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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. El cultivo de chile chilaca (Capsicum annuum) es seria-
mente afectado por el ataque del oomiceto Phytophthora capsici causante de la
marchitez del chile. Los métodos actuales para control de esta enfermedad son
ineficientes, por lo que la busqueda de alternativas mas respetuosas con el medio
ambiente es de gran importancia. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y nanoparticulas de plata
(AgNPs) para tratar de reducir o postergar la marchitez del chile por P. capsici.

Materiales y Métodos. Se midieron parametros de crecimiento en plantas de chile
inoculadas y sin inocular con HMA de un consorcio comercial TM-73 (Biotecnolo-
gia Microbiana) y se evaluo el efecto protector de los HMA y AgNPs (NanolD®)
contra P. capsici utilizando una escala de severidad para sintomas de marchitez. La
respuesta de la planta a la infeccion del patdgeno se evalué midiendo las activida-
des de enzimas antioxidantes: PER, SOD, CAT y H,0,.

Resultados. Los resultados indicaron que la aplicacion de HMA mejoré los pa-
rametros de crecimiento del cultivo de chile chilaca, mientras que la interaccion
planta-patdgeno indujo una respuesta enzimatica antioxidante. Los HMA mantu-
vieron los sintomas de marchitez en o por debajo del 80%, evitando la muerte de la
planta. Mientras que las AgNPs (50ppm) retrasaron la mortalidad de las plantas en
comparacion con el tratamiento control.
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Conclusion. El uso combinado de HMA y AgNPs abre opciones para futuras inves-
tigaciones en el manejo de enfermedades del chile.

Palabras clave: Actividad antifingica, actividad enzimatica, estrés oxidativo,
marchitez, nanotecnologia.

INTRODUCCION

El chile (Capsicum annum) es uno de los cultivos de gran importancia econémi-
ca anivel mundial (Hasan et al., 2020). Esta hortaliza es una de las mas importantes
en México, puesto que es el pais con la mayor variedad de chiles cultivados y es el
primer exportador de chile verde en el mundo. En el 2023, se sembraron 165,226
hectareas de chile en el pais, siendo Chihuahua el segundo estado productor nacio-
nal de este cultivo (SIAP, 2023). El cultivo es afectado por diversas enfermedades
causadas por patogenos de raiz. Estas son muy dificiles de controlar y representan
uno de los principales factores que reducen el rendimiento, constituyendo una ame-
naza para la seguridad alimentaria (Rizzo et al., 2021). En este contexto, el chile
chilaca es una de las hortalizas mas afectadas por estas enfermedades. Patogenos
de los géneros Fusarium, Rhizoctonia y Phytophthora, causan reducciones en la
produccion de hasta 50% (Velarde-Félix et al., 2018). En particular, estudios sobre
Phytophthora capsici han demostrado que este patdogeno es uno de los mas devas-
tadores, llevando a la pérdida total del cultivo (Sanchez-Gurrola et al., 2019).

Fumigantes y fungicidas quimicos de accion rapida, como el mefenoxam (enan-
tiomero activo del metalaxil), se han utilizado contra estos patogenos (Sanchez-
Gurrola et al., 2019; Shi et al., 2022). Sin embargo, su uso ha llevado al desarrollo
de resistencia en los patégenos y ha resultado perjudicial para el ecosistema del
suelo y salud humana (Ma et al., 2023). En consecuencia, la tendencia actual en
la investigacion en el mundo se dirige hacia un enfoque mas amigable con el am-
biente, buscando reducir el uso de productos organosintéticos para el control de
enfermedades (Eke et al., 2019).

Asi, el uso de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son una opcion prome-
tedora dentro del manejo integrado de P. capsici. Se ha demostrado que estos hon-
gos actuan como antagonistas de los patdgenos (Hashem et al., 2021), ademas de
incrementar el crecimiento y rendimiento de las plantas. Asimismo, proporcionan
tolerancia a diversos factores de estrés y toxicidad por metales pesados (Dowarah
etal.,2022; Liu et al., 2023).

Por otro lado, las nanoparticulas metalicas han recibido gran atencion por su
efecto biocida y su aplicacion como antimicrobianos en los cultivos (Bawskar et
al., 2021; Avila-Quezada et al., 2023). El impacto de estas nanoparticulas sobre
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hongos fitopatdgenos se debe principalmente al dafio que ocasionan en la dindmica
de la membrana de los hongos, lo que puede comprometer su integridad (Athie-
Garcia, et al., 2018). Entre las nanoparticulas metalicas, las nanoparticulas de plata
se destacan por su potencial antifiingico, siendo ampliamente estudiadas en el con-
texto agricola contra diversos patégenos de raiz, incluido P. capsici (Shen et al.,
2020; Li et al., 2022; Avila-Quezada y Rai, 2023a).

Tanto los HMA (Hashem et al., 2021) como las nanoparticulas metalicas (El-
Shetehy et al., 2021) promueven la defensa sistémica de las plantas. Los HMA
inducen actividad de enzimas de defensa como la glutacion reductasa y catalasa
(CAT), las cuales desempefian un papel crucial en la eliminacion de especies reac-
tivas de oxigeno (ROS) (Hashem et al., 2021). Ademas, influyen en las actividades
de CAT, la superdxido dismutasa (SOD) y la peroxidasa (POD) (Wang et al., 2022).

Debido a la importancia del chile a nivel mundial y a la susceptibilidad del cul-
tivo al ataque de P. capsici, el objetivo de este estudio fue analizar el efecto de los
hongos micorrizicos arbusculares y nanoparticulas de plata en la reduccion de la
marchitez del chile chilaca, asi como determinar la actividad de las enzimas SOD,
CAT, PER y la concentracion de H,O,.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo en condiciones climatologicas no contro-
ladas, utilizando malla sombra; la preparacion de soluciones, produccién de zo-
osporas y el porcentaje de colonizacion micorrizica se realizoé en la Facultad de
Ciencias Agrotecnoldgicas de la Universidad Autonoma de Chihuahua. El analisis
de las actividades enzimaticas se llevo a cabo en el laboratorio de nutricion vegetal
del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo en Delicias, Chihuahua.

Produccion de plantulas de chile. Semillas de chile chilaca variedad Colegio 64
(Semillas Western, S.A. de C.V.) se colocaron en una charola de poliestireno de 200
cavidades, utilizando una mezcla estéril de vermiculita-perlita (2:1) como sustrato.
Doce dias después de la germinacion, se aplico una solucion nutritiva basada en
la formula propuesta por Steiner (1961), ajustada a un pH final de 5.5 y con una
concentracion de fosforo de 22 ppm. La composicion de la solucion nutritiva es la
siguiente: 6 mM de NH,NO,, 0.71 mM de K. HPO,, 0.3 mM de K,SO,, 4.0 mM de
CaCl, *2H,0, 1.4 mM de MgSO, *7H,0O, 2 uM de MnSO, *H,O, 1.0 uM de ZnSO,
*7H,0, 0.25 uM de CuSO, *5H,0, 0.3 uM de (NH,)6Mo0.0,, *4H O y 0.5 uM de
H,BO, (J.T.Baker, M¢xico).

Las plantulas se trasplantaron a macetas de 13x12 c¢cm, empleando la misma
mezcla de sustrato, 30 dias después de la germinacion.
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Inoculacion con HMA. Durante el trasplante, realizado 30 dias después de la ger-
minacion, se incorporaron 1000 esporas del consorcio comercial TM-73 (Biotecno-
logia Microbiana, México), que contiene los hongos micorrizicos arbusculares Gi-
gaspora margarita, Glomus fascilatum, Glomus constrictum, Glomus tortuosum,
Glomus geosporum y Acaluspora scrubicurata, a 20 plantas de chile chilaca. La
inoculacion de HMA se realizo para determinar su efecto sobre los parametros de
crecimiento. Estas plantas se compararon con 40 plantas de control para evaluar el
efecto de HMA en el crecimiento. Las variables de crecimiento fueron evaluadas
30 dias después de la aplicacion de los HMA (60 dias posteriores a la germinacion
de la semilla): altura de la planta, diametro de tallo y nimero de hojas. El diame-
tro del tallo se midid en la base (mm) utilizando un vernier digital. La altura de la
planta se determino desde la base del tallo hasta el punto de crecimiento mas alto
(cm). El ntimero de hojas se contabilizd6 manualmente para cada planta (nimero de
piezas).

Colonizacion micorrizica. El porcentaje de colonizacion micorrizica se determin6
en tres plantas de chile chilaca, 30 dias después de la inoculacién de los HMA. Para
confirmar la colonizacién micorrizica en las raices, éstas se tifieron con azul de
tripano, metodologia descrita por Phillips y Hayman (1970) y Muioz-Marquez et
al. (2009). Las raices se enjuagaron con agua corriente y luego fueron sumergidas
en KOH al 10% (J.T. Baker, CTR, México), seguido de un tratamiento de calor
himedo en autoclave a 1 atmoésfera de presion durante 10 min. Posteriormente, se
eliminé el KOH y se realizaron tres lavados con agua destilada. Luego, las raices se
expusieron al H,O, cubriéndolas y dejandolas en reposo durante 30 min, seguido de
un enjuague y adicion de HCl al 10% (J.T. Baker, CTR, México), con un tiempo de
reposo de 15 min. Después de retirar el exceso de HCI, se afiadi6 una solucion de
azul de tripano (J.T. Baker, CTR, México), y las raices se sometieron nuevamente
a calor hiimedo durante 15 min. a 1 atmosfera de presion.

Posteriormente, las raices de 1 cm se montaron en portaobjetos, obteniendo un
total de 100 raices por tratamiento. Estas se observaron en un microscopio binocu-
lar (ZEISS modelo Axiostar, Alemania). El porcentaje de colonizacion micorrizica
total en las raices (incluyendo micelio, arbusculos, esporas, vesiculas) se calculd
mediante la siguiente formula:

L Numero de segmentos colonizados x 100
% colonizacion =

Numero de segmentos totales

Aplicacion de AgNPs. Sesenta dias después de la germinacion de las semillas, se
inicio el tratamiento con NanoID® (Investigacion y Desarrollo de nanomateriales
S.A de C.V.), que contiene AgNPs de tamafio 20nm y una concentracion 3400 mg/L.
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Se aplicaron 0.5 mL de AgNPs en solucion coloidal a una concentracién de 50 ppm
auna profundidad de 1 cm bajo la superficie del suelo, directamente sobre las raices
secundarias de las plantas.

Produccion de zoosporas e inoculacion de P. capsici. El crecimiento de P. cap-
sici aislada previamente de raices enfermas de bell pepper en Delicias Chihuahua
(NCBI: KM369965), se realiz6é en medio de agar avena a 28 °C durante 7 dias de
crecimiento. Una porcion de este crecimiento se transfirid a una caja Petri nueva,
se cubri6 con una solucidon amortiguadora de fosfatos estéril y se incubo a 28 °C
durante 72 h. Posteriormente, se incubo6 a 4 °C durante 1 h, seguido de una hora
de incubacion a 25-28 °C. Las zoosporas emergieron de los esporangios, lo cual se
confirm6 mediante observacion en el microscopio optico (ZEISS, modelo Axiostar,
Alemania).

La inoculacion del patogeno se realizod agregando 1 mL de una solucion de zo-
osporas de P. capsici a una concentracion de 1x10°, junto a la raiz de cada planta,
en el mismo lugar donde se aplicaron las AgNPs a una profundidad de 2 cm bajo
la superficie de suelo, 61 dias después de la germinacion de las semillas, 24 horas
posteriores a la aplicacion de AgNPs.

Severidad de la enfermedad. La severidad de la enfermedad se evaluo diaria-

mente después de la inoculacion de P. capsici utilizando la escala de Sunwoo et al.
(1996) con ligeras modificaciones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Escala de severidad de marchitez por P. capsici en C. annuum.

Escala Sintomas Porcentaje
0 Planta sana 0
1 Hojas ligeramente marchitas, extendidas inclinadas hacia abajo 1-20
2 Planta con hojas extendidas en superficie y las de abajo enroscadas 21-40
3 Planta con todas las hojas enroscadas 41-60
4 Planta defoliada, tallo vivo verde 61-80
5 Tallo vivo café hasta planta muerta 81-100

Disefio experimental y tratamientos. Cada tratamiento incluy6 10 plantas.

L AgNPs + P. capsici

IL HMA + P, capsici

I1I. Control positivo con P. capsici

V. Control negativo (testigo absoluto)
V. HMA

VI AgNPs

Saenz-Hidalgo et al., 2024. Vol. 42(4): 43.
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Se establecié un disefio completamente al azar con diferentes repeticiones por
tratamiento para evaluar la severidad de la enfermedad, la cual se midi6 diariamen-
te desde la inoculacion de P. capsici hasta el dia 12.

Actividad enzimatica. La actividad enzimatica se midi6 en hojas jévenes tres dias
posteriores a la infeccion con el patdgeno, las cuales fueron congeladas para su
posterior procesamiento.

Cuatro parametros bioquimicos se midieron para investigar la respuesta de las
plantas a la colonizacién de micorrizas y a P. capsici en los seis tratamientos, in-
cluyendo las actividades enzimaticas superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
peroxidasa (PER) y la concentracion de peroxido de hidrogeno (H,O,).

Superéxido Dismutasa (SOD). Se utiliz6 entre 0.3-0.5 g de tejido vegetal conge-
lado de cada tratamiento. La muestra se homogenizo6 en 5 mL de regulador Heppes-
CIH 50 mM a pH 7.6 y se centrifugd a 11000 rpm durante 10 min. Se emplearon
100 pL del extracto enzimatico (sobrenadante) y 5 mL de buffer de reaccion para la
determinacion de la actividad enzimatica. Las lecturas se realizaron a 560 nm en un
espectrofotometro equipado con una lampara de dia azul con intensidad luminica
de 380 pmol m?s-!' (Giannopolitis y Ries, 1977). La actividad enzimatica se calcu-
16 utilizando la siguiente formula:

Actividad SOD = Unidades SOD / mg Proteina

Concentracion de peréxido de hidrogeno (H,0,). Se utiliz6 entre 0.5-1 g de te-
jido vegetal congelado de cada tratamiento. La muestra se homogenizé en 5 mL de
acetona fria, se filtrd, y se realizaron dos lavados adicionales con acetona fria. Pos-
teriormente, se centrifugd a 3500 rpm durante 5 min. Se tom6 2.5mL del filtrado al
cual se le adicionaron 0.5mL de TiCl, al 20% y se agit6 vigorosamente. Luego, se
agregaron 2.5mL de NH,OH al 20% a la mezcla y se centrifug6 a 3500 rpm durante
5 min. Se descarto el sobrenadante y el precipitado se lavod con acetona fria. El pre-
cipitado se resuspendio en 7.5mL de H,SO, 2N y se afor6 a 12.5mL con agua desti-
lada. La concentracion de H,O, se determin6 utilizando una curva de calibracion en
un rango de 0.1-0.75nM de H,O, con una absorbancia medida a 485 nm (Brennan
y Frenkel, 1977). La concentracion de H,O, se expresé como:

H, O, =umol de H, O, / mg

Catalasa (CAT). Se pesaron 0.5-1 g de tejido vegetal congelado de cada tratamien-
to. La muestra se homogenizo6 en 5 mL de buffer Heppes-CIH 25mM (pH 7.8). Pos-
teriormente, se filtr6 a través de cuatro capas de gasa y se centrifugé a 11500 rpm
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durante 20 min. Se utiliz6é 500 pL del extracto enzimatico (sobrenadante), al cual se
le anadieron 0.75 mL de regulador fosfato sédico 25 mM, 0.75 mL EDTA-Na 0.8
mM y I mL de H,O, 20 mM para la determinacion de la actividad enzimatica. La
actividad de CAT se midi6 por la cantidad de H,O, oxidado, utilizando una absor-
bancia medida a 240 nm (Buturi et al., 2022).

La actividad enzimatica se calculo utilizando la siguiente formula:

Actividad CAT = umol de H, O, / mg Proteina x min

Peroxidasa (PER). La actividad de la peroxidasa se determindé midiendo el cam-
bio en la absorbancia a 485 nm debido a la oxidacion de guaiacol, de acuerdo al
siguiente procedimiento. Se utilizéo 0.5-1 g de tejido vegetal congelado de cada
tratamiento. La muestra se homogenizo en 5 mL de regulador Heppes-CIH 25 mM
(pH 7.8) y PVPP. Posteriormente, se filtrd y se centrifugd a 11500 rpm durante 10
min. Se emplearon 500 pL del extracto enzimatico (sobrenadante), al cual se le
anadieron 0. 5 mL de regulador fosfato sédico 25 mM, 0.5 mL EDTA-Na 1 pmol,
0.75 mL de guaiacol 0.05 %y 0.75 mL de H,O, 10 mM. La actividad de la enzima
guaiacol peroxidasa se cuantificé midiendo la absorbancia de 485 nm (Kalir et al.,
1984). Esta se expreso como unidades de PER, definidas como el cambio en una
unidad de absorbancia por min. y se calcul6 utilizando la siguiente formula:

PER = umol guaiacol / mg prot x min

Analisis estadistico. Para comparar los efectos de los tratamientos con HMA en los
parametros de crecimiento, se realizo un analisis de diferencia de medias mediante
la prueba t-Student (p < 0.05), utilizando un total de 60 plantas de chile chilaca.
Este analisis se llevo a cabo con el apoyo del paquete estadistico SAS.

El analisis de la severidad de la enfermedad se basoé en un numero variable de
plantas de chile por tratamiento, siendo cada planta una repeticion. Se graficaron
las curvas de cada tratamiento con los promedios diarios y se calculo el area bajo
la curva para cada una. Estos datos fueron sometidos a un analisis de varianza (p
<0.05) y una comparacion de medias utilizando la prueba de Tukey (95%) con el
paquete estadistico SAS.

Para el analisis de la actividad enzimatica, se utilizo un total de tres plantas de
chile por tratamiento, considerando cada planta como una repeticion. Los datos ob-
tenidos de la actividad de CAT, SOD, PER y concentracion de H,O, se analizaron
mediante un analisis de varianza (p< 0.05) y una comparacion multiple de medias
por Tukey utilizando el paquete estadistico SAS.
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Revista Mexicana de Fitopatologia. Articulo Cientifico. Acceso abierto

RESULTADOS

Colonizacion micorrizica. En este estudio, se encontrdé que las raices de chile
chilaca inoculadas con el consorcio de HMA (G. margarita, G. fascilatum, G. cons-
trictum, G. tortuosum, G. geosporum y A. scrubicurata), presentaron una coloni-
zacion micorrizica del 36%. Esta colonizacion se distribuyo con un 71% de hifas,
18% de vesiculas y 11% de arbusculos.

La confirmacioén de la colonizacidén micorrizica se realiz6 mediante tincién con
azul de tripano, permitiendo la observacion de una diversidad de estructuras de
HMA (Figura 1). Ademas, se descart6 la contaminacion cruzada en los tratamientos
(I, 1L, IV y VI) que no incluian HMA, ya que no se observaron estructuras micorri-
zicas en las raices de estas plantas.

Figura 1. Estructuras micorrizicas en raices de chile chilaca inoculadas con HMA: A, B, C) Hifas (H)
y Vesiculas (V), d) Arbtsculos (A).

Parametros de crecimiento. El efecto de los HMA en el desarrollo de plantas de
chile chilaca se presenta en el Cuadro 2. Se observo que las plantas con inoculacién
de HMA mostraron incrementos estadisticamente significativos (p< 0.05) en todos
los parametros de crecimiento evaluados. Especificamente se registré un aumento
del 25.4,32.67 y 17.2% en la altura de planta, diametro de tallo y nimero de hojas,
respectivamente, en comparacion con las plantas sin HMA.
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Cuadro 2. Efecto de HMA en el desarrollo de plantas de chile chilaca (Capsicum annuum).

Tratamiento* Numero de hojas Altura planta (cm) Diametro de tallo (mm)
Con HMA 16.8+£2.1* 19.9+3.9° 3.440.5%
Sin HMA 13.4£2.7° 15.0+£2.9° 2.940.6°

*Tratamientos: con inoculacion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA), sin inoculacion de HMA.
tDiferencia de medias obtenida mediante la prueba t de Student. Letras diferentes en cada columna indi-
can diferencia significativa (p <0.05).

Severidad de la enfermedad. Los primeros sintomas de la enfermedad causada
por P. capsici, aparecieron cuatro dias después de la inoculacion en los tratamien-
tos I (AgNPs + P. capsici), Il (HMA + P. capsici) y 11 (Control positivo con el
patogeno). Al séptimo dia, los tres tratamientos presentaron un 60% en la severidad
de sintomas. Sin embargo, al noveno dia de la inoculacion, todas las plantas del
tratamiento control (P. capsici) mostraron una severidad superior al 96%, debido a
la agresividad del patogeno. En contraste, las plantas tratadas con HMA permane-
cieron con los mismos sintomas de severidad (60%), mientras que el tratamiento
con AgNPs mostrd un control menos efectivo que el de los HMA con un promedio
de severidad del 80% en el mismo periodo. A pesar de ello, las AgNPs lograron
reducir los sintomas de marchitez en un 16.4 % respecto al control a los 9 dias des-
pués de la inoculacion. En la Figura 2 se ilustra el incremento de los sintomas de
la enfermedad conforme al promedio diario de la escala de severidad previamente
descrita.

[a—
N A Y 0 O
S O ©oO o O

o

la enfermedad (%)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias después a la inoculacién con el patdégeno

Porcentaje de severidad de

—— HMA + P. capsici AgNPs + P. capsici
-------- Control positivo = == Control negativo

Figura 2. Porcentaje de severidad de la enfermedad causada por P. capsici en chile chilaca. La severidad se evalud

con una escala, durante 12 dias después de la inoculacion del patdogeno.
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Los resultados del area bajo la curva de este experimento mostraron una di-
ferencia estadistica significativa entre el tratamiento con HMA y el control con
patogeno. Se observo que las micorrizas arbusculares lograron retardar y reducir
la severidad de la enfermedad (Figura 3). Al finalizar el experimento, las plantas
micorrizadas no superaron el 80% de severidad, en comparaciéon con las plantas
correspondientes al control positivo que mostraron 100% de severidad reduciendo
enun 17.5 % la severidad en el total de plantas analizadas a los 12 dias posteriores
a la inoculacion.
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Figura 3. Comparacion de medias del area bajo la curva de la escala de sintomas de severidad de la
enfermedad causados por P. capsici en chile chilaca. Error estandar 5%. Letras diferentes

en cada columna indican una diferencia significativa (p <0.05).

Actividad enzimatica

Superoxido dismutasa (SOD). El analisis de varianza no reveld diferencias signi-
ficativas (p> 0.05) entre los tratamientos para la actividad enzimatica de SOD. Se
observo que los tratamientos correspondientes a AgNPs+P. capsici, HMA+P. cap-
sici 'y control positivo presentaron mayor actividad enzimatica con (214.8, 199.8
y 181.8 U/mg prot) respectivamente. Representado un aumento del 84%, 70% y
54% con respecto al control negativo en la actividad de SOD, 3 dias posteriores a
la inoculacion con P. capsici (Figura 4).

Peroxido de hidrégeno (H,0,). La mayor concentracién de H,O, se observo en
los tratamientos inoculados con el patogeno (AgNPs+P. capsici, HMA+P. capsici
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Figura 4. Actividad de Superoxido dismutasa (SOD) en plantas de chile chilaca inoculadas con P. capsici tratadas

con HMA y AgNPs.

y control positivo) con una concentracion de 14.9,13.8 y 12.5 umolg! respectiva-
mente, atribuible a una elevada actividad de la SOD como mecanismo de defensa
de la planta. En contraste, los tratamientos con HMA y AgNPs sin patdgeno mos-
traron una reduccion en la acumulacion de H,O, en comparacion con las plantas
sanas (Figura 5).

Catalasa (CAT). El analisis estadistico no mostr6 diferencias estadisticas signi-
ficativas (p< 0.05) en la actividad enzimatica de la CAT entre tratamientos. Sin
embargo, se observo una reduccion significativa en la actividad de la enzima en los
tratamientos inoculados con P. capsici cuatro dias después de la inoculacion. La
mayor actividad de CAT en este estudio se observo en el tratamiento control nega-
tivo con 0.28 uM H,O, mg prot'min’', seguido de los tratamientos con AgNPs y
HMA ambos con 0.27 uM H,O, mg prot'min™* (Figura 6).

Peroxidasa (PER). Aunque la actividad de peroxidasa no mostré diferencias esta-
disticas significativas entre tratamientos (p> 0.05), se observa una tendencia hacia
una mayor produccion de PER en los tratamientos AgNPs+P. capsici, HMA+P.
capsici 'y control positivo con una concentracion de 0.024, 0.024 y 0.025 pMol
guaiacol mg prot! min! respectivamente (Figura 7).
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Figura 5. Concentracion de H,0, en plantas de chile chilaca inoculadas con P. capsici tratadas con HMA y Ag-
NPs.
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Figura 6. Actividad de catalasa (CAT) en plantas de chile chilaca inoculadas con P. capsici tratadas con HMA y Ag-
NPs.
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Figura 7. Actividad de peroxidasa (PER) en plantas de chile chilaca inoculadas con P. capsici tratadas con
HMA y AgNPs.

Nuestros resultados en su conjunto indican que, frente al estrés inducido por el
patdgeno, la planta emplea la actividad enzimatica de peroxidasa para la descom-
posicion de H,O,enH,0, dado que la actividad de CAT se encuentra inhibida en los
tratamientos con patdgeno (Figura 8).
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‘, SOD
GSH
HZOZ
P
=3 x\\
GSSG GPX CAT

/ e
\
Figura 8. Efecto en la actividad enzimatica en chile chilaca en plantas inoculadas con P. capsici.
Superéxido Dismutasa (SOD), Catalasa (CAT), Peroxidasa (PER).
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DiscusioON

En este estudio, se observo la presencia hifas, micelio y arbusculos en areas
discontinuas del sistema radicular. Los arbusculos tienen un papel muy importante
al facilitar el intercambio de minerales inorganicos y compuestos de carbono y
fosforo dentro de las células, proporcionando nutrientes esenciales a la planta hos-
pedante (Prasad et al., 2017). La capacidad demostrada de las plantas micorrizadas
para mitigar enfermedades se atribuye a varios mecanismos como la mejora de la
nutricion vegetal, la competencia por sitios de penetracion, alteraciones en la mor-
fologia y estructura de las raices, modificaciones en la microbiota de la rizosfera,
liberacidén de compuestos antimicrobianos, e induccion de resistencia en las plantas
(Huang et al., 2003).

La simbiosis efectiva observada en nuestro estudio se refleja notablemente en
la mejora del desarrollo, como lo evidencian los parametros de crecimiento me-
didos: diametro del tallo, altura de la planta y nimero de hojas. Este hallazgo es
consistente con investigaciones previas que han documentado efectos positivos de
las micorrizas en el desarrollo de las plantas (Fauziyah et al., 2017; Malik et al.,
2022). Se ha sugerido que estas mejoras pueden atribuirse, en parte, al incremento
de la superficie de absorcion de nutrientes del suelo mediante las hifas del hongo,
que extienden su exploracion en el suelo y expresan proteinas de afinidad especifica
al fosforo. Ademas, los HMA mejoran la absorcidn y transporte de otros elementos
esenciales como N, K, Mg y Zn, asi como la tasa fotosintética y la eficiencia en el
uso del agua (Begum et al., 2019; Olalde-Portugal et al., 2020; Madrid-Delgado et
al.,2021).

Este estudio demostro el efecto benéfico de la aplicacion del consorcio de HMA
en el crecimiento de chile chilaca, hallazgo que coincide con investigaciones pre-
vias en agave inoculado con HMA (Carballar-Hernandez et al., 2018). Ademas, los
HMA en esta investigacion lograron reducir la severidad de la enfermedad causada
por P. capsici, siendo nuestros resultados similares a los reportados por Reyes-Tena
et al. (2017), quienes observaron que a mayor colonizaciéon micorrizica, menor
porcentaje de infeccion de P. capsici en raices de pimiento. Estos autores sugieren
un posible mecanismo de competencia por los sitios de penetracion en las raices
del pimiento.

El efecto protector de los HMA también ha sido demostrado en otros cultivos
como frijol y tomate, donde el HMA R. irregularis indujo proteccidon contra S.
sclerotiorum al reducir el tamafo de las lesiones (Mora-Romero et al., 2015). Ade-
mas, se han identificado otros mecanismos de proteccion de los HMA, incluyendo
el aumento de la resistencia de la planta frente a patdgenos mediante la induccion
a la expresion de los genes relacionados con la patogenia como cAPX, Osmotin,
B-1,3-glucanase, fenilalanina ammonia-lyasa y NPR 1 (Sarathambal et al., 2023).
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Ademas, los HMA estimulan la Resistencia Sistematica Inducida (ISR), acti-
vando asi los mecanismos de defensa de las plantas, promoviendo el establecimien-
to de microorganismos benéficos y modificando los niveles de exudacion de las
raices (Reyes-Tena et al. 2017).

Entre los compuestos de los exudados radiculares inducidos por los HMA se en-
cuentra la sintesis de la fitoalexina capsidiol en C. annuum, que retrasa los sintomas
de marchitez; y equilibra el estrés oxidativo (Reyes-Tena ef al. 2017). También se
han identificado acidos grasos como el acido tetradecanoico, acido n-hexadecanoi-
co, acido octadecanoico y nonacos-1-eno en raices de pimineta negra (Saratham-
bal et al. 2023), los cuales poseen propiedades antifingicas contra P. nicotianae
(Zhang et al., 2020).

En contraste, en raices infectadas por P. capsici, se han identificado otros com-
puestos en los exudados como hidrocarburos alcanos como (z)-3-tetradeceno, octil-
ciclohexano, 4-ciclohexilundecano y decilciclohexano (Sarathambal et al., 2023).
La presencia de estos hidrocarburos estimula el crecimiento micelial de este oomi-
ceto (Zhang et al., 2020). No obstante, la relacion entre los exudados radiculares y
la resistencia de las plantas sigue siendo compleja y aun incomprensible.

En relacion con el reciente término “Nanofitopatologia” acufiado por Avila-
Quezada y Rai (2023b), que se refiere al uso de nanomateriales para reducir o
erradicar patogenos de plantas, este estudio mostré reduccion en la severidad de
la enfermedad al emplear AgNPs en comparacioén con el tratamiento de control
positivo (planta+P. capsici). Hasta el quinto dia después de la inoculacion del pato-
geno, el tratamiento (planta+P. capsici+AgNPs) redujo en un 50% el desarrollo de
la enfermedad, sugiriendo que aplicaciones adicionales de AgNPs podrian retardar
aun mas los sintomas de marchitez en chile.

A los 9 dias, la planta alcanzo una severidad de marchitez superior al 90%,
mientras que el tratamiento con AgNPs logré detener al patdgeno manteniendo
el tallo aun verde en un 80%. Este tratamiento permitié prolongar la vida de las
plantas del chile. Ali et al. (2015), realizaron un estudio en plantas de tabaco para
demostrar el efecto de las AgNPs contra P. parasitica, observando un 96.3% y un
77.8% de sobrevivencia de las plantas tratadas con 100 y 10 pg ml™' de AgNPs,
respectivamente, comparado con el control, 5 dias después de la inoculacion. Otro
estudio demostr6 el efecto protector de las AgNPs en plantas de pimiento, encon-
trando una reduccion significativa de los sintomas de la enfermedad (53.3 y 95%)
en la infeccion por P. capsici en los tratamientos de 1 y 10ppm (Luan y Xo, 2018).

La actividad antifingica de las AgNPs ha sido reportada previamente, y su efec-
to de proteccion en las plantas contra patdogenos se atribuye a su impacto en la
membrana celular de los hongos (Abdel-Azi et al., 2018; Avila-Quezada et al.,
2022; Avila-Quezada et al., 2023). Sin embargo, la efectividad antifingica de las
AgNPs puede variar dependiendo de la forma, tamafio de la particula, concentra-
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cion utilizada y método de aplicacion en la planta (Le et al., 2019), por lo cual es
necesario considerar estas caracteristicas y explorarlas en futuros estudios.

Los resultados de esta investigacion muestran que tanto los tratamientos con
HMA como con AgNPs son prometedores. Aunque no se logro evitar el dafio cau-
sado por P. capsici en el chile chilaca, se consigui6 retrasar la aparicion de los
sintomas de la enfermedad. Para mejorar estos resultados, se sugiere en futuros
estudios aplicar tratamientos multiples a intervalos de tiempo para prolongar atn
mas la fase sintomatica de la marchitez en el chile.

La comprension de la actividad enzimadtica de la planta en respuesta al estrés
bidtico sigue siendo compleja; sin embargo, estudios previos ha demostrado que
los genes relacionados con la defensa de las plantas se sobreexpresan ante la pre-
sencia de P. capsici, lo cual conduce a la produccion de enzimas de defensa y exu-
dados en la raiz (Sarathambal et al., 2023).

Por un lado, la expresion de SOD ante P. capsici puede relacionarse con la in-
duccion de vias de transduccion de seniales (Karipgin ef al., 2018) para mitigar los
efectos del estrés oxidativo provocado por el patdogeno (Ingle ef al., 2017). Se sabe
que SOD forma parte de la primera linea de defensa contra las especies reactivas de
oxigeno (ROS), y su sobreexpresion ocurre en plantas que muestran cierta toleracia
al oomiceto (Mohammadbagheri et al., 2021). Por lo tanto, un aumento en la acti-
vidad enzimatica de SOD puede beneficiar a la planta al contrarrestar los efectos
nocivos de las ROS (Kapoor et al. 2019).

Nuestros resultados sobre la actividad de SOD son consistentes con los hallaz-
gos de Hashem et al. (2021) en tomate inoculado con HMA y Fusarium oxysporum,
donde las plantas infectadas mostraron un incremento en la actividad de SOD y
otras enzimas en comparacion con el tratamiento control y las plantas tratadas con
HMA. De manera similar, nuestro estudio revel6 una acumulacion significativa de
SOD en las plantas afectadas por P. capsici en comparacion con las plantas sanas.

En contraste, nuestros resultados muestran que las plantas inoculadas con P.
capsici presentaron una disminucion en la actividad enzimatica de CAT. Esta re-
duccién en plantas tratadas con microorganismos ha sido documentada previamen-
te (Duc et al., 2018), ya que CAT favorece la supervivencia del patogeno al inhibir
el estrés oxidativo producido por el hospedero (Sharma et al., 2019). Aunque el
equilibrio entre las actividades de SOD y CAT es crucial para mitigar los niveles
toxicos de las enzimas reactivas de oxigeno en la célula, una baja actividad de CAT
podria indicar que la planta induce otros mecanismos compensatorios que involu-
cran enzimas como ascorbato peroxidasa y glutation peroxidasa para reducir los
niveles de SOD (Banerjee y Roychoudhury, 2019).

Es conocido que la produccion de ROS en las plantas se induce en respuesta a
desequilibrios metabdlicos provocados por el estrés, incluido el primer contacto
con micorrizas, que es necesario para el establecimiento de la simbiosis micorrizica
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(Branco et al., 2022). Sin embargo, en este estudio, las plantas de chile chilaca ino-
culadas con HMA aunque sin infeccion por P. capsici mostraron una actividad en
PER, CAT y SOD similar a las plantas sanas, lo que sugiere que el estrés generado
por el contacto con las micorrizas ya habia sido regulado por la planta.

Respecto a la interaccion de las AgNPs a 50 ppm en las plantas de chile chilaca,
se observo que no inducen un desequilibrio en la actividad de las enzimas antioxi-
dantes analizadas. Por el contrario, se ha demostrado que las AgNPs poseen capa-
cidad antioxidante al dismutar el H,O, en agua y oxigeno (Bharathi et al., 2018).

Para comprender la respuesta de la planta, son necesarios estudios adicionales
que incluyan la medicion de la expresion genética y la actividad enzimatica en chile
chilaca en varios intervalos posteriores a la inoculacion de HMA y patogenos, pre-
feriblemente cada 24 horas durante un periodo de cinco dias o mas. Este enfoque
temporal permitird obtener una comprension detallada de las respuestas dindmicas
de la planta en su interaccion con HMA y patogenos.

CONCLUSIONES

La aplicacion de hongos micorrizicos arbusculares increment6 significativa-
mente el nimero de hojas, diametro de tallo y altura de las plantas de chile chilaca.
Ademas, estos microrganismos confirieron cierta proteccion contra P. capsici. Asi-
mismo, las AgNPs otorgaron proteccion contra P. capsici retrasando el avance de
la enfermedad.

La interaccion planta-patdogeno indujo una respuesta enzimatica antioxidante.
Esto se reflejo en el aumento de la actividad de SOD y PER, acompainada de una
inhibicion de la actividad enzimatica CAT y una acumulacion de H,O,. Estos me-
canismos enzimaticos se comportaron opuesto en comparacion con la aplicacion
de HMA y AgNPs. La combinacion de HMA y AgNP surgié como una estrategia
prometedora, proporcionando un mecanismo de defensa mejorado contra los pato-
genos de las plantas.
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