

que su efecto antimicrobiano a través del cloro libre decrece cuando se aumenta el pH.

En plantas susceptibles, los sintomas iniciales aparecieron entre los cuatro y siete dias
después de la inoculacion, y en los controles positivos murieron aproximadamente a los doce
dias después de la misma, mientras que, en plantas resistentes después de los diez dias se
observaron lesiones ligeras, principalmente debido a la habilidad para contrarrestar el avance
de la colonizacion de Phytophthora capsici e inhibiendo su crecimiento, inhabilitdndolo para

que se desarrolle dentro de la planta hospedera.
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Las plantas responden al estrés produciendo diferentes moléculas, dentro de las
cuales se encuentran las especies reactivas de oxigeno, éstas son moléculas de sefializacién
clave y tienen un papel fundamental en la regulaciéon de diferentes procesos como el
metabolismo y la respuesta ante condiciones estresantes, participando activamente en la
fisiologia de la planta. Estas especies en el sitio donde se coloniz6 a la planta es directamente
dafiino para los patégenos y pueden causar una respuesta hipersensible que resulta en muerte

celular localizada, limitando la propagacion de la infeccion (Mahapatra, 2020).

El 4cido hipocloroso es una especie reactiva de oxigeno y se encuentra dentro de
la categoria de los no radicales (Gechev et al., 2006), estas especies quimicas han sido
identificadas como segundos mensajeros en cascadas de sefalizacion intracelular, esta
molécula estd correlacionada con el desarrollo de tolerancia al estrés tanto bidtico como
abidtico (Devireddy et al. 2021). La respuesta hipersensible inducida mediante moléculas
radicales de oxigeno resulta en la fortificacion de la pared celular mediante la estimulacion
de la sintesis de lignina a través de la via de fenilpropanoide, actividad que también

incremento con la aplicacion de los tratamientos (Devireddy et al. 2021).

El reconocimiento de un patégeno por parte de la planta conduce a un estallido
oxidativo, el cual resulta en la generacion de especies reactivas de oxigeno y su acumulacion
en grandes cantidades, cada forma de las ROS influye en varios procesos fisioldgicos y
bioquimicos en plantas que son controlados por varios genes y tienen una capacidad
oxidativa distintiva (Huang et al., 2019). Las especies reactivas de oxigeno desempefian un
papel dual, actuando como moléculas de sefializaciéon a una concentraciéon Optima y
moléculas toxicas a altas concentraciones, el sistema antioxidante de la planta la protege de

las perjudiciales ROS.

Siguiendo la infeccion de los patégenos, numerosas enzimas, como las quinonas
reductasa-b, amino oxidasas, oxalatos oxidasas, peroxidasas, superoxido dismutasa, y
lipoxigenasas, son activadas para controlar la produccion y la transiciéon de ROS (Akbar et

al. 2020). El incremento de la produccién de ROS ha sido asociado con un gran nimero de
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procesos fisioldgicos, incluyendo la resistencia a varios estresores (del Rio 2015; Akbar et

al. 2020; Abdul Malik et al. 2020).

Los antioxidantes enzimdticos y no enzimdticos son capaces de mantener el
equilibrio redox en los tejidos de las plantas a través de contrarrestar el efecto dafiino de la
ROS y desintoxicar a la planta, debido a esto, la medicién de la actividad enzimética de la
catalasa y la peroxidasa fue crucial para la adecuada regulacién de la concentracion de las
ROS dentro de las células, ya que estas enzimas controlan la cantidad intracelular de H,O»
en la célula, mientras que las catalasas son muy eficientes eliminando el H,O, y separdandola

en dos moléculas de H,O; en agua y oxigeno.

Los eventos de sefializacién ocurren dentro de los primeros minutos a unas pocas
horas después de la percepcion de la elicitacion mediada (Boubakri, 2017). Una respuesta
fuerte que se mantiene en las primeras semanas, pero decrece gradualmente en intensidad
mientras que permanecen detectables después de un mes. Naaven y colaboradores (2013)
demostraron que en un intervalo de 12 horas la actividad enzimética de PAL disminuy6
gradualmente en plantas de chile elicitadas con cerebrésidos, pero se mantiene estable en la
actividad de la peroxidasa en el mismo intervalo de tiempo. Debido a la cinética de la
actividad enzimatica se explica la disminucion de la actividad enzimética en los tratamientos
quincenales, ya que en el trascurso de los dias pudo haber disminuido entre un andlisis
enzimadtico y el otro, por lo que se sugiere que se lleven a cabo andlisis enziméticos en

intervalos més cortos de tiempo para obtener resultados més precisos.

Las reacciones de la planta més rdpidas para infectar es la alteracion en el estatus de
los tejidos redox como resultado de los organismos de los patdégenos infeccion y la rapida
producciéon de ROS. El efecto de las soluciones activadas electroquimicamente podria
depender de la densidad del inoculo de Phytophthora capsici, el estado fisiolégico, el estadio
fenoldgico de la planta, la frecuencia de aplicacion y el intervalo de medicidn de la activada

enzimatica.
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Las enzimas analizadas son inducibles y estdn involucradas en el sistema defensivo
de la planta contra fitopatégenos, es sabido que su expresion desempeiia un papel importante
determinando la resistencia de la planta hospedera contra varios fitopatégenos, en este trabajo
su expresion permitié contrarrestar el dafio causado por P. capcisi, sin embargo, segin los
resultados obtenidos se sugiere hacer los andlisis de la actividad enzimdtica con mayor
frecuencia, estableciendo un intervalo de horas para ambos tratamientos, cada tercer dia y

quincenales para obtener resultados mas precisos.
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V. CONCLUSION

La aplicacion via foliar de soluciones activadas electroquimicamente demostrd
tener un efecto bioestimulante, antifingico y elicitor, permitiendo a las plantas de C. annum
adquirir resistencia sistémica ante la enfermedad de pudricién de raiz y mitigar el dafio
causado por Phytophthora capsici, ademas de inducir la respuesta defensiva de la planta sin
llegar a niveles de fitotoxicidad en la planta al mantener baja concentracién de ROS en los
tejidos, la induccién mediada de la respuesta inmune no interfirié en el crecimiento ni en el
desarrollo de la planta, al contrario, se demostré una mejora significativa en el rendimiento
de la planta a una baja concentracion de 12 ppm aplicada cada 72 horas, pero demostrando
un aumento de la actividad enzimética en los tratamientos aplicados quincenalmente,
demostrando asi que el uso de SAE junto con buenas précticas culturales pueden mitigar el

efecto perjudicial de Phytophthora capsici en plantas de Capsicum annuum.
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