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Seleccidn de portainjertos de aguacate para tolerancia-resistencia a
Phytophthora cinnamomi Rands

Andrade Hoyos Petra, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2012
RESUMEN GENERAL

A nivel mundial, el intento por controlar la pudricion de la raiz causada por
Phytophthora cinnamomi ha tenido un éxito limitado. La identificacion de portainjertos
resistentes es una opcion para que prospere el cultivo de aguacate en condiciones de
presion de inéculo con P. cinnamomi. En plantas de aguacate raza Mexicana de 1 a 2
afios y en etapa de plantula, responden a la infeccion por el oomicete P. cinnamomi.
Esta respuesta se debe a la variacidn genética basada en la supervivencia, y a la
implicacién de la formacion de tilosas y depdsito de fenoles como mecanismos de
defensa histoldgica, asi como la capacidad totipotencial después de la inoculacion con
el oomicete. Con el objetivo de seleccionar portainjertos de aguacate tolerantes-
resistentes a P. cinnamomi en condiciones de temperaturas controladas se inocularon
genotipos de la raza Mexicana: Atlixco, Tepeyanco y Tepetl, y los portainjertos
comerciales Thomas y Duke-7 con 250 mL/planta de suspensién micelial de P.
cinnamomi (a temperaturas de 17 y 28 °C). El sustrato utilizado para la siembra
consistié de una mezcla de peat moss®, suelo agricola y agrolita® (2:2:1) previamente
esterilizado, durante el experimento la humedad en el suelo fue de 90%.
Posteriormente, se realiz6 un estudio de histopatologia seleccionando raices de
plantas con marchitez, muertas y asintomaticas para la realizacion de cortes
histopatolégicos. Atlixco y Tepeyanco se consideran genotipos con resistencia
promisoria por mostrar consistentemente mas de 90% de plantas asintomaticas en las
dos temperaturas, mientras que los portainjertos Thomas, Duke-7 y Tepetl
presentaron resistencia intermedia. En los resultados de histopatologia, el contenido

de micelio en el xilema de plantas muertas de Duke-7, Thomas y Tepetl mantenidas



previamente a 17 °C no mostro diferencias significativas; sin embargo, a 28 °C el
contenido de micelio en Duke-7 fue significativo. En plantas con marchitez, la
presencia de micelio en Tepetl fue abundante a 17 °C, por lo que se considera
susceptible al patégeno. Mientras que a 28 °C los genotipos Tepetl y Atlixco
mostraron bajo contenido micelial y por lo tanto se consideran tolerantes-resistentes.
En plantas con sintomas de marchitez y asintomaticas, la formacion de tilosas y la
asociacion de compuestos fendlicos contribuyeron a la defensa frente al oomicete.
Los genotipos Tepeyanco, Atlixco y Tepetl mostraron resistencia al activar
oportunamente sus mecanismos de defensa. En la prueba de resistencia en plantulas
se inocularon los genotipos de Atlixco, Tepeyanco, Tepetl, Toliman, segregante de
Colin V-33 y Thomas con un aislamiento virulento de P. cinnamomi. Al inocular los
genotipos de aguacate a edad temprana (5 cm de altura), es posible detectar
resistencia al oomicete en los genotipos de aguacate evaluados, la poblacion de
Atlixco es una fuente importante de resistencia al presentar mayor nimero de nuevos
brotes y plantulas asintoméaticas aun en etapas avanzadas de crecimiento (15 a 20 cm
de altura). Los genotipos Toliman, Tepetl y Thomas en etapa juvenil son considerados
susceptibles. Con los resultados obtenidos en la formacién de nuevos brotes después
de la inoculacion los genotipos Atlixco y Tepeyanco se consideran promisorios para
resistencia tanto a la marchitez del aguacatero como al cancro causado por P.

cinnamomi.

Palabras clave: P. cinnamomi, Persea americana Mill., pudricion de raiz, cancro,
mecanismos de defensa, tilosas, fenoles.



Avocado rootstock selection for tolerance-resistance
to Phytphtora cinnamomi (Rands)
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GENERAL SUMMARY

Worldwide, the attempt to control root rot caused by Phytophtora cinnamomi has had
limited success. Identifying resistant rootstock is an option for avocado crops to grow
prosperous under pressure conditions of P. cinnamomi inoculum. Mexican avocado
plants, 1 to 2 years of age, in the plantlet stage, respond to infection by P. cinnamomi
oomycete. This response is due to the genetic variation based on survival and to the
implication of the formation of tyloses and phenol deposits as histological defense
mechanisms, as well as the totipotential capacity after inoculation with the oomycete.
In order to select the avocado rootstock resistant-tolerant to P. cinnamomi, the
following Mexican genotypes: Atlixco, Tepeyanco, and Tepetl along with the
commercial rootstock Thomas and Duke-7 were inoculated with 250 Ml/plant with a
mycelial suspension of P. cinnamomi at (17 and 28 °C). The substrate used for
planting was a mixture of peat moss™, agricultural soil, and agrolite™ (2:2:1), all
previously sterilized. During the experiment, soil humidity was 90%. Later, a
histopathological study was done by selecting roots from wilting, dead, and
asymptomatic plants for histopathological cuts. Atlixco and Tepeyanco are genotypes
considered with promising resistance since they consistently showed more than 90%

asymptomatic plants at both temperatures. On the other hand, Thomas, Duke-7, and
%



Tepetl rootstock showed an intermediate resistance. In the histopathological results,
the mycelia content in the plant xylem of dead Duke-7, Thomas, and Tepetl plants,
previously kept at 17 °C showed no significant differences; however, at 28 °C, the
mycelia content in Duke-7 was significant. In wilting plants, the presence of mycelia in
Tepetl was abundant at 17 °C, and therefore it is considered susceptible to the
pathogen. At 28 °C, the Tepetl and Atlixco genotypes showed a low mycelia content,
and therefore are considered as resistant-tolerant. In wilting and asymptomatic plants,
tylose formation and the association of phenol compounds contributed to the defense
against the oomycete. The Tepeyanco, Atlixco, and Tepetl genotypes showed
resistance by opportunely activating their defense mechanisms. In the resistance test
with plantlets, the Atlixco, Tepeyanco, Tepetl, Toliman, Colin V-33 segregate and
Thomas genotypes were inoculated with a virulent isolation of P. cinnamomi. When
the avocado genotypes are inoculated at an early age (5 cm height), it is possible to
detect resistance to the oomycete in the evaluated avocado genotypes. The Atlixco
population is an important source of resistance given that it has the greatest number of
new asymptomatic shoots and plantlets, even in advanced growth stages (15 to 20 cm
height). The Toliman, Tepetl and Thomas genotypes at the juvenile stage are
considered as susceptible. With the results obtained on the formation of new shoots
after inoculation, the Atlixco and Tepeyanco genotypes are considered as promising
with regard to resistance both to wilting of the orchard and the chancre caused by P.

cinnamomi.

Keywords: P. cinnamomi, Persea americana Mill, root rot, canker, defense
mechanisms, tyloses, phenols.
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INTRODUCCION GENERAL

México ocupa el primer lugar en produccién y exportacion de aguacate a nivel
mundial. En el 2010, se obtuvo una produccién de 1 107, 140 toneladas seguido por
Chile, Republica Dominicana, Indonesia, Colombia y Pera (FAOSTAT 2012). Entre los
problemas que afectan la produccién de aguacate destacan la pudricién de raices y el

cancro del tronco causado por Phytophthora cinnamomi Rands.

P. cinnamomi es un patégeno que infecta la raiz, que puede atacar a mas de
1000 especies de plantas causando la enfermedad de marchitez. Este oomicete,
presente en el suelo, es el mas estudiado en California, Hawalii, regiones tropicales de
América, Islas Canarias Espafia, Sudafrica, Australia y Nueva Zelanda, que se
caracteriza por causar la muerte subita de los arboles de castafio, abeto, roble,
aguacate, encino, pifia y plantas de ecosistemas naturales (Zentmyer et al. 1961,
Kliejunas et al. 1976, Zentmyer 1985, Brasier et al. 1993, Hernandez 1999, Alvarado

et al. 2008 y Pegg et al. 2008).

En México, la tristeza del aguacatero causada por P. cinnamomi es
considerada una de las enfermedades mas importante y devastadora. Este patégeno
presente en el suelo provoco la desaparicion de regiones aguacateras como la de
Querétaro (Téliz et al. 1989). Para 1994, la tristeza del aguacatero ya habia causado

la declinacién de 100 mil arboles en Michoacan (Vidales et al. 1994). Actualmente,
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este oomicete se encuentra en toda la franja aguacatera de Michoacan, Puebla,

Morelos, Nayarit y Veracruz (Téliz et al. 2007).

Este oomicete causa diferentes tipos de lesiones y puede también atacar
diferentes partes en algunos hospedantes. En aguacate, este patdgeno invade el
tronco, causando el cancer o cancro del tronco, como el que ocasionalmente se
desarrolla en California. Sin embargo, se ha encontrado que algunos patrones con
resistencia a la pudricion de la raiz causada por P. cinnamomi son susceptibles al
cancro del tronco causada por P. citricola. Por otra parte, en México, segun Ceja et al.
(2000) el cancro del tronco lo atribuyen a P. heveae, P. cinnamomi y P. parasitica.
Hasta la fecha, segun lo reportado por Pegg et al. (2008), s6lo han encontrado a P.
cinnamomi como responsable del cancro en Nueva Zelanda y Australia, pero
Zentmyer (1980) menciona que el cancro del aguacate es causado por P. cinnamomi

Rands y es mas comun en los trépicos de América.

Uno de los enfogues mas significativos y potencialmente eficaces para el
control de los patégenos del suelo es el uso de la resistencia genética. Esto es
especialmente cierto, sobre todo en la busqueda de resistencia para la obtencion de
portainjertos de aguacate (Zentmyer 1980). La utilizacion y el origen de portainjertos
de aguacate no tuvieron mayor importancia, ya que los viveristas buscaban cualquier
tipo de semilla disponible. En Michoacéan, los portainjertos se encuentran disponibles
a partir de semilla de arboles fuertes y sanos. A inicios de 1940, en California, EEUU.,

se descubri6 que P. cinnamomi causaba pudricion de las raices del aguacate,
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estimulando asi la busqueda de portainjertos tolerantes al patbgeno (Zentmyer 1961 y
Pegg et al. 2008). En 1952, Zentmyer, visito diferentes areas en México y el Caribe en
busqueda de patrones de aguacate resistentes a la pudricién de raices originada por
P. cinnamomi. El Dr. J. Galindo, fitopatdlogo del Colegio de Postgraduados de
México, colabord especialmente en la colecta realizada en Atlixco, Puebla. Los
materiales colectados se sembraron en campos experimentales de California EEUU.,
y estas colecciones de semillas y esquejes presentaron cierto nivel de tolerancia
encontrandose arboles con caracteristicas similares al portainjerto Duke, un genotipo
llevado como semilla a California. Desde 1977, Duke-7 se propaga vegetativamente
para mantener su nivel de resistencia en regiones aguacateras de California.
Originalmente, este portainjerto fue seleccionado en condiciones ambientales de
California (Zentmyer 1961 y Kremer et al. 2007). Actualmente, este portainjerto es
distribuido comercialmente en regiones aguacateras del continente Europeo pero ha
declinado en su resistencia al oomicete debido a su inadaptabilidad en la interaccion

genotipo-ambiente y a la presién de inoculo de P. cinnamomi (Kremer et al. 2007).

Por tal motivo, en los ultimos afios se han realizado investigaciones en la
identificacion y desarrollo de nuevos patrones resistentes particularmente en
California, Sudafrica, Israel y las Islas Canarias. En los 80s inici0 el programa de
manejo integrado del aguacate dirigido por el Colegio de Postgraduados, Méx.,
desafortunadamente este programa finaliz6 en 1997. Posteriormente, el Dr. Samuel
Salazar (investigador del INIFAP) continué evaluando los genotipos de aguacate para

tolerancia a estrés biotico y abiotico (Bellon et al. 2009).
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La eleccién de un portainjerto resistente a la pudricion de raiz causada por P.
cinnamomi se ha realizado sin alcanzar pleno éxito, por lo que debe ser una prioridad
para el manejo integrado de éste patdgeno. Pero las actividades que se realizan para
el control de la enfermedad indican que México no esté suficientemente preparado en
esta linea de investigacion para hacer frente a la tristeza del aguacatero. En ultimas
fechas, las investigaciones se han enfocado en la busqueda de resistencia genética,
aun cuando la mayoria se enfocan al mejoramiento de la productividad y
caracteristicas agronémicas para cubrir la demanda que exige el mercado. Sin
embargo, desde el punto de vista de portainjertos tolerantes-resistentes a P.
cinnamomi existe preocupacion por la falta de resultados contundentes que hagan

frente a la enfermedad de la pudricion de la raiz del aguacate.

La mayoria de los arboles de aguacate en México estan injertados sobre
portainjertos de semilla procedente de arboles de polinizacién libre cubriendo una
superficie aproximada de 123 000 403 ha en donde los viveristas colectan y siembran
las semillas para portainjertos. Actualmente, en las plantaciones sélo se utiliza la raza
Mexicana, debido a que los hibridos considerados como resistentes a P. cinnamomi
no se adaptan a las condiciones edéficas y climaticas de la franja aguacatera de
México (Newett et al. 2002, Salazar et al. 2004 y Bellon et al. 2009) lo que sugiere una
variacion genética significativa en los huertos. A partir de esta variabilidad genética se
puede encontrar resistencia al oomicete para sustituir el portainjertos de semilla a

portainjertos clonados y superar el problema de la variabilidad genética.
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Asi, la presente investigacion se encaminé a la seleccién de portainjertos de
aguacate de raza Mexicana procedentes de semillas para tolerancia-resistencia a P.
cinnamomi. Para la identificacion de portainjertos promisorios se evaluaron dos
métodos de seleccion en plantas de 1 a 2 afios de edad, seleccionados en
condiciones de presion de inéculo y usando temperaturas controladas. Otro método
de seleccion para resistencia a P. cinnamomi se realiz6 en plantulas de aguacate de 5

cmy 15 a 20 cm de altura inoculadas bajo presion de indculo.

Es importante sefialar que ante el ataque de este patdgeno se muestran
mecanismos de respuesta que desarrolla la planta para resistir a la invasion
sistémica. El estudio de la resistencia en plantas a enfermedades con origen en el
suelo, frecuentemente se evalGa a nivel macroscopico, seleccionando plantas con
apariencia sana 0 sobrevivientes a la presion de indéculo sin considerar los

mecanismos de resistencia histologica ante un patégeno.

En el caso de las enfermedades vasculares, las plantas reaccionan en
presencia de los patdgenos produciendo estructuras y sustancias quimicas que
interfieren en el desarrollo del mismo. Los factores de resistencia estructural son
inducidos para formar barreras y limitar al patdbgeno en una regién del xilema por
medio de estructuras conocidas como tilosas, las cuales tienen la finalidad de evitar el
crecimiento del patdgeno dentro del tejido de la raiz. De igual manera, dentro de estos
mecanismos de defensa, se producen compuestos fendlicos alrededor de las células

los cuales actuan de forma pasiva reforzando la pared celular e inhibiendo el
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crecimiento de hifas (Nyerges et al. 1975, Scalbert 1991, Schlosser 1994 vy
Vleeshouwers et al. 2000). En este estudio, la seleccion de portainjertos tolerantes-
resistentes a la pudricion de raiz y la relacion con el estudio de mecanismos de
defensa histolégica a P. cinnamomi se han considerado como una prioridad en la

seleccion de portainjertos tolerantes-resistentes a la marchitez del aguacate.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Seleccionar portainjertos de aguacate procedentes de semillas raza Mexicana para
tolerancia-resistencia a P. cinnamomi en condiciones de presion de inéculo y

temperaturas controladas.

Objetivos especificos

1. Evaluar el crecimiento micelial radial de P. cinnamomi in vitro en 3 temperaturas
para determinar el mejor crecimiento del patdégeno y asegurar la infeccion de

raices.

2. ldentificar la presencia de micelio de P. cinnamomi en el xilema de la raiz y la
importancia de la implicacién de tilosas y depdésito de fenoles como mecanismos de

defensa histolégica en portainjertos de aguacate.

3. Seleccionar para resistencia en plantulas inoculadas de 5 cm y 15 a 20 cm de

altura, con el propdsito de observar los mecanismos de defensa en plantula en la

obtencion de portainjertos resistentes a P. cinnamomi.
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REVISION DE LITERATURA

Centro de origen del aguacate

El centro de origen del aguacate es América. Su nombre etimolégico deriva del
nahuatl Ahuaca Cuahuitl: ahuacatl (testiculo) y cuahuitl (arbol) “arbol de testiculos”. El
subgénero Persea predomina desde la parte central de México, Guatemala y hasta
Centroamérica. Estudios arqueoldgicos indican haber encontrado fosiles de semilla en
el Valle de Tehuacan en la cueva de Coxcatlan, Pue., en donde el aguacate era
consumido por los nativos desde 10 000 a. C. Su cultivo se inicié posiblemente hace 6

000 afios (Storey et al. 1986, Schieber et al. 1992, Smith 1996 y Sanchez 1999).

México es considerado como el pais con mayor diversidad de aguacate en
donde existen 20 diferentes especies emparentadas con el aguacate, Persea
americana. De acuerdo con Barrientos et al. (2000), mencionan que se reconocen tres
razas: la Mexicana, la Antillana y la Guatemalteca. Bergh y Ellstrand, (1986 y 1992)
clasificaron las variedades botanicas, quedando la raza Mexicana como Persea
americana var. drymifolia, la raza Antillana como P. americana var. americana y la

raza Guatemalteca como P. americana var. guatemalensis.

En el Cdédice Florentino escrito por Sahagun (1549), citado por Garibay en
1979, se mencionan tres tipos de aguacate aoacatl, tlacacolaoacatl y quiloaoacatl, los

que de acuerdo con sus descripciones posiblemente representaban las tres razas
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mencionadas anteriormente, cada una con caracteristicas morfolégicas vy fisiolégicas

diferentes (Barrientos et al. 2000).

La domesticacion de la raza Mexicana y Guatemalteca ocurrio en las regiones
altas de México y Guatemala. La raza Antillana se originé en la Costa del Pacifico
Centroamericano, desde Guatemala hasta Costa Rica (Storey et al. 1986, Bergh et al.

1986 y Bergh 1992).

Importancia econdémica del aguacate

Entre los frutales de importancia econdmica en Meéxico, el aguacate (Persea
americana) ocupa el primer lugar de produccion y exportacion a nivel mundial con una
superficie sembrada de 123 000 403 ha en 28 estados del pais, siendo el principal
exportador de aguacate en el mundo al aportar 35.9% del volumen mundial. En la
actualidad Estados Unidos es el principal consumidor de aguacate mexicano, en
donde aproximadamente 75% de las importaciones de este fruto provienen de
México. Las exportaciones totales del pais son de aproximadamente del 60%, México
es altamente competitivo en las exportaciones y esta tendencia parece sostenerse en

los préximos afios (FAOSTAT 2012).

La apertura del mercado estadounidense al aguacate mexicano ha permitido
incrementar las exportaciones con los beneficios econdmicos que trae respecto al

fortalecimiento de la generacion de empleos, asi como la baja proporcion de
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produccion destinada a exportacién indica que existe potencial para incursionar en
diferentes mercados. Ademéas de fortalecer la presencia en el mercado
estadounidense, es importante fortalecer la presencia en los mercados europeos, lo
cual permitiria diversificar el riesgo econdmico que surge de concentrar la produccion

en un s6lo mercado (Torres 2009).

Importancia econdmica de P. cinnamomi

La incidencia de la marchitez del aguacate causada por Phytophthora cinnamomi se
describié por primera vez en 1927, en Puerto Rico. Actualmente, este pseudohongo
se puede encontrar como agente causal de la pudricion de las raices del aguacate en
casi todas las areas aguacateras del mundo incluyendo Australia, Nueva Zelanda,
Africa, Israel, Espafia, Marruecos, Estados Unidos, México, asi como, varios paises
de América y el Caribe donde se cultiva este frutal (Zentmyer 1980, Zentmyer 1985,

Erwin et al. 1996 y Pegg et al. 2008).

En México, la tristeza del aguacatero ha afectado seriamente huertos de
aguacate, como los que se encuentran en Querétaro, Comonfort, Gto. Atlixco, Pue. y
Uruapan, Mich. En Michoacan, la incidencia de P. cinnamomi resulté en 5500 arboles
muertos. En 1994, la tristeza del aguacatero causo declinacién en 100 mil arboles de
aguacate en Uruapan, Mich., repercutiendo en la baja productividad del aguacate
Hass y causando pérdidas econdmicas para los productores por mas de 32 millones

de pesos (Vidales et al. 1994 y Newett et al. 2002).
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Caracteristicas morfologicas de P. cinnamomi

P. cinnamomi se clasifica en la seccion VI de Waterhouse (1963) en la clave para las
especies de Phytophthora De Bary. Esto es segun la descripcion original del
pseudohongo, publicado por Rands en 1922. Més tarde, Ribeiro (1978), establecio
claves para la facil identificacion de Phytophthora cinnamomi (Birch et al. Whisson

2001 y Hardham 2005).

Reino: Chromista
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
Género: Phytophthora
Especie: cinnamomi

El estado sexual de P. cinnamomi se forma cuando los tipos de compatibilidad
Aly A2 se aparean. Estos se producen en medio agar-jugoV8® pero no en agar-lima.
Los oogonios miden en promedio cerca de 40 um de didmetro, con anteridios
anfigenos (18 um de ancho a 20 um de largo), algunos anteridios pueden ser

bicelulares, y muchas de las oosporas son pleréticas de 35 um.

El retrocruzamiento de los dos tipos de compatibilidad produce micelio que se
caracteriza por tener abundantes hinchamientos hifales o vesiculas hinchadas. La
temperatura maxima de crecimiento colonial es cerca de 33°C (Erwin et al. 1996 y
Gallegly et al. 2008). Los esporangios no son papilados y no son caducos con formas

comunmente elipsoides a ovoides. Los esporangios ovoides miden cerca de 60 x 34
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pm y los elipticos miden cerca de 85X35 um, que se forman en extractos de suelo no
esterilizado. Los dos caracteres de diagnostico de los estados asexuales son la
abundancia de hifas coraloides y los agrupamientos en forma de racimos de

clamidosporas.

Las clamidosporas son las estructuras reproductivas asexuales de P.
cinnamomi, que se pueden distinguir de hinchamientos hifales por presentar
estructuras esféricas con paredes delgadas o gruesas. Estas son estructuras latentes

gue aseguran la sobrevivencia de este oomicete.

Ciclo biologico de P. cinnamomi

La pudricion de raices por Phytophthora cinnamomi es una enfermedad importante
porque sobrevive por varios afios en raices y suelo en forma de clamidosporas, aun
en ausencia de plantas hospedantes. La autoinfeccion de las raices es un sistema
dindmico cuando la temperatura en el suelo se incrementa de 24 a 28 °C y existe
humedad excesiva por efectos de riegos pesados, lluvia abundante, inundacién o
cuando hay mal drenaje. Las clamidosporas germinan y dan origen a hifas del hongo
gue se conoce como micelio, reiniciando el ciclo de infeccion. ElI micelio origina
clamidosporas y otras estructuras especializadas (esporangios) que contienen

zoosporas (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de infeccion de Phytophthora cinnamomi en raices de aguacate.
Tomado de Andrade et al. (2012).

Las zoosporas son las estructuras que constituyen el inéculo primario y
secundario del hongo, causando nuevas infecciones de las raices. Estas zoosporas
tienen movimiento propio y se desplazan con agilidad sobre la superficie del agua,
pueden nadar cortas distancias en el suelo con alta humedad, se pueden transportar
a grandes distancias en el agua de riego o por las lluvias. Ademas, esta forma de
dispersion le permite llegar a las raices jovenes enquistdndose (Figura 2) en minutos
y horas. El avance de la infeccion pudre gran volumen de raices y las plantas
desarrollan los sintomas de la enfermedad conocida en México como la tristeza del
aguacatero que cuando logra infectar la base del tronco el arbol de aguacate

desarrolla la enfermedad del cancro (Zentmyer 1980, Coffey 1991 y Téliz et al. 2007).
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Figura 2. Microfotografia (40X) tubo germinativo de
una zoospora enquistada de P. cinnamomi
penetrando en una célula de raiz en aguacate, g)
tubo germinativo y h) célula del hospedante.

Sintomatologia

P. cinnamomi causa varios tipos de lesiones en diferentes hospedantes y también
puede llegar a invadir mas de una parte del mismo hospedante. En aguacate, primero
invade las raices absorbentes (1 a 3 mm de didmetro), provocando pudricion de color
marrén a negro, con poca progresion en raices mas desarrolladas. Por lo que el
primer sindrome en arboles infectados es un marchitamiento de la planta por
pudricién de las raices conocida como la tristeza del aguacatero (Zentmyer 1985),
debido a que disminuye la absorcion de agua y nutrientes, induciendo también
clorosis general, que finalmente causa la defoliacion. Estos sintomas se presentan en
cualquier etapa biol6gica de la planta. Al perder la vigorosidad el arbol infectado
produce gran cantidad de frutos pequeiios que son generalmente abortados antes de

su madurez y finalmente el arbol muere (Zentmyer 1985 y Téliz et al. 2007).
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Figura 3. Sintomatologia por P. cinnamomi A) pudricién de raices, B) cancro del tallo
en plantula, C) exudaciones acuosas y D) cancro del tronco de aguacate.

Este patdgeno también invade la base del tronco y se desarrollan sintomas de
cancro del tronco que llega a alcanzar de uno a dos metros de altura y que se
caracteriza por presentar coloraciones de café claro a oscuras debajo de la corteza y
exudaciones acuosas acompafiadas en algunas ocasiones de gomosis (Figura 3 A, B,
C y D) y polvo blanco en la superficie del tronco. En plantulas de aguacate, P.
cinnamomi produce necrosis y constriccion del tallo (Zentmyer 1980, Ceja et al. 2000).
En 1959, se observaron por primera vez en California, sintomas de cancro en arboles
de macadamia y aguacate. En 1960 se comprob6 que el agente causal del cancro en
estos arboles era ocasionado por P. cinnamomi (Zentmyer et al. 1961 y Zentmyer
1980). Huguenin et al. (1975) reportaron grandes pérdidas a causa del cancro del
tronco en Camerun. En Michoacan, Méx. Ceja et al. (2000) reportaron la incidencia de
cancro en aguacate de 1 a 90%. Cuando P. cinnamomi infecta la base del tronco
generalmente los sintomas alcanzan hasta un metro de altura y finalmente el arbol

muere (Vidales 1994).
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Mecanismos de defensa de la planta al ataque del patégeno

Para contrarrestar el ataque de organismos patogeénicos, las plantas cuentan con una
amplia gama de respuestas de defensa. Las plantas estan expuestas a un gran
namero de microrganismos patogénicos que pueden causar enfermedades e incluso
la muerte del hospedante. En respuesta a la induccion del desarrollo de la
enfermedad, la planta activa sus mecanismos de defensa contra el ataque del

patogeno (Niks et al. 2004 y Glazebrook 2005).

Los mecanismos de defensa en las plantas pueden dividirse en dos grupos:
defensa pasiva que son preformados o constitutivas, y la defensa activa que son
inducidas. Estos dos grupos se subdividen en defensas fisicas o estructurales y

defensas quimicas preformadas (Tierens et al. 2001 y Madriz 2002).

Las plantas pueden poseer mecanismos de defensas pasivas que se
encuentran presentes en la planta independientemente si es atacada o no por un
patégeno. Como mecanismo de defensa pasiva se incluyen las barreras estructurales
gue poseen las plantas, y que constituyen un obstaculo al ingreso del patégeno. Las
plantas pueden presentar una defensa pasiva o preformada si esta determinada por
propiedades ya existentes antes del intento de infeccion del patégeno (Tierens et al.

2001, Madriz 2002 y Vivanco et al. 2005).

Algunas de las estructuras de defensa pasivas preformadas incluyen a los

tejidos que impiden el avance del patégeno, limitando su invasion ya sea formando
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capas de corcho, geles, tilosas (Figura 4) o células lignificadas que limitan el punto de
infeccion. El éxito de este mecanismo dependera de la velocidad de formacion

(Ouellette et al. 1992).

Figura 4. Formacién de tilosas como mecanismos de
defensa a P. cinnamomi en portainjerto de aguacate.

Estas estructuras, llamadas tilosas, se producen en respuesta a la infeccién en
tejidos vasculares donde ocurre un sobre crecimiento de los cloroplastos de las
células parenquimatosas adyacentes que en la mayoria de las plantas se prolongan
dentro de los vasos del xilema, evitando el avance del patégeno (Cruz et al. 2006,

Ouellette et al. 1992 y Agrios 2010).

Dentro de estos mecanismos de defensa también se encuentran a las barreras
bioquimicas preformadas, los compuestos fendlicos, se producen alrededor de las
células, estos compuestos preformados actian de forma pasiva intracelular o
extracelularmente reforzando la pared celular e inhibiendo el crecimiento de hifas de
hongos invasores (Figura 5). Estos compuestos son conocidos como fitoalexinas

(Nyerges et al. 1975, Scalbert 1991, Schlosser 1994 y Vleeshouwers et al. 2000).
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Figura 5. Cortes longitudinales de raiz de plantas de
aguacate previamente inoculadas con P. cinnamomi con
acumulacion de polifenoles (en color rojo).

En vid, estas fitoalexinas son compuestos fendlicos que incluyen a taninos,
acidos fendlicos, flavonoides y estilbenos, actian como resistencia pasiva. Muchos
compuestos fendlicos inhiben el desarrollo de las hifas de los hongos (Nyerges 1975y

Schlosser 1994).

Tolerancia o resistencia?
A menudo hay confusion acerca de los términos de la tolerancia y la resistencia con
respecto a enfermedades de las plantas. Sin embargo, algunos autores prefieren

utilizar el término de resistencia en lugar de tolerancia.

La tolerancia se refiere a la capacidad del arbol para seguir creciendo y
producir a pesar de un cierto nivel de infeccién por el patdgeno. En otras palabras, el

patégeno puede continuar desarrollandose y el hospedante no restringe las
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consecuencias dafinas de la infeccion y el arbol se mantiene productivo. La tolerancia
reduce la cantidad de dafo, asi que la presencia de un patdgeno sobre una planta

tolerante conlleva a menos dafio (Niks et al. 2004 y Pegg et al. 2008).

La resistencia es la capacidad de la planta para reducir el crecimiento y/o
desarrollo del parésito después de que éste ha iniciado o establecido el contacto
intimo (Niks et al. 2004, Agrios 2010). Pegg et al. (2008) aluden que la resistencia se
produce a través del mecanismo de defensa activa del arbol, lo que restringe al
patdgeno por la inhibiciéon de la infeccion, colonizacion o capacidad de reproduccion
(por ejemplo, la produccion de clamidosporas o crecimiento de micelio). Arboles o
plantas resistentes a la infeccion reducen la invasion del patégeno, por tanto, la

infeccién es menos severa.

Portainjertos de aguacate resistentes a P. cinnamomi

Menge (1994) sugiere que a largo plazo el uso de portainjertos resistentes tiene
posibilidad de éxito en el control de la tristeza del aguacate. Existen programas de
seleccion en todo el mundo identificando patrones con un alto grado de tolerancia a P.
cinnamomi. Pero para poder utilizar estos portainjertos resistentes, deben ser
propagados clonalmente a fin de que todos tengan la misma identidad genética, que

se traduce en resistencia a P. cinnamomi.
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Durante la década de 1940, en California, EEUU., se descubri6 que P.
cinnamomi causaba pudricion de las raices del aguacate, propiciando la busqueda de
portainjertos tolerantes al patégeno. Por tal motivo, el Dr. George Zentmyer de la
Universidad de California en Riverside comenzd a seleccionar portainjertos y a
realizar pruebas de resistencia a pudricién de la raiz en el afio de 1952. Gracias a la
colaboracion del Dr. Jorge Galindo del Colegio de Postgraduados, México, se hicieron
colecciones de aguacate cerca de Atlixco, Pue. Estas colecciones de semillas y
esquejes presentaban cierto nivel de tolerancia y se encontraban en arboles con
caracteristicas similares al genotipo Duke (Zentmyer 1961). Esto incluyé material de
las tierras nativas de aguacate en América Central donde supuestamente P.
cinnamomi no se encontraba presente. Zentmyer encontro la presencia de resistencia
de leve a moderada en el cultivar mexicano Duke, que fue introducido como semilla a
California, EEUU., en 1912. Las plantas de semillero, tales como Duke-7, se han
propagado por estacas para preservar su nivel de resistencia a Phytophthora. Los
portainjertos clonales se han probado en California, EEUU., desde 1977 (Pegg et al.
2008). La Universidad de California en los Angeles y Riverside culminaron varios
trabajos relacionados con la compatibilidad vegetativa con el aguacate y la resistencia
a P. cinnamomi, Asi como, el reportar la tolerancia del portainjerto Duke-7. Existen
varios portainjertos promisorios tolerantes al oomicete entre los que se encuentran
Thomas, P1, Toro Canyon, D9, Barr Duke, G61, P, P3, P6, G 1008, Duke S, Duke
Grace, G22 y Parida. Después de la jubilacion del Dr. Zentmyer, se liberd el

portainjerto G55, mas tarde nombrado Martin Grande (Téliz et al. 2007).
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En 1975, Duke-7 se convirti6 en el primer portainjerto de éxito comercial
tolerante a Phytophthora. Desde entonces, por seleccién y mejora se ha obtenido un
gran numero de variedades nuevas y prometedoras. Muchas de estas variedades han
sido seleccionadas en el campo por 10 a 20 afos. El propédsito de este estudio fue
investigar plantaciones existentes con genotipos tolerantes a Phytophthora, con
patrones de crecimiento adecuado en suelo infestado con Phytophthora y evaluar su
comportamiento agronémico. Ademds, se hizo un intento de correlacionar el
rendimiento de portainjertos seleccionados con tolerancia a Phytophthora con

diversos factores del suelo (Zentmyer 1978, Menge et al. 1992 y Menge 1999).

En los ultimos afios ha habido una considerable investigacion en el desarrollo
de patrones resistentes particularmente en California, EEUU, y el programa de la
Union Europea en las Islas Canarias, Israel y Sudafrica. Estos programas contindan
en la identificacién periddica de nuevos patrones con mayor resistencia. Actualmente,
en México existe preocupacion y se enfatiza en la blsqueda de resistencia de
portainjertos de aguacate contra P. cinnamomi. En México en la década de los 80’s el
Colegio de Postgraduados inicié en Atlixco, Puebla, un programa de evaluaciéon y
seleccion de portainjertos tolerantes a P. cinnamomi con resultados prometedores.
Sin embargo, en 1997 finalizd este programa. Afortunadamente, se logré rescatar
germoplasma (Salazar-Garcia et al. 2004, Barrientos 2010 y Garcia 2010). Ademas
del Colegio de postgraduados otras instituciones interesadas realizan investigaciones,

a factores bibticos y abidticos en aguacate, como el Instituto Nacional de
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Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y la Fundacién Salvador
Sanchez Colin-CICTAMEX, en colaboracion con la Universidad Autbnoma Chapingo
han hecho aportaciones en esta linea de investigacion. Actualmente en Nayarit, el Dr.
Samuel Salazar Garcia, investigador del INIFAP, evalia en etapa productiva el
cultivar Hass injertado con portainjertos de aguacate tolerantes a la sequia, salinidad
y a la pudricién de raices causada por P. cinnamomi ('Dr. Lépez-Jiménez 2012). Sin
embargo, a la fecha no existen portainjertos mexicanos liberados como cultivares
resistentes que demandan las regiones de la franja aguacatera de Michoacan donde
la enfermedad de la pudricidn de raices es devastadora (Bellon et al. 2009). También
es preocupante el cancro del tronco de arboles del aguacate para lo cual se debe
buscar simultdneamente resistencia a esta enfermedad atribuida a P. cinnamomi

(Ceja et al. 2000).

TComunicacion personal: Dr. Lépez-Jiménez A. 2012. Investigador del Colegio de Postgraduados,
Postgrado de Recursos Genéticos y Productividad-Fruticultura.
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CAPITULO I. Seleccion de portainjertos de aguacate para tolerancia-resistencia

a P. cinnamomi Rands. usando temperaturas controladas

1.1. RESUMEN

La pudriciéon de la raiz de aguacate causada por Phytophthora cinnamomi Rands. es,
a nivel mundial, el principal problema de la produccion de éste frutal. El presente
estudio tuvo como propdsito evaluar el crecimiento radial in vitro de P. cinnamomi en
diferentes condiciones de temperatura (17, 28 y 34 °C), asi como, determinar las
temperaturas 6ptimas del crecimiento del patégeno para asegurar la infeccion de las
raices. Finalmente, seleccionar portainjertos de aguacate de la raza Mexicana con
tolerancia-resistencia a P. cinnamomi en determinadas condiciones de temperaturas y
bajo presion de indculo. Esta seleccidn se realiz6 inoculando grupos de plantas de la
raza Mexicana denominadas Atlixco, Tepeyanco y Tepetl, y los porta-injertos
comerciales Thomas y Duke-7 con 250 mL/planta de suspension micelial de P.
cinnamomi a temperaturas de 17 y 28 °C. La seleccion de portainjertos tolerantes-
resistentes con temperatura controlada y presion de inéculo, provocé infeccion. Atlixco
y Tepeyanco mostraron una resistencia consistente, al presentar sélo 10% de plantas
con sintomas de marchitez. Estos resultados prueban que Atlixco y Tepeyanco
pueden ser considerados porta-injertos promisorios resistentes a P. cinnamomi,
debido a que la mayoria de las plantas sobrevivieron, con mas de 90% de plantas
asintomaticas para ambas temperaturas. Los portainjertos Thomas, Duke-7 y Tepetl
presentaron una resistencia intermedia.

Palabras clave: oomicete, pudricién de raiz, tristeza del aguacatero, P. americana Mill.
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CHAPTER I. Selecting avocado rootstocks for tolerance-resistance

P. cinnamomi using controlled temperatures

1.2. ABSTRACT

The avocado root rot caused by Phytophthora cinnamomi Rands. is globally the main
problem limiting the production of this crop. The present study was aimed to evaluate
the radial mycelial growth of this pathogen in vitro under controlled temperatures (17,
28 and 34 °C), as well as to determine the optimal temperatures for growth of the
pathogen. Finally, select avocado rootstocks of the Mexican race with tolerance-
resistance to P. cinnamomi under certain conditions of temperature and inoculum
pressure. Selection for resistance was done by inoculating groups of plants of the
Mexican race Atlixco, Tepeyanco and Tepetl, and rootstocks Thomas and Duke-7 with
a mycelial suspension of 250 mL/plant of P. cinnamomi at temperatures of 17 to 28
°C. The selection of rootstocks tolerant-resistant with controlled temperature showed a
positive interaction. Atlixco and Tepeyanco consistently, showed a high level of
tolerance-resistance with only 10% of plants developing wilt symptoms. These results
prove that Atlixco and Tepeyanco can be considered promissing rootstocks resistant
to P. cinnamomi, as most of the plants survived and showed over 90% of
symptomless plants at both temperatures. The rootstock Thomas, Duke-7 and Tepetl

showed intermediate resistance.

Key words: oomycete, root rot, wilt of avocado, P. americana Mill.
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1.3. INTRODUCCION

La pudricion de la raiz del aguacate causada por el oomicete Phytophthora cinnamomi
Rands es una enfermedad con una distribucién cosmopolita que afecta a més de 900
especies hospedantes. Esta enfermedad causa pérdidas econémicas al reducir la
produccién de aguacate en los paises donde se cultiva (Zentmyer 1980, Erwin y
Ribeiro 1996). México es el principal productor y exportador mundial de aguacate, sin
embargo, P. cinnamomi es un problema que limita su produccién. En 1994, la tristeza
(marchitez) del aguacate caus6 pérdidas en 100 000 arboles de aguacate en el
estado de Michoacan (Vidales y Alcantar 1999). Este oomicete, presente en el suelo,
ha sido, sigue siendo el mas estudiado en zonas tan dispersas como California,
Hawaii, México, Espafia, Sudafrica, Australia y Nueva Zelanda, ya que puede causar
la muerte en arboles de numerosas especies, tales como, aguacate (Persea
americana Mill.), macadamia (Macadamia integrifolia Maiden & Betche), diferentes
especies de roble (Quercus spp.) y castafio (Castanea sativa Mill.), entre otros. Los
sintomas iniciales de la infecciébn son clorosis y marchitez debido a la pudricién de
raices absorbentes, lo que suele ocasionar una muerte progresiva del arbol (Zentmyer

et al. 1961, Zentmyer 1985, Hernandez et al. 1999 y Pegg et al. 2008).

En 1950, la Universidad de Riverside, en California, inici6 un programa de
seleccién de portainjertos resistentes a la pudricion de la raiz causada por P.
cinnamomi. En este programa, se obtuvieron portainjertos con una moderada
resistencia a dicho patégeno: Duke-6, Duke-7, G6, D9, Toro Canyon, Martin Grande
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(G755), todos ellos hibridos de aguacates criollos (Coffey 1987 y Zentmyer 1992).
Aungue muchos de los cultivares seleccionados en dicho programa mostraron niveles
adecuados de resistencia como portainjertos a la enfermedad, estos porta-injertos,
generalmente, no se adaptan a las condiciones climaticas y edéficas de zonas
productoras como la de Michoacan (Newett et al. 2002). Por este motivo, en México,
el porta-injerto mas utilizado, debido a su base genética es el aguacate criollo Persea
americana var. drymifolia raza Mexicana. A la fecha, es la mejor opcion debido a que
presenta un nivel adecuado de tolerancia a la enfermedad y confiere una calidad
agronomica oOptima para la variedad Hass (Gallegos 1983 y Bellon et al. 2009). La
seleccién de su semilla, se basa Unicamente en su forma y tamafio, y no existe

ninguna informacion publicada del procedimiento utilizado por los productores.

Por tanto, debido a la falta de material genético resistente a P. cinnamomi en
México, es necesario seleccionar otro tipo de material, con caracteristicas de
tolerancia-resistencia al mismo, que se adapte a las condiciones agroclimaticas del
pais. Dado que las poblaciones del patdgeno aumentan en el suelo y la gravedad de
la enfermedad se intensifica en zonas con monocultivo de aguacate, resulta
fundamental determinar la actividad del oomicete en suelo. Para ello, es necesario
conocer la temperatura y calcular la curva de crecimiento de P. cinnamomi en relacién
a su respuesta a la temperatura edafica en la que se desarrolla tanto el patégeno
como el hospedante (Walker 1957, Cook y Baker 1983). Los objetivos del presente
trabajo fueron evaluar el crecimiento radial in vitro de P. cinnamomi en diferentes

condiciones de temperatura (17, 28 y 34 °C), asi como determinar las temperaturas
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Optimas del crecimiento del patégeno para asegurar la infeccion de las raices de las
plantas del aguacate y finalmente, seleccionar portainjertos de aguacate de la raza
Mexicana con tolerancia-resistencia a P. cinnamomi en determinadas condiciones de

temperaturas y presion de inoculo.

1.4. MATERIALES Y METODOS

1.4.1. Recoleccion del material vegetal

Se recolectaron semillas de aguacate de la raza Mexicana de arboles en plena
produccion en Atlixco, Pue. y Tepeyanco, Tlax. Se denominaron como genotipos
Atlixco y Tepeyanco. Los portainjertos obtenidos de semilla Duke-7 (2 afios), Thomas
(1 afo) y Tepetl de raza Mexicana fueron proporcionados por la Fundacién Salvador

Sanchez Colin, CICTAMEX S.C.

1.4.2. Recoleccion de raices con sintomas para aislamiento de P. cinnamomi

En Matanguaran, municipio de Uruapan, Mich. 19° 19" 46" Norte y 102° 5" 40~
Oeste, en el periodo de verano se colectaron muestras de raices (2 a 5 mm de
didmetro) de arboles de aguacate con sintomas de la enfermedad. El huerto se ubica
en una region que presenta condiciones climaticas semicélidas, subhiumedas con
lluvias en verano y temperaturas de 12 y 28 °C. Las raices se lavaron con agua
corriente para quitar el exceso de suelo, posteriormente, se desinfestaron con

hipoclorito de sodio 10% por 1 min., se enjuagaron con agua destilada estéril y se
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seccionaron fragmentos de 2 cm de longitud. Estos, se sembraron en V8®-agar®.
Posteriormente, se adicionaron los antibidticos PARPH (Pimaricina 10 pg/L,
Ampicilina 292 pg/L, Rifampicina 10 pg/L, Pentacloronitrobenceno 0.10 g/L e
Himexazol 0.25 ug/L) a Phytophthora cinnamomi selectivos (Anexo 1) y se incubaron

a 28 °C (Jeffers et al. 1986 y Erwin et al. 1996).

1.4.3. Medicion del crecimiento radial del micelio en funcién de diferentes
temperaturas

El aislamiento de P. cinnamomi crecié en medio de cultivo V8®-agar junto con los
antibidticos PARPH a 28°C, se transfirid un disco de 5 mm de didmetro a cajas Petri
con medio de cultivo V8®-agar, donde crecié como aislamiento puro durante 130 h a
17, 28 y 34 °C (12 cajas Petri). Posteriormente, el crecimiento radial del micelio (en

milimetros) fue medido con un Vernier.

1.4.4. Incremento de in6culo

El in6culo se aumento en matraces de 500 mL con »
medio liquido jugo-v8® (Figura 1), a partir de un
aislamiento puro. Los matraces con los cultivos de P.

cinnamomi se incubaron durante 8 dias a 28 °C.

Posteriormente, se licué el micelio y se contabilizé Figura 1. Crecimiento de P.

. » o cinnamomi en medio liquido
con la camara de Neubauer. De la solucion micelial, jugo-v8®.

se midié un mililitro de la suspension micelial y se
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sembré en medio de cultivo V8®-agar para observar las unidades formadoras de

colonias; finalmente, se inoculd con la suspension micelial del patégeno.

1.4.5. Seleccidén de portainjertos tolerantes-resistentes a P. cinnamomi en dos
temperaturas

Las condiciones de temperatura y humedad en el suelo aumentan las poblaciones del
patégeno y la gravedad de la enfermedad se intensifica en huertos de aguacate. Para
asegurar la infeccibn en la seleccion de portainjertos tolerantes-resistentes se
considerd la temperatura promedio del suelo en un huerto sembrado con Duke-7
injertado con el cultivar Hass que ya presentaba marchitez por P. cinnamomi. La
temperatura del suelo se midié durante 30 dias en el periodo de verano (agosto) con
un sensor datalogger HOBO® colocado a 35 cm de profundidad y a un metro de
distancia del tronco, obteniéndose una temperatura promedio de 17 °C. Para la
seleccidbn de portainjertos tolerantes-resistentes a P. cinnamomi se utilizaron
temperaturas de 17 y 28 °C, siendo 28 °C la éptima para causar infeccion y pudricién

de la raiz (Anexo 2) (Ploetz et al. 1994).

La inoculacién de P. cinnamomi y la seleccion de plantas tolerantes-resistentes
a la enfermedad se realiz6 siguiendo una modificacién de la técnica de tanques de
agua con temperatura controlada utilizada por Walker (1957), en el andlisis de
resistencia a marchitamiento causado por Fusarium spp. en cultivares de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.), pepino (Cucumis sativus L.), caupi (Vigha

unguiculata (L) Walp.), col (Brassica Oleracea L), chicharo (Pisum sativum L.) y
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cebolla (Allium cepa L.) por Pyrenochaeta terrestres Hans. Los tanques utilizados
tenian 1.5 x 1.10 m con temperaturas controladas de 17 y 28 °C y circulacion continua
de aire para evitar anoxia y mantener la oxigenacion de las raices, las plantas de
aguacate fueron sembradas en contenedores de polietiieno negro, de 14 cm de
diametro y 30 cm de altura con suelo estéril (con pH de 6.1 y conductividad eléctrica

de 0.63, Anexo 2) inoculado artificialmente con el oomicete.

1.4.6. Pruebas de patogenicidad

En invernadero, se inocularon 10 plantas de aguacate de 6 meses con 250 mL/planta
de fragmentos de micelio con una concentracién de 2.5 X 10 mL de P. cinnamomi.
Como testigos, se utilizaron 10 plantas sin inocular a las que se aplicé agua estéril.
Cuando las plantas de aguacate inoculadas mostraron sintomas de marchitamiento, el
patdgeno se reaisldé de la raiz para realizar estudios de morfologia y descripcidon

molecular (Erwin y Ribeiro 1996; Gallegly y Hong 2008).

1.4.7. Caracterizacion morfolégicay molecular

El oomicete se caracterizO morfolégicamente mediante las claves de Erwin y Ribeiro
(1996) y de Gallegly y Hong (2008). En la extraccion y amplificacion del ADN de P.
cinnamomi se siguié la metodologia de White et al. (1990). EI ADN extraido se envio
al Laboratorio de Semillas del Colegio de Postgraduados para su determinacién

molecular.
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1.4.8. Analisis de datos

Los datos de crecimiento radial (en mm) del micelio de P. cinnamomi en cajas Petri a
tres temperaturas (17, 28 y 34 °C) evaluadas durante 130 h se muestran en la Figura
2. Los datos para la seleccion de portainjertos tolerantes-resistentes a P. cinnamomi a
dos temperaturas se analizaron con un disefio de parcelas divididas (5 x 2), con 5
parcelas mayores, correspondientes a los portainjertos y 2 subparcelas, con
temperaturas de 17 y 28 °C, respectivamente. Cada tratamiento consté de 10 arboles
de los genotipos Atlixco, Tepeyanco, Tepetl y Thomas, en el caso del portainjerto
Duke-7 se utilizaron 3 arboles injertados con la variedad Hass. Las medias se
compararon aplicando la prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el paquete estadistico

SAS (Statistical Analysis System) v9.0 (SAS 2001).

1.5. RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1. Crecimiento micelial radial in vitro de P. cinnamomi a diferentes

temperaturas

La poblacion del patégeno aumenta en el suelo y la gravedad de la enfermedad se
intensifica en el monocultivo de aguacate, por tal motivo es importante determinar la
actividad del oomicete en el medio edafico. Para esto se necesita conocer la
temperatura y con los datos se realizd una curva de crecimiento de P. cinnamomi en
respuesta a la temperatura del suelo en la que se desarrolla el patogeno y el
hospedante. Estas condiciones de temperatura favorecen la interaccion huésped-
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patdgeno y propician la infeccion vascular y la posible seleccién de resistencia a

enfermedades (Walker 1957; Cook y Baker 1983).

La temperatura juega un papel importante en el crecimiento del patégeno y en
la pudricion de raices de aguacate. Aislamientos del patdgeno en cajas Petri con jugo
V8®-agar méas antibiéticos, mostraron el mayor crecimiento de micelio a 28 °C al
crecer 10 mm en 18 h y cubrir la caja Petri en 120 h mientras que a 17 °C el
crecimiento micelial fue de 8.4 mm a las 18 h cubriendo el total de las cajas Petri a
130 h EIl crecimiento radial del micelio fue similar a 17 y 28 °C, y no se afecto el
crecimiento micelial a estas dos temperaturas (Figura 2). Sin embargo, con una
temperatura de 34 °C, el crecimiento del patégeno fue Unicamente de 5 mm a las 48 h
e incluso disminuy6 a partir de las 72 h inhibiéndose por completo a las 92 h En este
sentido, Zentmyer (1985) sefiala que a 33 °C se inhibe el desarrollo del patdgeno. Los
resultados obtenidos muestran que la actividad de P. cinnamomi est4 estrechamente

relacionada con la temperatura.
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Figura 2. Crecimiento micelial radial de P. cinnamomi en temperaturas de 17, 28 y 34
°C.
La temperatura 6ptima de crecimiento de P. cinnamomi se encuentra entre 24 y
28 °C; sin embargo, el micelio se desarrolla entre 7.5 y 30 °C. En temperatura de 17
°C, el micelio mostr6 un buen desarrollo, como lo citan Hardham et al. (1991), quienes
obtuvieron un crecimiento micelial éptimo a 17.5 y 28 °C que corresponden a las
temperaturas seleccionadas en la presente investigacion. En las pruebas de
inactivacion del desarrollo micelial del oomicete se determind que tal inactivacion
ocurre a los 33 °C. El limitado crecimiento obtenido a 34 °C indicaron que estas
temperaturas son las menos apropiadas para el crecimiento de P. cinnamomi, como
se reporta en otras investigaciones que indican que el patégeno no progresa desde

los 33 a 35 °C (Torres et al. 2006 y Zentmyer 1985).
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1.5.2. Prueba de patogenicidad

Las plantas inoculadas presentaron sintomas de marchitez del aguacatero causada

por P. cinnamomi después de 180 dias de inoculadas. Para asegurar la aparicion de

sintomas y el incremento de la pudricién de raices se realizaron riegos frecuentes

para mantener el 90% de humedad disponible en el suelo (Coffey 1991), lo que

favorecio la aparicién de sintomas y muerte de plantas inoculadas de aguacate. Las

plantas testigo no presentaron sintomas. El reaislamiento del patdégeno a partir de

plantas con sintomas de marchitamiento se observéd al microscopio y correspondio a

P. cinnamomi (Figura 3).

1.5.3. Descripcion morfoldgica

Las caracteristicas observadas del
oomicete coinciden con los reportados
por Gallegly (2008), Erwin et al. (1996).
Las estructuras morfolégicas de P.
cinnamomi se caracterizan por presentar
micelio cenocitico con hinchamientos
hifales, abundantes clamidosporas
esféricas y esporangios ovoides sin
papila. También, se  observaron
clamidosporas germinando (Figura 3 vy

Anexo 3). La comparacion de la

*x

Figra 3. P.
clamidosporas, B) clamidosporas, C) esporangios
y D) hinchamientos hifales.

A) germinacion de

secuencia de nucledtidos del aislamiento con la secuencia reportada por el banco de
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genes (Genbank) del National Center for Biotecnology Information (NCBI)
correspondiéo a Phytophthora cinnamomi con una identidad de 99%. La secuencia
obtenida en este estudio se depdsito en el Genbank con el nimero de acceso

JQ266267.

1.5.4. Mortalidad de genotipos

La mortalidad de los portainjertos inoculados con P. cinnamomi a 17 y 18 °C vario
significativamente entre los mismos (p<0.05), detectandose valores de CV altos
(Cuadro 1). Esto debido a las diferencias en el origen del material y que permite de

manera preliminar seleccionar materiales resistentes o tolerantes a P. cinnamomi.

En los genotipos Tepetl y Thomas la mortalidad fue de 20 y 28.57%,
estadisticamente similares (Cuadro 1). El porcentaje de mortalidad fue nula para
Tepeyanco en las dos temperaturas, comparado con los portainjertos clonales Duke-7
y Thomas, conocidos por su resistencia a P. cinnamomi y que se explotan
comercialmente. Zentmyer y Schieber (1987) reportan que bajo condiciones severas
de infeccién el portainjertos Duke-7 y Thomas pueden ser afectados lo que explica su
alta mortalidad y susceptibilidad al patégeno proveniente de Uruapan, Mich. A la
fecha, el portainjerto Duke-7 se comporta como moderadamente tolerante. Sin
embargo, en México, Duke-7 muestra susceptibilidad, independientemente de que se
considera que tiene tolerancia intermedia ante P. cinnamomi en condiciones de
California, EEUU. (Menge et al. 1992 y Zentmyer 1992). En el presente trabajo, el
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portainjerto Thomas mostro tolerancia mientras que Duke-7 mostré un alto porcentaje

de mortalidad (75%) en las dos temperaturas.

Actualmente, las plantaciones de aguacate cv. Hass en la mayor parte de
México se injerta en portainjertos de semilla de la raza Mexicana, debido a la
susceptibilidad de marchitez que tiene el portainjerto Duke-7 en las condiciones

agroclimaticas de las regiones aguacatera de México (Newett et al. 2002).

1.5.5. Genotipos con sintomas de marchitamiento

En plantas inoculadas a 17 y 28 °C los sintomas de marchitamiento se presentaron a
los ocho meses. La presencia de sintomas de marchitez en las plantas inoculadas
para la seleccion de portainjertos resultd altamente significativa (p<0.05) en Thomas y
Duke-7, los que a 17 °C mostraron aumento porcentual en sintomas de
marchitamiento, comparado con el genotipo Tepetl que presenté 20% de marchitez a
17 °C. Sin embargo, en Duke-7 a 28 °C no present6 plantas con marchitamiento
debido a la elevada mortalidad. Tepetl mostr6 60% de marchitamiento, mientras que
Thomas mostré 42.86% de sintomas de marchitez, comparado con los genotipos
Tepeyanco y Atlixco que mostraron un menor valor porcentual y por tanto pueden
considerarse plantas resistentes por mostrar 10% de sintomas de marchitez a 28 °C

(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Incidencia causada por P. cinnamomi a dos temperaturas en la seleccion para
resistencia de portainjertos de aguacate
Incidencia causada por P. cinnamomi (%)

17 °C 28 °C

Genotipos Mortalidad Marchitamiento Asintoméaticos | Mortalidad Marchitamiento Asintoméaticos
Duke-7 75.00 a' 25.00 ab 0.00d 75.00 a 0.00c 25.00 b
Thomas 14.29 b 57.14 a 28.60 c 28.60 b 42.86 ab 28.57 b
Tepetl 40.00 ab 20.00 b 40.00 b 20.00 b 60.00 a 20.00 b
Tepeyanco 0.00c 0.00c 100 a 0.00c 10.00 b 90.0 a
Atlixco 0.00c 0.00c 100 a 0.00c 10.00 b 90.0a
DMS 44.26 39.79 55.40 35.59 52.28 27.68
CV (%) 170.43 134.05 138.7 137.06 128.10 32.44

DMS: Diferencia minima significativa, CV: Coeficiente de variacion.
tValores con la misma letra dentro de cada genotipo y columna son iguales de acuerdo con la prueba
de Tukey (p<0.05).

1.5.6. Genotipos asintoméaticos

En el Cuadro 1, se muestra que las plantas evaluadas de raza Mexicana Atlixco y
Tepeyanco presentaron 90 y 100% de plantas asintomaticas, respectivamente, en
temperaturas de 28 y 17 °C. Para ambas temperaturas, el portainjerto Thomas,
conocido por su resistencia, presentd 28.6% de plantas asintoméaticas y el portainjerto
Tepetl presento 20% a 28 °C y 40% a 17 °C de plantas asintomaticas, los valores
porcentuales son significativos cuando se comparan con los genotipos de Tepeyanco
y Atlixco. El portainjerto Duke-7 obtuvo 0% de plantas asintomaticas debido a la alta
mortalidad de plantas (75%) y por mostrar 25% de sintomatologia de marchitamiento
éstos resultados observados se atribuyen a que provinieron de semilla y no de plantas

clonadas (Cuadro 1).
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Los resultados obtenidos, demostraron que las plantas de raza Mexicana
Tepeyanco y Atlixco provenientes de plantas de var. drymifolia presentan un nivel
adecuado de resistencia a P. cinnamomi en comparacion con los portainjertos Duke-7
y Thomas seleccionados por Zentmyer (1978) a 25 °C quien menciona que estos
portainjertos son resistentes al oomicete en condiciones ambientales de California
(Gallegos 1983 y Menge et al. 1992). Dentro de las medidas de control genético para
la resistencia a P. cinnamomi, la utilizacion de portainjertos tolerantes a la enfermedad
juega un papel fundamental y ofrece posibilidades de éxito al complementar la
resistencia genética para lograr un manejo integral de la misma (Leach et al. 2001).
En México y, en concreto en la region aguacatera de Uruapan, Mich., el éxito en la
productividad del aguacate de la variedad Hass se atribuye al uso del portainjertos de

la raza Mexicana.
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1.6. CONCLUSIONES

La prueba de seleccion de portainjertos tolerantes-resistentes con temperaturas
controladas e infestacion del suelo con P. cinnamomi, demostré que temperaturas de
17 y 28 °C son ideales para la seleccion de portainjertos de aguacate bajo presion de
in6culo. Particularmente, las plantas de raza Mexicana Atlixco y Tepeyanco,
mostraron una mayor resistencia ya que la mayoria de las plantas sobrevivieron
presentando altos porcentajes de plantas asintométicas y una baja mortalidad en las
dos temperaturas. Los portainjertos Thomas, Duke-7 y Tepetl mostraron

susceptibilidad.

Las temperaturas 6ptimas para el crecimiento radial del patégeno fueron 17 y
28 °C. Ambas, propiciaron la infeccidn vascular en la selecciébn de portainjertos
resistentes a P. cinnamomi. La prueba de seleccion con temperaturas controladas a
17 y 28 °C bajo presion de indculo, causé mayor incidencia de la enfermedad y

permitié obtener portainjertos con tolerancia-resistencia a la marchitez del aguacate.
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CAPITULO II. Mecanismos de defensa en portainjertos de aguacate ante P.

cinnamomi

2.1. RESUMEN

El estudio de la resistencia en plantas a enfermedades de la raiz frecuentemente se
evalia a nivel macroscopico, seleccionando plantas con apariencia sana o
sobrevivientes a patdégenos, sin considerar los mecanismos de resistencia histolégica
ante patogenos de la raiz, como es el caso de Phytophthora cinnamomi causante de
la marchitez del aguacate. Los objetivos de este trabajo fueron identificar la presencia
de micelio P. cinnamomi en el xilema de la raiz y la implicacién de la formaciéon de
tilosas y depdsito de fenoles como mecanismos de defensa histolégica en plantas de
aguacate. Se observo la presencia de hifas en xilema, formaciéon de tilosas y
acumulacion de fenoles en raices provenientes de plantas muertas, con sintomas de
marchitez y asintométicas de los portainjertos comerciales Duke-7 y Thomas, y de los
genotipos Tepetl, Atlixco y Tepeyanco, previamente inoculadas en condiciones de
temperatura controlada en el suelo (17 y 28 °C). El contenido de micelio en el xilema
de plantas muertas de Duke-7, Thomas y Tepetl a 17°C no mostré diferencias
significativas; sin embargo, a 28 °C el contenido de micelio en Duke-7 fue altamente
significativo (p<0.05). En plantas con marchitez, la presencia de micelio fue abundante
a 17 °C en Tepetl, por lo que se considera susceptible al patdgeno. Atlixco mostrod
bajo contenido micelial similar al obtenido a 28 °C y se consideran tolerantes a P.
cinnamomi. En plantas con sintomas de marchitez y asintomaticas, la formacion de
tilosas y la asociacibn de compuestos fendlicos contribuyeron a la defensa al
oomicete. Tepeyanco, Atlixco y Tepetl mostraron resistencia al activar oportunamente

sus mecanismos de defensa.

Palabras clave: P. cinnamomi, defensa histolégica, fenoles, tilosas, raiz, P.
americana Mill.
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CHAPTER Il. Defense mechanisms in avocado rootstocks to P. cinnamomi
Rands

2.2. ABSTRACT

The study of plant resistance, to root diseases, often is normally evaluated at
macroscopic level, selecting healthy looking plants or surviving plants to pathogens,
however, also should be considered the histological mechanisms of resistance to
Phytophthora cinnamomi. The objectives of this study were to identify the presence of
mycelium of P. cinnamomi in the root xylem, formation of tyloses, and deposition of
phenols as histological defense mechanisms in avocado of genotipes, Duke-7,
Thomas, Atlixco and Tepeyanco. Seedlings of these were inoculated in controlled soll
temperature tank at 17 and 28 °C histopathological observations showed the presence
of hyphae in root xylem, formation of tyloses, and accumulation of phenols in roots of
dead plants, with wilting symptoms asymptomatic genotypes of Tepetl, Atlixco and
Tepeyanco, previously inoculated with controlled soil temperature at 17 and 28 °C
were inoculated. The contents of mycelium in the root xylem of dead plants of Duke-7,
Thomas and Tepetl at 17 °C showed no significant difference, however, at 28 °C the
contents of mycelium in Duke-7 was highly significant (p<0.05). In plants with wilting
symptoms, the presence of mycelium at 17 °C was greater in Tepetl, and therefore if is
considered susceptible. Tepetl and Atlixco showed similar mycelial contents at 28 °C
and were considered tolerant to P. cinnamomi. In plants with wilt symptoms and
asymptomatic, the formation of tyloses and the association of phenolic compounds
contributed to the defense against the oomycete. Tepeyanco, Atlixco and Tepetl

showed tolerance-resistance by opportunely activating their defense mechanisms.

Keywords: P. cinnamomi, defense histological, phenols, tyloses, root, P. America Mill.
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2.3. INTRODUCCION

La enfermedad conocida como “tristeza del aguacatero” es causada por el oomicete
Phytophthora cinnamomi. El control de esta enfermedad se basa generalmente en
estudios epidemioldgicos y manejo integrado del cultivo de aguacate. En varios
paises como EEUU, Sudéfrica, Espafia, Israel y recientemente en México la prioridad
ha sido la busqueda y seleccion de portainjertos tolerantes-resistentes a P.
cinnamomi; para lo que se requiere de una busqueda de germoplasma de aguacate
con resistencia a la enfermedad (Zentmyer et al. 1987, Vidales et al. 1999, Gallo

1992, Gallo et al. 1999 y Téliz et al. 2007).

El estudio de la resistencia en plantas a enfermedades de la raiz,
frecuentemente se evalla a nivel macroscopico, seleccionando plantas con apariencia
sana o0 sobrevivientes a la presion de in6culo sin considerar los mecanismos de
resistencia histologica ante un patdgeno. En el caso de las enfermedades que afectan
el sistema vascular de las plantas, estas reaccionan en presencia de esos patdogenos
produciendo estructuras y sustancias quimicas que tratan de interferir en el desarrollo
del mismo. Los factores de resistencia estructural son inducidos para formar barreras
y limitar al patdgeno en una region del xilema por medio de estructuras conocidas
como tilosas, gomas y geles, las cuales tienen la finalidad de evitar el crecimiento del

patogeno dentro del tejido de la raiz (Ouellette et al. 1992, Del Rio et al. 2002 y
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Hobbes 2004). La incorporacion de ésta resistencia en el cultivo de aguacate

probablemente sea la estrategia mas efectiva a largo plazo.

En 1912, Petri observd en el cultivo de vid la presencia de tilosas como
mecanismos de defensa a la enfermedad. La formacion de tilosas se debe a cambios
producidos en la pared celular. De igual manera, dentro de estos mecanismos de
defensa, se producen compuestos fendlicos Illamados fitoanticipinas (acidos
cindmicos, flavonoides, isoflavonoides, deoxiantocianinas, estilbenos, cumarinas,
cromonas) alrededor de las células los cuales actian de forma pasiva reforzando la
pared celular e inhibiendo el crecimiento de hifas (Nyerges et al. 1975, Scalbert 1991,

Schlosser 1994 y Vleeshouwers et al. 2000).

La seleccion de portainjertos tolerantes-resistentes a la pudricion de raiz y su
relacion con el estudio de mecanismos de defensa histologica a P. cinnamomi no ha
sido una prioridad en el cultivo de aguacate. En estudios histoldégicos en otras
especies, como en el caso de la papa afectada por Fusarium oxysporum, alfalfa por
Verticillium albo-atrum, olmo por verticilium, en vid afectada por Phaeomoniella
chlamydospora y Phaeoacremonium inflatipes y en el cultivo de chile con
Phytophthora capsici y Fusarium sp., se ha observado que estas especies tienen la
capacidad de reaccionar desarrollando mecanismos de defensa como la formacién de
tilosas y sintesis de compuestos fenélicos para detener el avance del patdégeno, y al

final algunas plantas muestran susceptibilidad al patdgeno debido a que este supera
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estas barreras de defensa producidas por la planta (Sepulveda et al. 1979, Grant et al.
1984, Vleeshouwvers et al. 2000, Nicks et al. 2004 y Cruz et al. 2006). Asi, el objetivo
de este trabajo fue identificar la presencia de micelio de P. cinnamomi en el xilema de
la raiz y la implicaciébn en la formacién de tilosas y depédsito de fenoles como

mecanismos de defensa histologica en portainjertos de aguacate.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Muestreo de raices y preparacion de las muestras histopatoldgicas

El muestreo de raices se realizé en portainjertos comerciales Duke-7 y Thomas, y en
los genotipos Tepetl, Tepeyanco y Atlixco de raza Mexicana inoculados y mantenidos
a temperaturas de 17 y 28°C como se describe en Andrade et al. 2012. Se tomaron
muestras al azar de raices adventicias con sintomas de pudricion de una planta
muerta, dos plantas con sintomas de marchitez y 2 plantas asintomaticas.
Posteriormente, para la realizacidon de los cortes histolégicos, de cada genotipo
inoculado y sin inocular, las raices colectadas se lavaron con agua destilada y se
cortaron segmentos de 1 cm de longitud. Las muestras colectadas se colocaron en
solucion FAA (formaldehido: 100 mL, &cido acético glacial: 50 mL, etanol: 500 mL vy
agua destilada: 350 mL) durante 24 h. Las raices de aguacate fijadas en FAA se
lavaron con agua y se colocaron para deshidratar en etanol a 50, 70, 96 y 100%.

Posteriormente, se transfirieron a diluciones 3:1, 1:1 y 1:3 de alcohol-xileno y xileno a
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100% durante 72 h. Posteriormente, las muestras de raices se retiraron y embebieron
en parafina fundida (Paraplast SIGMA®) por 24 h a + 60 °C (L6pez et al. 2005) en un
procesador automatico. Finalmente, las muestras de raices se extrajeron del
procesador, se vertié parafina fundida en cubos de papel (1 cm de ancho por 1.5 cm
de largo) para embeber el tejido radical y se dejo enfriar hasta solidificarse. Los cubos
con el tejido se montaron en cubos de madera y se procedio a realizar cortes de 15
de grosor con un micrétomo rotatorio (Spencer 820®). Los cortes se suspendieron en
agua con grenetina a 55 °C y se montaron en portaobjetos para secar a temperatura

ambiente.

2.4.2. Tincién safranina-verde rapido

La parafina se removi6 de los portaobjetos colocandolos en estufa a 50 °C por 20 min.
Posteriormente, los cortes se pasaron por tres cambios de xileno por tres minutos
cada uno y se hidrataron en 2 cambios de alcohol a 96 y 100%. Al final, las muestras
se tifieron con la técnica de doble safranina y verde rapido Fast Green FCF (Anexo 4
y 5) (Lépez et al. 2005). Las muestras se montaron en resina sintética (SIGMA®) y se
observaron al microscopio de luz a 40X (VE-B6 Velab®) para identificar la presencia

de micelio, tilosas y depésito de compuestos fendlicos en los tejidos radicales.

2.4.3. Evaluacion de variables histoldgicas

La presencia de micelio, tilosas y deposito de compuestos fendlicos de color rojizo
con paredes lignificadas se determino visualmente. Para la evaluacion microscopica
de los cortes histolégicos se consideraron 10 portaobjetos de cinco genotipos que

presentaron plantas muertas, con sintomas de marchitez y plantas asintomaticas
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inoculadas con P. cinnamomi y sin inocular con temperaturas de 17 y 28 °C. Para
éstos, se revisaron 5 cortes de cada uno de los 10 portaobjetos (correspondiente a 10
repeticiones) y se observaron 5 campos con el objetivo 40X (250 observaciones). Los
datos se analizaron como un disefio factorial (5X2) en donde el nivel 5 correspondi6 a
los 5 genotipos y el 2 a las temperaturas de 17 y 28 °C. Las medias se compararon
con la prueba de Duncan (p<0.05) y se utilizé el paquete computacional SAS

(Statistical Analysis System) version 9.0 (SAS Institute, 2001).

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

En los cortes histologicos de raices de los genotipos de aguacate previamente
infectados con el oomicete P. cinnamomi, causo infeccion y activacion de
mecanismos de defensa. Se detecto la presencia de micelio de P. cinnamomi, tilosas
y depdsito de compuestos fendlicos en plantas muertas, con sintomas de marchitez y
plantas asintomaticas a 17 y 28 °C (Cuadro 1, 2 y 3), se encontraron diferencias
estadisticas significativas (p<0.05) con un coeficiente de variacién elevado, indicativo
de la variabilidad genética de los genotipos. En portainjertos testigo (sin inocular) a
temperaturas de 17 y 28 °C no se detectd la presencia de micelio, tilosas ni

compuestos fendlicos.
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2.5.1. Presencia de micelio en genotipos muertos

En plantas muertas de los portainjertos Duke-7, y Thomas, y el genotipo Tepetl
mantenidas a 17 °C, el contenido de micelio en el xilema de raices alimenticias (1 a 4
mm. de didametro aproximadamente) no mostré diferencias estadisticas significativas
(p=<0.05). Sin embargo, a 28 °C Tepetl y Thomas tuvieron bajo porcentaje de micelio
en el xilema en comparacién con Duke-7 que presentd mayor contenido de micelio
(13.92%), esto sugiere que la cantidad de micelio en el xilema de raices de los
portainjertos muertos esta relacionado con la infeccién del oomicete y sobre todo por
la incapacidad de las plantas para superar el efecto de invasién del micelio, la

infeccidn supero las barreras estructurales de defensa (Cuadro 1).

La temperatura y alta humedad del suelo en las que se mantuvieron las plantas
fueron determinantes para que el oomicete causara infeccion y se facilitara el
establecimiento, colonizaciébn y progreso del patégeno en el sistema radical y
finalmente culminara en la muerte de plantas susceptibles. EI micelio logré penetrar
las células adyacentes al xilema hasta llegar al xilema y células parenquimatosas,
superando las barreras estructurales de resistencia, presentandose sintomas de

marchitamiento y por dltimo la muerte de las plantas (Grant et al. 1984 y Agrios 2010).

2.5.2. Presencia de micelio en genotipos con sintomas de marchitez
En Tepetl, la presencia de micelio en el xilema de las plantas en condiciones de

temperatura en el suelo a 17 °C fue abundante (19.04%) en comparacién con Thomas
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y Duke-7 (3.12 y 5.76%), el cual se considera susceptible histologicamente al
observarse mayor colonizacion de las hifas de P. cinnamomi a nivel microscopico. Sin
embargo, a 28 °C presenté 7.92% de micelio en el xilema. Este efecto del patdgeno
en el hospedante sugiere que puede considerarse como un portainjerto tolerante. El
alto y bajo contenido de micelio en el xilema en el genotipo Tepetl a 17 y 28 °C
posiblemente se debe a la variabilidad genética que resulta generalmente en

susceptibilidad y cierta tolerancia al impedir la invasion vascular por este patdégeno.

Cuando el portainjerto Thomas presentd sintomas de marchitamiento mostré
menor desarrollo micelial (3.12%) en el xilema a 17 °C; sin embargo, a 28 °C Thomas
mostré mayor desarrollo micelial (15.12%) en comparacién con los genotipos Tepetl,
Tepeyanco y Atlixco. Sin embargo, el genotipo Tepeyanco presentdo el menor
contenido de micelio en el xilema (Cuadro 1), lo que sugiere que el alto o bajo
porcentaje de micelio en el xilema es capaz de causar infeccibn de marchitez y
alteraciones microscopicas en la raiz de aguacate, debido a la formacién de barreras
fisicas y contenido de compuestos antifungicos (tilosas y polifenoles) como defensa
de la planta ante la presencia del oomicete. Por otra parte, esta respuesta se debe a
la habilidad del patégeno para avanzar sistémicamente a lo largo de la raiz y a la
susceptibilidad del hospedante, coincidiendo con lo observado en raices de Ulmus
minor Mill, Vitis vinifera L. y Capsicum sp., que mostraron diferentes niveles de

susceptibilidad y tolerancia a las enfermedades sistémicas causadas por Verticillium
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sp., Fusarium sp. y Ophiostoma novo-ulmi (Sepulveda et al. 1979, Grant et al. 1984,

Vleeshouwer et al. 2000 y Niks et al. 2004), respectivamente.

Los genotipos Tepetl y Atlixco mostraron un contenido micelial similar a 28 °C,
por lo que, a nivel histologico pueden considerarse como tolerantes a P. cinnamomi.
Sin embargo, Tepeyanco obtuvo una importante disminucién porcentual de desarrollo
micelial en el xilema a 28 °C, indicando que éste puede ser un portainjerto resistente
al oomicete al activar sus mecanismos de defensa impidiendo el avance del patégeno
(Cuadro 1). A 28 °C se detecté una mayor cantidad de micelio indicando que la raiz
en esta temperatura permitié la interaccion con el patdégeno y causé infeccion del

sistema radical.

Cuadro 1. Presencia de micelio de P. cinnamomi en raices de genotipos de aguacate
muertos, con sintomas de marchitez y asintomaticos a dos temperaturas

Contenido de micelio en raiz (%)

Genotipos Muertos Con marchitez Asintomaticos

17 °C 28°C 17°C 28 °C 17 °C 28 °C
Duke-7 9.84a" 1392a 5.76 b & - 3.68 bc
Thomas 7.76 a 3.44b 3.12b 15.12 a 3.92b 0.08 c
Tepetl 6.32 a 3.20b 19.04 a 7.92b 256b 11.68a
Tepeyanco - - - 2.08 c 8.08 a 6.88 ab
Atlixco - - - 8.40b 544ab 7.20ab
DMS 5.62 5.58 5.44 6.60 4.84 8.17
CV (%) 106.49 110 101.27 108.06 130.12 176.72

DMS: diferencia minima significativa, CV: coeficiente de variacion
tValores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la
?rueba de Duncan con p< 0.05.

No fueron evaluados.
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2.5.3. Presencia de micelio en genotipos asintomaticos

Los plantas asintomaticas de los genotipos Tepeyanco y Atlixco, de la raza Mexicana,
presentaron el mayor porcentaje de desarrollo micelial en el xilema de la raiz cuando
fueron seleccionados a 17 y 28 °C. De acuerdo con los resultados macroscopicos
obtenidos a 28 °C, estos genotipos tuvieron resistencia al oomicete al presentar
mayor numero de plantas asintométicas, ausencia de plantas muertas y solamente
10% de plantas con sintomas de marchitez (Andrade et al. 2012). De acuerdo con
Garcia y Fraile (1996), el dafio causado por el patdégeno puede resultar en una
alteraciébn microscopica sin presentar sintomas o alteraciones macroscépicas, como
se observé en plantas asintomaticas de aguacate, que no desarrollaron sintomas de
marchitamiento causado por P. cinnamomi. De acuerdo a la definicion de resistencia
de plantas a enfermedades, se requiere de plantas con atributos genéticos que
regulen y permitan restringir el crecimiento del patégeno y, consecuentemente el

desarrollo de la enfermedad en el hospedante (Nicks et al. 2004 y Cruz et al. 2006).

El portainjerto comercial Thomas y el genotipo de la seleccién Tepetl resultaron
asintoméaticos ya que presentaron poco desarrollo micelial a 17 °C. Tepetl a 28 °C
tuvo el mayor contenido de micelio. En la seleccion para resistencia a P. cinnamomi a
28 °C se observé una disminucion del desarrollo micelial en los portainjertos
asintomaticos Thomas y Duke-7, por lo que, a nivel histolégico pueden considerarse

con tolerancia moderada.
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Cuando se evaluaron los sintomas macroscopicos de marchitez y mortalidad
en materiales de la raza Mexicana Atlixco y Tepeyanco, éstos mostraron mas de 90%
de plantas asintomaticas y al evaluar a nivel histopatolégico se detecto el avance inter
e intracelular de las hifas de P. cinnamomi (Figura 1 A y B). Estos resultados sugieren
que las plantas asintométicas restringen el avance del micelio, por lo que, Tepeyanco
y Atlixco de la raza Mexicana, pueden ser portainjertos promisorios debido a su
capacidad de impedir la invasion y avance micelial del oomicete en el tejido de la raiz.
Esto, posiblemente se debe a la activacion oportuna de los mecanismos de
resistencia estructural y quimica considerados como los mas eficaces para disminuir

la infeccién del patégeno (Ouellette et al. 1992 y Hobbes 2004).

Figura 1. Micrografias de corte longitudinal de raiz tomadas a 40X con microscopio de luz.
Las flechas indican: A) Genotipo de Atlixco, raza Mexicana, con crecimiento del micelio
intercelular, B) Genotipo de Tepeyanco, raza Mexicana, con micelio intracelular, C)
Portainjerto Thomas asintomatico a 28 °C con presencia de tilosas maduras, D) Genotipo de
Atlixco asintomatico a 28 °C con presencia de tilosas inmaduras.
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2.5.4. Presencia de tilosas en genotipos muertos

En los portainjertos muertos de Thomas y Duke-7, reportados como tolerantes a P.
cinnamomi, se encontr6 mayor cantidad de tilosas en la raiz a 17 °C, mientras que a
28 °C en Tepetl y Duke-7 el porcentaje de tilosas en el xilema fue de 0%. El mayor
porcentaje de tilosas se observé en Thomas con 1.12% (Cuadro 2).

Cuadro 2. Presencia de tilosas en el xilema de genotipos de aguacate muertos, con
marchitez y asintomaticos cultivados a dos temperaturas

Contenido de tilosas (%)

Genotipos Muertos Con marchitez Asintoméaticos

17 °C 28 °C 17 °C 28 °C 17 °C 28 °C
Duke-7 4.00 ab' 0.08 b 4.40 a 4 - 2.96 b
Thomas 4.80 a 112 a 0.00b 4.00b 1.60b 0.56 ¢
Tepetl 0.08 b 0.00 b 144 b 2.56 b 14.72 a 13.44 a
Tepeyanco - - - 13,52 a 3.76 b 2,240
Atlixco - - - 7.52 ab 1.52b 1192 a
DMS 2.03 1.01 2.13 10.64 6.15 7.87
CV (%) 190.37 497.14 180.82 219.35 160.42 161.41

DMS: diferencia minima significativa, CV: coeficiente de variacion

Valores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la
?rueba de Duncan con p<0.05.

No fueron evaluados.

El patdgeno superd las estructuras de defensa penetrando las tilosas del
xilema, mostrando la destruccién del tejido celular causado por la enfermedad, por lo
gue se deduce que las plantas son susceptibles por activar lentamente sus
mecanismos de defensa contra P. cinnamomi. Respecto a la formacion de tilosas,
Dimond (1955), Misaghi et al. (1978) y Cruz et al. (2006) sefalan que la
sintomatologia de marchitamiento se debe principalmente a que el micelio supera las

barreras estructurales avanzando inter e intracelularmente, induciendo hidrélisis de la
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pared celular al causar la destruccion de raices e impedir la absorcién de agua,

nutrientes y finalmente la muerte de las plantas.

2.5.5. Presencia de tilosas en genotipos con sintomas de marchitez

En los portainjertos comerciales conocidos por su resistencia a sintomas de
marchitamiento, Duke-7 mostré un elevado porcentaje (4.40%) de tilosas en el xilema
a 17 °C, mientras que Thomas present6 0% de tilosas. El genotipo Tepetla 17 y 28 °C
presentd entre 1.44 y 2.56% de tilosas en comparacion con Thomas que presento
entre 0y 4% a 17 y 28 °C, respectivamente. El porcentaje mas elevado de tilosas a 28
°C lo obtuvieron la raza Mexicana de Atlixco y Tepeyanco (Cuadro 2) genotipos que
pueden ser considerados como resistentes a la marchitez causada por P. cinnamomi.
Aparentemente, las tilosas son producidas para limitar la invasion del micelio, de aqui
gue no todas las variedades tienen la capacidad de producir una o mas tilosas como
mecanismo de defensa para impedir el avance del micelio. Estas tilosas se forman
debido a los cambios producidos en la pared celular, al penetrar el patégeno a través
de las células del xilema de la raiz, enviando sefales de bloqueo celular a las demas

células para impedir el paso del micelio (Sepulveda et al. 1979 y Grant et al. 1984).

2.5.6. Presencia de tilosas en genotipos asintomaticos
La presencia de tilosas en los genotipos de aguacate asintomaticos fue
estadisticamente diferente (Cuadro 2). El genotipo Tepetl presentdé mayor porcentaje

de tilosas a 17 y 28 °C, mientras que Atlixco presentd mayor contenido de tilosas en el
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xilema a 28 °C (Figura 1 D). La menor formacion de tilosas en el xilema a 17 °C la
presentaron Thomas, Atlixco y Tepeyanco y el porcentaje mas bajo se observo en
Thomas a 28 °C (Figura 1 C). Cruz et al. (2006) sefialan que en algunas variedades,
las tilosas se forman cuando el patdgeno se encuentra en raices jévenes y tienen la
funcion de obstruir el paso del patdgeno, bloqueando su avance y permitiendo que las
plantas permanezcan libres del patdgeno, a lo cual se atribuye la tolerancia-

resistencia de los genotipos de Tepeyanco y Atlixco.

2.5.7. Compuestos fendlicos en genotipos muertos

En los cortes histoldgicos, otra caracteristica observada como mecanismo de defensa
guimica en genotipos muertos frente a la infeccion causada por P. cinnamomi fue la
acumulacion de compuestos fendlicos de color rojo. ElI depdsito de compuestos
fendlicos mas elevado se presentd en Tepetl y Thomas (70.32 y 62.08%) a 17 °C,
mayores que en Duke-7 (37.44%). Los porcentajes mas bajos de contenido de fenoles
a 28 °C se presentaron en los portainjertos comerciales Duke-7 y Thomas en
comparacion con el genotipo Tepetl en la que se observé una mayor cantidad de

depdsito de compuestos fendlicos (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Presencia de compuestos fendlicos en células de raices en genotipos de
aguacate muertos, con marchitez y asintomaticos inoculados con Phytophthora
cinnamomi a dos temperaturas

Contenido de fenoles en raiz (%)

Genotipos Muertos Con marchitez Asintomaticos
17 °C 28°C 17 °C 28 °C 17 °C 28 °C
Duke-7 37.44 ' 34.24c 42.88b + - 44.40 c
Thomas 62.08 a 59.92 b 51.12 Db 58.48 b 41.52 b 89.20 a
Tepetl 70.32 a 73.60 a 67.68 a 56.16 b 71.36 a 57.00b
Tepeyanco - - - 83.92 a 71.92 a 34.96 c
Atlixco - - - 47.28 b 18.40 c 58.40 b
DMS 15.18 14.89 17.40 16.60 19.38 16.87
CV (%) 39.84 33.92 46.95 33.16 48.36 37.91

DMS: diferencia minima significativa, CV: coeficiente de variacion
"Valores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la
prueba de Duncan con p< 0.05. *No fueron evaluados.

El incremento de compuestos fenélicos es un mecanismo de respuesta ante la
presencia de micelio (Cruz et al. 2006). El deposito de estos fenoles esta
estrechamente relacionado con la defensa histologica frente a la severidad de la
infeccion y supervivencia de la planta ante la invasién del patdgeno en plantas
muertas (Del Rio et al. 2002). Los resultados obtenidos en el presente estudio
muestran que la mayor acumulacién de compuestos fendlicos en células colapsadas
en ambas temperaturas. Asimismo, se observaron depdsitos de compuestos fenélicos
en el xilema y una reducida presencia de micelio en células adyacentes al xilema
(informacion no presentada). Los compuestos fendlicos encontrados por Bekker et al.
(2007) en raices de arboles de aguacate infectados con P. cinnamomi fueron el acido
3,4-hidroxibenzoico y el acido vanillinico, compuestos que al contacto con el patégeno
funcionan como barreras fisicas y confieren a la pared celular cierta resistencia a la

penetracion de P. cinnamomi.
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2.5.8. Compuestos fendélicos en genotipos con sintomas de marchitez

En la cuantificacion del deposito de fenoles en plantas con sintomas de marchitez,
Tepetl mostré el porcentaje de contenido mas alto a 17 °C (67.68%) y el mas bajo
contenido lo tuvieron los portainjertos Thomas y Duke-7 (procedentes de semilla en
segregacion). El contenido de fenoles fue significativamente mayor (P<0.05) en
Tepeyanco (83.92%) a 28 °C (Cuadro 3). En Atlixco, Tepetl y Thomas a 28 °C, el
contenido de compuestos fendlicos fue entre 47.28 y 58.48%. La presencia de
compuestos fendlicos inhibié el desarrollo del patdgeno, indicando que la planta se
encuentra activando sus mecanismos de defensa asociados a la severidad de la
infeccion causada por el oomicete P. cinnamomi (Talboys 1958, Nyerges et al. 1975,
Oullette et al. 1992, Schlosser 1994). La presencia de compuestos fendlicos esta
asociada a la resistencia a éste patégeno, lo que se ha probado in vitro y demostrado
gue la presencia de polifenoles tiene la capacidad de inhibir el crecimiento del

oomyceto (Candela et al. 1995, Fernandez et al. 1997, Vidhyasekaran 2008).

2.5.9. Compuestos fendlicos en genotipos asintomaticos

El mayor contenido de compuestos fendlicos se presentd en los genotipos Tepeyanco
y Tepetl a 17 °C y en el portainjerto Thomas a 28 °C. Sin embargo, el genotipo Atlixco
a 17 °C present6 18.40% de fenoles en la raiz y Tepeyanco a 28 °C tuvo el porcentaje
mas bajo de éstos compuestos fendlicos. Las plantas asintoméaticas tuvieron
resistencia al activar sus mecanismos de defensa quimica. Los compuestos fendlicos

actuan como inhibidores bioquimicos producidos en respuesta al dafio ocasionado por
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P. cinnamomi. Estos resultados muestran que la temperatura no es un factor
determinante en la presencia de fenoles en la raiz. La resistencia de la planta esta
relacionada con el depdsito de fenoles, ya que la acumulacion rapida y temprana de
compuestos fendlicos en el sitio de infeccion es una respuesta de defensa. Esta
respuesta de acumulacion de fenoles antifingicos generalmente se producen en
mayor cantidad en el momento de la infeccion (De Ascensao et al. 2000). Estas
barreras quimicas forman bandas en las células con compuestos fendlicos
antifangicos que refuerzan la pared celular brindandole resistencia (Oullette et al.
1992 y Cruz et al. 2006). Lo anterior explica el porqué algunas plantas son

asintomaticas tras la inoculacién de P. cinnamomi.
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2.6. CONCLUSIONES

La cantidad de micelio en el xilema de genotipos de aguacate muertos se debio a su
susceptibilidad que culmina con la muerte sin importar la temperatura. Los
porcentajes mas altos de presencia de micelio en el xilema se observé en Tepetl y el
portainjerto comercial Thomas cuando presentaron sintomas de marchitez a 17 y 28
°C, lo que indica que permiten el establecimiento y desarrollo del patdbgeno dentro de
la raiz. A nivel histoldgico, las plantas de las selecciones Tepeyanco y Atlixco, raza
Mexicana, son genotipos resistentes por presentar sintomas de marchitez a 28 °C, las
tilosas fueron suficientes para impedir el desarrollo de P. cinnamomi y mostrar mayor
porcentaje de plantas asintomaticas macroscOpicamente aun con presencia de

micelio en el xilema.

Los portainjertos Thomas a 17 °C y Duke-7 a 28 °C se consideran tolerantes
por mostrar porcentaje similar de tilosas en plantas con sintomas de marchitez. En los
genotipos asintomaticos de las selecciones de Tepetl y Tepeyanco tuvieron un
aumento porcentual en la presencia de micelio en el xilema a 17 y 28 °C. Estos
genotipos son considerados resistentes por estar en contacto intimo con P.
cinnamomi a pesar de que no presentaron sintomas macroscopicos. Las selecciones
de la raza Mexicana de Tepeyanco, Atlixco y Tepetl mostraron resistencia al activar

oportunamente sus mecanismos de defensa histologica estructural y quimica.
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CAPITULO IIl. Totipotencialidad en plantulas de aguacate como expresion de

resistencia a Phytophthora cinnamomi

3.1. RESUMEN

La identificacion de resistencia en plantulas de aguacate criollo raza Mexicana,
responden de forma natural a la infeccién por P. cinnamomi. Esta respuesta se debe a
la variacion genética basada en la supervivencia y en la capacidad totipotencial
después de la inoculaciéon con el oomicete. El objetivo del presente trabajo fue
seleccionar resistencia en plantulas para inducir totipotencialidad después de la
inoculacién “formacion de nuevas plantulas”. En la seleccion de plantulas de aguacate
para resistencia se realizaron dos ensayos, en el primer ensayo se inocularon
plantulas de seis genotipos de aguacate Atlixco, Tepeyanco, Tepetl, Toliman, Colin V-
33 y Thomas (233 de 5 cm y 338 plantulas de 15 a 20 cm de altura) con un
aislamiento virulento de P. cinnamomi, en el segundo ensayo se inocularon solamente
plantulas de los genotipos Tepeyanco y Atlixco (160 plantulas de 5 cm de altura). La
inoculacién de plantulas en etapas avanzadas de crecimiento (15 a 20 cm de altura) y
en etapa juvenil (5 cm de altura) permite detectar resistencia a P. cinnamomi. La
poblacion de plantulas Atlixco es fuente importante de resistencia debido a que tuvo
mayor numero de nuevos brotes de plantulas totipotenciales y plantulas
asintomaticas. Los genotipos Toliman, Tepetl y Thomas en etapa juvenil son
considerados susceptibles. Colin V-33 puede ser portainjerto tolerante-resistente a P.
cinnamomi. Atlixco y Tepeyanco son considerados resistentes-tolerantes al

marchitamiento del aguacatero y al cancro producido por P. cinnamomi.

Palabras clave: Persea americana Mill, oomicete, regeneracion de brotes, tristeza del
aguacatero, cancro.
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CHAPTER IIl. Totipotency in avocado seedling as an expression of resistance to

Phytophthora cinnamomi Rands

3.2. ABSTRACT

The identification of resistance in seedlings of native Mexican race avocado, naturally
respond to infection by the oomycete P. cinnamomi. This response is due to genetic
variation based on the survival and totipotential capability after inoculation with the
oomycete. The aim of this work was to induce resistance in seedlings after inoculation
and totipotential "formation of new seedlings.” In selecting for resistance avocado
seedlings were of six genotypes of avocado Atlixco, Tepeyanco, Tepetl, Toliman,
Colin V-33 and Thomas (233 seedlings of 5 cm height and 338 seedlings of 15-20 cm
height) two trials, were seedlings inoculated with a virulent isolate of P. cinnamomi, in
the second trial only seedlings of genotypes Tepeyanco and Atlixco (160 seedlings of
5 cm height). Were inoculated seedlings in advanced stages of growth (15 to 20 cm
height) and juvenile stage (5 cm height) to detect resistance to P. cinnamomi. Atlixco
seedling population is an important source of resistance as it had the largest number
of new shoots of seedlings and totipotent asymptomatic seedlings. The seedlings
genotypes Toliman, Tepetl and Thomas are considered susceptible. Colin V-33 can be
classified as tolerant-resistant rootstocks to P. cinnamomi. Atlixco and Tepeyanco are

considered tolerant- resistant avocado wilt and canker caused by P. cinnamomi.

Keywords: Persea americana Mill., oomycete, shoot regeneration, sadness of

avocado, canker.
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3.3. INTRODUCCION

El oomicete Phytophthora cinnamomi causa la pudricion de la raiz y es la enfermedad
mas destructiva e importante del aguacate en todo el mundo (Zentmyer, 1980, Erwin
et al. 1996). En México, una de las principales limitantes en la produccién de aguacate
es la pudricion de raices producida por este patégeno. En 1994, esta enfermedad
causo la muerte de cien mil arboles de aguacate Persea americana variedad Hass en
Uruapan, Mich., disminuyendo la produccién con pérdidas econdémicas para los
productores por mas de 32 millones de pesos (Vidales et al. 1999 y Newett et al.
2002). Este oomicete, también ocasiona 90% de incidencia de cancros en el tronco
del aguacate, reduciendo la produccion y superficie cultivada en la region de

Michoacén (Zentmeyer 1980 y Ceja et al. 2000).

La marchitez del aguacate causada por P. cinnamomi se describié por primera
vez en Puerto Rico, en 1927, y actualmente se puede encontrar en casi todas las
areas productoras del mundo (Zentmyer 1980, Zentmyer 1985, Erwin et al. 1996,
Pegg et al. 2008). Este patdgeno invade la base del tronco en donde se desarrolla
como un cancro que llega a alcanzar de 1 a 2 m de altura, y que se caracteriza por
presentar coloraciones de café claro a oscuras y exudaciones acuosas (Zentmeyer
1980 y Ceja et al. 2000). En 1959, en California EEUU., se observaron por primera
vez sintomas de cancro en arboles de macadamia (Macadamia integrifolia y

Macadamia tetraphylla) y aguacate. En 1960, se comprob6 que el agente causal del
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cancro en estos arboles es ocasionado por P. cinnamomi (Zentmeyer et al. 1961 y

Zentmeyer 1980).

El oomicete sobrevive por largos periodos en el suelo, incluso sin el
hospedante, por lo que, una vez establecido en una region determinada, su
erradicacion es dificil. Las medidas de control para este fitopatdgeno son la aplicacién
de fungicidas Ridomil® (metalaxil) y practicas culturales. Sin embargo, los intentos de
control de esta enfermedad presenta algunas limitaciones, el uso de portainjertos
tolerantes-resistentes es la alternativa mas efectiva para el control de la enfermedad

(Pegg et al. 2008).

En un principio el origen de los portainjertos de aguacate no era de importancia
para los viveristas quienes buscaban cualquier tipo de semilla disponible.
Actualmente, Pegg et al. (2008) mencionan que en Michoacan, Méx. los portainjertos
se obtienen a partir de semilla de arboles fuertes y sanos. Por otra parte, a inicios de
1940 en California, E.U.A. se determind que P. cinnamomi Rands causaba pudricion
de las raices del aguacate, propiciando la investigacion tendiente a la busqueda de
portainjertos tolerantes a éste oomicete. En 1960, Zentmyer colecté semillas de
aguacate de varias regiones de México y el Caribe, y las colecciones mas importantes
fueron las provenientes de Atlixco, Puebla, regidon conocida por su gran variacion
genética (Anderson 1950). Estas colecciones de semillas y esquejes presentaban

cierto nivel de tolerancia a la enfermedad (Zentmyer 1961). En México, el éxito de la
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produccion de aguacate Hass se debe a que se encuentra injertado sobre el material

criollo de la raza Mexicana var. drymifolia.

Zentmyer et al. (1994) propuso la seleccion y desarrollo de portainjertos
resistentes como el mejor método para el control de P. cinnamomi. Por lo antes
expuesto, el objetivo del presente trabajo fue seleccionar portainjertos resistentes a P.
cinnamomi a partir de plantulas de 5 cm y de 15 a 20 cm de altura provenientes de
semillas de la raza Mexicana (var. drymifolia), e identificar resistencia por medio de
brotes totipotenciales después de la inoculacién. La resistencia en plantulas criollas
de aguacate raza Mexicana responden de forma natural a la infeccion de P.
cinnamomi. Esta respuesta de resistencia en genotipos criollos se debe a la fuente de
rigueza genética basada en la supervivencia y en la capacidad de generacion de

nuevos brotes después de la infeccién causada por el oomicete.

3.4. MATERIALES Y METODOS

La seleccién de resistencia en plantulas de aguacate se llevo a cabo en dos ensayos,
en el primero se utilizaron de 90 a 148 semillas de la raza Mexicana, colectadas de
arboles en produccion en Atlixco, Pue. y Tepeyanco, Tlax. Estos genotipos se
denominaron como Atlixco y Tepeyanco. El portainjerto comercial Thomas (20) y los

genotipos Tepetl (20), Toliman (20) y Colin V-33 (51), provenientes de semilla, fueron
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proporcionados por la Fundacion Salvador Sanchez Colin, CICTAMEX S.C. ubicada
en Coatepec Harinas, Estado de Méx. (altitud de 2, 260 msnm, latitud de 18° 48' 08"

y longitud de 99° 42' 567").

Como fuente de in6culo se utilizo el aislamiento de P. cinnamomi CPO-PCU
(por sus siglas de registro en el Genbank: Colegio de Postgraduados-Phytophthora
cinnamomi de Uruapan, numero de acceso al Genbank JQ266267) muy virulento,
aislado de Uruapan, Michoacan, Méx. El oomicete se reactivé en medio agar jugo-V8®
a 28°C durante 8 dias. Posteriormente, se transfirieron 10 rodajas del medio de cultivo
de 5 mm de didmetro a matraces de 500 mL con medio liquido jugo-V8® (Figura 1) y
se incub6 a 28 °C. Diez dias después de incubacién y multiplicacion del oomicete, se
procedid a cuantificar el numero de fragmentos de micelio por mililitro con un

hematocitbmetro Neubauer.

Figura 1. Cultivo del aislamiento
CPO-PCU de P. cinnamomi en
medio liquido jugo-V8®.
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Las semillas se sembraron en macetas de plastico (capacidad de 1 L) con peat
moss®, suelo agricola y agrolita® (2:2:1) previamente esterilizados por 4 h a 15 Ib de
presion durante 2 dias consecutivos. Previo a la inoculacion de los genotipos de
aguacate, se hicieron cuatro orificios de 3 cm de profundidad en el suelo circundante
a la raiz de plantulas de 5 cm y de 15 a 20 cm de altura en donde se depositaron 200
mL de la suspensién de micelio de P. cinnamomi (2.5 x 10° mL), durante el
experimento la humedad del suelo se mantuvo a 90%. Las observaciones se
realizaron ocho dias después de la inoculacién, donde se evalué el numero de
plantulas muertas, niamero de plantas con desarrollo de cancro y plantulas
asintomaticas asi como el porcentaje de plantulas que mostraban rebrotes
totipotenciales, en 1959 Reinert utilizd este término refiriéndose a las plantas que
tienen la capacidad de rebrotar y formar plantas completas (CIAT 1999 y Martinez-

Gomez et al. 2004).

En el segundo ensayo, se inocularon 160 plantulas de Tepeyanco y Atlixco de
5 cm de altura. La tolerancia-resistencia se determind contabilizando el nUmero de
plantulas muertas, aquellos con sintomas de cancro y las plantulas asintomaticas.
Simultaneamente, se registro la frecuencia de brotes nuevos después de la muerte de
la primera plantula. Con el propdésito de evitar escape a la infeccién los nuevos brotes
se reinocularon con 200 mL del concentrado micelial de P. cinnamomi (2.5 x 10° mL).
Posteriormente, en los brotes nuevos se registrd el porcentaje de mortalidad causada

por P. cinnamomi y el nimero de plantulas asintomaticas.
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Los datos del numero de plantulas muertas, con cancro, asintomaticas y el nimero
de brotes nuevos entre genotipos se analizaron con la prueba de y? (Herrera et al.
2005). Los datos fueron analizados utilizando el software SAS® V. 9.0 para Windows

(SAS Institute 2002).

3.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los primeros sintomas de la enfermedad se presentaron de 10 a 20 dias después de
la inoculacién. Estos se caracterizaron por una marchitez en la parte aérea, pudricion
de raices, clorosis general y pérdida de turgencia. Estos sintomas pueden
presentarse en cualquier etapa bioldgica de la planta, desde plantula hasta arboles en
produccion (Zentmyer 1985 y Téliz et al. 2007). Otro sintoma observado
frecuentemente fue el desarrollo de cancro en el tallo que se caracterizé por presentar
coloraciones de café claro a oscuras y exudaciones acuosas (Zentmyer 1980 y Ceja
et al. 2000). Esta sintomatologia generalmente provoca la muerte de las plantulas de
aguacate. La variacibn genética de los genotipos evaluados en plantulas
asintométicas permitira obtener portainjertos promisorios tolerantes-resistentes a P.

cinnamomi (Cuadro 1).

La prueba de Xz mostré que existen diferencias altamente significativas entre
los genotipos evaluados, donde los genotipos Atlixco y Tepeyanco de la raza

Mexicana, al inocularse en su etapa de desarrollo de 5 cm de altura con P.
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cinnamomi, presentaron mayor numero de plantas con cancro (21 y 8), mientras que
las selecciones Tepeyanco, Atlixco y Colin V-33 resultaron en un mayor numero de
plantas muertas (60, 38 y 21) y altos porcentajes de mortalidad que oscilaron entre 40
y 90% (Cuadro 1). Sin embargo, en los genotipos Tepetl, Toliman y Thomas hubo
muerte total de plantas, aun cuando el nimero de plantas evaluadas fue variable en

cada genotipo de aguacate (Cuadro 1).

Los genotipos Tepeyanco y Atlixco de raza Mexicana presentaron mayor
namero de plantas asintométicas (22 y 31) y mostraron mejor tolerancia-resistencia
ante la infeccion de P. cinnamomi. El portainjerto Thomas en arbol adulto es
considerado como resistente al oomicete (Menge 1999), pero en la etapa de plantula
es susceptible (Cuadro 1).

Cuadro 1. Ensayo 1. Sintomatologia en plantulas de aguacate con 5 cm de altura
inoculadas con P. cinnamomi para seleccion de resistencia

Frecuencia de infeccién por P. cinnamomi
en plantulas de 5 cm de altura

Numero de plantulas Cancro Mortalidad Asintomaticas

Genotipos inoculadas No. % No. % No. %
Atlixco 90 21t 23.33 38 42.22 31 34.44
Colin V-33 23 0 0.00 21 91.30 2 8.78
Thomas 10 0 0.00 10 100 0 0.00
Toliman 10 0 0.00 10 100 0 0.00
Tepetl 10 0 0.00 10 100 0 0.00
Tepeyanco 90 8 8.89 60 66.67 22 24.44
v’ = 43.09 x* = 18.36 x® = 18.0037

p< 0.001 p<0.0025 p< 0.0029

T 4% con p<0.001).
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En los genotipos de aguacate inoculados en etapa de plantula de 15-20 cm de
altura, las pruebas de %? (p<0.001) mostraron diferencias estadisticas significativas en
los diferentes sintomas causados por P. cinnamomi. Las selecciones Tepeyanco y
Atlixco, tuvieron mayor namero de plantulas con cancro y mortalidad en comparacion
con Thomas, Toliman, Tepetl y Colin V-33, que tuvieron menor valor porcentual de

plantas con cancro (Cuadro 2).

Los sintomas del cancro del tallo en plantulas se observaron a los 10 y 25 dias
de inoculados mostrando una necrosis en la epidermis del tallo desde su base de la
plantula y hasta 1 cm de longitud arriba de la base. En el tallo, la necrosis se extendio
de 15 a 20 cm a los 90 dias (Figura 2) cuando las plantulas mostraron sintomas de
cancro en la epidermis del tallo, posteriormente se observé marchitez y finalmente
murieron. Estos sintomas coinciden con las observaciones realizadas por Ceja et al.
(2000). Desde 1959, se determinG por primera vez en California, EEUU., que P.
cinnamomi era el agente causal del cancro en arboles de macadamia (Macadamia

integrifolia) y aguacate (Persea americana) (Zentmyer et al. 1961 y Zentmyer 1980).
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Figura 2. A) Cancro en plantulas de aguacate causado por P. cinnamomi
(inoculadas de 15 a 20 de altura), B) exudaciones acuosas, C) Cancro con
coloraciones de café claro a oscuras D) plantulas con necrosis y constriccion del
tallo (inoculadas a 5 cm de altura)

Los genotipos Tepeyanco, Atlixco, Colin V-33, Toliman y Tepetl presentaron
mayor mortalidad de plantulas en comparacién con Thomas (Cuadro 2). Entre los
genotipos se encontraron 99 y 62 plantulas de los genotipos Tepeyanco y Atlixco
como tolerantes-resistentes a P. cinnamomi, al mostrar mayor cantidad de plantulas
asintomaticas. Thomas se considera tolerante cuando presentd 6 (60%) plantas
asintomaticas. Las selecciones de Colin V-33, Tepetl y Toliman se consideran
susceptibles al presentar 1 y 4 respectivamente, plantas asintoméaticas debido a que
la mayor poblacién de plantulas se distribuydé en sintomas de cancro y mortalidad

(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Ensayo 1. Sintomatologia en plantulas de aguacate con 15 a 20 cm de
altura inoculadas con P. cinnamomi para seleccionar resistencia

Frecuencia de infeccion por P. cinnamomi
en plantulas de 15 a 20 cm de altura

NGmero de plantulas Cancro Mortalidad Asintométicas
Genotipos inoculadas No. % No. % No. %
Atlixco 132 38t 28.79 32 24.44 62 46.97
Colin V-33 28 4 14.29 19 67.86 4 14.29
Tepetl 10 4 40.00 5 50.00 1 10.00
Tepeyanco 148 13 8.78 36 24.32 99 66.89
Thomas 10 1 10.00 3 30.00 6 60.00
Toliman 10 3 30.00 6 60.00 1 10.00
x° = 23.1463 x°=29.7182 v’ = 44.6981
p<.0003 p<.0001 p<.0001

42 con p<0.001.

En genotipos de aguacate inoculados a edad temprana (5 cm de altura) es
posible encontrar resistencia a P. cinnamomi, debido a que se pueden detectar
diferencias entre los genotipos de aguacate evaluados. Los genotipos Atlixco y
Tepeyanco mostraron ser fuente importante de resistencia ya que presentaron mayor
namero de plantas sanas (asintomaticas) que no tuvieron ningin sintoma provocado
por el oomicete (Cuadro 1y 2) en etapa de plantulas (5 cm de altura) y aun en etapa

mas avanzada de crecimiento (15 a 20 cm de altura).

Los materiales evaluados para resistencia en plantulas inoculadas con P.
cinnamomi emitieron brotes nuevos tras morir el primer brote, fendmeno biolégico que
se conoce como totipotencialidad (CIAT 1991). En el Cuadro 3 se muestra el nimero
de rebrotes que se producen después de la inoculacién con el oomicete. Las plantulas

de 5 cm de altura en los genotipos de Colin V-33, Tepetl, Tepeyanco y Atlixco
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presentaron valores porcentuales similares. A pesar de provenir de una poblacion

genéticamente variable de plantas la prueba de y* (p<0.05) no mostré diferencias

estadisticas significativas entre los genotipos de aguacate para la generacion de

nuevas plantulas. Sin embargo, Thomas y Toliman no formaron nuevos brotes de

plantulas después de la inoculacion con P. cinnamomi. La ausencia de nuevos brotes

se debe a la incapacidad y baja frecuencia genética del caracter.

Cuadro 3. Ensayo 1. Inoculacion de plantulas de aguacate de 5 cm de altura para

inducir la totipotencialidad

Frecuencia totipotencial e infeccion P. cinnamomi
en plantulas de 5 cm de altura

Nuevos brotes Mortalidad  Asintométicas
Numero de plantulas
Genotipos inoculadas No. % No. % No. %
Atlixco 90 121 13.33 2 16.67 10 83.33
Colin V-33 23 4 17.39 1 25.00 3 75.00
Tepetl 10 2 20.00 2 100 0 0.00
Tepeyanco 90 15 16.67 5 33.33 10 66.67
Thomas 10 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Toliman 10 0 0.00 0 0.00 0 0.00
v°=4.29 v°=5.77 v°=5.77
p< 0.5081 p< 0.1231 p< 0.1231

4% con p <0.001.

El genotipo Atlixco presentd bajo porcentaje de mortalidad (Cuadro 3), mientras

gue Colin V-33 y Tepeyanco mostraron 25 y 33.33% de muerte, respectivamente,

mientras que Tepetl presentd 100% de mortalidad después de 10 dias de la

inoculacién. Los genotipos Atlixco y Tepeyanco se consideran resistentes a P.

cinnamomi, al mostrar el porcentaje mas alto de rebrotes asintomaticos (equivalente a
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10 nuevos brotes) en comparacion con el genotipo Colin V-33 que sélo tuvo 3 brotes

de plantulas asintomaticas (Cuadro 3).

La inoculacion en plantulas de 5 cm de altura estimul6 la totipotencialidad
(capacidad de rebrotacion) En la Figura 3 se muestra la muerte de la primera plantula
tras la inoculacion con P. cinnamomi y la formacién del nuevo brote con el desarrollo
de una raiz principal y raices adventicias vigorosas. La capacidad de regenerar
nuevas raices en estos genotipos es una respuesta de resistencia genética basada en
la supervivencia y capacidad totipotencial. Esta variacion genética se puede observar
cuando las plantulas o portainjertos provienen principalmente de semillas de raza
Mexicana. Por lo anterior, la mayoria de los arboles de aguacate en Australia y
México estan injertados sobre portainjertos de semillas procedentes de arboles de
polinizacién libre, que provee la posibilidad de que exista una variacion genética en
sus huertos para la seleccién de resistencia a P. cinnamomi. Pegg et al. (2008)
mencionan que los portainjertos australianos sobreviven y prosperan en condiciones
de alta presion de indculo debido a la capacidad de los portainjertos para regenerar

rapidamente nuevas raices.
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Figura 3. Totipotencialidad en plantulas de Atlixco y Tepeyanco con 5 cm de
altura, 10 dias después de la inoculacién con P. cinnamomi.

Los resultados obtenidos en los estudios de la formacion de nuevos brotes tras
la inoculacion sugieren que Tepeyanco, Atlixco y Colin V-33 pueden considerarse
como tolerantes-resistentes a P. cinnamomi. Este fitopatégeno, de acuerdo a la
observacion en plantulas, podria ser el responsable de provocar mutaciones naturales
al inocular en plantulas y provocar la muerte de estas, posteriormente algunas tienen
la capacidad regenerar brotes nuevos de plantulas con raices vigorosas. AlUn se
desconocen los mecanismos involucrados en la resistencia a la infeccion de P.
cinnamomi en plantula de aguacate. Una explicacion podria corresponder con los
estudios realizados por Ehrenberg et al. (1956) quienes mencionan que otras
sustancias quimicas producidas por hongos pueden llegar raramente a provocar

mutaciones; sin embargo, pueden aumentar la proporcién de las mutaciones génicas
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visibles. Tal es el caso del hongo Clitocybe nebularis que aumenta la frecuencia de

las mutaciones visibles.

En 1993, Yasseen utilizé bencil adenina y tidiazurdn (citocininas) en semillas de
aguacate para inducir mas de un brote, fendmeno llamado brotes multiples. Valteur et
al., (2011) mencionan la utilizacién de radiacion gamma para inducir policaulismo en
semillas a utilizar en la propagacion clonal de portainjertos tolerantes a P. cinnamomi.
Sin embargo, estos trabajos no implican la obtencién de portainjertos resistentes a

este patdgeno ya que las semillas no han sido expuestas a la infeccion del oomicete.

En la inoculacién de plantulas de 15 a 20 cm de altura, ¥* (p<0.05) no se
observaron diferencias estadisticas significativas entre los genotipos que emitieron

nuevas plantulas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Ensayo 1. Reinoculacién de plantulas a 15 a 20 cm de altura para
estimular la totipotencialidad

Frecuencia totipotencial e infeccion P. cinnamomi
en plantulas de 15 a 20 cm de altura

Nuevos brotes Mortalidad Asintomaticas
Numero de plantulas

Genotipos inoculadas No. % No. % No. %
Atlixco 132 gt 6.06 3 37.50 5 62.50
Colin V-33 28 5 17.85 2 40.00 3 60.00
Tepetl 10 3 30.00 1 33.33 2 66.67
Tepeyanco 148 8 5.40 3 37.50 5 62.50
Thomas 10 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Toliman 10 1 10.00 0 0.00 1 100

v°=14.03 v*=0.62 v*=0.621

p< 0.015 p< 0.960 p<0.960

T XZ con p <0.001.
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En los brotes reinoculados, el porcentaje de mortalidad fue superior en Colin V-
33, Atlixco, Tepeyanco y Tepetl (entre 30 y 40%), se incrementd el porcentaje de
plantulas asintomaticas. Los resultados indican que los genotipos Colin V-33,
Tepeyanco, Atlixco y Tepetl tienen comportamiento tolerante-resistente a P.
cinnamomi (Cuadro 4) y pueden utilizarse en zonas productivas de aguacate. Entre
los genotipos estudiados Tepeyanco y Atlixco han sido seleccionados por su
resistencia a la infeccion en inoculacion de plantulas en la etapa de 5 cm de altura y
por producir nuevos brotes con mayor nimero de plantulas asintométicas después de

la reinoculacion.

Segundo ensayo

Con la finalidad de propiciar la estimulacion de nuevos brotes y poder obtener
individuos que muestran esta capacidad de resistencia promisoria a P. cinnamomi, se
evalu6 un segundo ensayo utilizando plantulas de los genotipos Tepeyanco y Atlixco,
posiblemente tienen mayor variabilidad genética por este caracter formacion de

nuevos brotes.

Las plantulas reinoculadas de 5 cm de altura no mostraron diferencias
significativas a la infeccién entre ambos genotipos, los cuales presentaron namero
similar de plantulas (40 y 45) con sintomas de cancro. Sin embargo, Atlixco mostré
mayor numero (81) y porcentaje de plantulas muertas (50.63%) en comparacion con

Tepeyanco que presentd 27 plantulas muertas (Cuadro 5). En los resultados
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obtenidos en plantulas asintomaticas, Tepeyanco tuvo mayor frecuencia de plantulas

resistentes (93 que correspondié a 58.13%), mientras que Atlixco tuvo menos namero

de plantulas sin presencia de sintomas (34 correspondiente a 21.15%).

En la prueba para resistencia en plantulas a la marchitez del aguacatero, se

esta llevando a cabo simultaneamente un método de seleccion para resistencia a

cancro del tronco, ya que recientemente esta enfermedad en la region de Michoacan

alcanzé incidencia de 90% (Ceja et al. 2000). Por tanto es de suma importancia contar

con portainjertos resistentes no soélo a la marchitez del aguacatero sino también al

cancro del tronco.

Cuadro 5. Ensayo 2. Sintomatologia en plantulas de aguacate de 5 cm de altura para

resistencia a P. cinnamomi

Frecuencia de infeccidn por P. cinnamomi
en plantulas de 5 cm de altura

Namero de plantulas Cancro Mortalidad Asintomaticas
Genotipos inoculadas No. % No. % No. %
Atlixco 160 45t 28.13 81 50.63 34 21.15
Tepeyanco 160 40 25.00 27 16.88 93 58.13
¥* = 0.400 v°=40.75 y° = 45. 44
p< 0.5268 p< 0.0001 P< 0.0001

42 con p<0.001.

La estimulacién de rebrotes inducidos por la inoculacién de los genotipos

Atlixco y Tepeyanco fue de 13 y 11 que correspondi6 a 8.13 y 53.85%,

respectivamente, rebrotes de plantulas de una poblacién de 160 plantulas inoculadas

(Cuadro 6). La frecuencia de plantulas totipotenciales fue baja debido a que en la
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naturaleza ocurre al azar y en bajas frecuencias. Para aumentar la frecuencia de
nuevos brotes de ejes embrionarios de aguacate se utiliza la induccion por hormonas
de crecimiento (citocininas) (Mohamed et al. 1993 y Keightley et al. 2009). La
reinoculacion asegura la infeccion por P. cinnamomi en los nuevos brotes, lo cual fue
posible comprobar en esta investigacion, debido a que no se encontraron diferencias
estadisticas significativas en el numero de plantulas de los genotipos Atlixco y
Tepeyanco. Ademas, el numero de plantulas asintométicas en Atlixco y Tepeyanco no
fue significativo, pudiéndose considerar que ambos genotipos son resistentes al

cancro y la marchitez del aguacatero (Cuadro 6).

Cuadro 6. Ensayo 2. Inoculacion de plantas de aguacate con 5 cm de altura para
estimular la totipotencialidad

Frecuencia totipotencial e infeccién P.
cinnamomi en plantulas de 5 cm de altura

Nuevos brotes

. . Mortalidad Asintomaticas
Numero de plantulas
Genotipos inoculadas No. % No. % No. %
Atlixco 160 13t 8.13 7 53.85 6 46.15
Tepeyanco 160 11 6.88 6 54.55 5 45.45
¥*= 0.1802 ¥*= 0.0012 x°= 0.0012
p= 0.671 p>0.972 p>0.972

T2 con p <0.001.
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3.6. CONCLUSIONES

La inoculacion de plantulas (5 cm de altura) permite detectar resistencia a P.
cinnamomi. La poblacion de plantulas Atlixco es fuente importante de resistencia
debido a que tuvo mayor nimero de nuevos brotes y plantulas sanas (asintomaticas)
aun en etapas avanzadas de crecimiento (15 a 20 cm de altura). Asimismo, Atlixco y
Tepeyanco se consideran resistentes a la pudricion de raices del aguacate y al cancro
producido por P. cinnamomi porque tuvieron el mayor numero de plantulas

asintomaticas.

De acuerdo a los resultados obtenidos con la formacion de nuevos brotes tras
la inoculacion, Tepeyanco, Atlixco y Colin V-33 mostraron ser portainjertos tolerantes-
resistentes a P. cinnamomi en etapas tempranas de crecimiento. Estos resultados
muestran nuevas perspectivas para profundizar en los mecanismos de formacion de
rebrotes como reaccion para defensa en plantulas de aguacate raza Mexicana contra

la infeccién causada para P. cinnamomi.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de medio selectivo PARPH V8-agar

CaCOg; (Sigma), 3.5 g/L:
Agar 18 ¢
Jugo V8 (HERDEZ® 300 mL
Agua destilada 700 mL
Erwin 1996.
Pentacloronitrobenceno (PCNB) 0.10 g/L Mitchell et al.1993.
Ampicilina (SIGMA®) 0.27 g/L
Rifampicina (SIGMA®) 0.01 g/L
Pimaricina (Delvocid Instant® natamicina). 0.02 g/L
Himexazol

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C y 15 libras de presion por
20 minutos.

Anexo 2. Caracteristicas de siembra de aguacate y requerimientos del crecimiento de
P. cinnamomi

Crecimiento del arbol de Crecimiento de P. cinnamomi
aguacate ) Gallegly, 2008,
Observado  Requerida | Minima Optima Méaxima Erwin et al.
pH 6.1 +6.0 3.5-5 6.5 8.0 1996, Zentmyer,
CE 0.63 <20 1980.
Temperatura 5°C 24-28°C  32-34°C
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Anexo 3. Caracteristicas morfolégicas de P. cinnamomi

Micelio Cenocitico, coraloide (7 a8 pm)
(Con hinchamientos
hifales).

Esporangios No papilados y no Elipsoides

caducos con formas 85 X 35um
elipsoides a ovoides.  Ovoides

60 x 34 um
Gallegly, 2008,
Clamidosporas  Esféricas 40 pum Erwin et al.1996,
(Con pared gruesa o Zentmyer, 1980.
delgada).
Estructuras sexuales
Oogonio 40 pum
Oosporas Plerdticas. 35 pum
Anteridios Anfigenos. 18 ancho x 20 pm
largo

Anexo 4. Preparacidon de colorantes para tincion histopatolégica de raices de
aguacate: safranina en metil celosolve

Safranina O 49

Metil celosolve 200 mL

Alcohol 96% 100 mL .

Agua destilada 5mL Lopez, et al. 2005.
Acetato de sodio 49

Formol 8 mL

Se mezcla la safranina O y el metil celosolve posteriormente se complementa con el
resto de reactivos.

Anexo 5. Preparacion de colorantes para tincion histopatolégica de raices de
aguacate: Verde rapido en metil-celosolve

Verde rapido 059

Alcohol absoluto 33.3mL )

Metil-celosolve 33.3mL Lopez, et al. 2005.
Aceite de clavo 33.3mL
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