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RESUMEN 

En este trabajo se ha estudiado la capacidad de la moringa (Moringa oleífera) para 

inducir resistencia en plantas de pimiento (Capsicum annuum L. var. annuum cv. Padrón) frente 

al ataque de los patógenos Botrytis cinerea, Phytophthora capsici y Verticillium dahliae. Se 

ensayaron dos extractos diferentes de moringa, un extracto A etanólico y un extracto B acuoso. 

En los resultados se observa que el extracto A de moringa indujo resistencia frente a los 

patógenos Verticillium dahliae y Botrytis cinerea, mientras que el extracto B de moringa indujo 

resistencia frente al patógeno Phytophthora capsici. Ambos extractos de moringa indujeron en 

la planta de pimiento la expresión de genes relacionados con la resistencia pero el incremento 

fue mayor en el caso del extracto B. El extracto B indujo en la raíz de pimiento una reducción 

de la cantidad de fenoles solubles y un incremento de la cantidad de lignina lo que indica un 

aumento del reforzamiento de la pared celular por polimerización de los fenoles para formar 

lignina. Se concluye que el extracto A y el extracto B contienen sustancias diferentes que 

inducen la protección frente a distinto tipo de patógenos pero inducen mecanismos de defensa 

parcialmente similares. 

 

RESUMO 

Neste traballo estudouse a capacidade da moringa (Moringa oleífera) para inducir 

resistencia en plantas de pemento (Capsicum annuum L. var. annuum cv. Padrón) fronte ao 

ataque dos patóxenos Botrytis cinerea, Phytophthora capsici e Verticillium dahliae. 

Ensaiáronse dous extractos diferentes de moringa, un extracto A etanólico e un extracto B 

acuoso. Nos resultados obsérvase que o extracto A de moringa induciu resistencia fronte aos 

patóxenos Verticillium dahliae e Botrytis cinerea, mentres que o extracto B de moringa induciu 

resistencia fronte ao patóxeno Phytophthora capsici. Ámbolos dous extractos de moringa 

induciron na planta de pemento a expresión de xenes relacionados coa resistencia pero o 

incremento foi maior no caso do extracto B. O extracto B induciu na raíz de pemento unha 

redución da cantidade de fenois solubles e un incremento da cantidade de lignina o que indica 

un aumento do reforzamento da parede celular por polimerización dos fenois para formar 

lignina. Conclúese que o extracto A e o extracto B conteñen substancias diferentes que inducen 

a protección fronte a distinto tipo de patóxenos pero inducen mecanismos de defensa 

parcialmente similares. 
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ABSTRACT 

In this work we have studied the induction of resistance in pepper plants (Capsicum 

annuum L. var. annuum cv. Padrón) by moringa (Moringa oleifera). This induction was tested 

against the attack of three different pathogens Botrytis cinerea, Phytophthora capsici and 

Verticillium dahliae. Two different moringa extracts, an alcoholic extract A and an aqueous 

extract B were tested. The results show that moringa extract A induced resistance against the 

pathogens Verticillium dahliae and Botrytis cinerea, while moringa extract B induced 

resistance against the pathogen Phytophthora capsici. Both moringa extracts induced the 

expression of resistance genes in pepper plants but the increase was greater in the case of extract 

B. Extract B induced in pepper roots the reduction of soluble phenols and an increase of lignin 

which indicates an increase in cell wall reinforcement by polymerization of the phenols to form 

lignin. It is concluded that extract A and extract B contain different substances that induce 

protection against different types of pathogens but they induce partially similar defense 

mechanisms. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. EL PIMIENTO  

Según Mendoza (2000) existen 7 especies principales de Capsicum y las más cultivadas 

son C. annuum, C .frutescens, C. pendulum y C. pubescens, estas dos últimas sólo cultivadas 

en regiones de Sudamérica (Reche Marmol, 2010). C. annuum es la especie de pimiento 

más cultivada y de mayor importancia económica para muchos países. Esta especie presenta 

flores con una corola de color blanco, solitarias, frutos de diferentes formas, tamaño y color, 

de sabor dulce o picante y semillas pequeñas y rígidas (figura 1). (Reche Marmol, 2010) 

 

 

Figura 1. A) Frutos de Capsicum annum (Nijaki, 2011) B) Semillas de Capsicum annuum. (NDG Botanicals, 

2019). 

1.1.1. Importancia económica 

El pimiento es un cultivo extendido a nivel mundial. Según datos históricos es de origen 

centro americano (Reche Marmol, 2010), pero se incorporó rápidamente a las hortalizas del 

viejo mundo durante la época de la colonización. En la actualidad, alrededor de la mitad de la 

producción mundial de esta hortaliza se da en el mediterráneo. En España las principales 

provincias productoras de pimiento son Almería y Murcia, seguidos en importancia por 

Granada, Alicante, Pontevedra y Valencia. (Reche Marmol, 2010) 

Según el último informe de la organización de las naciones unidas para la alimentación 

y la agricultura (FAO en inglés), en el 2017, la producción de pimiento en España fue de 

1.277.908 toneladas (FAO, 2019), siendo la especie hortícola de mayor producción después del 

tomate (tabla 1). 

 

A B
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Tabla 1. Producción, rendimiento y área cosechada de pimiento y tomate en España (FAO, 2019) 

 

1.1.2. El pimiento de Padrón 

El pimiento de Padrón (Capsicum annuum L.) es uno de los cinco principales ecotipos 

de pimiento de Galicia (Andrés Ares, 2003). Este cultivar de pimiento tiene un fruto de cuerpo 

corto y es considerado uno de los cultivos más importantes dentro de Galicia, por su producción 

y fama gastronómica a nivel nacional. La fama gastronómica se asocia a su ecotipo con 

características organolépticas sobresalientes. (Andrés Ares, 2003) 

Este cultivar de pimiento fue introducido en Galicia por medio de unas semillas traídas 

por los monjes franciscanos a su casa de misiones en Herbón, localidad vecina de Padrón (A 

Coruña) en el siglo XVII (Andrés Ares, 2003). Su aclimatación al suelo y clima fue rápida 

extendiéndose durante el siglo XVIII y considerándose habitual en la dieta (Estrada-Arias, y 

otros, 2000). El fruto es semicartilaginoso de color verde en estado de inmadurez (figura 2) y 

de color rojo en estado maduro, colgante y de forma variable dependiendo el grado de desarrollo 

y las condiciones del cultivo (Estrada-Arias, y otros, 2000). 

 

 

Figura 2. Fruto inmaduro del pimiento de padrón (Bugallo, 2006) 
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1.1.3. Enfermedades del pimiento 

El cultivo de pimiento es susceptible al ataque de varios patógenos que provocan 

cuantiosas pérdidas económicas (Reche Marmol, 2010). Las enfermedades que afectan a este 

cultivo pueden ser de origen bacteriano, fúngico o vírico (Reche Marmol, 2010). Entre las 

principales enfermedades que suelen atacar a este cultivo están las causadas por Phytophthora 

capsici Leon. Que destaca como principal agente productor de la tristeza del pimiento, seguido 

por Verticilium dahliae Kleb. (Andrés Ares, 2003). Otro patógeno que ataca al pimiento y que 

es especie modelo de necrotrofo es Botrytis cinérea Pers.:Fr. (Diaz, y otros, 2005). Por su 

especial importancia nos centraremos en estas enfermedades. 

1.1.3.1. Podredumbre gris (Botrytis cinerea) 

Es una enfermedad producida por un hongo que ataca la parte aérea de la planta. Este 

hongo se denomina Botrytis cinerea y afecta a una gran variedad de cultivos (Reche Marmol, 

2010) ya que posee un arsenal de enzimas degradativas de amplio espectro. Este hongo puede 

afectar varios órganos aéreos de la planta como los frutos o el tallo (figura 3). Este ascomiceto 

necrotrófico mata células huésped mediante la producción de toxinas, enzimas hidrolíticas, la 

generación de especies reactivas de oxígeno o por inducción de muerte celular programada 

(Choquer, y otros, 2007).   

 

Figura 3. A) Botrytis cinerea presente en fruto (Hortomallas, 2017) B) Botrytis cinerea presente en tallo (Junta 

de Andalucia, 2013). 

La enfermedad aparece cuando existe exceso de humedad ambiental, por encima del 90 

% y temperaturas entre 20 y 25º C en cultivos de gran densidad, mal aireados y con deficiente 

ventilación. (Reche Marmol, 2010). 

 

B A 
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La sintomatología puede presentar lesiones húmedas con coloración parda, acompañada 

de una marchitez generalizada, en el tallo y en el fruto que presentan pudrición acompañada de 

manchas grisáceas. El principal problema en el pimiento es la pudrición del pedúnculo, debido 

a que causa la caída del fruto (Reche Marmol, 2010). 

1.1.3.2. Verticilosis (Verticillium dahliae) 

Esta enfermedad es producida por un hongo vascular que se encuentra en el suelo y que 

afecta a una amplia variedad de hortalizas, el patógeno Verticillium dahliae (Tian, y otros, 

2010). Este hongo entra en contacto con la planta a través de las raíces, se introduce por heridas 

producidas durante el manejo del cultivo, y se propaga mediante cultivos contaminados, 

mediante el riego o por vectores como, insectos y nematodos. La temperatura óptima para su 

desarrollo oscila entre 20-25º C (Reche Marmol, 2010). 

Esta enfermedad está comprendida en el grupo de las traqueomicosis por ser producida 

por hongos que invaden los vasos vasculares (tráqueas) de la planta provocando la obstrucción 

del transporte de agua (Reche Marmol, 2010). 

La sintomatología se manifiesta mediante la presencia de marchitamiento progresivo 

general o de un órgano en específico y según avanza se puede observar una clorosis, 

enrollamiento local en las hojas más bajas y oscurecimiento del tejido vascular de la planta 

(Reche Marmol, 2010) (figura 4). 

 

Figura 4. A) marchitamiento general producido por Verticillium dahliae (Schwartz, 2010) B) clorosis y 

oscurecimiento vascular producido por Verticillium dahliae (Weiland, 2019)  

1.1.3.3. Marchitez (“Tristeza”) causada por Phytophthora (Phytophthora 
capsici). 

Esta enfermedad es producida por un oomiceto hemibiotrofo (Lamour, y otros, 2012) 

que vive en el suelo llamado Phytophthora capsici, en condiciones de humedad y asfixia 

A B 
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radicular que ocasionan a menudo el marchitamiento de la planta y pudrición en ramas, tallo y 

frutos (figura 5) (Reche Marmol, 2010). Las principales fuentes de infección y diseminación 

son las plántulas contaminadas, la presencia del hongo en el suelo y aguas contaminadas. Para 

su desarrollo es necesario temperaturas óptimas entre 26 y 32º C. (Reche Marmol, 2010) 

Se suelen confundir los síntomas de marchitez con los de encharcamiento, debido a que 

estos se expresan más cuando hay condiciones de encharcamiento que cuando hay riego por 

goteo (Reche Marmol, 2010). 

Puede atacar tanto a las raíces como a los frutos, la enfermedad puede aparecer tanto en 

plántulas como en plantas adultas, pero generalmente es más dañino en la fase inicial del 

desarrollo de la planta y en la fase de entrada en producción (Reche Marmol, 2010). En la 

infección por las raíces se manifiestan unos síntomas característicos en forma de podredumbre 

con engrosamiento y chancro en la zona del cuello de la planta (Reche Marmol, 2010). 

 Las características que diferencian la “tristeza” del pimiento son: la escasa defoliación, 

marchitamiento brusco y general, oscurecimiento de los vasos y sistema radicular necrosado 

(Reche Marmol, 2010) 

 

Figura 5. A) Marchitez general producida por Phytophthora capsici (Smart, 2015) b) Pudrición del fruto y 

ramas causado por Phytophthora capsici (Goldy, 2013).  

1.1.4. Restricciones del uso de pesticidas 

El uso de pesticidas está regulado en la Unión Europea (UE) por el reglamento REACH, 

introducido en el 2006 con la finalidad de adoptar medidas para el uso sostenible de los 

plaguicidas, que consiste en reducir los riesgos ambientales y sanitarios, mantener la 

productividad de los cultivos y mejorar el control del uso y distribución de plaguicidas. Este 

reglamento recopila información sobre las cantidades anuales de plaguicidas comercializadas y 

utilizadas en cada cultivo (Union Europea a., 2019). Además de este reglamento existe el 

B A 
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reglamento de límites máximos de residuos de plaguicidas en alimentos, introducido en el 2005, 

que estipula que todos los alimentos destinados al consumo humano o animal en la UE están 

sujetos a un límite máximo de residuos de plaguicidas en su composición con el fin de proteger 

la salud humana y animal. La UE regula los límites aplicables a los diferentes productos de 

alimentación y fija un límite máximo aplicable por defecto. (Union Eropea b., 2019). Todo esto 

lleva a una reducción en el uso de plaguicidas y pesticidas que debe ser complementado con 

otros métodos de manejo para mantener la producción agrícola. En este trabajo proponemos el 

uso de la resistencia inducida usando extractos de la planta Moringa oleífera. 

1.2. LA MORINGA 

Existen 13 especies del género moringa; Moringa oleífera es la especie más cultivada 

de este género y pertenece a la familia Moringaceae (Senthilkumar, y otros, 2018). M. oleífera 

es un árbol perenne (CABI, 2019), de rápido crecimiento y resistente a la sequía que es 

considerado como una especie invasora en algunos países (Oviedo, y otros, 2012), pero que es 

nativa de las regiones tropicales y subtropicales del sur de Asia (CABI, 2019). Tiene ramas 

colgantes quebradizas, con hojas color verde claro, compuestas, tripinnadas, de 30 a 60 cm de 

largo. Produce vainas colgantes divididas en 3 partes que contienen aproximadamente veinte 

semillas cada una. Una vez secas, las semillas son de color marrón oscuro con tres alas (figura 

6). En este trabajo se usaron las hojas, pero las semillas son también habitualmente usadas por 

sus propiedades en medicina. 

 

Figura 6. A) Hojas de moringa (Dixon-Bowden, 2019) B) semillas de moringa (Vitalmor, 2019) 

Es una de las fuentes vegetales más ricas de Vitaminas A, B (1, 2, 3, 6,7), C, D, E y K. 

Los minerales esenciales presentes en Moringa incluyen Calcio, Cobre, Hierro, Potasio, 

Magnesio, Manganeso y Zinc (El-Mohamedy & Abdalla, 2014). Cuenta con más de 40 

antioxidantes naturales entre ellos: ácido ascórbico, flavonoides, fenoles, alcaloides, glucósidos 

y carotenoides (Makkar & Becker, 1996) y contiene un principio antibiótico activo, 

B A 
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pterigospermina, que posee un poderoso efecto antibacteriano y fungicida (Ruckmani, y otros, 

1998). Sus hojas y vainas son ampliamente utilizadas en la medicina y agricultura, además es 

usado para la purificación del agua (Mahmood, y otros, 2010). 

1.2.1. Uso en agricultura 

El uso de en la agricultura se da en dos vertientes, como potenciador del crecimiento en 

la plántula y como inhibidor del crecimiento de patógenos (Phiri & Mbewe, 2010). El efecto 

potenciador del crecimiento se debe principalmente a que las hojas de Moringa oleífera son 

ricas en zeatina y otros compuestos que estimulan el crecimiento como ascorbatos, fenólicos y 

minerales como el Ca, K y Fe, lo que lo convierte en un excelente estimulante del crecimiento 

de los cultivos. El efecto inhibidor del crecimiento de patógenos que tiene Moringa oleífera se 

debe a una combinación de diferentes sustancias como la zeatina, quercetina, b-sitosterol, ácido 

cafeoilquínico y kaempferol que tienen actividades antifúngicas y antibacterianas (Anjorin, y 

otros, 2010). Además, se ha observado que sustancias de las hojas de Moringa oleífera solubles 

en solventes orgánicos (p. ej., acetona) tienen también actividad antibacteriana (El-Mohamedy 

& Abdalla, 2014). 

Se ha demostrado la efectividad de concentrados de hojas y raíces de moringa contra 

siete patógenos de plantas: Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Alternaria solani, 

Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Macrophomina (El-Mohamedy & 

Abdalla, 2014). El-Mohamedy y Abdalla (2014) observaron una reducción del crecimiento 

radial y de la germinación de las esporas de estos patógenos, por lo que sería recomendable el 

estudio exhaustivo de los extractos de Moringa oleífera como antifúngico contra otros 

patógenos de plantas (El-Mohamedy & Abdalla, 2014). 

1.3. RESISTENCIA INDUCIDA 

La mayor parte de los estudios sobre el uso de Moringa como fitosanitario se limitan a 

su actividad antimicrobiana (apartado 1.2.1). Sin embargo, en este trabajo se estudiará el uso 

de Moringa como inductor de resistencia, esto es, la activación del sistema inmune vegetal. 

Hasta la fecha hay muy pocos estudios en los que se use moringa como inductor de resistencia, 

entre los más recientes está el trabajo de López Do Campo (2019) sobre la inducción de genes 

de defensas en cultivos in vitro con los extractos de moringa. En el estudio antes mencionado 

se realizó la elicitación en suspensiones celulares in vitro, mientras que en este estudio se utilizó 

un cultivo in vivo, donde las elicitaciones se realizaron en la planta íntegra. 
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En este apartado se describirá la resistencia inducida y las sustancias que son capaces 

de inducirla. Es posible inducir resistencia a las enfermedades en las plantas, mediante 

tratamientos con inductores abióticos y bióticos (Walters, y otros, 2005). Los inductores 

bióticos son organismos capaces de provocar la activación de la resistencia inducida, como, por 

ejemplo, la infección de ciertos patógenos (Walters, y otros, 2005). Por otra parte, los inductores 

abióticos son sustancias químicas o factores físicos que al ser aplicados sobre la planta provocan 

en ella la activación de la resistencia inducida (Walters, y otros, 2005). 

La resistencia inducida incrementa la defensa de la planta frente a patógenos. Este 

incremento en defensas depende del ambiente, genotipo y nutrición de la planta. (Walters, y 

otros, 2013). El uso de este tipo de resistencia en agricultura permite la disminución del uso de 

pesticidas, ya que es parte del manejo integrado de enfermedades. Este manejo integrado 

permite complementar diferentes métodos de control de enfermedades para conseguir una 

reducción eficiente del impacto de estas en el rendimiento del cultivo, disminuyendo al mismo 

tiempo el impacto sobre el medio ambiente de los fitosanitarios químicos (Garcia-Brugger, y 

otros, 2006). 

La activación de la resistencia inducida implica la producción por parte de la planta de 

sustancias tóxicas para el patógeno, como las fitoalexinas. Además de las fitoalexinas, las 

plantas producen proteínas capaces de inhibir el crecimiento fúngico, como la proteína PR1 

(Breen, y otros, 2017). Además de producir sustancias tóxicas la planta incrementa las barreras 

físicas para impedir la penetración del patógeno. La pared celular es la principal barrera física 

y esta se refuerza por la síntesis y deposición de varias sustancias, entre ellas una de las más 

importantes es la lignina (Malinovsky, y otros, 2014). La lignina se produce como 

polimerización de fenoles sintetizados a través de la ruta fenilpropanoide. Estos fenoles se 

secretan a la pared celular donde polimerizan por la acción de peroxidasas (Liu, y otros, 2018).  

Estas respuestas pueden darse inmediatamente en respuesta al agente inductor (en 

nuestro caso los extractos de moringa) o permanecer latentes hasta que se produzca la 

interacción con el patógeno (Garcia-Brugger, y otros, 2006). El estado de latencia que se 

produce en el periodo entre la aplicación del inductor y el contacto con el patógeno se le 

denomina como estado de “priming”. Este estado de “priming” permite a la planta reducir 

costes energéticos derivados de la producción de las defensas (Contreras-Garduño, y otros, 

2014). 
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En la planta existen al menos dos mecanismos de resistencia inducida bien 

caracterizados que pueden ser activados por los inductores; la resistencia sistémica adquirida 

(SAR) o la resistencia sistémica inducida (ISR) (Walters, y otros, 2005). La inducción de SAR 

conduce a la activación directa de genes relacionados con la defensa, además de al estado de 

“priming" y está mediada por la hormona ácido salicílico (SA) (Walters, y otros, 2005). En 

contraste, la ISR solo conduce al estado de “priming” y esta mediada por las hormonas ácido 

jasmónico y etileno. (Walters, y otros, 2005). En general estas respuestas permiten a la planta 

ser resistente a diferente tipo de patógenos, siendo la SAR responsable de la resistencia a 

biotrofos e hemibiotrofos, como Phytophthora, y la ISR responsable de la resistencia a 

necrotrofos, como Botrytis (Glazebrook, 2005). Por ello, el tipo de respuesta inducida que 

provoque el inductor aplicado, determinará el rango de patógenos a los que la planta sea 

resistente. 

En el siguiente trabajo se medió la expresión de genes relacionados con la producción 

de moléculas con actividad antimicrobianas (como el CaSC1 que interviene en la producción 

de la fitoalexina capsidiol o el CaBPR1 que codifica para la proteína PR1) y otro relacionado 

con una defensa estructural (la formación de lignina) como es CaPO1, que codifica para una 

peroxidasa. También se midió la cantidad de fenoles y lignina en las raíces de plantas tratadas 

con el inductor para observar su efecto sobre la fortificación de la pared celular. Todas estas 

respuestas forman parte de la resistencia inducida y producen un efecto indirecto sobre el 

patógeno ya que no requiere que el inductor posea una actividad antimicrobiana. 
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2. OBJETIVOS 

 Comprobar la capacidad de dos extractos de moringa, uno etanólico y otro acuoso, de 

inducir la resistencia en C. annuum frente a la infección con los patógenos B. cinerea, 

P. capsici y V. dahliae. 

 Determinar si los tratamientos con dos extractos de moringa, uno etanólico y otro 

acuoso, inducen la expresión de los genes de defensa CaBPR1, CaSC1 y CaPO1 en 

raíces de C. annuum. 

 Averiguar si los tratamientos con dos extractos de moringa, uno etanólico y otro acuoso, 

son capaces de modular los niveles de fenoles y lignina en raíces de C. annuum. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1.  MATERIAL VEGETAL 

Como material vegetal se utilizaron las semillas de pimiento de padrón (Capsicum annuum 

L. var. annuum cv. Padrón) producidas en años anteriores por el grupo de investigación 

FISAPLANT. Se sembraron las semillas de pimiento en 6 bandejas en un sustrato de 

vermiculita y se las colocó en la cámara de cultivo con un fotoperiodo de 16h de luz a 25ºC y 

8 horas de oscuridad a 18ºC, regándose con una solución nutritiva de Hoagland y Arnon (1950) 

(Hoagland & Arnon, 1950). Las plantas se trasplantaron al mes de haber sido sembradas y se 

las colocó en pocillos de semillero con un sustrato compuesto por tres partes de tierra para 

trasplante y una de perlita (v/v). Las plantas se incubaron en la misma cámara y condiciones 

previamente citadas. 

3.2. MATERIAL FÚNGICO 

Se utilizaron tres patógenos como material fúngico: P. capsici, V. dahliae y B. cinerea. La 

primera especie fue cultivada en un medio V8A (agar al que se añade un zumo comercial de 8 

verduras llamado V8) y las otras dos especies se cultivaron en un medio de PDA (Patata 

Dextrosa Agar). En todos los casos se incubaron en oscuridad a 23ºC. 

3.3. PREPARACIÓN DE LOS EXTRACTOS DE MORINGA 

Las hojas de Moringa oleífera secas se obtuvieron como se describe en López Do Campo 

(2019). Se aplicaron tres tratamientos a las plantas de pimiento; extracto A de moringa [EA], 

extracto B de moringa [EB] y agua, al cual se le denominará control. El extracto A [EA] y el 

extracto B [EB] se prepararon a partir de 50 mg de hojas de Moringa oleífera secas y 

pulverizadas en mortero. Para preparar el extracto A los 50 mg se suspendieron en 2,5 ml de 

etanol 80% y se incubaron 15 minutos en un bloque térmico a 50oC. La suspensión se dejó 

enfriar a temperatura ambiente y se filtró con papel de laboratorio. Para el extracto B los 50 mg 

se suspendieron en 2,5 ml de agua destilada y se incubaron 15 minutos en un bloque térmico a 

100oC. La suspensión se dejó enfriar a temperatura ambiente y se filtró con papel de laboratorio. 

Una vez obtenidos los extractos se prepararon las soluciones de trabajo diluyendo 200 veces el 

concentrado en agua mineral comercial (Fontiña), y añadiendo el pequeño volumen 

correspondiente de etanol 80% a la solución control (agua mineral) y a la solución de extracto 

B para que los tres tratamientos tuvieran idéntica concentración de ese solvente orgánico. 
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3.4. TRATAMIENTO DE LAS PLANTAS CON LOS EXTRACTOS 

Las plantas fueron tratadas por pulverización de la parte aérea de las mismas con las 

soluciones de trabajo indicadas en el apartado 3.3. Aproximadamente 10 ml de cada solución 

fueron pulverizados en cada planta. Las plantas se seleccionaron según tamaño, edad y número 

de hojas verdaderas para obtener grupos homogéneos. Se recogieron muestras a las 24 horas 

tras el tratamiento con los extractos. Las muestras consistieron en las raíces lavadas introducidas 

en tubos herméticos, congeladas por la inmediata inmersión de los tubos en etanol a -80°C (5 

min.) y almacenadas en el congelador a -80°C. Estas muestras fueron usadas para medir la 

expresión génica de CaBPR1, CaSC1 y CaPO1 y los niveles de fenoles y lignina. Para ello, las 

raíces previamente almacenadas a -80°C se homogenizaron en mortero con nitrógeno líquido 

hasta obtener un polvo fino. Se separó cada muestra, ya en forma de polvo, en varias alícuotas, 

que se almacenaron a -80°C hasta su uso en los diferentes análisis. Se realizaron tres 

experimentos independientes 

3.5. INOCULACIÓN DE LAS PLANTAS CON PATÓGENOS 

Las plantas fueron inoculadas 24 horas tras los tratamientos. Los tratamientos se 

aplicaron como se explicó en el apartado 3.4. 

3.5.1. Inoculación con Verticillium dahliae 

La inoculación con V. dahliae se realizó a partir de conidios obtenidos de cultivos del 

hongo incubados en placas con PDA (Veloso & Díaz, 2012). Los conidios obtenidos de los 

cultivos en PDA se contaron con una cámara Neubauer Improved y luego se ajustó la 

suspensión a una concentración de 106 conidios/ml, resuspendidos en agua destilada estéril. Las 

raíces de la planta se sumergieron en esta suspensión de conidios (o en agua destilada estéril en 

los controles) durante 45 minutos. Luego de este tiempo se trasplantaron las plantas a un nuevo 

sustrato sin lavar las raíces. Las plantas fueron incubadas en cámara de cultivo en las 

condiciones de luz y temperatura indicadas en el apartado 3.1. Los síntomas causados por V. 

dahliae se evaluaron a las 4 semanas tras la inoculación. Se realizó un solo experimento. 

3.5.2. Inoculación con Botrytis cinerea 

La inoculación con B. cinerea se realizó utilizando como inoculo cultivos puros del 

hongo en medio PDA. Para la inoculación se utilizaron discos del cultivo puro en PDA 

utilizando un sacabocados, previamente esterilizado con el mechero de alcohol. El diámetro de 



Material y métodos  Michelle Elizabeth Pacheco Vacacela
 

15 
 

cada disco de micelio fue de 5 mm. Se colocó un disco de micelio en cada una de las dos hojas 

verdaderas de las plántulas de pimiento, evitando las nervaduras primarias de la hoja. Se 

colocaron de tal manera que el micelio y la cutícula del haz de las hojas entrasen en contacto 

directo. Las plantas se incubaron en cajas con un lecho de agua en su interior para aumentar la 

humedad relativa, necesaria para el óptimo desarrollo de la infección. Las plantas se incubaron 

en las condiciones de luz y temperatura indicadas en el apartado 3.1. Los síntomas se midieron 

a las 48 y las 72 horas tras la inoculación. Se realizaron dos experimentos independientes. 

3.5.3. Inoculación con Phytophthora capsici 

La inoculación con P. capsici se realizó con una suspensión de zoosporas (Veloso & 

Díaz, 2012). Para obtenerla se cultivó el patógeno en medio V8 durante 4 días a 23ºC. 

Posteriormente los cultivos en V8 se cortaron en trozos de aproximadamente 1 cm2 y se pasaron 

a un matraz con KNO3 0,01M estéril y se incubaron con agitación en un agitador orbital a 150 

rpm durante otros 4 días a temperatura y luz ambiente. Tras este tiempo el matraz con el cultivo 

en su interior se sometió a 45 minutos de frío (4°C). El frío libera las zoosporas que serán el 

inoculo usado para infectar las plantas. Las zoosporas se obtuvieron por filtración del cultivo 

en KNO3 a través de una gasa estéril. Las zoosporas en el filtrado fueron contadas en una cámara 

Malassez y ajustadas a una concentración de 104 zoosporas/ml. Esta suspensión de zoosporas 

fue aplicada a la planta pipeteando 5 ml a la altura del cuello del tallo. Las plantas se incubaron 

en condiciones de encharcamiento para favorecer la infección. Se llenaron con agua del grifo 

las bandejas que contenían los pocillos con las plantas, hasta que el agua cubría 

aproximadamente la mitad de la altura del sustrato. Las plantas se incubaron en las condiciones 

de luz y temperatura indicadas en el apartado 3.1. Los síntomas se midieron a las 24, 48 y 72 

horas tras la inoculación. Se realizaron dos experimentos independientes. 

3.6. MEDIDA DE LOS SÍNTOMAS DE LA ENFERMEDAD 

3.6.1. Síntomas causados por Verticillium dahliae 

Para medir las lesiones con V. dahliae se pesaron las plantas a las 4 semanas de la 

inoculación. Se tomó el peso fresco de las plantas completas tras lavar las raíces. V. dahliae es 

un patógeno vascular, esto es, que penetra por las raíces y luego crece por los haces vasculares 

de la planta obstruyendo el flujo de agua. El peso fresco tiene en cuenta la cantidad de agua 

contenida en la planta. Además, las plantas infectadas con V. dahliae presentan un crecimiento 

reducido. 
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3.6.2. Síntomas causados por Botrytis cinerea 

Las lesiones de las hojas inoculadas con B. cinerea fueron medidas con el calibre digital. 

B. cinerea fue inoculado con discos de micelio de 5 mm. A partir de los discos el micelio de 

Botrytis comenzó a infectar la hoja y a producir maceración del tejido vegetal. Esta maceración 

son heridas en el tejido vegetal causadas por el hongo en expansión. El diámetro de estas heridas 

en expansión se tomó a las 48 y 72 horas. Una vez obtenidos estos datos se calculó el área de 

infección en mm2 para cada tiempo. 

3.6.3. Síntomas causados por Phytophthora capsici 

Las lesiones de las hojas inoculadas con P. capsici fueron medidas cualitativamente con una 

escala de índice de severidad de los síntomas. La escala contiene cinco niveles del uno al cuatro 

según el nivel de intensidad de los síntomas.  

Tabla 2. Escala de grado de afectación de la enfermedad Phytophthora 

ESCALA DE GRADO DE AFECTACIÓN DE PHYTOPHTHORA 

Índice de severidad Características 

0 La planta no presenta ningún síntoma. 

1 

El tallo presenta indicios de pudrición de la corona de la raíz (mancha necrótica 

marrón en la base del tallo), pero no muestra marchitez y está totalmente 

erguida. 

2 
El tallo presenta pudrición de la corona de la raíz y marchitez leve (hojas caídas 

pero expandidas) pero está totalmente erguida. 

3 
La planta se ha tumbado, pero aún conserva tejidos turgentes (las hojas todavía 

siguen expandidas) y aún no está clorótica. 

4 
La planta se ha tumbado, está totalmente marchita (las hojas se arrugan) y tiene 

clorosis. 

 

La escala de índice de severidad se usó para asignar un valor a cada planta de cada 

tratamiento a cada tiempo. Dichos valores de severidad se utilizaron para determinar la AUDPC 

(área bajo la curva de progresión de la enfermedad) como se describe en Díaz y otros. (2005). 

3.7. EXTRACCIÓN Y MEDIDA DE FENOLES 

3.7.1. Extracción de fenoles 

La extracción de fenoles se llevó a cabo a partir de las alícuotas de polvo de las muestras 

obtenidas como se indicó en el apartado 3.4. A cada muestra se le añadieron 5 ml de metanol 
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80%. El material se pasó a tubos de ensayo que fueron incubados a 70oC durante 15 minutos. 

A continuación, se enfriaron los tubos y se centrifugaron a 1500 g durante 10 min. Se recogió 

el sobrenadante en un tubo graduado y se volvió a resuspender el precipitado en otros 5 ml de 

metanol 80% y se centrifugó a 1500 g durante 10 minutos. Se recogió el sobrenadante anterior, 

enrasándose el conjunto a 10 ml con metanol 80%. Esta fue la muestra con la que se midió 

contenido de los compuestos fenólicos solubles totales. El precipitado se conservó en metanol 

puro para ser utilizado como material de partida para la extracción de las paredes celulares y la 

medida de la lignina. 

3.7.2. Cuantificación de los fenoles 

Los fenoles fueron medidos mediante el método de Singleton & Rossi (1965). Para 

calcular la cantidad de fenoles en las muestras fue necesario preparar una recta de calibrado con 

un ácido fenólico, el ácido gálico. Para realizar la recta se utilizaron tres soluciones de ácido 

gálico en metanol 80%, cuyas concentraciones fueron: 0,01 mg de ácido gálico/ml, 0,02 mg/ml, 

0,05 mg/ml y 0,1 mg/ml. 

Se prepararon varios tubos eppendorf, uno para el blanco, dos para cada solución de 

ácido gálico, y tres para cada muestra del experimento. En el tubo del blanco se echaron 50 µl 

de metanol 80%. En cada uno de los tubos de la recta de calibrado se echaron 50 µl de la 

solución de ácido gálico correspondiente. 50 µl de la muestra correspondiente fueron usados 

para los tubos de las muestras. Posteriormente se añadieron 750 µl de agua en cada tubo y 50 

µl de reactivo de Folin-Ciocalteu. Se agitó cada tubo y se incubó durante 3 minutos a 

temperatura ambiente. Después, se añadieron 150 µl de Na2CO3 20%, se agitó el tubo y se 

incubó a temperatura ambiente durante 2 horas. 

Finalmente se ajustó la absorbancia a cero en el espectrofotómetro con el blanco, y se 

midió la absorbancia del contenido de los tubos de las muestras y los tubos de la recta de 

calibrado a 760 nm. 

Absorbancia760 nm= 5,5469 * [equivalentes de ácido gálico]+ 0,0136 

R2= 0.9946 

Los resultados se expresaron en mg de equivalentes de ácido gálico por g de peso fresco. 
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3.8. MÉTODO DE LA EXTRACCIÓN Y MEDIDA DE LAS LIGNINAS 

3.8.1. Extracción de paredes 

La extracción de las paredes se realizó a partir del precipitado obtenido tras la extracción 

de fenoles y mediante la técnica descrita en (García, y otros, 2018). 

Se eliminó el metanol del precipitado por centrifugación durante 5 minutos a 1500 g. 

Luego se homogenizó en 5 ml de agua destilada y se realizaron 2 lavados por centrifugación 

durante 5 min a 1500 g. Se transfirió el homogeneizado a un nuevo tubo de ensayo y se 

centrifugó a 1500 g durante 15 minutos. A continuación, se retiró el sobrenadante y se 

resuspendió el precipitado en 6 ml de agua destilada. La suspensión se colocó en el agitador 

durante 1 hora. 

Se repitió el proceso anterior tres veces, omitiendo el paso de la agitación, pero 

resuspendiendo el ultimo precipitado en 6 ml de una solución de tampón fosfato, 0,5 M pH 7,0, 

etanol 5% y proteasa 0,02% (Pronase E, Sigma Chemicals) preincubada durante 2 horas a 37oC, 

tras el cual, se centrifugó a 1500 g durante 10 minutos. 

Se realizaron tres pasos sucesivos de resuspensión con agua destilada y centrifugación, 

seguidos de otros tres con etanol 95% y tres con etanol absoluto durante 10 minutos cada uno. 

El precipitado final se dejó secar durante tres días a temperatura ambiente. El precipitado seco 

(paredes celulares) es el material de partida para la medida de la lignina.  

3.8.2. Cuantificación de las ligninas 

La medida de las ligninas se realizó según el método de García y otros (2018). 

Se mezclaron 5 mg de paredes celulares de cada uno de los tratamientos con 1 ml de 

una mezcla de bromuro acetilo/ácido acético (1:3 v/v) en un tubo cerrado. Se incubaron a 50°C 

durante 2 horas con agitaciones puntuales, para posteriormente enfriarlos en hielo durante 5 

minutos. A la muestra anterior se le añadió una mezcla de 0,9 ml de NaOH 2N + 5 ml de ácido 

acético glacial. Posteriormente se agregaron 0,1 ml de cloruro de hidroxilamonio 7,5 M, se 

filtró la solución con lana de vidrio y se enrasó con ácido acético a 10 ml. Esta es la solución 

final en la que se midió la absorbancia a 280 nm. La cantidad de lignina se expresó en mg /g de 

pared celular, y se calculó teniendo en cuenta que una absorbancia de 0,24 se corresponde a una 

concentración de 10 µg de lignina/ml (Fry, 1988).  
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3.9. CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

3.9.1. Extracción de ARN 

La extracción de ARN se realizó a partir de las alícuotas de polvo de las muestras 

obtenidas como se indicó en el apartado 3.4. Se realizó utilizando el E.Z.N.A.® Total RNA kit. 

Se siguió el protocolo indicado por el fabricante que se resume a continuación. Se añadieron 

500 µl de RB buffer mezclado con 2- mercaptoethanol a 100 mg de tejido machacado en 

nitrógeno. Se aplicó un vórtex durante 10 segundos. Se colocó el homogenizado en la columna 

mini Homogenizadora y la columna se insertó en un tubo colector de 2 ml. Se centrifugó a 

14000 g durante 5 minutos. Se descartó la mini columna homogenizadora y se transfirió el 

filtrado a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml. Se añadió etanol 70% a un volumen equivalente 

al del filtrado y se llevó al vórtex durante 20 segundos. 

Se colocó una mini columna de ARN HiBind en un tubo recolector de 2 ml nuevo y se 

centrifugó a 12000 g durante 1 minuto. Se descartó el filtrado y se añadieron 500µl de RNA 

Wash Buffer I a la columna y se centrifugó a 10000 g durante 30 segundos. Se transfirió la mini 

columna de ARN HiBind a un nuevo tubo de recolección al que se le añadieron 700 µl de RNA 

Wash Buffer II diluido y se centrifugó a 10000 g durante 30 segundos. Se centrifugó la columna 

de ARN HiBind vacía a velocidad máxima durante 2 minutos para secarla y eliminar restos de 

etanol. Finalmente, se transfirió la mini columna de ARN HiBind a un tubo eppendorf nuevo, 

se añadieron 50 µl de DEPC water y se centrifugó a la velocidad máxima durante 1 minuto.  

3.9.2. Medida de la expresión génica por qPCR 

El ARN obtenido se retrotranscribió a cDNA usando el iScript™ cDNA Synthesis Kit 

de la compañía Bio-Rad. El análisis de la expresión génica se realizó mediante RT-qPCR. Estos 

análisis fueron llevados a cabo en la Unidad de Biología Molecular del SAI (Servicios de Apoyo 

a la Investigación) de la Universidad de la Coruña. Las muestras de cDNA se analizaron con el 

CFX96 Touch Real Time PCR system de la compañía Bio-Rad. Se cuantificó la expresión de 

los genes de defensa del pimiento. Los genes estudiados (target) fueron una peroxidasa 

(CaPO1), una sesquiterpeno ciclasa (CaSC1) y una proteína PR1 básica (CaBPR1). El gen de 

la actina (CaACT) fue usado como gen de referencia (housekeeping) (Veloso y Díaz, 2012; 

García y otros, 2018). Los cebadores usados para la amplificación están listados en la tabla 3. 

El análisis de datos se llevó a cabo con el programa CFX Maestro™ v1.1 de Bio-Rad. 

Los valores de eficiencia y Ct (Cycle threshold) se analizaron con el método de (Pfaffl, 2001) 
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para obtener valores de expresión relativa. Este método define la expresión génica relativa 

como: 

𝐸𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 𝑔é𝑛𝑖𝑐𝑎 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎  
𝐸∆  

𝐸∆   

donde E es la eficiencia y Ct es el número mínimo de ciclos requerido para detectar la 

señal del amplicón. 

Las condiciones usadas para la qPCR fueron 2 min de desnaturalización a 95°C seguidos 

de 40 ciclos de amplificación (cada ciclo consiste de 20 s a 95°C, 25 s a 58°C y 50 s a 72°C), 

finalizado con un paso de elongación de 5 min a 72ºC (Veloso y Díaz, 2012). 

Tabla 3. Cebadores usados para evaluar la expresión génica por real time qPCR  

Gen 
Accession 

number 
Referencia 

Cebador 

Nombre Secuencia Amplicón 

CaSC1 AF061285 
(Silvar, y otros, 

2008) 

CaSCFW 5’GCCTCCTGCTTCTGAATACC3’ 
312 bp 

CaSCRV 5’TTAATATCCTTCCATCCCGACTC3’ 

CaBPR1 AF053343 
(Gayoso, y 

otros, 2007) 

PR1FW 5’GTTGTGCTAGGGTTCGGTGT3’ 
301 bp 

PR1RV 5’CAAGCAATTATTTAAACGATCCA3’ 

CaPO1 AF442386 
(García, et al., 

2015) 

CAPO1FW 5’ ACACTGGAAGCGTGAACAAT 3’ 
333 bp 

CAPO1RV 5’ CAGCTTGCGCTAACATGAAC 3’ 

CaACT AY572427 
(Silvar, y otros, 

2008)  

CaACTFW 5’ATCCCTCCACCTCTTCACTCTC3’ 
128 bp 

CaACTRV 5’GCCTTAACCATTCCTGTTCCATTATC3’ 

 

3.10. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico de todos los datos se realizó con R versión 3.5.1 RC (2018-06-29 

r74946). Se usó una ANOVA con un test post-hoc de Mínima Diferencia Significativa (LSD) 

para los datos que cumplen normalidad (ensayo con Verticillium, ensayo con Botrytis, 

contenido de fenoles y de lignina). Se usó un test de Kruskal-Wallis y un test post-hoc de 

Conover de comparación múltiple para los datos no paramétricos (ensayo con Phytophthora, 

datos de expresión génica). El nivel de significación (α) usado en cada caso se indica en la 

leyenda de la gráfica.
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4. RESULTADOS 

4.1. LOS EXTRACTOS A Y B DE MORINGA PROTEGEN A C. annuum FRENTE A 

PATÓGENOS.  

4.1.1. El extracto A protege frente a Verticilium dahliae.  

El peso fresco de las plantas de pimiento inoculadas con V.dahliae se ve reducido debido 

a que este patógeno produce enanismo de las plantas enfermas (figura 7). Además V.dahliae 

produce una alteración del contenido hídrico de la planta, lo que afecta a su peso fresco ya que 

las plantas enfermas acumulan menos agua debido a que el patógeno obstruye sus vasos 

conductores (Control y ControlVd en figura 7). Los tratamientos con Moringa no afectan al 

peso fresco de las plantas si estas no están inoculadas (Control, EA y EB en la figura 7). Sin 

embargo, las plantas tratadas con el extracto A e inoculadas muestran un incremento del peso 

fresco comparado con las plantas control inoculadas (ControlVd y EAVd en la figura 7). El 

extracto A reduce el efecto de la enfermedad causada por V. dahliae. Sin embargo, el extracto 

B no produce un efecto significativo. 

 

Figura 7. Peso fresco de plantas de pimiento tratadas con los extractos A y B de Moringa a las 4 semanas de ser 

inoculadas con Verticillium dahliae. Solo las plantas que muestran “Vd” han sido inoculadas con V.dahliae. Se 

muestran las medias del peso fresco y el error estándar de un ensayo en el que se usó 8 plantas por tratamiento 

(n=8). Control: Plantas tratadas con agua. EA: Plantas tratadas con el extracto A. EB: plantas tratadas con el 

extracto B. Vd: Plantas inoculadas con el patógeno V.dahliae. Letras diferentes indican diferencias significativas 

en un ANOVA y un post-hoc LSD con un α=0,05. 
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4.1.2. El extracto A protege frente a Botrytis cinerea. 

Se midió el diámetro de las lesiones de las plantas tratadas con extractos de Moringa y 

plantas control (Figura 8). A partir del diámetro se calcularon las áreas enfermas para cada 

planta. 

 

Control 

 

Extracto A 

 

Extracto B 

 

Figura 8. Hojas de pimiento tratadas con los extractos A y B de Moringa a las 72 horas post-inoculación (72hpi) 

con Botrytis cinerea. Las plantas control han sido tratadas con agua. Se observa la expansión necrotrófica de la 

infección a partir del disco de micelio. 

 

Las medidas se realizaron a las 48 y a las 72 horas post-inoculación con B. cinerea 

(48hpi y 72hpi). A las 48hpi no hay diferencias significativas entre las áreas enfermas de los 

tratamientos con extractos de Moringa y las plantas control. Sin embargo, a las 72hpi se observa 

menor área enferma en las plantas tratadas con el extracto A de Moringa (figura 9).  

En la Figura 9 se observa como el tratamiento con el extracto A reduce 

significativamente el área enferma a causa de B. cinerea en comparación con el control. Sin 

embargo, el extracto B no reduce significativamente el área enferma causada por B. cinerea en 

ninguno de los tiempos medidos (figura 9). 
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Figura 9. Área enferma por lesión en plantas tratadas con los extractos A y B de Moringa a las 48 y las 72 horas 

post-inoculación (48hpi y 72hpi) con B.cinerea. Se muestran las medias del área enferma y el error estándar de 

dos ensayos independientes en el cual se utilizaron 8 plantas por tratamiento y dos lesiones por planta (n=32). 

Control: Plantas tratadas con agua. EA: Plantas tratadas con el extracto A. EB: plantas tratadas con el extracto 

B. Letras diferentes indican diferencias significativas en un ANOVA y un post-hoc LSD con un α=0,05.  

 

4.1.3. El extracto B protege frente a Phytophthora capsici. 

Se tomaron medidas de la infección a las 72 horas post-inoculación con P.capsici en la 

que se registró el índice de severidad de la infección que presentaban las plantas control y las 

plantas tratadas con el extracto A o el extracto B de Moringa. La escala del índice de severidad 

utilizado son números enteros del 0 al 4 siguiendo los criterios mostrados en la tabla 2. La 

pudrición de la corona de la raíz y la marchitez observados a las 72hpi son los síntomas que se 

registraron en este ensayo usando el índice de severidad como referencia (figura 10). 

El extracto B redujo significativamente el índice de severidad de las plantas inoculadas 

con P.capsici (figura 11). El extracto A no produjo una reducción significativa del índice de 

severidad comparado con las plantas control (figura 11). 
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Figura 10. Plantas de pimiento tratadas con los extractos A y B de Moringa a las 72 horas post-inoculación 

(72hpi) con Phytophthora capsici. A) Plantas control tratadas con agua B) Plantas tratadas con el extracto A C) 

Plantas tratadas con el extracto B. D) Plantas sanas, sin inocular con P.capsici. 

 

Figura 11. AUDPC de las plantas tratadas con los extractos A y B de Moringa tras 72 horas después de la 

inoculación (72hpi) con P. capsici. Se muestran las medias de la AUDPC en cada tratamiento y el error 

estándar de dos ensayos independientes en el que se usaron 6 plantas por tratamiento (n=12). Control: Plantas 

tratadas con agua. EA: Plantas tratadas con el extracto A. EB: plantas tratadas con el extracto B. Letras 

diferentes indican diferencias significativas en un test de Kruskal-Wallis y un post-hoc de Conover con un 

α=0,1. 
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4.2. LOS EXTRACTOS A Y B DE MORINGA INDUCEN LA EXPRESIÓN DE 

GENES DE RESISTENCIA. 

Los extractos de Moringa activaron genes de defensa de la planta a las 24 horas tras el 

tratamiento. La planta posee varios genes PR (pathogenesis related) que permiten a la planta 

combatir a los patógenos. Entre los genes PR más importantes en pimiento se encuentran el 

CaBPR1 y CaPO1. CaBPR1 codifica para proteína PR1 básica que se acumula en gran variedad 

de plantas en respuesta a patógenos. CaBPR1 se ve inducido en las raíces de pimiento por 

ambos extractos de Moringa a las 24 horas del tratamiento (figura 12). CaPO1 codifica para 

una proteína PR9 (peroxidasa relacionada con defensa en procesos de endurecimiento de la 

pared celular). En el caso de CaPO1 ambos extractos de Moringa inducen su expresión en raíces 

de pimiento, pero la inducción con el extracto B es mayor (figura 12). Por otra parte, CaSC1 

codifica para una sesquiterpeno ciclasa implicada en la producción de la fitoalexina más 

importante de pimiento, el capsidiol. Las fitoalexinas son sustancias antimicrobianas 

sintetizadas por la planta cuando se encuentran bajo ataque de patógenos. CaSC1 solo se ve 

inducido por el extracto B de manera leve (figura 12). Ambos extractos de Moringa inducen 

genes de resistencia en raíces de pimiento, pero el extracto B induce más genes y con mayor 

intensidad (figura 12). 

 

Figura 12. Nivel de expresión de los genes CaBPR1, CaPO1 y CaSC1 en raíces de plantas control, tratadas con 

el extracto A de Moringa o tratadas con el extracto B de Moringa. Se muestran las medias de la expresión de 

cada gen en cada tratamiento y el error estándar de tres ensayos independientes (n=3). Control: Plantas 

tratadas con agua. EA: Plantas tratadas con el extracto A. EB: plantas tratadas con el extracto B. Letras 

diferentes indican diferencias significativas en un test de Kruskal-Wallis y un post-hoc de Conover con un 

α=0,05. 
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4.3. EL EXTRACTO B REDUCE LA CANTIDAD DE FENOLES SOLUBLES EN LA 

RAÍZ 

La cantidad de fenoles solubles se midió a las 24 horas tras el tratamiento. Los fenoles 

solubles se midieron en las raíces de plantas control y en plantas tratadas con los extractos de 

Moringa. La cantidad de fenoles solubles se relaciona con la fortificación de la pared celular ya 

que estos fenoles son los bloques que se utilizarán para endurecer la pared celular. Por lo tanto, 

la reducción de estos fenoles puede relacionarse con un endurecimiento de la pared celular. En 

las raíces de las plantas tratadas con extracto B se observó una reducción significativa de los 

fenoles solubles totales (figura 13). Sin embargo, el extracto A no mostró diferencias 

significativas de las plantas control (figura 13). 

El extracto B pero no el A indujo una reducción en la cantidad de fenoles totales en las raíces 

de plantas tratadas. 

 

Figura 13. Contenido en fenoles solubles en raíces de plantas control, tratadas con el extracto A de Moringa o 

tratadas con el extracto B de Moringa. Se muestran las medias de la cantidad de fenoles solubles en cada 

tratamiento y el error estándar de dos ensayos independientes (n=2). Control: Plantas tratadas con agua. EA: 

Plantas tratadas con el extracto A. EB: plantas tratadas con el extracto B. Letras diferentes indican diferencias 

significativas en un ANOVA y un post-hoc LSD con un α=0,05. 

4.4. EL EXTRACTO B INCREMENTA LA CANTIDAD DE LIGNINA EN LA RAÍZ 

La cantidad de lignina se midió en raíces de plantas control y tratadas con extracto de 

Moringa a las 24 horas tras el tratamiento. La lignina es un elemento presente en las paredes 

celulares secundarias que da rigidez a la pared. La lignina es un polifenol complejo, una 
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molécula que se compone de fenoles. Su acumulo se relaciona con una fortificación de la pared. 

En las plantas tratadas con el extracto B se observa una cantidad de lignina significativamente 

mayor que en las plantas control tratadas con agua. El extracto A no induce un incremento 

significativo en la cantidad de lignina (figura 14). 

El extracto B pero no el A induce una acumulación significativa de lignina en raíces de pimiento 

24 horas tras ser aplicado (figura 14). 

 

Figura 14. Contenido en ligninas en raíces de plantas control, tratadas con el extracto A de Moringa o tratadas 

con el extracto B de Moringa. Se muestran las medias de la cantidad de ligninas en cada tratamiento y el error 

estándar de dos ensayos independientes (n=2). Control: Plantas tratadas con agua. EA: Plantas tratadas con el 

extracto A. EB: plantas tratadas con el extracto B. Letras diferentes indican diferencias significativas en un 

ANOVA post-hoc LSD con un α=0,1. 
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5. DISCUSION 

Cada año van aumentando los límites máximos de residuos de plaguicidas por el efecto que 

estos producen sobre la salud humana y animal. Esta medida afecta directamente al agricultor, 

debido a que al disminuir las dosis permitidas de los pesticidas es más complicado controlar las 

enfermedades de los cultivos causadas por el ataque de un patógeno. Por esta razón se han 

desarrollado tratamientos alternativos para el control de las principales enfermedades de los 

diferentes cultivos, en este trabajo nos centramos en pimiento de Padrón. 

Los resultados de los experimentos en V. dahliae previamente nombrados muestran que las 

plantas inoculadas del tratamiento A no tuvieron una reducción tan grande de su peso en 

comparación con las plantas inoculadas del tratamiento control, lo que sugiere que las plantas 

de pimiento lograron inducir resistencia al patógeno. Como bien mencionan  (Goicoechea, 

2006), la mayoría de los patógenos del marchitamiento aumentan la resistencia al movimiento 

del agua como consecuencia del diámetro reducido de los elementos conductores, además que 

V. dahliae podría liberar sustancias toxicas que alteran la fisiología de la planta huésped, incluso 

cuando el hongo aun reside en las raíces de la planta, lo que podría provocar una reducción del 

tamaño de la hoja. En otros estudios (Veloso & Díaz, 2012) también se menciona el enanismo 

como síntoma de la enfermedad, lo que también podría justificar la reducción del peso fresco 

en las plantas inoculadas. No obstante nuestros resultados proceden de un solo experimento 

independiente, por lo que deben confirmarse con ensayos adicionales. 

En los tratamientos con Botrytis cinerea se logró inducir resistencia, destacando el 

tratamiento A con un menor diámetro de infección en relación con el tratamiento B. Mientras 

que, en el tratamiento con Phytophthora capsici solo el tratamiento B produjo diferencias 

significativas. Otros estudios han demostrado el efecto antifúngico de los extractos de moringa 

en otros fitopatógenos. Fusarium solani (es un complejo de hongos patógenos que se 

encuentran en el suelo y causan la pudrición de raíz (Summerell, 2011)), fue utilizado como 

organismo modelo para estudiar la actividad antifúngica por medio de la aplicación del 

componente Mo -CBP 3 purificada a partir de semillas de moringa, con el que se determinó la 

inhibición de la germinación de conidios (Batista, y otros, 2014). Fusarium oxysporum (es un 

hongo que produce marchitamiento, clorosis y eventualmente la muerte del cultivo, también es 

el principal patógeno asociado la enfermedad de Panamá (Ploetz, 1992). Con  Fusarium solani, 

Alternaria solani (es la principal causa del tizón temprano (Chaerani & Voorrips, 2006)) y 

Alternaria alternata (es un hongo que causa necrosis al producir una toxina selectiva (Isshiki, 
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y otros, 2001), se obtuvieron resultados muy positivos en cuanto a la actividad antifúngica del 

extracto de las hojas y raíces de moringa, por lo que el estudio de El-Mohamedy &Abdalla 

(2014) sugiere estudios extensivos de las posibles aplicaciones como biofungicida. 

El efecto de los tratamientos tuvo diferentes respuestas debido a la variación del contenido 

de sus metabolitos secundarios (alcaloides, flavonoides, glicósidos, fenoles, saponinas, 

esteroides, taninos, etc.) (kumar Bargah, 2015). En otros experimentos (kumar Bargah, 2015), 

mediante un análisis fitoquímico se determinaron las diferencias entre el extracto etanólico y el 

extracto acuoso de hojas de moringa, en el cual se indica que el extracto etanólico extrae 

metabolitos secundarios que el extracto acuoso no logra extraer, como lo son los alcaloides y 

glicósidos.  (kumar Bargah, 2015). Los alcaloides tienen un papel importante en las estrategias 

defensivas de las plantas frente a patógeno, como la reparación de daños por el sistema 

antioxidante (Matsuura & Fett-Neto, 2017) y el establecimiento de barreras defensivas de 

naturaleza bioquímica (Zacarés, 2008). Además, al ser en ocasiones inducidos a través de la 

ruta de señalización del jasmonato (Matsuura & Fett-Neto, 2017), ello explicaría el efecto 

positivo del tratamiento A hacia Botrytis. Es importante considerar que Botrytis es un hongo 

necrótrofo, mientras que Phytophthora es un hongo hemibiotrofo, por lo que las plantas 

emplearían diferentes rutas de señalización para frenar a estos patógeno; la ruta del jasmonato 

y el etileno para Botrytis y la ruta del ácido salicílico para Phytophthora (Glazebrook, 2005).  

Las rutas de señalización frente al ataque de los patógenos y el contenido de metabolitos 

secundarios serían los factores que influirían en el efecto del extracto de moringa que se ajuste 

más a las necesidades de la planta. Lo que explicaría porque el tratamiento A tuvo un efecto 

positivo contra Botrytis, mientras que el extracto B tuvo mejores resultados con Phytophthora. 

Nuestros resultados muestran que en ambos tratamientos hubo diferencias significativas en 

la expresión de los genes de defensa evaluados en este trabajo y hubo una disminución 

significativa de los niveles de fenoles en las plantas expuestas a los tratamientos con moringa, 

además de un incremento en la cantidad de ligninas en las células. Esto se puede explicar con 

que las peroxidasas pueden oxidar sustratos fenólicos para generar O2 y H2O2, los mismos que 

son usados para crear una barrera física y limitar la invasión del patógeno mediante la 

lignificación o la suberización del tejido (Almagro, y otros, 2008). Es decir, que las cantidades 

de fenoles son bajas por que estos han pasado por un proceso de oxidación para transformarse 

en ligninas, lo que corresponde a las altas cantidades de ligninas que observamos en los 

resultados. 
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Los genes PR estudiados fueron: una peroxidasa (CaPO1), una sesquiterpeno ciclasa 

(CaSC1), una proteína PR1 básica (CaBPR1). La inducción del tratamiento B fue mayor que la 

del tratamiento A en todos los genes evaluados. Aunque como se puede apreciar en el gráfico 

de barras de expresión génica (Figura 12) la expresión del gen CaPO1 fue mayor que los otros 

genes, este incremento podría darse también en otros genes que codifican para otras peroxidasas 

de pimiento (Almagro, y otros, 2008). El gen CaBPR1 se indujo al mismo nivel en ambos 

tratamientos y el gen CaSC1 solo se indujo con el tratamiento B. En otros estudios López Do 

Campo (2019) en su estudio de inducción de resistencia en suspensiones celulares argumenta 

que los extractos etanólicos y acuosos de moringa son capaces de inducir los genes CaBPR1 y 

CaSC1 y que ambos extractos tienen efectos similares sobre los cultivos in vitro. Por lo tanto, 

se podría decir que el tratamiento con moringa es una alternativa real en la defensa de los 

cultivos in vivo e in vitro considerando que los tratamientos A y B han inducido los genes de 

resistencia mediante diferentes mecanismos en el cultivo in vivo , como se muestra en nuestros 

resultados, y  en el cultivo in vitro (Lopez Do Campo, 2019): El tratamiento B (no etanólico)  

ha conducido la activación directa de genes relacionados con la defensa y ha actuado frente al 

hemibiotrofo Phytophthora capsici, lo que sugiere que induce el mecanismo de resistencia SAR 

(Walters, y otros, 2005), mientras que el tratamiento A (etanólico) protege a la planta frente a 

patógenos como Verticillium dahliae y Botrytis cinerea. Ello parece indicar que los 

mecanismos de acción de ambos extractos son distintos a nivel fisiológico. Es necesario realizar 

más estudios para conocer en mayor profundidad dichos mecanismos,
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6. CONCLUSIONES 

 El extracto A etanólico de moringa aplicado mediante pulverización en las hojas de pimiento 

indujo la resistencia de la planta frente a Verticillium dahliae y Botrytis cinerea, mientras 

que el extracto B acuoso de moringa indujo la resistencia de la planta frente a Phytophthora 

capsici. 

 Los extractos A y B indujeron los genes de resistencia CaPO1 y CaBPR1 en las raíces de 

pimiento, mientras que el gen CaSC1 solo fue inducido por el extracto B. Esto demuestra 

que los extractos activan los mecanismos de defensa de la planta. 

 El extracto B indujo en las raíces una disminución de la cantidad de fenoles solubles totales 

y un aumento de la cantidad de lignina lo que indica un aumento del reforzamiento de la 

pared celular por polimerización de los fenoles para formar lignina. 

CONCLUSIONS 

 O extracto etanólico A de moringa aplicado pulverizando as follas de pemento induciu a 

resistencia da planta contra Verticillium dahliae e Botrytis cinerea, mentres que o extracto 

acuoso B moringa induciu a resistencia da planta fronte a Phytophthora capsici. 

 Os extractos A e B inducen os xenes de resistencia CaPO1 e CaBPR1, mentres que o xen 

CaSC1 só foi inducido polo extracto B. Esto demostra que os extractos activan os 

mecanismos de defensa da planta. 

 O extracto B induciu nas raíces unha diminución da cantidade de fenois solubles totais e un 

aumento da cantidade de lignina o que indica un aumento do reforzo da parede celular por 

polimerización dos fenois para formar lignina. 

CONCLUSIONS 

 The ethanolic extract A of moringa applied by spraying on the pepper leaves induced the 

resistance of the plant against Verticillium dahliae and Botrytis cinerea, whereas, the 

moringa aqueous extract B induced the resistance of the plant against Phytophthora capsici. 

 Extracts A and B induced the resistance genes CaPO1 and CaBPR1, while the CaSC1 gene 

was only induced by extract B. This fact demonstrates that the extracts trigger the plant 

defense mechanisms. 



Conclusiones  Michelle Elizabeth Pacheco Vacacela
 

32 
 

 Extract B induced in the roots a decrease in the amount of total soluble phenols and an 

increase in the amount of lignin, which indicates an increase in cell wall reinforcement by 

polymerization of the phenols to form lignin. 
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