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Nanoparticulas de plata y peréxido de hidrégeno para control de HLB. /
Silver nanoparticles and hydrogen peroxide for HLB control.

ABSTRACT

Huanglongbing (HLB), also known as “yellow dragon disease”, is caused by the bacterium
Candidatus Liberibacter and represents one of the greatest threats to global citrus production,
causing significant economic losses. This study aimed to evaluate the use of silver nanoparticles
(NpAg) as a control strategy for HLB in Citrus latifolia (Persian lime). Six experimental treatments
were tested: (1) T1: control without treatment, (2) T2: hydrogen peroxide (H,O,), (3) T3: NpAg, (4)
T4: NpAg + H,0,, (5) T5: NpAg + H,O, + organic fertilization, and (6) T6: NpAg + H,O, + chemical
fertilization. Treatments T5 and T6 showed the best results, evidenced by the appearance of
new shoots, a significant reduction in leaf yellowing, and the absence of thickening in the central
leaf vein, which are characteristic symptoms of the disease. These results suggest that the
combination of NpAg, HZOZ, and fertilization has a high potential for HLB control. However, it is
necessary to validate these treatments at a larger scale in commercial citrus crops. Furthermore,
future studies should include molecular analyses to confirm the efficacy of the proposed approach
in suppressing or eradicating Candidatus Liberibacter.

KEY WORDS: Silver nanoparticles, HLB, hydrogen peroxide, Persian lemon, and
Diaphorina citri.

Introduccién

El Huanglongbing (HLB), también conocido como “enfermedad del enverdecimiento de
los citricos” (Noorizadeh et al., 2022) es una de las principales amenazas para la citricultura a
nivel mundial. Esta enfermedad, causada por la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus y
transmitida por el psilido vector Diaphorina citri (Boina & Bloomquist, 2015; Pérez-Gonzalez et
al., 2022; Ladaniya, 2023), representa un serio desafio para la produccion de citricos debido a los
graves sintomas que provoca. Cuando las plantas son infectadas, la enfermedad se distribuye
de manera heterogénea en el floema, afectando la nervadura central de las hojas, las raices, las
flores y los frutos (Robles-Gonzalez et al., 2013). Las hojas jovenes muestran manchas verdes
palido, clorosis con venas verdes y engrosadas, mientras que las raices presentan pudricién y
el dosel se reduce notablemente. En los frutos, el HLB causa caida prematura, coloracion verde
persistente en la base, sabor amargo y deformaciones, incluyendo semillas abortadas y tamanos
reducidos y la floracion suele ser temprana y presenta amarillamiento (Thakuria et al., 2023).

En México, donde se produce el 14 % de los citricos a nivel mundial, esta enfermedad
tiene un impacto considerable en regiones como Veracruz, uno de los principales estados
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productores. La presencia de HLB en esta zona esta afectando la produccion y economia regional
de forma significativa (Hernandez-Landa et al., 2017). Ante esta situacion, los citricultores han
implementado estrategias como la aplicacion de fertilizantes adicionales, aspersiones foliares
enriquecidas con micronutrientes y productos quimicos para inducir respuestas inmunoldgicas en
las plantas. Sin embargo, estos esfuerzos han mostrado resultados limitados, lo que ha llevado a
la busqueda de nuevas alternativas para controlar la enfermedad (Ghosh et al. 2022).

En este contexto, las nanoparticulas de plata (NpAg) han emergido como una posible
solucion debido a sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas excepcionales, asi como
a su conocida actividad antimicrobiana (Zhang et al., 2016). Estas nanoparticulas han sido
ampliamente estudiadas por su uso como agentes bactericidas y fungicidas, especialmente en
aplicaciones biotecnoldgicas (Khaydarov et al., 2009). Por otro lado, el perdxido de hidrogeno
(H,0;) también ha demostrado ser un compuesto clave en las plantas, actuando como molécula
de senalizacion, mitigador de estrés y reforzador de la pared celular (Gill & Tuteja, 2010; Ahmad
2014). Ademas, el H,O, interactia con reguladores de crecimiento vegetal como auxinas,
giberelinas y brasinoesteroides, lo que le confiere un papel importante bajo condiciones de estrés
ambiental (Liheng et al., 2009; Mittler et al. 2011; Dietz et al., 2016; Nazir et al., 2020).

En este trabajo, se propone el uso combinado de nanoparticulas de plata y perdxido
de hidrégeno como una estrategia innovadora para contrarrestar el HLB en cultivos de citricos,
especificamente en limén persa (Citrus x latifolia) cultivado en Veracruz. Este trabajo busca
evaluar la efectividad de estas herramientas para reducir el impacto de la enfermedad, con el
objetivo de contribuir al desarrollo de una alternativa viable para la erradicacion de Candidatus
Liberibacter asiaticus y la proteccion de la citricultura mexicana.

Material y Métodos
Zona de estudio

El estudio se llevé a cabo en la zona experimental de la Universidad Tecnoldgica de
Gutiérrez Zamora, conocida como “El Cocotero,” ubicada en las coordenadas geograficas 20.48°
Ny 97.09° O (Figura 1). Esta regién se caracteriza por un clima célido y humedo, con diferencias
estacionales bien marcadas. Durante la temporada de lluvias, el clima es predominantemente
caluroso y mayormente nublado, mientras que en la temporada de sequia es calido, humedo
y parcialmente nublado. La temperatura anual oscila entre los 17 °C y los 32 °C, con valores
extremos poco frecuentes que descienden por debajo de los 14 °C o superan los 35 °C. Ademas,
la region registra un promedio anual de precipitacion de 280 milimetros (INEGI, 2010).

Tratamientos realizados

Los tratamientos evaluados en plantas de limén persa (Citrus x latifolia) infectadas con
HLB fueron distribuidos en seis grupos experimentales, descritos de la siguiente manera: 1) T1:
agua de pozo como control negativo; 2) T2: perdxido de hidrogeno (H,O,) al 0.3 % (v/v); 3) T3:
nanoparticulas de plata (NpAg) a una concentracion de 0.0685 ppm; 4) T4: combinacién de H,O,
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al 0.3 % y NpAg a 0.0685 ppm; 5) T5: combinacion de H,O, al 0.3 %, NpAg a 0.0685 ppm y
fertilizacion organica (57 mL de té de compost); y (6) T6: combinacion de H,0O, al 0.3 %, NpAg a
0.0685 ppm y fertilizacion quimica (80 g de fertilizante granulado con relacion N-P-K de 17-17-17)
(Figura 2a).

La metodologia experimental, asi como las condiciones de aplicacion y periodicidad de los
tratamientos, se encuentran detalladas en la Tabla 1. Los tratamientos fueron disefiados con el
objetivo de evaluar el efecto individual y combinado de los compuestos aplicados, considerando
tanto su accidén antimicrobiana como su capacidad para mejorar la respuesta fisioldgica de las
plantas ante la infeccion por HLB.

Figura 1. Ubicacién geografica de Gutiérrez Zamora, Veracruz., sitio del ensayo
experimental en plantas de limén (Citrus x latifolia) afectados por HLB.

Aplicacién de los tratamientos en las plantas
Cada planta recibié la aplicacién del tratamiento correspondiente en dos modalidades:

a nivel radicular y via foliar. Se administraron 50 mL de la solucién tratante en la zona radicular,
asegurando su absorcién a través del sistema radicular, mientras que 116 mL fueron asperjados
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uniformemente sobre el follaje y el tallo, garantizando una adecuada cobertura de la superficie
vegetal (Figura 2b). Esta metodologia permitié evaluar la eficacia diferencial de los tratamientos
en la mitigacion del impacto de HLB en Citrus x latifolia.

Figura 2. a) Tratamientos realizados en plantas de limén. b) Areas de aplicacién de
tratamientos en las plantas de citrico.

Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de NpAg se llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito por Frank et al. (2010),
empleando acido ascorbico como agente reductor, acido citrico como agente estabilizante y nitrato
de plata (AgNO3) como precursor de los iones plata (Ag*). El proceso de sintesis se desarrollé
bajo condiciones controladas de temperatura y agitacién para asegurar la reduccién eficiente de
Ag" y la estabilizacion de las nanoparticulas formadas.

Prueba presuntiva para la presencia de HLB

La deteccién presuntiva de HLB se llevo a cabo mediante la metodologia propuesta por

Takushi et al. (2007), basada en el uso de yodo como reactivo. Esta prueba cualitativa permite
la identificacion preliminar de la enfermedad a través de la reaccion del almidén presente en las
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hojas con la solucién de yodo, generando una coloracién marron caracteristica en las nervaduras
de las hojas. La presencia de esta tonalidad se considera un indicativo positivo de infeccién por
Candidatus Liberibacter spp., lo que permite discriminar plantas potencialmente afectadas para
su posterior analisis confirmatorio mediante técnicas moleculares.

Periodicidad de aplicaciéon

La aplicacion de cada tratamiento se llevd a cabo conforme a lo especificado en la Tabla
1. El esquema temporal de aplicaciéon fue disenado con el objetivo de eliminar la presencia de
HLB en las plantas durante las primeras etapas del tratamiento. Las aplicaciones subsecuentes,
realizadas cada 15 dias, tuvieron la finalidad de fortalecer el estado nutricional de la planta y
contribuir a la erradicacion completa de Candidatus Liberibacter spp.

El monitoreo del desarrollo y respuesta de las plantas se realizé mediante un registro
fotografico sistematico (camara, nikon). A partir de estas imagenes, se evaluaron y documentaron
cambios fisiolégicos y morfoldgicos, incluyendo modificaciones en la estructura de la nervadura,
variaciones en la coloracion foliar y la aparicion de nuevos brotes, proporcionando asi un analisis
visual detallado del impacto de los tratamientos aplicados.

Tabla 1. Desarrollo de los tratamientos aplicados en las plantas

Semana Aplicaciones Dias

Miércoles y viernes
Miércoles y viernes
Viernes

Viernes

Sin tratamiento
Viernes

Sin tratamiento
Viernes

0N O WN -
- O~ 0O == NN

El numero de brotes nuevos fue cuantificado mediante conteo directo en cada planta. El
monitoreo se llevo a cabo de forma semanal durante un periodo de ocho semanas, registrando el
numero total de brotes emergentes en cada tratamiento. Para evaluar la intensidad del verdor en
las hojas, se utilizé un medidor SPAD (Soil Plant Analysis Development), el cual permite determinar
el porcentaje de color verde a través del analisis visual y digital de las hojas. Este dispositivo mide
la absorbancia de la luz en longitudes de onda especificas, lo que se correlaciona directamente
con el contenido de clorofila en el tejido foliar (Uddling et al., 2007).

Adicionalmente, la altura de las plantas fue determinada utilizando una cinta métrica,
midiendo la distancia desde la base del tallo hasta la punta del brote mas alto. Estas mediciones
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fueron registradas al finalizar el experimento para evaluar el impacto de los tratamientos sobre el
crecimiento vegetal (Habibullah et al., 2019).

Contenido de clorofila

El contenido de clorofila en las hojas se determiné mediante el método de extraccion con
acetona al 80 %, siguiendo el protocolo descrito por Arnon (1949). Para ello, se pesaron 0.5 g de
tejido foliar fresco, los cuales fueron macerados en acetona a fin de facilitar la liberacién de los
pigmentos fotosintéticos. Posteriormente, la solucién obtenida fue sometida a centrifugacion a
10,000 rpm durante 10 minutos para la separacién de los componentes celulares. La cuantificacion
de la clorofila se realizé mediante espectrofotometria, midiendo la absorbancia a 645 y 663 nm,
lo que permitio calcular las concentraciones de clorofila total, clorofila a y clorofila b, con base en
las ecuaciones establecidas para este método.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados utilizando el software estadistico SPSS version
26. Se realizdé un analisis de varianza (ANOVA) para determinar la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados. Posteriormente, se aplicd la prueba de comparaciéon
multiple de Tukey con un nivel de significancia del 5 % (p < 0.05) para identificar diferencias
estadisticas entre los grupos experimentales.

Resultados y Discusion

En las plantulas de limén asignadas al tratamiento control (T1), en las cuales Unicamente
se aplico agua de la llave, se observé una mejora en la coloracion foliar. Sin embargo, no se
evidencié una reduccion en el engrosamiento de la nervadura ni la induccion temprana de brotes
nuevos (Figura 3). Adicionalmente, una de las plantas presentd defoliacion atribuida a dafos
ocasionados por insectos masticadores. La emergencia de nuevos brotes se registré unicamente
al finalizar el experimento, transcurrido 35 dias.

El tratamiento 2, basado en la aplicacién de peréxido de hidrégeno (H,O;), promovio
significativamente la induccion de nuevos brotes. En promedio, cada planta desarroll6 tres brotes
dentro de las dos primeras semanas posteriores a la aplicacién. Asimismo, se observé una mejora
en la coloracion foliar, indicando una posible optimizacion en la actividad fotosintética y el estado
fisiolégico de las plantas, como se ilustra en la Figura 4.

El tratamiento con NpAg (T3) promovio significativamente la induccion de nuevos brotes,
registrandose un promedio de tres brotes por planta entre la primera y la segunda semana
posterior a la aplicacién (Figura 5). Se observé un caso de defoliacion a los 13 dias en una de las
plantas tratadas; no obstante, esta mostré una recuperacion acelerada con la emisién de nuevos
brotes en el transcurso de una semana. En contraste, en el grupo control, una planta también
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presentd defoliacion, pero sin evidenciar una recuperacion comparable en el mismo periodo, lo
que sugiere un efecto positivo de las NpAg en la regeneracion del tejido vegetal.

Figura 3. Desarrollo de las plantas de T1 (Agua de la llave) a lo largo del estudio.

Dia 0, son plantas con un mes de desarrollo y tamafos aproximado de 40 cm.

Los 6valos rojos marcan el area defoliada y el tiempo en el que apareci6 el nuevo
follaje.
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Figura 4. Plantula de limén del tratamiento 2.

Los dvalos indican la mejoria en coloracién de hoja, asi como una disminucién en la nervadura.
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Figura 5. Plantas de limén del T3.

El 6valo rojo marca la zona defoliada de una planta, la cual mostré recuperaciéon en menor tiempo que la del
T1.

El tratamiento 4 (T4), que combind la aplicacion de NpAg con H,O,, indujo efectos
fisiologicos favorables en las plantas, evidenciados por la aparicion de nuevos brotes a partir
de la cuarta semana. Durante las tres primeras semanas, se observod una reduccién progresiva
en el engrosamiento de la nervadura y una mejora en la coloracién foliar, lo que sugiere una
recuperacion estructural y funcional del tejido vegetal (Figura 6). A pesar de que una de las
plantas tratadas presento defoliacién, su capacidad de regeneracion fue notablemente superior a
la del grupo control, donde no se registré una recuperacion comparable. Ademas, en la Figura 6
se observa que las tres plantas sometidas a este tratamiento desarrollaron un follaje homogéneo,
lo que indica una respuesta uniforme y efectiva al protocolo aplicado.

Revista Bio Ciencias 12, €e1801. 10
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Figura 6. Plantula de limén del T4. El évalo rojo marca la zona defoliada de una
planta, la cual mostré recuperaciéon en menor tiempo que la del T1.

El tratamiento 5 (T5), basado en la aplicacion combinada de NpAg, H,O, vy fertilizacién
organica con infusion de compost, mostré una respuesta fisioldgica favorable en las plantas
tratadas, acelerando significativamente la aparicién de nuevos brotes. La regeneracién vegetal se
evidencid en un periodo de 10 dias posteriores a la fertilizacion, incluso en aquellas plantas que
presentaron dafnos mecanicos, lo que sugiere un efecto entre los componentes del tratamiento.
Estos resultados destacan el potencial de la combinacién de NpAg, H,O, y fertilizacién organica
en la mejora del vigor y recuperacion de las plantas afectadas. La Figura 7 muestra la respuesta
positiva de las plantas a este tratamiento, confirmando la eficacia de la estrategia aplicada.
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Figura 7. Plantula de limén con T5.

El tratamiento 6 (T6), que consistié en la aplicacion combinada de NpAg, H,O, vy
fertilizacion quimica granulada (de liberacion rapida se disuelven facilmente, mientras que
los de liberacién lenta poseen recubrimientos que regulan la disponibilidad de nutrientes,
reduciendo pérdidas por lixiviacion (Gonzalez et al., 2005), indujo una respuesta fisioldgica
positiva en las plantas tratadas. Se observé un aumento significativo en la generacién de
nuevos brotes, acompanado de una reduccion progresiva en el engrosamiento de la nervadura
y una intensificacion en la coloracion foliar, lo que sugiere una recuperacién mas eficiente en
comparacion con los demas tratamientos evaluados (Figura 8). Estos resultados indican que
la sinergia entre los compuestos aplicados contribuye a la restauracion de la funcionalidad
vegetal y al fortalecimiento estructural de las plantas. La Figura 8 ilustra la formulacion del
tratamiento y sus efectos sobre el crecimiento y vigor de las plantas, destacando su potencial
como estrategia para la recuperacion de citricos afectados.
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Figura 8. Plantula de limén con tratamiento 6 (T6). El tratamiento consistié en la
mezcla de NpAg + H,O, + fertilizacion quimica granulada (0.3 %). El évalo rojo
marca la zona defoliada de una planta.

Pruebas presuntivas de deteccion de HLB

Para determinar la presencia de HLB en las plantas, se realizé la prueba presuntiva de
yodo, un ensayo cualitativo basado en |la deteccion de coloracion marrén en las nervaduras de las
hojas, lo que indica la acumulacién de almidon como respuesta a la infeccién. Esta prueba, con
una confiabilidad del 80 % (Takushi et al., 2007), permitié evaluar la presencia o ausencia de la
bacteria Candidatus Liberibacter spp. al inicio y al final del experimento (Figura 9).

Al inicio del estudio, todas las plantas de los diferentes tratamientos mostraron resultados

positivos para la presencia de HLB. No obstante, tras 60 dias de evaluacion, se observaron
variaciones en los resultados, sugiriendo un impacto diferencial de los tratamientos aplicados. En
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particular, la combinacion de NpAg con H,0O, y fertilizacién mostré una reduccion significativa en
la positividad de la prueba, lo que indica un efecto potencialmente inhibitorio sobre la bacteria.
La disminucion progresiva en los resultados positivos al finalizar el estudio resalta la eficacia de
estas estrategias para mitigar la enfermedad, posicionandolas como una alternativa prometedora
para el manejo del HLB en cultivos citricos.

Los resultados de la prueba presuntiva de yodo para la deteccién de HLB fueron los
siguientes (Tabla 1):

Tabla 2. Resultados obtenidos de los diferentes tratamientos

. L Plantas Positivas Plantas Positivas
Tratamiento Descripcion oy .
al Inicio al Final

T1 (Control) Sin tratamiento 3/3 3/3

T2 (H,03) Peroxido de hidrogeno 3/3 2/3

T3 (NpAg) Nanoparticulas de plata 2/3 1/3

T4 (NpAg + H,0,) Nanoparticulas de plata + Perdxido de hidrégeno 3/3 2/3

T5 (NpAg + H,0, Nanoparticulas de plata + Perdxido de 23 13

+ Fert. Organica) hidrégeno + Fertilizacion organica

T6 (NpAg + H,0, Nanoparticulas de plata + Perdxido de 33 03

+ Fert. Quimica) hidrégeno + Fertilizacion quimica

Estos resultados sugieren que la combinacion de NpAg, H,O, y fertilizacion adecuada
tiene un impacto positivo en la reduccién de la incidencia de HLB, destacando su potencial como
estrategia de manejo para esta enfermedad en citricos.

Con la finalidad de eliminar la enfermedad HLB, diversas estrategias han sido evaluadas
con el fin de mitigar su impacto en los cultivos citricos. Entre las opciones mas exploradas se
encuentra la eliminacion de arboles infectados, un método que, aunque disminuye la tasa de
avance anual de la enfermedad, no cuenta con una aceptacion generalizada debido a los costos
asociados y a los efectos ecoldgicos adversos que genera (Bassanezi et al., 2013). Otra linea
de investigacion se enfoca en el uso de activadores y antibioticos para inhibir el desarrollo de
la enfermedad, logrando una reduccion en la incidencia de HLB de hasta un 30 % y 36.6 %,
respectivamente (Hu et al., 2018). Sin embargo, el uso continuo de antibiéticos conlleva el riesgo
de generar resistencia bacteriana, lo cual podria comprometer la eficacia a largo plazo de estos
tratamientos (Zhang et al., 2014). Este problema, junto con los efectos adversos potenciales
sobre la productividad de las plantas tratadas, resalta la necesidad de explorar alternativas menos
propensas a generar efectos secundarios indeseados.

El presente estudio propone una estrategia innovadora basada en la aplicacién combinada
de NpAg, H,O, y fertilizacion quimica, con el objetivo de controlar eficazmente el HLB. Los
resultados obtenidos indican que las plantas tratadas con esta combinaciéon mostraron una mejora
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significativa en su fisiologia, destacandose por un desarrollo foliar superior y la ausencia de HLB en
las pruebas presuntivas al final del experimento. En comparacion con estudios previos, como los
de Hu et al. (2018), en los que la aplicacién de antibiodticos y activadores logré reducir la incidencia
de la enfermedad, el tratamiento combinado propuesto en este trabajo mostré resultados aun
mas favorables, con las tres plantas evaluadas dando negativo en la prueba presuntiva de HLB.
Esto sugiere que la combinacion de NpAg y H,O, podria ofrecer una alternativa mas sostenible y
efectiva para el control de la enfermedad en cultivos citricos.

Inicio de
experimento

Fin de
experimento

Inicio de
experimento

Fin de
experimento

Inicio de
experimento

Fin de
experimento

Figura 9. Prueba presuntiva para HLB mediante la prueba con yodo sobre las

plantas de limén cultivadas durante 49 dias. Coloracion marrén en nervadura de

la hoja, prueba positiva (+), y ausencia considerada negativa (-). El experimento se
realizé por triplicado en cada una de las plantas tratadas.
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La prueba presuntiva de yodo, empleada como herramienta preliminar para la deteccién
de HLB, mostré una efectividad del 80 %, lo que la posiciona como un recurso valioso para la
identificacion temprana de la enfermedad (Etxeberria et al., 2008). En este estudio, se utilizd
esta prueba con éxito para monitorear la respuesta de las plantas tratadas, corroborando la
eficacia del tratamiento combinado propuesto. La confirmacion definitiva de la ausencia de HLB
en las plantas tratadas se obtuvo mediante la prueba de PCR, lo que refuerza la fiabilidad de los
resultados obtenidos.

El mecanismo de accién propuesto en este trabajo sugiere que el peréxido de hidrégeno,
aplicado en bajas concentraciones y después de una acumulacién, afecta la integridad de
las membranas bacterianas (Wang et al., 2023), facilitando asi la entrada de las NpAg. Estas
nanoparticulas, gracias a su pequefo tamafo y alta relacion superficie-volumen, tienen la
capacidad de atravesar las membranas celulares y ejercer su accion bactericida. Las NpAg inhiben
la actividad enzimatica clave para la supervivencia de las bacterias, lo que lleva a la muerte
celular (Rai et al., 2014). Ademas, el H,O, podria acelerar la oxidacién del almidéon acumulado en
el sistema de xilema de la planta, mejorando el transporte de savia y nutrientes, lo que contribuiria

a una recuperacion de las plantas afectadas por HLB.

El tratamiento con NpAg y H,O, también demostré tener efectos beneficiosos a nivel
fisiolégico. Como se observo en este estudio, las plantas tratadas comenzaron a desarrollar nuevos
brotes, lo que puede atribuirse al efecto activador del H,O, sobre las funciones fisioldgicas de la
planta. Aunque el H,O, no cumple todos los requisitos para ser considerado una fitohormona en
sentido estricto, su capacidad para inducir cambios en el desarrollo vegetal es bien conocida, lo
que sugiere que su aplicacién pudo haber contribuido significativamente a la mejora del estado
general de las plantas.

La accion bactericida de las NpAg se debe a su capacidad para alterar procesos clave
dentro de las células bacterianas. Las nanoparticulas interfieren con la permeabilidad de la
membrana celular, inhiben la respiracion celular, y pueden reaccionar con componentes celulares
importantes, como proteinas y ADN, lo que interrumpe la funcién celular y lleva a la muerte de las
bacterias (Pal et al., 2007; Liao et al., 2019). Este mecanismo hace de las NpAg una herramienta
muy eficaz en el control de bacterias patdégenas como Candidatus Liberibacter, el agente causal
de HLB.

A través de este estudio, se ha demostrado que el tratamiento combinado de NpAg,
H,O, y fertilizacion quimica constituye una estrategia efectiva y prometedora para el control
de HLB. Las plantas tratadas no solo mostraron una mejora en su desarrollo fisico, sino que
también evidenciaron una disminucién significativa en la carga bacteriana, lo que resalta la
importancia de una estrategia integrada que combine control bacteriano y manejo nutricional.
Estos hallazgos ofrecen una perspectiva positiva para el futuro manejo de HLB en los cultivos
citricos, proporcionando a los productores una alternativa viable y posiblemente mas sostenible
frente a la enfermedad.
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Este enfoque no solo apunta a la eliminacién de la bacteria causante de HLB, sino que
también optimiza las condiciones fisioldgicas de las plantas afectadas, lo que contribuye a una
recuperacion integral. Se recomienda, sin embargo, realizar estudios adicionales para explorar
los efectos del tratamiento a largo plazo y analizar en detalle el impacto del tratamiento sobre el
sistema radicular y los tejidos conductores de la planta, como el xilema y el floema.

Analisis estadistico

En la Tabla 3 se presentan los valores obtenidos para las variables evaluadas, los cuales
revelan diferencias significativas entre los tratamientos aplicados. En cuanto al nUmero de brotes,
se observo que todos los tratamientos difirieron significativamente entre si, siendo el tratamiento
T6 el que mostro el mayor numero de brotes. Este hallazgo sugiere que el tratamiento T6 favorece
una mayor regeneracion vegetativa, lo que es indicativo de una recuperacion mas eficiente de las
plantas afectadas por HLB.

En relacion al porcentaje de color verde, el tratamiento T6 destaco nuevamente, mostrando
diferencias significativas respecto a los demas tratamientos. Este resultado indica que T6 no solo
estimula el crecimiento de nuevos brotes, sino que también mejora la salud general de la planta,
al promover una mayor intensidad de color verde en las hojas, lo que refleja una mejora en la
actividad fotosintética y en la integridad de las células vegetales.

Respecto al tamafio de la planta, los tratamientos T2, T3, T4 y T6 no presentaron diferencias
significativas entre si, sin embargo, el tratamiento T5 present6 el valor mas alto en esta variable.
Esto sugiere que, aunque T6 es altamente efectivo en cuanto al numero de brotes y contenido
de clorofila, el tratamiento T5 tiene un impacto notable en el crecimiento general de las plantas,
posiblemente relacionado con un mejor aprovechamiento de los nutrientes y un aumento en la
biomasa de las plantas tratadas.

En cuanto al contenido de clorofila, los tratamientos T5 y T6 mostraron los valores mas
altos, sin diferencias significativas entre ellos, pero con valores significativamente superiores en
comparacion con los demas tratamientos. Esto indica que tanto TS5 como T6 favorecen una mejor
fotosintesis y una mayor acumulacion de clorofila en las hojas, lo que es indicativo de una mejora
en la salud general de las plantas.

Los resultados sugieren que los tratamientos que combinan nanoparticulas de plata,
peréxido de hidrégeno y fertilizacion quimica, son significativamente mas efectivos en la
recuperacion y mejora de las plantas de limoén persa afectadas por HLB. Estos tratamientos no
solo contribuyen a una mejor regeneracion foliar, sino que también optimizan el crecimiento y la
salud general de las plantas, lo que representa una alternativa prometedora para el manejo de
esta enfermedad en los cultivos citricos.

Los tratamientos T5 y T6, que presentaron un mayor niumero de brotes nuevos (11.00 +

1.00 y 13.33 + 0.58, respectivamente), sugieren que las NpAg y el H,O, podrian haber reducido
la carga bacteriana mediante la inhibicion de la actividad enzimatica de la bacteria, mejorando
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simultaneamente el transporte de nutrientes en las plantas (Chen & Schluesener, 2008; Nazir et
al., 2020). La fertilizacion, especialmente en los tratamientos T5 y T6, proporciond los nutrientes
esenciales que permitieron a las plantas superar el estrés causado por la infeccion, promoviendo
la regeneracién del tejido dafiado y la produccidon de nuevos brotes.

Tabla 3. Analisis estadistico de las variables analizadas

Ccv Tamafio Clorofila
T NB

% Cm pg/ml
T 250+ 0.712 36.00+1.41¢2 7250 + 10.61 2 12.08+0.112
T2 4.33+0.58° 51.33+3.21° 78.33 + 16.07 = 16.11 £0.28°
T3 4.33+0.582 50.33 + 3.06 © 91.67 +2.89°% 16.27 £ 0.38°
T4 7.67 £0.58° 52.50 £ 2.12 ¢ 110.00 £ 14.14 = 18.15+0.21°¢
T5 11.00+1.00c 64.00 + 1.41 < 125.00 +7.07° 22.25+0.35¢
T6 13.33+£0.58 ¢ 63.00 + 5.57 ¢ 98.33 +£ 2.89 av° 23.25+0.35¢

T = Tratamiento, NB = Numero de brotes, CV = Porcentaje de color verde

El amarillamiento de las hojas, un sintoma caracteristico de HLB, se debe a una alteraciéon
en el metabolismo de la clorofila y la movilidad de los nutrientes dentro de la planta. Los
tratamientos T5y T6, que mostraron los porcentajes de color verde mas altos (64.00 + 1.41y 63.00
+ 5.57), indican que el H,0O,, ademas de sus propiedades bactericidas, actia como una molécula
sefalizadora que mejora la resistencia de las plantas frente a los patégenos, fortaleciendo las
paredes celulares y promoviendo la reparacion de los tejidos dafados (Gill & Tuteja, 2010). La
reduccion de la obstruccion en los vasos conductores permite una mayor circulacion de agua y
nutrientes, lo que contribuye a la recuperacion de la pigmentacion foliar y al restablecimiento de
la actividad fotosintética en las plantas.

En cuanto al crecimiento general de las plantas, el HLB reduce la capacidad de las plantas
para transportar carbohidratos y otros nutrientes esenciales, lo que impacta negativamente
su desarrollo. Los tratamientos T5 y T6, que presentaron los tamafios de planta mas altos
(125.00 + 7.07 y 98.33  2.89 cm), reflejan que las NpAg mejoran la disponibilidad de nutrientes
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al sistema vascular, reduciendo el dano bacteriano en los vasos conductores y facilitando el
transporte eficiente de agua y nutrientes (Ul Islam et al., 2023). La combinacion con fertilizacion,
especialmente la quimica en el tratamiento T6, proporciona los macro y micronutrientes necesarios
para la recuperacion de la planta, favoreciendo su crecimiento y fortalecimiento general.

El HLB también interfiere con la produccion de clorofila, un componente esencial
para el proceso de fotosintesis. Los tratamientos T5 y T6 mostraron un contenido de clorofila
significativamente superior (23.25 + 0.35 ug/ml y 22.25 + 0.35 pg/ml, respectivamente), lo que
indica una mejora en la funcion fotosintética de las plantas tratadas. Tanto el H,O, como las NpAg
favorecen la regeneracion del tejido fotosintéticamente activo, contribuyendo a la reduccion de los
sintomas visibles de la enfermedad (Gill & Tuteja, 2010).

El tratamiento T6, que combina nanoparticulas de plata, H,O, y fertilizacion quimica,
resulta especialmente efectivo contra los efectos del HLB debido a su capacidad para abordar
multiples aspectos del proceso patologico. En primer lugar, las NpAg ejercen una accién directa
sobre la carga bacteriana, inhibiendo la proliferacion de Candidatus Liberibacter dentro de los
vasos conductores. Por otro lado, el H,O, actia como una sefial quimica que desencadena
respuestas de defensa en la planta, estimulando la producciéon de compuestos protectores y
mejorando el transporte vascular. Esta sinergia entre los componentes del tratamiento no solo
reduce la carga bacteriana, sino que también promueve la restauracién de la funcién vascular y
la recuperacion de la planta a nivel estructural y fisioldgico.

Conclusiones

El perdxido de hidrogeno tuvo un impacto positivo en las plantas tratadas, evidenciando
una mejora significativa en la coloracion foliar, una atenuacién del engrosamiento de la nervadura
central y la aparicion de brotes con una coloracion mas saludable.

La combinacion de NpAg y H,O, mostré6 un efecto sinérgico en el control de HLB,
acelerando la mejora en la coloracion de las hojas, la aparicion de nuevos brotes y la reduccion
del engrosamiento de la nervadura central en un periodo mas corto.

Los tratamientos que integran NpAg y H,O,, complementados con fertilizacion organica o
quimica, demostraron ser mas efectivos en el control del HLB, favoreciendo una respuesta rapida
en la mejora de las plantas, con resultados notables en la aparicion temprana de brotes, la mejora
en la coloracién de las hojas y la reduccion de los sintomas de la enfermedad.

La combinacion de tratamientos bactericidas con un manejo adecuado de la nutricién,

tanto organica como quimica, mejora sustancialmente la salud general de las plantas de limén,
destacandose como una estrategia prometedora para el manejo de HLB en los cultivos citricos.
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