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ACTIVADORES DE DEFENSA CONTRA Phytophthora cinnamomi (Rands) EN
AGUACATE (Persea americana (Mill))
Edwin Olivio Escobar Lopez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN

El efecto del acibensolar-S-metil (ASM) por separado y en mezcla con fosetil aluminio y proteina
de harpin se evalud en la induccién de fenoles y peroxidasas como activadores de resistencia
contra Phytophthora cinnamomi (Pc), en plantulas de aguacate “Hass” causante de la pudricion
de raices y tristeza del aguacate. La inoculacién de Pc se realizO siete dias después de la
induccidn con los activadores de resistencia. El progreso de la enfermedad se evalué midiendo la
fotosintesis neta (FN) a los 0, 7, 14 y 21 dias post-induccion. Las plantulas inoculadas con Pc y
sin activadores se marchitaron a los 21 dias después de la inoculaciéon y su FN disminuyo
significativamente; mientras que las plantulas protegidas con la mezcla de activadores no se
marchitaron y tuvieron la mayor FN a los 21 dias después de la induccion. La mezcla de
activadores protegi6 a las plantulas al incrementar significativamente la concentracion fenodlica a
los 21 dias de la induccién, por lo contrario, en las plantulas inoculadas con Pc y sin activadores
la concentracion de fenoles disminuy6 significativamente a los 21 dias de la inoculacién. La
actividad de peroxidasas al dia 21 fue similar en las plantulas inoculadas con Pc (sin activadores)
y en las plantulas sin “hongo” y sin activadores (testigo absoluto). Las plantulas con P. c. y con la
mezcla de activadores finalizaron con la maxima actividad de peroxidasas y la mayor FN a los 21
dias. El efecto individual del ASM estimuld la actividad de las peroxidasas, ya que su
concentracion fue similar a las plantulas tratadas con la mezcla de activadores. Las plantulas
tratadas con la mezcla de inductores tuvieron la méxima concentracion de fenoles, peroxidasas y
FN como respuesta de resistencia a la infeccion por Pc. Los activadores no tuvieron actividad

antifungica in vitro.

PALABRAS CLAVES: Acibensolar-S-metil, fenoles, fosetil-Aluminio, peroxidasas, proteina de

harpin, fotosintesis neta.
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TRIGGERS DEFENSE AGAINST Phytophthora cinnamomi (Rands) IN AVOCADO
(Persea americana (Mill))
Edwin Olivio Escobar Lopez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

The effect of acibensolar-S-metil (ASM) alone and mixed with phosetyl-Al and Harpin protein
inducing phenols and peroxidases as resistant reponse to Phytophthora cinnamomi (Pc) root rot
was evaluated in Hass avocado seedlings. Pc was inoculated seven days after induction with the
resistant activators. Root rot progress was related with net photosynthesis (NP) at 0, 7, 14 and 21
days after induction. Seedlings inoculated with Pc and without activators wilted 21 days after
inoculation and their NP was significantly reduced. Seedlings treated with the activators mix did
not wilt and showed the highest NP, and their phenolic concentration significantly increased 21
days after induction. Phenolic concentration significantly decreased in seedlings with no
activators 21 days after inoculation. Peroxidases activity was similar, 21 days after inoculation, in
inoculated and non inoculated seedlings with no activators. Seeedlings with the activator mix
ended with the highest NP and peroxidases activity 21 days after their inoculation. Peroxidases
activity was similar in seedlings treated with the mix and those with ASM alone. Seedlings
treated with the inducers mix showed the highest NP, phenols concentration and peroxidases
activity as a resistant response to Pc infection. In vitro assays did not show antifungal activity by

resistance inducers.

KEY WORDS: Acibensolar-S-methyl, phenols, phosetyl aluminium, Harpin protein,

peroxidases, net photosynthesis
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1.- INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Miller) es una fruta de gran importancia econémica en México,
en el 2013 produjo 1,467,837.35 t con un valor de $18,060,177 (SIAP, 2013). Los principales
estados productores son Michoacan, Estado de Meéxico, Morelos, Nayarit y Jalisco. En
Michoacan el volumen de la produccién en 2011 fue de 1, 092,344 t (APEAM, 2013). La tristeza
causada por Phytophthora cinnamomi es una enfermedad importante del aguacate (Zentmyer,
1980; Téliz et al., 1989; Menge y Ploetz, 2003). En México, estd presente en las principales
zonas productoras de Michoacéan, Puebla, Morelos, Nayarit y Veracruz, con incidencias entre 5-
90% (Morales 1983; Téliz y Marroquin, 2007). En Michoacan (1994) se estimaron 100 mil

arboles enfermos con peérdidas calculadas en $640 millones (Vidales, 1996).

El control quimico de este patdgeno es caro y dafia al ambiente; esta situacion evidencia la
necesidad de convivir con este oomyceto con un enfogue de manejo integrado de la enfermedad y
del cultivo (Téliz y Mora2007). Pocas moléculas quimicas eficientes (metalaxyl y fosetil
aluminio) se han registrado para esta enfermedad, ademéas que, los residuos de plaguicidas
representan una barrera no arancelaria para el comercio internacional de aguacate (APEAM,
2013).

Las sintesis de metabolitos secundarios y enzimas son alteraciones metabdlicas inducidas por los
patdgenos en el hospedante (Cornide et al., 1994). Cuando una 0 mas de estas sustancias
alcanzan una concentracion suficiente inhiben el avance de la infeccion (Goodman et al., 1986).
La respuesta defensiva del aguacate contra patdgenos involucra un aumento en la acumulacién de
fenoles (Brune y van lelyveld., 1982) y peroxidasas (vanlelyveld y Bester, 1978). Los activadores
de defensa inducen la resistencia sistémica adquirida (RSA) en las plantas (Du et al., 2012)
contra un gran nimero de hongos, virus y bacterias patogenas (Ryals et al., 1996; Oostendorp et
al., 2001; Soylu et al., 2003). El acibenzolar-S-metil y el fosetil aluminio se han registrado como
inductores de RSA frente a diferentes patdgenos (Vo- Thi- Han et al., 1979; Bompeix et al.,
1980; Trique et al., 1981). Las plantas pueden reconocer estructuras asociadas a microorganismos
Ilamados elisitores o PAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Patogenos) (Nurnberger y
Brunner, 2002), tal como la proteina de harpin (Dong et al., 1999) que induce RSA. Con base en

lo anterior el objetivo de la presente investigacion fue estudiar el efecto de activadores de

1



resistencia en mezcla (fosetil aluminio, acibensolar-S-metil y proteina de harpin) y el efecto
individual del acibensolar-S-metil en la induccion de fenoles totales y peroxidasas en plantas de

aguacate “Hass” infectadas con P. cinnamomi.



2.- HIPOTESIS

Los productos asperjados activaran fenoles totales y peroxidasas de las plantas como respuesta de
resistencia a la infeccién de Phytophthora cinnamomi en aguacate “Hass”. Los inductores de

resistencia abatiran el dafio causado por P. cinnamomi.



3.- REVISION DE LITERATURA

3.1 Defensa de las plantas contra patogenos

Las plantas han desarrollado mecanismos de defensa para resistir la colonizacion de patégenos,
estos mecanismos fisicos y bioquimicos se clasifican en defensas preformadas e inducibles
(activas) (Durrant y Dong, 2004).

3.1.1 Defensas preformadas

Las defensas preformadas estan presentes antes de la infeccion del patégeno y se divide en
mecanismos de defensa estructurales constitutivos y mecanismos de defensa quimicos
constitutivos (Madriz, 2002); en el primero se encuentran las ceras cuticulares, el espesor y
firmeza de las células epidermales; el tamafio, localizacién y forma de estomas y lenticelas cuya
funcion es impedir la penetracion de algunos patégenos (Agrios, 2013). Algunas caracteristicas
morfolégicas de las plantas como color, forma, tipo de cuticula, ceras y vellosidad de tallos y
hojas pueden interferir o modificar el comportamiento del patégeno (Cuartero et al., 2002).

La defensa quimica constitutiva se desarrolla en la pared celular o en los espacios intercelulares y
estd representada por lignina, callosa, capas de corcho o suberina, depositos de gomas, la
cuticula, glucésidos fendlicos, fenoles, quinonas, esteroides, glicoalcaloides, terpenoides y
proteinas (tioninas) (Riveros, 2001), taninos, saponinas, antocianinas, flavonoides, glucosinatos,

lectinas, glucanasas y quitinasas (Kliebeinsten, 2004).

3.1.2 Defensas inducidas

Las respuestas activas que se inducen después de la infeccidén por agentes bidticos y abidticos
son: fitoalexinas, especies reactivas de oxigeno (ROS), radicales libres, iones calcio, siliconas,

silicatos, polifenoloxidasas, peroxidasas, fenilalanina amoniaco liasa (PAL), glicoproteinas ricas



en glicina, callosa, lignina, lipoxigenasas, fosfolipasas, ribonucleasas, proteasas, péptidos,
quitinasas, p-1,3-glucanasas y proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR) (Riveros, 2001).

3.1.2.1 Fitoalexinas

Son metabolitos secundarios de bajo peso molecular, con propiedades antimicrobianas y que se
producen y acumulan en respuesta a la infeccion por patdgenos (Paxton, 1981). En plantas sanas
se encuentran en niveles muy bajos pero su acumulacion se incrementa draméaticamente después
de la infeccion de un patogeno. Las fitoalexinas se acumulan en grandes cantidades tanto en el
sitio de penetracion como en las células y tejidos adyacentes (Hammerschmidt, 1999a). Las
fitoalexinas provienen de la ruta metabolica de los fenilpropanoides, terpenoides o poliacetilenos.
Algunos ejemplos son resveratrol, giceolina |, pisantina, faseolina, medicarpina, risitina,
falcarinol y capsidiol (Mert-Turk, 2002; Garcia y Pérez, 2003)

3.1.2.2 Proteinas relacionadas con la patogénesis (PR)

Las proteinas PR se producen después y durante la infeccion de un patégeno (van Loon et al.,
1994); y se acumulan después de la infeccion de virus, viroides, bacterias, hongos y oomicetos.
Las PR son activadas por la ruta del acido salicilico, &cido jasmoénico y del etileno (Sels et al.,
2008). Se identificaron inicialmente en tabaco durante la interaccion con el virus del mosaico del
tabaco. Las PR se caracterizan por su bajo peso molecular, resistencia a las proteasas y se
localizan fuera de la célula (van Loon y van Kammen 1970). Se clasifican en cinco grupos
originalmente identificados para las proteinas PR de tabaco. Sin embargo, las PR se han
identificado tanto en dicotiledéneas como en monocotiledoneas, lo que ha generado una nueva
clasificacion de acuerdo a su actividad (van Loon y van Strien 1999). Algunas de las proteinas
PR poseen actividades definidas tal como las PR-2 (b-1,3-glucanasas) y PR-3 (quitinasas). A la

fecha se conocen 17 grupos diferentes (cuadro 1).



Cuadro 1.- Clasificacion de proteinas PR en diferentes plantas (van Loon et al., 2006).

Familia Miembro tipo Propiedades
PR-1 PR-1a Tabaco 14-17kD
PR-2 PR-2 Tabaco Clase I, 11 y 111 endo-beta-1,3-glucanasas, 25-35kD
PR-3 P, Q Tabaco Clase I, I1, 1V, V, VI y VII endoquitinasas, 30kD
PR-4 R Tabaco Actividad endoquitinasa, antifingica, 13-19kD
PR-5 S Tabaco Proteina tipo taumatina, osmotina, zeamatina, permeatina,
similar a inhibidores alfa-amilasa/tripsina, antifangica
PR-6 Inhibidor | Jitomate Inhibidores de proteasas, 6-13kD
PR-7 P69 Jitomate Endoproteasas
PR-8 Quitinasa Pepino Clase 1l quitinasas, quitinasa/lisosima
PR-9 Peroxidasa formadora  Peroxidasas, proteinas tipo peroxidasas
de lignina
PR-10  PR-1 Peregjil Ribonucleasas, Proteinas-Bet v 1-relacionadas
PR-11 Clase V Quitinasa Endoquitinasa
Tabaco
PR-12  Ps-AFP3 Réabano Defensinas
PR-13  THI2.1 Arabidopsis Tioninas
PR-14  LTP4 Cebada Proteinas transportadoras de lipidos no-especificas (ns-
LTPs)
PR-15  OxOa Cebada Oxalato oxidasa
PR-16  OXOLP Cebada Proteinas tipo oxalato-oxidasa
PR-17  PRp27 Tabaco Se desconoce

3.1.2.3 Genes de resistencia en aguacate

Hay tres descritos en la base de datos de la National Center for Biotechnology Information
(NCBI); el gen PR3 (endoquitinasa de 32 KDa) (Sowka et al., 1998), el gen R que expresa la
proteina Serin—treonin—cinasa (Di Gaspero y Cipriani 2003; Chen et al., 2008), el gen PR5 que

codifica para una proteina relacionada a taumatina (Cortés et al., 2009).



3.1.2.4 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las ROS’s son producidas después de la exposicion a altas y bajas temperaturas e intensidad de
luz, contaminantes aéreos como el ozono, luz ultravioleta, herbicidas y durante la infeccién de
patdgenos o dafio mecanico (Razem y Bernards, 2003). Las ROS’s incluyen moléculas derivadas
del oxigeno (radicales y no radicales) como el anion superoxido (O2), peréxido de hidrogeno
(H202), el radical hidroxilo (OH). Halliwell y colaboradores (1999) incluyen al 6xido nitrico
(ON), la cual es una molécula de sefializacion importante en animales y plantas. Las ROS’s
tienen una funcién importante en el inicio de la respuesta hipersensible (Benezer et al., 2008), y
funcionan como moléculas de sefalizacion, lo que resulta en la activacion de mecanismos de
defensade la planta (Apel y Hirt,2004). También tienen actividad antimicrobiana directa al inhibir

la germinacion de esporas en muchos hongos patégenos (Peng yKuc, 1992).

3.1.2.5Peroxidasas (POX)

Son enzimas que catalizan la oxido-reduccion entre el peroxido de hidrogeno y agentes
reductores (H202+AH> S 2H>0+A) (Welinder, 1991). Designadas como peroxidasas clase IlI,
son monoméricas y usualmente se encuentran glicosidadas (Luhova et al., 2003; Welinder,
1992). Realizan dos lineas cataliticas: en su ciclo regulan y catalizan la reduccién de perdxido de
hidrégeno tomando electrones de varias moléculas donantes (fenoles, precursores de lignina o
metabolitos secundarios). Se ha descrito un ciclo catalitico independiente que conduce a la
formacion de compuestos radicales (Passardi et al., 2005). Debido a ambos ciclos cataliticos,
pueden generar especies reactivas de oxigeno (Mli¢kova et al., 2004), polimerizar compuestos de
la pared celular y regular los niveles de peroxido de hidrogeno. Su importancia radica en una
amplia gama de procesos fisiologicos tales como lignificacion, suberizacion, metabolismo de
auxinas, ensamblado de proteinas de la pared celular, tolerancia a sales, estrés oxidativo y
defensa contra la infeccion de patégenos (Tognolli et al., 2002); como hongos (Sasaki et al.,
2004, 2007), bacterias (Young et al., 1995; Lavania et al., 2006) y virus (Lagrimini y Rothstein,
1987; Diazet al., 2006). Ya que existe una correlacion entre su actividad y la resistencia a



enfermedades (Johnson y Cuningham, 1972; Delannoy et al., 2003; Mlickova et al., 2004; van
Loon et al., 2006). Después de la infeccion fortalece la pared celular realizando uniones cruzadas
de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Bradley et al., 1992). Van Lelyveld y Broderick, (1975)
sefialan que la infeccion de P. cinnamomi incremento la actividad de las peroxidasas de manera
sistémica en plantas que no desarrollaron sintomas de la enfermedad. Los autores concluyeron
que la actividad de la enzima se asocia con la resistencia sistémica inducida contra la
enfermedad. Su implicacion en procesos fisiologicos y de desarrollo vegetal puede detectarse
desde la germinacion hasta la senescencia (Kristensen et al., 1999). Su actividad se ha
relacionado con el proceso de crecimiento y desarrollo vegetal (Wolter y Gordon 1975; Patra y
Mishra 1979); ejemplo, en aguacate, las hojas adultas manifestaron mayor concentracién que las

hojas juveniles (Sanchez et al., 1993).

En la pared celular las peroxidasas reaccionan con compuestos que contienen un (0s) grupo (s)
hidroxilo unido a un anillo aromatico, el guaiacol (o-metoxi fenol) es cominmente usado como
un sustrato para la medicion de la actividad de esta enzima. La deshidrogenacién oxidativa del
guaiacol por las peroxidasas ocasiona la formacién de radicales fenoxy y el subsecuente
apareamiento de un radical inestable lleva la polimerizacion no enzimética de monémeros. En
una forma similar el acido hidroxicinamico, el alcohol hidroxicinamil y sus derivados son
convertidos a radicales fenoxy por las peroxidasas. Las especies de alcohol hidroxicinamil son
polimerizadas a lignina. Los &cidos hidrocindmicos contienen grupos funcionales alifaticos que

son incorporados en la suberina (Fry, 1986)

3.1.2.6Fenoles totales

Son metabolitos secundarios, Harborne (1989) lo definié como una sustancia que posee un anillo
aromatico con uno (fenol) o mas (polifenoles) sustituyentes hidroxilos, incluyendo derivados
funcionales (ésteres, éteres metilicos, glucdsidos, etc.). Se derivan de las vias shikimato-
fenilpropanoides-flavonoides.Y se dividen en dos clases: 1) fenoles preformados que se sintetizan
durante el desarrollo de los tejidos de las plantas y 2) compuestos fendlicos que son inducidos en
respuesta al estrés biotico o abiotico (Nicholson y Hammerschmidt, 1992). Los compuestos



fendlicos suelen estar en las plantas sanas, pero su concentracion aumenta tras la infeccién por un
patégeno. En variedades resistentes la sintesis de estos compuestos es mucho mayor que en las
susceptibles (Dai, et al., 1995). La acumulacion rapida y temprana de estos compuestos en los
sitios de infeccidon es una caracteristica de las respuestas de defensa de base fendlica. Esta
acumulacion pueden resultar en el aislamiento eficaz del patégeno en el sitio original de la
entrada (De Ascensao y Dubery, 2003). Los fenoles de bajo peso molecular, como los acidos
benzoicos y los fenilpropanoides, se forman en la respuesta iniciala la infeccion (Kurosaki et
al.,1986; Niemann et al., 1991).

Por ejemplo en cebollas, el catecol y éacido protocatéquico previene la infeccién por
Colletotrichum circinans (Walker y Stahmann, 1955). El &cido clorogénico confiere resistencia a
tubérculos de papa contra Streptomyces, Verticillium alboatrum y Phytophthora infestans
(Johnson y Schaal, 1952; Lee y LeTourneau, 1958). Pequefias concentraciones de benzaldehido
(IV) inhiben totalmente la germinacion de esporas de Botrytis cinérea y germinacion de Monilia
fructicola (Wilson et al., 1989). Dos metabolitos secundarios constitutivos de la naranja amarga
(Citrus aurantium); naringina y el polymethoxyflavona, tangeretina mostraron actividad
antifungica frente a Penicillium digitatum (Arcas et al., 2000). Estudios in vitro revelan que los
compuestos tirosol, catequina, y oleuropeina del olivo (Olea europaea L.) mostraron actividad

antifungica contra Phytophthora sp. (Del Rio et al., 2003).

|La respuesta defensiva del aguacate involucra un aumento en la acumulacién de fenoles (Brune y
van lelyveld, 1982). En varias especies del genero Persea, existe considerables niveles de
resistencia a la infeccion de P. cinnamomi (Zentmyer, 1961). Zaki et al., (1973) reportan la
presencia de un agente antifingico preformado en tejidos de especies resistentes y lo definio
como borbonol (Zaki et al., 1980). En 1982 Wehner y colaboradores informaron sobre la
sensibilidad de los patdgenos a sustancias antifngicas en el tejido de aguacate; la concentracion
fue mayor en hojas seguidos del mesocarpio de la fruta, raiz, extractos de la semillas y la testa.
En este cultivo algunos compuestos fendlicos pueden actuar como antioxidantes e inducen
resistencia; y estan presentes en ciertas regiones lipofilicas.El fenol soluble flepicatequina avan-
3-ol es un antioxidante y actia como una trampa para radicales libres (Vidhyasekaran, 1997). El
dieno (1-acetoxi-2-hidroxi-4-oxo-hen-eicosa-12-, 15-dieno) inhibio el crecimiento del micelio
(Prusky et al., 1982; Prusk y et al., 1983) y la germinacion de esporas (Prusky et al., 1982). En



hojas de aguacate se acumulé en orden de magnitud, en Hass(4,5 pg.g-1), Pinkerton, Fuerte,
Duke 7 y Edranol (0,4 ng.g-1). Se han aislado otros compuestos con propiedades fungitoxicas,
Dormergue y colaboradores (2000) afirmaron que el (E, Z, Z,) -1-acetoxi-2-hidroxi-4-oxo-
heneicosa-5, 12, 15-trieno inhibid la germinacion de esporas de Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.).

3.2 Resistencia sistémica adquirida e inducida

Vallad y Goodman (2004) distinguieron a la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) vy la
Resistencia Sistémica Inducida (ISR) en base a la naturaleza del elicitor y las rutas de activacion
que las envuelven. La terminologia y significado de estos conceptos han causado confusion. En el
primer congreso Internacional sobre Induccion de Resistencia a Enfermedades en Plantas
realizado en Grecia (1999), se discutié este tema aceptando ambos términos como sindnimos la
cual ha generado confusion en la comunidad cientifica ya que se trata de distintos fenémenos y
diferentes rutas de sefializacion. Existen opiniones divididas, otros proponen el uso de las siglas
PGPR al referirse a la ISR. Actualmente, el término de resistencia inducida en plantas, solamente

se emplea para identificar el fenémeno en su forma general (Tuzdn, 2006).

La inoculacién localizada con patdgenos virulentos y avirulenos son capaces de inducir
resistencia local (LAR) o sistémica (SAR) (Madriz, 2002). En 1960, Ross demostr6 que las
plantas de tabaco inoculadas con el virus causante del mosaico del tabaco (TMV) desarrollaban
resistencia a una infeccion secundaria en tejidos distantes del punto de infeccion. A esto se le
denomino Resistencia sistémica adquirida (SAR), misma que brinda proteccion a la planta contra
virus, hongos, bacterias, nematodos y oomycetos (Ryals et al., 1996, Sticher et al., 1997; Durrant
y Dong, 2004). Hammerschmidt (1999b) define a SAR como una respuesta de defensa inducida,
sistémica, de amplio espectro que se asociada a una alta expresion de genes PR. Esta resistencia
puede ser activada en muchas especies de plantas por patdgenos y activadores sintéticos donde
genera cascadas de sefializacion a larga distancia. En la respuesta SAR se activan diversos genes
cuyos productos pueden viajar a través del floema, esta induccion génica de defensa no ocurre
solo en el tejido inicialmente infectado, sino en tejidos distales (Ruiz et al., 2001; Vlot et al.,
2008). La resistencia sistémica inducida (ISR) se desarrolla a partir de la colonizacion de las

raices de la planta por microorganismos de la rizosfera (rizobacterias). Se caracteriza por estar
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mediada por vias metabdlicas sensibles al acido jasmonico y al etileno y ser independiente de la

expresion de los genes PR y del acido salicilico (Pieterse y van Loon, 1999).
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Figura 1.- Comparacion entre SAR e ISR (Vallad y Goodman, 2004)

3.3 Moléculas de sefalizacion

Vidhyasekaran (2008) afirmo la importancia de las moléculas de sefializacion que permiten a la

planta responder a estimulos externos. Cuya funcion es transducir los estimulos extracelulares

reconocidos por receptores de la célula a un gran nimero de moléculas blanco, que integran

respuestas intracelulares especificas al estimulo exterior. Estas moléculas son las proteinas

activadas por mitogenicas (MAP cinasas), fosfolipidos transmembranales, canales aniénicos de

ClI" y NO3, moléculas de alcalinizacion extracelular/acidificacion —citoplasmatica, especies



reactivas de oxigeno (O, H20., "OH), radicales de NO y sistemas de sefializacion por acidos
grasos, &cido salicilico (SA), acido jasmonico (JA), etileno (ET) y &cido absicico (ABA). Bari y
Jones (2009) sefialaron otras moléculas de sefalizacion como el acido giberélico (GA),

citoquininas (CK) y los brasinoesteroides (BR).

3.3.1 Sefalizacion via acido salicilico (AS)

La biosintesis de este metabolito, puede ser generado por dos vias enzimaticas que requieren del
metabolito primario corismato (Chen et al., 2009). La L-fenilalanina, es convertida en AS
mediante el intermediario benzoato y por el &cido cumarico, a través de una serie de reacciones
enzimaticas inicialmente catalizadas por la enzima Fenilalanina Amonio Liasa (PAL). El
corismato puede ser convertido en AS via isocorismato, en un proceso de dos pasos que implica
la participacion de las enzimas Isocorismato Sintasa (ICS) e Isocorismato Piruvato Liasa (IPL)
(Verberne et al., 2000; Wildermuth et al., 2001). La mayoria del SA inducido por patdégenos es
sintetizado por la ruta del isocorismato (Wildermuth et al., 2001).

El 4cido salicilico (SA) es la molécula que ha mostrado mayores evidencias de estar involucrada
en las vias de SAR (Mauch-Mani y M.traux, 1998). De esta forma, la induccién de SAR
generalmente se correlaciona con incrementos en la acumulacién de SA tanto localmente como
sistémicamente (Lawton et al., 1995). EI AS una molécula importante en la sefializacion de
defensa a virus, bacterias y hongos fitopatégenos (Vlot et al., 2008). Es esencial en la
transduccion de sefiales que conducen a la activaciéon de genes PR que codifican a proteinas PR,
también para el establecimiento de la respuesta hipersensible (RH) (Camarena y de la Torre,
2007; Vlot et al., 2008). También participa en procesos como la germinacion de semillas,
crecimiento celular, respiracion, cierre de estomas, expresion de genes asociados a senescencia,
repuesta a estres abiotico y de forma esencial en la termogeénesis, asi como en la resistencia a
enfermedades (Raskin, 1992; Métraux y Raskin, 1993; Humphreys and Chapple, 2002; Vot et
al., 2009). La aplicacion de AS mostré disminucién de los sintomas causados por los virus del
Mosaico y Necrosis del Tabaco TMV y TNV (White, 1979; Maurhofer et al. 1998).
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3.3.2 Sefializacion via acido jasmonico (JA)

Turner y colaboradores (2002) definieron el JA como un metabolito lipidico derivado del acido
linoleico, que interviene en procesos de la planta como el crecimiento de raices, maduracion de
frutos, enrollamiento de zarcillos, respuesta a estrés biético y dafio mecanico, y defensa a insectos

y patdgenos.

La sefializacién por este metabolito se debe al incremento de su sintesis en respuesta al ataque de
patdgenos y a la alta expresion de genes de defensa como PDF 1.2, este gen en arabidopsis es
usado como marcador para caracterizar la respuesta de defensa dependiente de JA (Glazebrook,
2005; Bari y Jones, 2009). Makandar et al., (2010), sefialaron que las aplicaciones de metil
jasmonato incrementaron la resitencia a hongos necrotofos. Es importante notar que el modo de
accion del acido jasmonico para el control de insectos plaga resulta mas eficaz que otros

mediadores como etileno o 4cido salicilico empleados aisladamente (Staswick y Lehman, 1998).

3.3.3Interaccion entre la rutas del SAy JA

Durrant y Dong (2004) sefialaronn que las rutas de sefializacion interactan de manera sinérgica o
antagonica de acuerdo al tipo de interaccion patogénica. Koumneef y Pieterse (2008) indicaron
que la acomulacién de SA inhibe la sintesis de JA y el decrecimiento de la expresidn de genes
dependientes del JA. Mientras que la sefalizacion de JA/ET muchas veces inhiben la
sefializacion de SA. Loake y Grant (2007) coincidieronn en que el AS puede alterar la sintesis y/o
sefializacion de otras hormonas que incluyen la via del &cido jasmonico (AJ), etileno (ET), y
auxinas. Riveros (2001) sefialé que de acuerdo al analisis conjunto de la actividad del acido
salicilico y del acido jasmonico muestra que no deben usarse ambos productos simultdneamente,

porgue existe una accion de bloqueo que inhibe ciertas reacciones de defensa.
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3.4 Moléculas inductoras de defensa

Las enfermedades inducidas por patdgenos (hongos, virus, bacteriasy nematodos) pueden causar
graves estragos en el rendimiento agricola; para prevenir estos efectos negativos se han
desarrollado diferentes estrategias como la alta calidad de material de propagacion, la eliminacién
de fuentes de inoculo, la rotacion de cultivos, el manejo de suelos, el manejo de la nutricion, el
uso de variedades resistentes, el uso de microorganismos antagonistas y la aplicacion de
agroquimicos. El interés agrondmico se ha centrado recientemente en el uso de activadores de
resistencia por su capacidad de inducir RSA (Du et al., 2012), contra diferentes patdgenos
(hongos, virus y bacterias) (Ryals et al., 1996; Oostendorp et al., 2001; Soylu et al., 2003). Estas
moléculas no deben ser tomadas como sustitutos de fungicidas, sino como una alternativa

adicional dentro del manejo integrado (Lyon y Newton, 1999).

En 1994 existian pocos reportes sobre la induccion quimica de la resistencia en arboles frutales
(Kessmann et al., 1994); derivado de esto, afios mas tarde se demostré que la resistencia

sistémica inducida también puede ser activada en cultivos perennes (Riveros, 2001).

Los productos quimicos que inducen SAR son el &cidosalicilico (SA) (White,1979), acido
isonicotinico (INA) (Wardetal.,1991), el acido jasmonico (Cohen et al.,1993), acibenzolar-S-
metil (Friedrich et al.,1996), probenazol (Sekizawa y Mase,1981) BBL B-acidoaminobutirico
(BABA) (Cohen et al.,1994). Las plantas pueden reconocer estructuras generales asociadas a
microorganismos, llamados elisitores 0 PAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos)
(NUrnberger yBrunner, 2002), tales como la flagelina (Felix etal., 1999), proteina de harpin
(Donget al., 1999), quitina (Felix et al., 1993), ergosterol (Granado et al., 1995) y glucanos de la
pared celular (Sharp etal., 1984).

A continuacion se describen tres moléculas activadoras con gran potencial para ser incluidas en el

manejo integrado de enfermedades en diferentes cultivos.
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3.4.1 Acibenzolar-S-metil (ASM)

Mediante el modelo bioldgico para SAR propuesto por Kuc en 1982, se descubrieron dos
moléculas activadoras: el éacido, 6-dicloro isonicotinico (INA) y el S-methil benzo [1, 2, 3]
thiadiazole-7-carbothiate (acibenzolar-S-metil o BTH). Estas moléculas actian como sustitutos
del &cido salicilico (AS) (Daayf et al., 1997). EI ASM no tiene efecto directo sobre los patdgenos
y es compatible con la mayoria de agroquimicos (Reglinski et al., 2007). EI ASM ha sido
efectivo en pera japonesa (Pyrus pyrifoliae) contra la roya (Gymnosporangium asiaticum) y rofia
(Venturia nashicola) (Ishii etal., 1999). Protegio plantulas de café contra Cercospora coffeicola
durante 60 dias (Manzano et al., 2010). En combinacion con fosfonato de potasio redujo la
incidencia de P. cinnamomi en especies forestales (Pinus radiata, Banksia integrifolia e Isopogon
cuneatu (Ali et al., 2000). La resistencia del banano se activo al ser tratadas con CGA 245704
=ASM, en la provincia de Limén, Costa Rica. La inclusion de ASM redujo entre 15y 18% el
numero de aplicaciones de fungicidas para el control de la sigatoka negra (Madrigal et al., 1998);
La reduccion fue altamente significativa en invernadero y significativa en campo, al mezclarlo

con fungicidas convencionales (Patifio, 2002).

3.4.2 Proteina de harpin (Messenger®)

Elisitor codificado por el gen hrpN (reaccién de hipersensibilidad y patogenicidad) de Erwina
amylovora. Proteina caracterizada por ser unacido, estable al calor,rico englicina,de 44kDa (Beer
et al., 1992). La empresa Eden Biosciences (WA-USA) registré esta molécula con el nombre
comercial de Messenger TM, estimula respuestas de defensa contra enfermedades bacterianas y
fungosas por las vias de sefializacion del acido salicilico y el acido jasmoénico (Bardn, 2001).
Cuando la planta reconoce a este elisitor, se generan una serie de reacciones internas que
estimulan la resistencia sistémica adquirida (Blaine, 2000). Estas respuestas se pueden manifestar
con la produccién de oxigeno activo (por ejemplo H202) y el cambio en la relacion K+/H+ a
través de la membrana plasmatica y estan asociados a una interaccion incompatible planta-

bacteria que resulta en una respuesta hipersensitiva (Baker et al., 1993; Desikan et al., 1998).
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También actia como una sefial molecular para la expresion de genes de defensa involucrados en
diversas respuestas como la codificacion de fenilalanina amonio-liasa (PAL), la cual es una
enzima clave para la biosintesis de lignina y acido salicilico; Glutation S15 transferasa, una
familia de enzimas que protegen contra el estrés oxidativo y por ultimo para la codificacion de

enzimas requeridas para la sintesis de fitoalexinas (Desikan et al., 1998).

Este producto no es antimicrobiano, ni altera el ADN de las plantas tratadas (Jang etal., 2006;
Bardn, 2001). Sin embargo, mejora la fotosintesisy la absorcion de nutrientes (Jang etal., 2006).
De acuerdo a EPA (2014) Messenger® se formulo para aplicarse en sistemas de manejo
integrado de cultivos con el objetivo de reducir el uso de agroquimicos ya que combina
biotecnologia y tecnologias no contaminantes (rapida degradacion y no toxica). Ha mostrado
resultados positivos en los cultivos de tomate, pimienta, trigo, fresa, uva, pepino, melén, arroz y
manzana, café, entre otros. Capdeville et al. (2002) aplicaron la proteina harpin en manzanas cv.
“Red Delicious” recién cosechadas contra Penicillium expansum; el tratamiento aplicado 96
horas antes de la inoculacion mostrd los mejores resultados, debido a que el hongo no entré en

contacto con el producto aplicado; se concluyé que es capaz de inducir resistencia en la fruta.

Existen pocos estudios sobre la interaccion de la resistencia inducida y la infeccion de patégenos
en especies perennes de importancia econémica (huertas forestales maderables), sin embargo
Hubbes y Jeng (1981) han llevado a cabo extensas investigaciones sobre el potencial de la
resistencia inducida por el control de la grafiosis causada por Ophiostoma novo ulmi

(Ceratocystisnovo ulmi).

3.4.3 Fosetil-Al (Aliette®)

Fosetil-Al (Aluminio tris-o-etil- fosfonato) fue desarrollado por Rhéne-Poulenc agroguimicos de
Lyon Francia (Schwin, 1979). Se transloca en el xilema y el floema (ElI-Hamalawiet al., 1995).
Se degrada en la planta como acido fosforoso (HsPOs), es considerado como un activador de
mecanismos de defensa contra enfermedades fungosas (Vo- Thi- Han et al., 1979; Bompeix et
al., 1980; Trique et al. 1981). Este producto tiene poca actividad contra el crecimiento micelial in

vitro, aunque Farih y colaboradores (1981) indicaron que inhibio el crecimiento de Phytophthora
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parasitica y P. citrophthora in vitro bajo concentraciones de igual o mas de 1000 pg, sin
embargo, con modificaciones en el medio RMSM (modificado por Ribeiro) a pH 6.1 se demostro
que se requeria menos de 200 pug/ mL (Feen y Coffey, 1984) para inhibir al patdgeno. Una
conclusion del efecto sobre Phytophthora spp es que se da por una combinacion de la actividad
fungitoxica directa y la estimulacion de mecanismos de defensa del huésped (Smillie et al., 1989;
Hardy et al., 2001). Con relacion al efecto directo sobre los patégenos, Thomidis y Michailidis
(2002) concluyeron que tuvo limitada capacidad para reducir el crecimiento miceliar in vitro de

P.cactorum y P.citrophthora.

3.5 Phytophthora cinnamomi

Rands (1922) fue el primero en reportar esta especie en canela (Cinnamomum burmanni Blume).
Importante patdégeno de suelo con una amplia distribucién a nivel mundial, reportado en mas de
75 paises afectando a un gran nimero de cultivos y ecosistemas forestales. EI aguacate es un
frutal susceptible a este patdgeno, la cual induce la enfermedad denominada“la tristeza del
aguacatero” (Téliz y Garcia, 1982) o pudricion de raices (Menge y Ploetz, 2003) ha provocado
graves pérdidas en la produccion (Zentmyer, 1980) y la industria (Pérez, 2008). Infecta a plantas
en diferentes etapas fenologicas (Menge y Ploetz, 2003). En Meéxico ha provocado la
desaparicion de regiones aguacateras en Querétaro (Téliz et al., 1989) y esta presente en las
principales zonas productoras de Michoacan, Puebla, Morelos, Nayarit y Veracruz,
conincidencias que varian entre 5-90% (Morales, 1983; Téliz, 2000; Téliz y Mora, 2007).

3.5.1 Importancia

3.5.1.1 Internacional

P. cinnamomi es un parasito facultativo y cosmopolita, habitante natural de la mayoria de los
suelos de todo el mundo, puede infectar raices y cuello de mas de 600 plantas de importancia
econdémica (Téliz y Mora, 2007). En California causo entre 60-90 % de perdidas econdémicas
(Coffey, 1991). Pegg et al., 1987 sefialaron que en el oriente de Australia afect en gran medida
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la produccion del aguacate. En Sudafrica Milne y Chamberlain (1971) sefialaron un 20% de
arboles afectados en huertas jovenes de este frutal. En Andalusia, Espafia el 40 % de las huertas
de aguacate se encontraron con la presencia de P. cinnamomi ( Pérez et al., 2005). P. cinnamomi
causo pérdidas del 30 al 50% de los arboles en vivero y durante los dos primeros afios de
establecimiento del cultivo en Colombia (Tamayo, 2007). También se le ha encontrado en Brasil,
Trinidad, Cuba, Puerto Rico, Hawai, Honduras y Argentina (Vidales, 1999).

3.5.1.2 Nacional

P. cinnamomi apareci6 en Michoacan en la década de los setentas de tal manera que en 1979 se
encontraron 13 mil arboles afectados (Vidales, 1999). En Michoacan en 1994, se encontraron 100
mil arboles enfermos en los municipios de Uruapan, San Juan Nuevo, Tinguindin, Los Reyes,
Tancitaro, Periban y Ziracuaretiro con pérdidas estimadas en 640 millones de pesos (Vidales,
1996). En Morelos y Puebla se han encontrado incidencias que fluctian entre 45 y 95% y en
Michoacan se estimO la presencia de la tristeza en aproximadamente 5% (5,500 ha) de la

superficie cultivada (Téliz y Mora, 2007).

3.5.2 Taxonomia

La taxonomia establecida de los oomyecetes estd cambiando, especialmente después de la
incorporacion de herramientas moleculares para estudios filogenéticos, que se basan
principalmente en el analisis de pequefias subunidades de ARN ribosomal y diferentes genes que
codifican a proteinas (Pérez, 2008). De acuerdo a NCBI (2014) este pseudohongo se clasifica de

la siguiente manera:

Dominio: Eukaryota
Phyllum: Stramenopiles
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
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Género: Phytophthora

Especie: P. cinnamomi

3.5.3 Sintomas

Los sintomas iniciales son lesiones necréticas en las raices absorbentes, el patégeno invade el
tejido cortical de las raices, rodeandolas individualmente, causando lesiones de color marrén
oscuro, a medida que la enfermedad avanza irrumpe al sistema vascular, tornandolas quebradizas
(Zentmyer, 1980; Phillips, 1993; Menge y Ploetz, 2003, Téliz y Mora, 2007), escasas (Zentmyer,
1980) y necrdticas; limitando la capacidad de absorcién de agua y nutrientes (Menge y Ploetz,
2003; Teliz y Mora, 2007). El nitrogeno se incrementa y se detiene la translocacion del fosforo
hacia los tejidos, y disminuye la absorcion de manganeso, cobre, y fierro (Labanauskas et al.,
1975 citado por Téliz y Mora, 2007) esto causa el amarillamiento, escaso follaje y aborto de
flores y frutos. En consecuencia de esta infeccion se manifiesta un decaimiento progresivo,

escaso 0 nulo crecimiento de hojas y yemas, clorosis, marchitez, muerte descendente de ramas,

provoca la proliferacién de frutos de bajo calibre y un agotamiento gradual (Zenmeyer, 1980;
Tamayo, 2007; Pérez, 2008).

Figura 2.-A) arbol infectado con P. cinnamomi, B) proliferacion de frutos de bajo vigor, C)

brotes carentes de vigor.
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En ocasiones, se encuentran cancros en raices y la base del tronco (Crandall, 1948). Se ha
observado que los arboles con tristeza manifiestan mayor humedad en la periferia del tronco que
en los éarboles sanos. Existe mayor transpiracion que absorcion la cual resulta en un
marchitamiento. Se ha demostrado que la falta de agua reduce la produccion de clorofila y

hormonas (Téliz y Mora2007).

3.5.4 Hospederos

P. cinnamomise ha encontrado en diferentes hospederos, por ejemplo, durante los afios cincuenta
el nimero de hospederos incrementd notablemente principalmente en zonas calidas y tropicales
(Pérez, 2008). Los hospederos incluyen cultivos importantes y plantas forestales como la pifia,
durazno, manzano, mango, macadamia, papaya, azalea, canela, pino, ciprés, eucalipto, encino,

arbustos ornamentales, entre otros (Zentmyer, 1980).

3.5.5 Ciclo de la enfermedad

Cuando el patégeno estd en condiciones adversas sobrevive en el suelo por medio de
clamidosporas u oosporas en raices o residuos vegetales. Las clamidosporas son estructuras de
resistencia que se forman bajo condiciones adversas como sequia, bajas temperaturas, falta de
alimento, alta humedad, entre otras. Estas estructuras dan origen al micelio y este a su vez
producen esporangios la cual contienen en su interiores tructuras moviles llamadas zoosporas,
bajo condiciones idoneas de humedad las zoosporas se dispersan con ayuda de flagelos sobre la
superficie del agua para infectar las raices adventicias. Con el avance de la infeccidn se pudren
gran cantidad de raices hasta provocar el decaimiento y la muerte del hospedante. Al morir el
arbol y al presentarse condiciones no idéneas el patdgeno forma nuevamente clamidosporas.
Cuando se vuelven a presentar condiciones favorables, estas estructuras de resistencia reinician el

ciclo de la enfermedad (Téliz y Mora, 2007).
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Figura 3.- Ciclo de vida de Phytophthoracinnamomide acuerdo con Hardham (2005)

3.5.6 Factores que influyen en la biologia y patogenicidad de P. cinnamomi

a un pH de 3 a 9 con un 6ptimo de 5 a 7 (Mircetich et al.,

La actividad de P. cinnamomi se reduce a los 12°C y a los 30°C (Menge, 1999). La temperatura
Optima del suelo para el desarrollo de este patdgeno es de 20 °C, el micelio se desarrolla entre 7.5
y 28 °C con una Optima entre 17.5 y 19.5 °C. Los esporangios se desarrollan a una temperatura
optima de 24 °C mientras que las zoosporas no se producen a temperatura inferiores de 17 °C
(Zentmyer, 1985; Hardham et al.,
4.5-5.5 con la presencia de arginina'y N (Cameron y Milbrath 1965), las clamidosporas germinan

esporangios se eleva a un pH de 4 a 7 (Chee y Newhook 1965). En condiciones naturales el pH

optimo es 6, abajo de 3 o arriba de 8 la enfermedad no progresa (Crandall et al., 1945; Zentmyer,
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Los suelos arcillosos con deficiente drenaje fomentan el desarrollo de la enfermedad (Menge,
1999) . El exceso de humedad causada por riegos pesados o lluvias fomentan la diseminacion del
patogeno en campo por medio de zoosporas (Duniway, 1983; Grove y Boal, 1991). Estas
condiciones fomentan el desarrollo de la infeccion. Altos niveles de humedad fomentan el
desarrollo de micelio y una mayor produccién de clamidosporas, esporangios y con ello mayor
liberacion de zoosporas (Grove y Boal, 1991, Sivasithamparam, 1981). Una mala aireacion de las
raices afecta tanto a la planta como al patdgeno (Zentmyer, 1980). En aguacate, el estrés por
salinidad limita el crecimiento de las raices (Bernstein et al., 1996) considerando que la
regeneracion de raices es un mecanismo de defensa contra P. cinnamomi (Kellam y Coffey,

1985) la salinidad afecta al desarrollo del patégeno y fomenta la susceptibilidad del hospedero.

3.5.7Manejo de la enfermedad en Meéxico

Las técnicas regionales basadas en la aplicacion aislada de métodos de control han sido
inefectivas, por tal motivo es importante abordar a la enfermedad integrando diferentes técticas
que den vigor a la planta y que puedan bajar los niveles de indculo en el suelo. Téliz y Mora
(2007) recomiendan establecer un sistema de riego subterraneo, goteo, microaspersion o en
cajetes individuales para hacer mas eficiente el recurso y evitar la marchitez por falta de agua. Se
busca conservar un contenido de humedad minima de 70% de la capacidad de campo. Incorporar
de manera periddica estiércol de bovino en los primero 30 cm de suelo, manteniendo el contenido
de materia organica entre 3 y 5 %. Fertilizacion quimica periddica del suelo y follaje,
complementaria al abono orgénico de acuerdo a las necesidades detectadas en el analisis quimico.
La poda es una actividad de gran importancia, esta actividad se recomienda realizarla para
restablecer el balance entre el follaje y el volumen de raices. Reducir los problemas de acidez o
salinidad por medio de mejoradores de suelo. Asi como la aplicacion de un programa fitosanitario

contra plagas que reducen el vigor de los arboles.

El control de P. cinnamomi en aguacate se hace principalmente con productos quimicos que
tienen alto costo, y contaminan al ambiente. Esta situacion evidencia la necesidad de convivir con

este patdgeno de acuerdo con técticas conjuntas de manejo integrado de la enfermedad y del
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cultivo que den vigor al arbol y mantengan bajas las poblaciones del patdgeno (Téliz y Mora,
2007). Existen pocas moléculas quimicas registradas para este cultivo que sean eficientes, ya que
la presencia de residuos de plaguicidas representa una barrera no arancelaria para el comercio
internacional de aguacate (APEAM, 2013). Los activadores de resistencia, por las caracteristicas
antes mencionadas, podrian ser una opcion para integrarlos en el manejo integrado de esta

enfermedad.
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4.- MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en un invernadero del Colegio de Postgraduados campus
Montecillo (19°27'39.09" N y 98°54'14.58" O, a 2246 msnm) en Texcoco Estado de México.
Este municipio tiene un clima semifrio subhimedo, templado subhumedo con lluvias en verano,
las temperaturas medias minimas y maximas son de 6 y 16°C, con una precipitacion anual de 500
a 1200 mm (INEGI, 2009).

4.1 Aislamiento de raiz

P. cinnamomi se aisl6 de raices de arboles de aguacate enfermos de tristeza de una huerta ubicada
en la localidad de Arroyo Colorado, municipio de Uruapan, Michoacan (19°59°47.25°" N;
101°18°49.40°” O, y 1921 msnm). Raices adventicias fueron lavadas con agua destilada estéril y
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1 % durante un minuto; se enjuagaron con agua estéril y
después sesecaron con sanitas estériles. Diez segmentos de 1 cm de raices se sembraron en un
angulo de 45° incrustadas en cajas Petri con medio selectivo PARPH (pimaricina, ampicilina,
rifampicina, PCNB e himexazol) (Erwin y Ribeiro, 1996). Las cajas de Petri con los aislamientos
se colocaron en una incubadora a 28 ° C durante siete dias. Las cepas obtenidas se purificaron e
incrementaron en medio v8. La identificacion se llevd a caboen base a la morfologia mediante
claves de Waterhouse, 1956 y Erwin y Ribeiro (1996).

4.2 Disefio experimental

El periodo de evaluacién fue del 15 de octubre al 05 de noviembre del 2014. Las unidades
experimentales consistieron de 20 plantulas sanas de aguacate “Hass” de 13 meses de edad del
vivero “El entronque” del municipio de Uruapan Michoacan. Se establecieron cuatro grupos de
cinco plantulas “Hass” que recibieron los siguientes tratamientos: 1) Pc: inoculacién (250
mL/planta) de las raices con P. cinnamomi (35000 fragmentos de micelio/ mL) (testigo positivo
sin activadores); 2) A+Pc: Aspersion al follaje (15 mL/planta) de los activadores en mezcla
(fosetil- aluminio 4.5 g/L, acibensolar- S- metil 0.3 g/L y proteina de harpin 1.5 g/L) y siete dias
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después estas plantulas se inocularon con 250 mL/plantula de P. cinnamomi (35000 fragmentos
de micelio/mL) sobre las raices; 2) ASM+Pc: Aspersion al follaje (15 mL/ plantula) de
acibensolar-S-metil (0.3 g/L) y siete dias después estas plantulas se inocularon con 250 mL/
plantula de P. cinnamomi (35000 fragmentos de micelio/mL) sobre las raices; 4)Test: aspersion
de las raices con 250 mL deagua destilada estéril (testigo negativo sin hongo ni activadores). Para
promover la infeccion de P. cinnamomi el drenaje de cada maceta se cerr6 con bolsas de

polietileno por 24 horas.

4.3 Medicidn de fotosintesis neta como parametro del progreso de la enfermedad

Para determinar la influencia de los tratamientos en las plantulas, se midié la fotosintesis neta
(FN) (umol CO, m2 s) con un sistema portatil de fotosintesis LI-6400® (Licor, Inc.; Lincoln.
NE, USA). Las mediciones se hicieron semanalmente, antes de cada muestreo, en un horario de
11 a 13 h con una radiacion fotosintéticamente activa. Las lecturas se efectuaron en dos hojas

(sanas y maduras) por planta, ubicadas en el estrato medio y bajo.

Figura 4.- A) Sistema portatil de fotosintesis LI-6400® (Licor, Inc.; Lincoln. NE, USAj, E;)

medicion de fotosintesis neta como parametro del progreso de la enfermedad.
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4.4 Muestreo

Cinco a seis hojas (peciolo + lamina foliar) se colectaron para el anélisis enzimatico foliar a los 0,
7, 14, y21 dias después de la induccidon con los activadores de resistencia. EI muestreo inicial (0
dias) se realiz6 tres horas antes de aplicar los tratamientos; el segundo muestreo se efectud tres

horas antes de la inoculacién de P. cinnamomi en el tratamiento 2 (A+Pc).

4.5Polvo vegetal (“polvos de acetona™)

Para evitar la oxidacion del material vegetal, las muestras del invernadero (8 g/muestra) fueron
envueltas en tela de limpieza (magitel®) y se sumergieron en nitrégeno liquido (-195°C) durante
24 h, despues se liofilizaron durante 72 horas. Las muestras liofilizadas se trituraron en un
mortero de porcelana adicionando nitrégeno liquido para facilitar la maceracién y la obtencion de
“polvos de acetona”. Este procedimiento fue la base para el analisis posterior de peroxidasa y
fenoles totales. La muestra previamente triturada con nitrogeno liquido se macer6 en licuadora
domeéstica, con 50 mL de acetona al 100% (4 °C) y se filtré al vacio separando la acetona con
pigmentos. Esta actividad se repitio siete veces con el mismo tejido hasta despigmentar lo méas
posible el tejido. El polvo obtenidose seco a temperatura ambiente, se peso y se almaceno a -4 °C
y el lixiviado (acetona con pigmentos) se preservé en un frasco de vidrio a -4 °C (Alia et al.,
2002).

4.6Curva de &cido gélico

La determinacion de fenoles totales en tejido de aguacate se realiz6 con la curva del acido galico
coincidiendo con Bekker y colaboradores (2007). Diez mg de acido galico se homogenizaron en
10 mL agua destilada. Cinco mL de esta suspension se aforaron a 250 mL con agua destilada;
0.5, 1, 2, 3y 4 mL de esta mezcla se vaciaron en tubos de fondo plano, con cuatro repeticiones.

Los tubos se ajustaron a 8 mL de agua destilada y se agregaron 0.5 mL de folin y 1.5 mL de
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bicarbonato de sodio. Las muestras se agitaron durante 30 s y se dejaron reposar durante 2 h en la
oscuridad. Después cada muestra se midio en el espectrofotdémetro de luz a 760 nm. Con esta
curva se determiné la ecuacion del area bajo la curva en la cual se sustituyeron los valores de

fenoles totales de cada muestra.

4.7 Determinacion de enzimas y metabolitos secundarios

4.7.1 Fenoles totales (FEN)

De acuerdo con el método de Folin y Ciocalteu, (Waterman y Mole, 1994), se midio el volumen
del sobrenadante (acetona con pigmentos); 0.15 mL se vaciaron en un tubo de fondo plano, cada
muestra conté con cuatro repeticiones. Los tubos se aforaron a 1 mL y luego a 8 mL con agua
destilada; se agregaron 0.5 mL de folin y 1.5 mL de bicarbonato de sodio al 20%. Las muestras
se agitaron durante 30 s y se dejaron reposar durante 2 h en la oscuridad. Después cada muestra
se midio en el espectrofotometro de luz Spectronic 21D (Milton Roy) a 760 nm. Con la curva
patron de acido galico se cuantificd y se reportd la concentracion en mg fenoles totales/gramo de

peso fresco de tejido.

4.7.2 Peroxidasa (POX)

De acuerdo con la metodologia modificada de Alia et al. (2002) se determind la expresion de esta
enzima a partir de 0.1 g de polvo vegetal (“polvo de acetona”) mas 5 mL Tris- HCI frio (pH 6.0,
adicionando 1% de polivinilpirrolidona (PBP 40)). Esta mezcla se homogeniz6 por 1 min y se
centrifug6 durante 20 min a 17 000 rpm a 4- 5 °C, se extrajo el sobrenadante para utilizarlo en el
ensayo. Para la lectura se realizo una mezcla de 3 mL con 2.5 mL Tris- HCI (p H 6.0), 0.25 mL
de guaicol 0.1 M, 0.1 mL de perdxido de hidrogeno y 0.15 mL del sobrenadante. EI cambio de
absorbancia se analiz6 a 460 nm en 30, 60, 120 s en un espectrofotometro Spectronic 21D
(Milton Roy). La expresion enzimatica se cuantificbcomo U. g de peso fresco (U es la Unidad de

actividad enzimatica y una unidad es igual a la formacion de 1 mmol/min de tetraguayacol). Los
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resultados de todas las variables se analizaron con los programas SAS y Excel. Las medias se
compararon con la prueba de Tukey (p<0.05).

Sobrenadante (acetona Adicion de 0.15 mL de Aforacion a § mL con
con pigmentos sobrenadante a tubos agua deionizada

Incorporacion de 0.5 mL de
folin+1.5 mL de bicarbonato de

{ Reposo de muestras (2 horas) J

 —

Figura 5.- Diagrama del proceso para la determinacion de fenoles totales presente en hojas de

aguacate‘‘Hass”.

28



Muestras sumergidas en [ Liofilizacion de muestras (72 h) } Trituracion de muestras con
nitrogeno liquido (-195°¢) | nitrogeno liquido

- Centrifugacion durante 20 - 1 Lectura de muestras a 460 nm. ]
mina 17 000 rpm a 4- 5 °C : ' [

Maceracion de las muestrag
con acetona al 100% (4°C)

1 Adicién de 5 mL Tris- HCI frio (pH _' 0.1 g. de polvo vegetal en Obtencién de polvo vegetal ‘
1 6.0, mas 1% de polivinilpirrolidona) ¢ tubos de fondo plano (polvo de acetona)

Figura 6.- Diagrama del proceso para la determinacion de peroxidasaspresentes en hojas de

aguacate“‘Hass”.
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4.7.3 Evaluacion efectividad biolégica in vitro

Se evaluaron tres productos activadores de resistencia (acibensolar-S-metil, proteina de harpin y
fosetil-Al) y elfungicida Garbus® ((tiociano metiltio) benzotiazol) a diferentes concentraciones
(1, 10 y 100 ppm). Se utilizo el producto Garbus® (testigo positivo) por su eficacia en el control
de este oomycete en la huerta “Arroyo colorado” Uruapan Mich. Las unidades experimentales
consistieron de cajas Petri, cada concentracion conté con cinco repeticiones. Los tratamientos
fueron: 1) ASM1 (1 ppm), 2) ASM10 (10 ppm), 3) ASM100 (100 ppm), 4) Mesl (1 ppm), 5)
Mes10 (10 ppm), 6) Mes100 (100 ppm), 7) Fosl (1ppm), 8) Fos10 (10 ppm), 9) Fos100 (100
ppm), 10) Garl (1ppm), 11) Garl0 (10 ppm), 12) Gar100 (100 ppm) y Test (testigo absoluto, P.
cinnamomi en PDA). De acuerdo a las concentraciones de los productos se pes6 6 g de Garbus,
0.6 gde Actigard, 0.375 g de Aliette y 4 g de Messenger para preparar una soluciéon madre de 300
mL a 1000 ppm de cada ingrediente activo (IA). De la solucién madre de cada IA se extrajo 10
mL y se coloco en un matraz con medio PDA estéril (90 mL de agua destilada estéril mas 3.51 ¢
de PDA) para hacer una suspensién a 100 ppm. Para establecer una suspension de 10 ppm se
tom6 1 mL de la solucion madre y se verti6 en un matraz con PDA estéril (99 mL de agua
destilada y 3.86 g de PDA). Para la suspension de 1 ppm se sustrajo 100 um y se depositoé en un
matraz con medio PDA estéril (99.9 mL de agua destilada y 3.89 g de PDA). Se homogenizaron
los productos y se vaciaron a cajas Petri, y se dejaron solidificar por 24 horas. Las cajas Petri se
inocularon con discos de medio v8 con crecimiento deP. cinnamomi. Se incubaron a 28 °C

durante diez dias. Se midi6 el diametro horizontal y vertical de P. cinnamomi cada 24 horas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Identificacidn

Las cepas aisladas presentaron micelio cenocitico, toruloso o coraloide, hifas tipicamente
hinchadas, clamidosporas globosas o piriformes, estas caracteristicas morfologicas corresponden
a P. cinnamomi (Rands, 1922; Erwin y Ribeiro, 1996). El crecimiento de la colonia en PDA fue
de color blanco y de aspecto algodonoso en forma de camelia, la cual es tipica de la especie
(Waterhouse, 1956; Zentmyer 1980). En V8- agar prolifer6 una abundante produccion de
clamidosporas (Zentmyer 1980). Las colonias desarrolladas en PARPH fueron blancas y el

micelio presentd un crecimiento coraloide esto coincide con Almaraz y colaboradores (2013).

Figura 7.- A) raiz de planta de aguacate cv Hass con sintomas de P. cinnamomi, B) crecimiento
camelioide de P. cinnamomi en medio de cultivo PDA, C) micelio toruloso de P. cinnamomi (a
40X), D) células hinchadas de P. cinnamomi (a 40X).

31



5.2 Progreso de la enfermedad (sintomas)

El experimento se llevo a cabo bajo una temperatura promedio de 19°C y 65 % de humedad
relativa. La temperatura minima fue 8.4 y la méxima 33.9 °C de acuerdo con el data logger
HOBO ® U23-001. Al dia 21 después de la inoculacion, solo se observaron sintomas de flacidez
y marchitamiento de hojas, muerte de raices adventicias en plantulas inoculadas con Phytopthora
cinnamomi que no fueron expuestas a ningun tratamiento (Pc=testigo positivo); estos sintomas
coinciden con lo sefialado por Zentmyer, 1980; Tamayo, 2007; Téliz y Mora, 2007; GIIIA, 2013;
Mientras que las plantulas inoculadas con la mezcla de activadores, ASM en forma individual y

el testigo absoluto (sin “hongo™ y sin activadores) no mostraron sintomas.

| \‘ = / ‘

Figura 8.- A) Plantula sin hongoni activadores,B) Plantula inoculada con

P. cinnamomi (Testigo
absoluto), C) Plantula asperjada con activadores en mezcla e inoculada con P. cinnamomi, D)
Plantula asperjada con ASM e inoculada con P. cinnamomi en el dia 21.
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5.3 Polvo vegetal (“polvos de acetona”)

El polvo vegetal obtenido de cada muestra varié de 1.5- 3 ¢

5.4Curva de acido galico

€C,, "

La ecuacion bajo la curva fue y=0.1795x-0.118, R?= 0.9849 donde se despejo “x” y se

sustituyeron los valores de cada muestra (lecturas realizadas en espectrofotdémetro a 760 nm).

5.5 Progreso de la enfermedad medido por la fotosintética neta

Durante las tres primeras lecturas no existieron diferencias significativas entre los tratamientos,
pero en la cuarta el T2 (A+Pc) fue diferente respecto a los demés seguido del T3 y el testigo
absoluto mientras que el T1 (inoculado con P. cinnamomi) registré la menorfotosintesis neta (p <
0.05). Después de la aplicacion de los activadores en mezcla y la aspersion individual del ASM
(T2 y T3) se registro un incremento en FN a diferencia del T1 (inoculado con P. cinnamomi) que
comenz6 a disminuirla. Después de inocular P. cinnamomi (7 dias) a los T2 y T3 la FN descendié
un 38.9 y 44.27 % para el dia 14, esto no coincidié con Benhamou y Bélanger (1998a) la cual
sefialaron quela manifestacion de reacciones de defensa en plantas tratadas con acibensolar-S-
metil ocurre con mayor magnitud después de la infeccion del patdgeno (oomyeto). Sin embargo
Patifio (2008) sefial6 que luego del tratamiento de induccion, usualmente ocurre un corto periodo
de rezago antes de que se exprese la resistencia local o sistémica; es posible que en el T2 y T3
este periodo de atraso se diera en el dia 14. A los 14 dias el patégeno continué disminuyendo la

fotosintesis neta del testigo positivo (Pc).

El pseudohongo manifestd su efecto negativo al disminuir significativamente la fotosintésis neta
(1.730) de las plantulas de aguacate a los 21 dias de su inoculacion (testigo positivo). Esto
coincide con Agrios (2013) quien sefialo que los fitopatdgenos disminuyen la fotosintesis neta, en
particular en las Gltimas etapas cuando afectan los cloroplastos y ocasionan su degradacion. Los

patdgenos inhiben directa o indirectamente la accidn de algunas de las enzimas que intervienen
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en el proceso fotosintético; en patdgenos vasculares, los estomas permanecen parcialmente
cerrados, el contenido de clorofila disminuye y la fotosintesis se inhibe incluso antes del

marchitamiento de las plantas.

Del dia 14 al 21,los activadores de defensas aplicados en el T2 (activadores en mezcla + Pc) y el
T3 (ASM+ Pc) confirieron protecciéon a las plantulas contra el efecto de P. cinnamomi al
recuperar la fotosintesis neta a diferencia de las plantulas inoculadas inicialmente con P.
cinnamomi (testigo positivo). La maxima fotosintesis neta, significativamente mayor (9,930), se
present0 en las plantulas protegidas con la mezcla de activadores a los 14 dias (dia 21) de su
inoculaciéon con P. cinnamomi (Cuadro 2). Jang y colaboradores (2006) mencionaron que la
proteina de harpin mejora la fotosintesis y la absorcion de nutrientes en las plantas; de acuerdo a
esto es posible que el T2 (activadores en mezcla+ Pc) haya alcanzado la mayor FN por el efecto
de este activador y el sinergismo con los demas activadores (ASM Yy fosetil-Al). Durrant y Dong
(2004) afirmaron que las rutas de sefializacion pueden interactuar de manera sinérgica o
antagonica de acuerdo al tipo de interaccion patogénica. Por ejemplo, la acumulacion del acido
salicilico (AS) puede inhibir la sintesis del acido jasmonico (JA) y viceversa (Kournneef y
Pieterse, 2008). Daayf y colaboradores (1997) sefialaron que el ASM actia como sustitutos del
acido salicilico (AS) y estimulan las respuestas de defensa de las plantas por la via del AS.
Mientras que la proteina de harpin activa el sistema de defensa de las plantas por la sefializacion
del AJ y AS (Bardn, 2001). De acuerdo con el analisis conjunto de la actividad del AS y AJ,
Riveros (2001), sefialé que no deben usarse ambos productos simultdneamente porque podria
haber una reaccion de bloqueo que inhibiria ciertas reacciones de defensa; esto, no coincidi6é con
el T2 (activadores en mezcla+Pc) ya que a los 21 dias mostré un efecto de sinergismo al ser el
tratamiento con la mejor fotosintesis neta. Esto coincide con Molinay colaboradores (1998) ya
que demostraron que la aplicacion de BTH (ASM) en combinacion con fosetil-Aluminio,
metalaxily hidréxido de cobre (Cu (OH)2) dio como resultado un efecto sinérgico sobre la
resistencia a patogenosen plantas silvestres de arabidopsis. Este sinergismo entre productos
activadores se ha observado en otros trabajos por ejemplo: el acido S-amino-butyrico (BABA) es
un activador de defensa de las plantas contra una amplia gama de patdégenos (Jakab et al., 2001;
Cohen, 2002); en experimentos de campo sobre vides Chardonnay y Cabernet Sauvignon se
demostro que la combinacion de fosetil-Al+BABA mejoraron la actividad del fungicida folpet

(N- (triclorometiltio) ftalamida) contra Plasmopara viticola con resultados similares a metalaxil-
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Cu (Ridomil®-Cu) o dimetomorf + mancozeb (Reuveni et al., 2001). Obradovic y colaboradores
(2004) manifestaron el efecto sinergista entre ASM (=BTH), proteina de harpin y bacterifagos
(Agriphage, OmniLytics, Inc., Salt Lake City, UT) contra la mancha bacteriana del tomate
causada por X. axonopodis pv. vesicatoria; ambos activadores+bacteriofagos redujeron la
enfermedad en comparacion con el testigo positivo (hidréxido de cobre+mancozeb).
ASM-+bacteriofagos fue el tratamiento mas eficaz, mientras que la proteina de harpin sola no
redujo los sintomas, pero, cuando se combind con los bacteriéfagos, dio lugar a los més altos
rendimientos de fruta. De acuerdo a esto, es posible que la proteina de harpin en algunas

interacciones planta-patdgeno funcione mejor en combinacion con otros activadores de defensa.

Manzano y colaboradores (2010) sefialaronn que el ASM en pléantulas de café confirié proteccion
durante 60 dias contra Cercospora cofeicola, mientras que la proteina de harpin protegio durante
30 dias. Ali y colaboradores (2000) sefialan que ASM en combinacién con fosfonato de potasio
redujeron la incidencia de P. cinnamomi enespecies forestales (Pinus radiata, Banksia

integrifolia e Isopogon cuneatus).

A los 21 dias, el ASM mostré su efecto positivo al resultar con una fotosintesis neta similar a las
plantulas testigo, no inoculadas con P. cinnamomi. Esto coincide con Walters y colaboradores
(2007) que afirmaron que el ASM ha demostrado un efecto positivo contra infecciones causadas
por patdgenos transmitidos por el suelo. Buzi et al., 2004 demostraron que remojar semillas de
meldn en ASM proporciono control eficaz contra S. sclerotiorum y Didymella bryoniae. En soya
se encontraron reducciones (20-60%) de la enfermedad causada por el moho blanco (S.
clerotiorum) con cuatro aplicaciones en campo a una dosis de 375 mg/L (Dann etal., 1998). La
eficacia de este activador (ASM) se ha demostrado contra enfermedades vasculares (Walters et
al., 2007). Benhamou y Bélanger (1998b) demostraron que la aspersion de BTH (Benzo (1,2,3)
thiadiazole-7-carbothioic acid S-methyl ester) (=ASM) brind6 proteccién sistémica a tomates
contra Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici; en las plantas tratadas con BTH el
desarrollo del patdgeno se restringio a la epidermis y la corteza exterior por lo tanto la entrada del
hongo aparentemente se detuvo por la formacién de aposiciones de pared constituido por callosa
enriquecida. EI BTH protegié a plantas de cacao cv. Theobahia contra la infeccion de
Verticillium dahliae reduciendo la severidad en mas de un 50 % y en la cv. Catongo redujo la
incidencia (84.5 %) de escoba de bruja (Crinipellis perniciosa) (Resende et al.,2002). La
proteccion de ASM contra P. cinnamomi en aguacate se asemeja con los resultados obtenidos por
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Zhu y colaboradores (2003) la cual sefialaron que el BTH fue eficaz contra la pudricion de la raiz
causado por Phytophthora palmivora en papaya; este ensayo se realizé en invernadero, donde se
aplico el BTH en “drench” y siete dias después se inoculd el patdgeno a las raices; seis semanas
después de la inoculacion, el BTH a 5 uM redujo el desarrollo de la enfermedad, mientras que las

plantulas tratadas con 100 y 500 uM no mostraron sintomas de la enfermedad.

En otros trabajos, el BTH redujo significativamente la pudricion de la raiz y el declive del melon
causado por Monosporascus cannonballus (Aleandri et al., 2010).La preocupacion por la
residualidad de plaguicidas en los alimentos ha generado restricciones en el uso de ciertas
moléculas; debido a esto, existe la necesidad de encontrar métodos viables para reducir el uso de
fungicidas. EI Comité de Accion de Resistencia a los Fungicidas (FRAC) recomienda el uso de
mezclas o alternancia de diferentes modos de accion (Reglinski et al., 2007). Se sugirié como una
estrategia anti-resistencia el uso de productos activadores de resistencia de la planta con
fungicidas (Ortega et al., 1998; Gullino et al., 2000). Existen pocas moléculas quimicas
registradas para el aguacate que sean eficientes para el manejo de P. cinnamomi, ya que la
presencia de residuos de plaguicidas representa una barrera no arancelaria para el comercio
internacional de aguacate (APEAM, 2013). De acuerdo a la proteccion que confirieron los
productos activadores de defensa a las plantulas de aguacate contra P. cinnamomi existe la
posibilidad de integrar el uso de los activadores evaluados en el manejo integrado del cultivo y de
la enfermedad; tomando en cuenta que este trabajo es pionero en el uso de SAR contra este

patdgeno en aguacate y se necesitaria futuras investigaciones en campo.

Cuadro 2.- Relacion de la fotosintesis neta con la inoculacion inicial de Phytophthora
cinnamomi; y la aplicacion de activadores de defensa de la planta y la inoculacion, siete dias
después, con P. cinnamomi en plantas de aguacate cv “Hass” a los 0, 7, 14 y 21 dias después de
la aplicacion de los tratamientos.

Fotosintesis neta(umol CO2

m2s1)
Tratamientos Dia0 Dia7 Dial4 Dia2l
Test 6.590a 7.160a 5.770a 6.100b*
T1(Pc) 6.050a 4.980a 3.610a 1.730c
T2(A+ Pc) 5.360a 8.860a 5.410a 9.930a
T3(ASM+Pc) 6.430a 7.160a 3.990a 6.560b
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Test: Testigo negativo (sin P. cinnamomi ni activadores), T1 (Pc): P. cinnamomi (Testigo
positivo sin activadores), T2 (A+Pc): Activadores en mezcla + P. cinnamomi, T3 (ASM+Pc):
Acibensolar-S-metil + P. cinnamomi. La concentracion se expresé en (umol CO2 m-2 s-1)
zMedias con distinta letra en una misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p <
0.05).

fotosintesis neta
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Figura 9.- Fotosintesis neta y su relacion con los tratamientos 1) Pc: P. cinnamomi (testigo
positivo sin activadores); 2) A+Pc: Activadores en mezcla y P. cinnamomi; 3) ASM+Pc:
Acibensolar-S-metil +P. cinnamomi; 4)Test: Testigo negativo (sin P. cinnamomi ni activadores).

La concentracion se expresé en (umol CO2 m-2 s-1)

5.6 Fenoles totales (FEN).

Dai y colaboradores (1995) sefialaron que los compuestos fendlicos, compuestos naturales en
plantas sanas, aumentan su actividad tras la infeccion por un patégeno. P. cinnamomi en el
tratamiento 1 (testigo positivo) incremento los niveles de fenoles totales a los siete dias despues
de la inoculacion a las raices de las plantulas (0.53024 mg. g-1 p. f) esto coincidié con Cahill y
colaboradores (1993) la cual indicaron quela presencia de P. cinnamomi en eucalipto incremento
los niveles de lignina y fenoles totales. La posible explicacion a este incremento es, que las
plantas trataron de contrarrestar la infeccion del patogeno estimulando metabolitos secundarios
(fenoles). DeAscensao y Dubery (2003) sefialaron que la acumulacion rapida y temprana de estos

compuestos es la caracteristica de una defensa de base fenolica. Brune y van lelyveld (1982)
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llevaron a cabo estudios sobre la composicion bioquimica de las hojas de aguacate y su
correlacion con la susceptibilidad a la pudricion de la raiz causada por P. cinnamomi; llegaron a
la conclusion que la mayoria de los fenoles detectados fueron é&cidos fendlicos (C6-Cl) y
derivados del &cido cinamico (C6-C3). Existe la posibilidad de que las plantas de aguacate
pudieran convertir fenoles especificos en cumarinas, a partir de los cuales pueden derivarse
fitoalexinas. Del dia 7 al 21 la concentracion fendlica en T1 (Pc) disminuyd un 42.1%;
finalizando con la menor cantidad de fenoles frente a los demas tratamientos (p < 0.05). P.
cinnamomi manifestd su efecto negativo al disminuir significativamente la actividad fenolica
(0.30702c) de las plantulas de aguacate (T1) a los 21 dias de su inoculacion. Cornide y
colaboradores (1994) sefialaron que los patégenos pueden inducir alteraciones metabélicas como
la sintesis de metabolitos secundarios (fenoles) y enzimas; la resistencia de este tipo ocurre
cuando una o mas de estas sustancias alcanzan una concentracion suficiente para inhibir el
avance de la infeccion (Goodman et al., 1986). Es posible que las plantas inoculadas con el
patdgeno (testigo positivo) no sintetizaron la cantidad suficiente de metabolitos secundarios para
contrarrestar la infeccion. De acuerdo con Macheix et al.,1990; De Ascensao y Dubery, (2003)
los patdgenos generan sustancias que degradan fitoalexinas como respuesta a los mecanismos de
defensa de las plantas. Las plantas han desarrollado una diversidad de mecanismos de defensa
contra patdgenos e insectos durante su evolucion; aunque los patégenos también han co-
evolucionado para ir superarando estas barreras fisicas y quimicas (Riveros, 2001). Cabe la

posibilidad que P. cinnamomi haya evadido las defensas de las plantulas de aguacate.

La méxima actividad fendlica, significativamente mayor (0.51690a), se presentd en las plantulas
T2, protegidas con la mezcla de activadores a los 14 dias (dia 21) de su inoculacién con P.
cinnamomi. EI ASM no estimulé la actividad fendlica, ya que fue similar (0.39047b) a las
plantulas testigo, no inoculadas con P. cinnamomi. De acuerdo a la concentracion del T2
(activadores en mezcla+Pc) (0.51690a) y del T1 (testigo positivo) (0.39047b) se puede deducir
que la estimulacion de los fenoles se dio por un sinergismo entre los productos activadores de
defensa de las plantas a diferencia del efecto individual del ASM (T1); posiblemente el ASM
baso la proteccion a las plantulas del T3 con la activacidén de otros compuestos, mecanismos,
acciones o sefiales (peroxidasas, quitinasas, lipoxigenasas, S -1,3-glucanasas , acido salicilico,
fosfolipasas o proteinas PR) o que la combinacion con proteina de harpin, fosetil- Al se refuerzd
la activacion de este metabolito secundario. Patifio (2008) sefialo que la quitinasa es un marcador
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util para determinar SAR, ya que los niveles de esta enzima en los tejidos no inducidos son bajos.
Por ejemplo, Yigit (2011) sefial6 que la aplicacion de ASM a pléntulas de lechuga infectadas con
Xanthomonas campestris pv vitians, generé un incremento de quitinasas; las concentraciones
maximas se registraron a los 6 y 8 dias despues de la aspersion. En pepino, ASM promovio la
acumulacion de quitinasas como una respuesta de resistencia contra Cladosporium cucumerinum;
la SAR fue transferida de hojas tratadas a las hojas no tratadas (superiores e inferiores) (Narusaka
et al., 1999). Brisset y colaboradores (2000) determinaron la SAR por medio de la determinacién
de p -1,3-glucanasas en plantulas de manzana (Golden delicius) la cual indicaron que el
acibensolar-S-metil promovié la acumulacion dede $ -1,3-glucanasas contra tizén de fuego, y se
mantuvo al menos 17 dias. ASM indujo la sintesis la resistencia sistémica adquirida en plantas
como arabidopsis (Dietrich et al.,2005), coliflor (Ziadi et al., 2001), melon (Buzi et al.,2004),
cacao (Resende et al., 2002), papa (Bokshi et al., 2003) y papaya (Zhu et al., 2003).

Otros productos se han evaluado contra la tristeza del aguacatero; como las aplicaciones de silicio
que aumentaron la resistencia contra la infeccion de P. cinnamomi a través de un incremento de
los niveles de fenoles totales en raices(Bekker et al., 2007). EI BTH asperjado a las hojas confirid
resistencia sistémica a tomates contra Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici al
incrementar la formacion de aposiciones de callosa impidiendo la entrada del patégeno
(Benhamou y Bélanger,1998b). Andrade y colaboradores (2015) encontraron que en porta
injertos de aguacate con sintomas de marchitez y asintomaticas, la formacion de tilosas y la
deposicion de compuestos fendlicos contribuyeron a la defensa contra P. cinnamomi. Las
selecciones de la raza Mexicana de Tepeyanco, Atlixco y Tepetl mostraron resistencia debido
probablemente a que activaron sus mecanismos de defensa histoldgica estructural y quimica
previo a la infeccion por P. cinnamomi. Los portainjertos de las plantulas utilizadas en este
ensayo fueron de la raza Mexicana. La posible ecplicacion de la proteccion a las plantulas de
aguacate por el efecto individual del ASM es que se basara en otros mecanismos de defensa a
diferencia de la mezcla de ASM, fosetil- Al y proteina de harpin. Bekker et al. (2007)
encontraron en raices de arboles de aguacate infectados con P. cinnamomi al &cido 3,4-
hidroxibenzoico y el acido vanilico, compuestos que al contacto con el patégeno funcionaron
como barreras fisicas y confirieron a la pared celular cierta resistencia a la penetracion de P.
cinnamomi. En pruebas in vitro se demostré que la presencia de polifenoles como el acido

cinamico, p- hidroxibenzoico, acido vanilico y acido salicilico tuvieron la capacidad de inhibir el
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crecimiento de P. capsici (Candela et al., 1995). Los compuestos fendlicos inhiben la produccién
de la cutinasa de los patdgenos (Bostock etal.,1999). Esto sugiere que los fenoles inducen
resistencia al suprimir la actividad de enzimas degradadoras de la pered celular producidas por
los patogenos (Vidhyasekaran, 2008). Brune y van Lelyveld (1982) encontraron en hojas de
aguacate cv. Hass compuestos acido ferulico, acido p-cumarico, &cido p-hidroxi-benzoico, acido
cafeico, aesculetin, &cido 3, 4- dihidroxi-benzoico y cinco compuestos no identificados; es
posible que a partir de estos compuestos se deriven fitoalexinas que confieren proteccion a las
plantas. Los activadores en mezcla que protegieron a las plantulas del T2, posiblemente
estimularon estos metabolitos secundarios por medio de una resistencia sistémica. Seria
conveniente realizar trabajos con técnicas de determinaciones méas avanzadas como la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para determinar fenoles especificos como el acido
ferulico, acido géalico y &cido clorogénico; ya que este trabajo se basé de manera general en
fenoles totales.

Por otra parte, la proteina de harpin indujo la respuesta hipersensible; en Arabidopsis thaliana
promovid la SAR contra Peronospora parasitica y Pseudomonas syringae pv. tomato por medio
de la induccién de genes PR-1 y PR-2 (Dong et al., . 1999). La proteina de harpin actda como
una sefial molecular para la expresion de genes de defensa involucrados en diversas respuestas
como:a) la codificacion de fenilalanina amonio-liasa (PAL), la cual es una enzima clave para la
biosintesis de lignina, fenoles y &cido salicilico; b) para la codificacion de glutation S-transferasa
la cual protege contra el estrés oxidativo; c) y por Gltimo para la codificacion de enzimas
requeridas para la sintesis de fitoalexinas (Desikan et al., 1998).Guest y Grant (1991) sefialaron
las caracteristicas inusuales de los fosfonatos y una de ellas fue que mejora la actividad del
sistema de defensa de las plantas. El fosetil-Al (10- 250 pug/mL) estimul6 la formacion de zonas
necroticas de blogueo en hojas de tomate contra Phytophthora spp. (Bompeix etal.,1980). El
fosetyl-Al promovié en hojas de jitomate cambios citologicos contra P. capsici; estimuld una
capa necroética de bloqueo, depositos internos de callosa y polifenoles (Durand y Salle, 1981).
Estimuld la sintesis de etileno y de fenilalanina amonio liasa (PAL) y la acomulacion de
fitoalexinas en tabaco contra Phytophthora nicotianae var. Nicotianae (Nemestothy y Guest,
1990). Al inducir la PAL es posible que la proteina de harpin en mezcla con fosetil-Al y ASM

hayan estimulado esta enzima vital para la formacion de fitoalexinas y compuestos fendlicos.
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Cuadro 3.- Comparacion de la concentracion de fenoles totales analizada en hojas de aguacate cv
“Hass” como respuesta de proteccion con activadores de defensa a los 0, 7, 14 y 21 dias de la
induccion con los activadores de resistencia.

Actividad de fenoles totales (mg. g-1 p. f)

Tratamientos Dia0 Dia7 Dial4d Dia21
Test 0.389072 0.46566ab 0.40239b 0.38627b?
T1(Pc) 0.32477b 0.53024a 0.50302ab 0.30702c
T2 (A+ Pc) 0.375472 0.56372a 0.60519a 0.51690a
T3 (ASM+Pc) 0.34805ab 0.39282b 0.47426b 0.39047b

Test: Testigo negativo (sin P. cinnamomi ni activadores), T1 (Pc): P. cinnamomi (Testigo
positivo sin activadores), T2 (A+Pc): Activadores en mezcla + P. cinnamomi, T3 (ASM+PC):
Acibensolar-S-metil + P. cinnamomi.

La concentracion se expresé en mg fenoles totales —1 peso fresco de tejido. zMedias con distinta

letra en una misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

Fenoles totales (FEN)
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Figura 10.- Presencia de fenoles totales y su relacién con los tratamientos 1) Pc: P. cinnamomi

(testigo positivo sin activadores); 2) A+Pc: Activadores en mezcla y P. cinnamomi; 3) ASM+Pc:
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Acibensolar-S-metil +P. cinnamomi; 4)Test: Testigo negativo (sin P. cinnamomi ni activadores).

La concentracion se expresd en mg fenoles totales —1 peso fresco de tejido.

5.7 Peroxidasa (POX)

Esta enzima esta presente en los tejidos de plantas, animalesy microorganismos (Welinder et al.,
(1991). En plantas son clasificadas como peroxidasa de clase Il y son secretadas fuera de la

celula o transportadas dentro de la vacuola (Hiraga et al., 2001).

A los siete dias todos los tratamientos alcanzaron la méxima actividad de peroxidasa; la infeccion
con P. cinnamomi increment6 un 47 % en T1 (testigo positivo), esto coincide con Whetten et al.,
(1998) la cual sefialaron que las peroxidasas en plantas, son inducidas por la infeccion de
patdgenos, lo que sugiere la importancia de esta enzima en el sistema de defensa de las plantas.
Es posible que este incremento se diera en respuesta a la infeccidn por este oomycete. Aunque P.
cinnamomi repercutié de manera negativa al disminuirla actividad de la peroxidasa (28.902b) de
las plantulas de aguacate (T1) a los 21 dias de su inoculacién. No hubo diferencia estadistica,
pero, si numérica entre las concentraciones del T1 (28.902b) y el testigo absoluto (40.058b); es
probable que esa diferencia numérica de concentraciones sea significativa en la proteccion de la
planta. La actividad de la peroxidasa estimulada en las plantulas a apartir de la infeccién de P.
cinnamomi no logré protegerlas al final del experimento; posiblemente por la disminucion a
partir del segundo muestreo, ya que del dia 7 al 21 disminuy6é un 72.4 %. Van Lelyveld y
Broderick (1975) reportaron la disminucion de POX en hojas con sintomas tristeza y cuando los
sintomas fueron avanzando, la actividad de POX fue disminuyendo.van Lelyveldy Bester (1978)
sefialaron que la actividad de la peroxidasa en hojas maduras y viejas de aguacate fue menor en
comparacion con las hojas de arboles sanos; ya que posiblemente P. cinnamomi indujo alguna
sustancia que disminuyo la actividad de la peroxidasa. Esto coincide con el comportamiento de la
actividad de la peroxidasa en las plantulas del T1, es posible que la infeccién en las raices
repercutiera en la disminucion de esta enzima en las hojas.van Lelyveld y Broderick (1975)
hicieron una comparacion bioquimica de cinco cultivares y su posible asociacion con la

susceptibilidad a P. cinnamomi; el cultivar Fuerte tuvo la mayor actividad de peroxidasa seguido
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de Hass, Edranol, Zutano y Duke. Los autores asocian la actividad enzimética de la peroxidasa
con la posible resistencia a enfermedades del aguacate.

La mezcla de activadores protegio a las plantulas del T2 frente a la infeccion de P. cinnamomi, al
finalizar con la maxima actividad de peroxidasa (68.985a). El efecto individual del ASM
estimuld la actividad de la peroxidasa, ya que a los 21 dias fue similar (62.814a) a las platulas
tratadas con la mezcla (T2) de activadores. La aplicacion de ASM protegid a las plantulas T3.

Fosetil-Al, se degrada en la planta como &cido fosforoso (HsPOs), es considerado como un
activador de mecanismos de defensa contra enfermedades fungosas (Bompeix et al., 1980; Trique
et al. 1981; Vo- Thi- Han et al., 1979). Fosetil-Al induce areas de bloqueo (barreras) (Bompeix et
al., 1980); cambios citoldgicos, deposicion de callosa, y polifenoles (Durand y Salle, 1981); la
sintesis de etileno, la fenilalanina amonio liasa (PAL) (enzima importante para la sintesis de
metabolitos secundarios) y fitoalexinas (Nemestothy y Guest, 1990). Por lo contrario, Lopez y
colaboradores (1994) determinaron que el fosetil-Al no aument6 los niveles de peroxidasa (in

vitro) en células de vid.

Resende y colaboradores (2002) evaluaron ASM en cacao cv. Catongo y cv. Theobahia contra
Verticillium dahliae y Crinipellis perniciosa; en la cv. Catongo, BTH (=ASM) indujo la mayor
actividad de peroxidasa en hojas a los 15 dias después de la elicitacion, a los 30 dias, la actividad
de POX disminuyd significativamente. La actividad de POX fue mayor (con diferencia
significativa) en las plantas tratadas con BTH que en las plantas testigo. En la cv. Theobahia la
mayor actividad de POX se encontrd en los tallos lefiosos después de la aspersion de ASM vy de la
inoculaciéon de V. dahliae. El testigo positivo (inoculado solo con V. dahliae y sin ASM)
manifestd actividades intermedias de POX. Los autores concluyen que el BTH protegi6 a las
plantas de cacao y que las respuestas de defensa por BTH dependieron del genotipo del
hospedero. Brisset y colaboradores (2000) reportaron la actividad de peroxidasas y [-1,3-
glucanasas promovida por ASM contra Erwinia amylovora (tizon de fuego) en plantulas de
manzana (Golden delicious). ASM tiene efecto positivo contra enfermedades transmitidas por el
suelo, por ejemplo; Buzi et al., (2004) afirmaron que el BTH proporciono proteccion a semillas y
plantulas de melon inoculadascon S. sclerotiorum y Didymella bryoniae. La aplicacién de BTH
fue a semillas, cinco dias después de haber germinado las plantulas, la peroxidasa alcanzd su

maxima actividad, seguido por una disminucion pronunciada; también los niveles maximos de
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quitinasa lo manifestaron las plantulas tratadas con BTH, alcanzando la maxima expresion a los 4
dias. Los autores sefialaron que la aplicacién del BTH a semillas de meldn puede activar en
plantulas diversas rutas metabdlicas que conducen a la mejora de la resistencia sistemica frente a
diferentes patdgenos. De acuerdo a Buzi y colaboradores (2004) y Resende et al.,(2002) la
peroxidasa estimulada por ASM tuvo una maxima expresion y después desciendid; en este
ensayo, la méxima expresion de POX promovida por el efecto individual de ASM (T3) y en
combinacion con otros activadores (T2) fue a los siete dias, posteriormente la actividad
disminuyd en los tratamientos (T2 y T3) sin embargo, a los 21 dias finalizan con concentraciones
significativas respecto a las plantas inoculadas con P. cinnamomi sin activadores (T1) y es testigo
sin “hongo” y sin activadores. Yigit (2011) sefialé que el ASM fue efectivo en la reduccion de la
severidad de Xanthomonas campestris pv. vitians en lechuga en comparacion con el testigo
absoluto y el tratamiento con hidréxido de cobre; ASM incrementd la actividad de la quitinasa en
funcion de la disminucién del crecimiento bacterino en la planta. Bokshi y colaboradores (2003)
evaluaron en invernadero y campo al ASM en el follaje de la papa contra Erysiphe
cichoracearum y Alternaria solani; el ASM (50 mg ia/ L) control6 a ambos patdgenos
inoculados bajo invernadero, y en campo solo redujo la severidad de Alternaria solani; el ASM
aumentd la actividad B-1,3-glucanasa en hojas, tallos, tubérculos y estolones pero no en las
raices. La proteccion del ASM duré 45 dias.

Otros trabajos han sefialado la relacion de ASM con la estimulacion de protéinas PR; por
ejemplo,esta relacionada con la activacion de proteinas PR; Maxson-Stein y colaboradores (2002)
evaluaron el ASM en manzana contra Erwinia amylovora; el ASM estimul6 la expresion de
genes putativos a SAR especificamente PR-1 y PR-8 RNA la cual se incrementaron 10 veces y
PR-2 ARN que aunmet6 100 veces en plantulas tratadas con ASM. Estos autores afirmaron que
este activador no fue superior al control con estreptomicina, sin embargo, seria una opcién idénea
para integrarlo en el manejo de la enfermedad. ASM activo la quitinasa, p-1,3glucanasa y la PR2
y ligeramente la PR-1 y PR5 de pléantulas de coliflor variedad Billabong contra el mildiu velloso
(Peronospora parasitica) (Ziadi et al., 2001). La resistencia sistémica adquirida en papaya fue
inducida por BTH, se manifest6 por un aumento de la tolerancia a la infeccion por Phytophthora
palmivora; el BTH estimuld las actividades de p-1,3-glucanasa, quitinasa, y la acumulacion de un

ARNm PR1, a los 14 dias después de la induccion se incrementd la acomulacion de PR-1d,
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mientras que la quitinasa y la -1,3-glucanasa alcanzaron su maxima actividad después 1-2 dias,
y a los 10 dias volvieron a sus niveles iniciales (Zhu et al., 2003).

Cuadro 4.- Comparacion de la actividad de peroxidasa, determinada en hojas de aguacate cv
Hass a los 0, 7, 14 y 21 dias después de la induccion con los activadores de resistencia.

Actividad de la peroxidasa U(p.f.)

Tratamientos Dia0 Dia7 Dial4 Dia21
Test 45.5¢ 80.404c 45.882c 40.058h*
T1(Pc) 71.146b 104.721b 31.109d 28.902b
T2 (A+ Pc) 88.081a 132.568a 83.772a 68.985a
T3 (ASM+Pc) 66.811b 108.832b 65.938b 62.814a

Test: Testigo negativo (sin P. cinnamomi ni activadores), T1 (Pc): P. cinnamomi (Testigo
positivo sin activadores), T2 (A+Pc): Activadores en mezcla + P. cinnamomi, T3 (ASM+PC):
Acibensolar-S-metil + P. cinnamomi.

U.g de peso fresco (U es la Unidad de actividad enzimatica y una unidad es igual a la formacion
de 1 mmol min-1 de tetraguayacol). z Medias con distinta letra en una misma columna son

estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

Peroxidasas (POX)
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Figura 11.- Presencia de peroxidasas y su relacion con los tratamientos 1) Pc: P. cinnamomi
(testigo positivo sin activadores); 2) A+Pc: Activadores en mezcla y P. cinnamomi; 3) ASM+Pc:
Acibensolar-S-metil +P. cinnamomi; 4)Test: Testigo negativo (sin P. cinnamomi ni activadores).
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La expresion enzimatica se cuantificocomo U.g de peso fresco (U es la Unidad de actividad
enzimatica y una unidad es igual a la formacion de 1 mmol min-1 de tetraguayacol).

5.8 Evaluacion efectividad biologica

En la mayoria de los tratamientos, P. cinnamomi inicio su crecimiento al tercer dia después de la
siembra a diferencia de los tratamientos con Garbus (1,10 y 100 ppm). Los tratamientos Mes1,
Mes10 y Mes100 presentaron diferencia significativa (p < 0.05) respecto a los tratamientos del
testigo positivo (concentraciones de Garbus). La proteina de harpin no present6 efecto inhibitorio
sobre el patogeno. El crecimiento de P. cinnamomi fue algodonoso y abundante, el valor de las
medias fue proporcional a la concentracion aplicada. Estos resultados concuerdan con lo sefialado
por Baron, 2001; Jang et al. 2006 y EPA, 2014 la cual indican que tal molécula no tiene accion
directa sobre patdgenos; Manzano y colaboradores (2010) sefialaron que este producto no inhibio
el crecimiento miceliar y la germinacion de conidios in vitro de Cercospora coffeicola. La
formulacién utilizada en este ensayo fue Messenger STS constituida por 3% de proteina harpin
mas aminoécidos (PHC). La presencia de aminoacidos en la formulacion posiblemente influy6 en
el crecimiento rapido y abundante del “hongo”.Fosetil- aluminio (Aliette) no presentd efecto
fungistatico sobre este patdgeno. La concentracion de 10 ppm presentd mayor crecimiento
miceliar respecto a 100 ppm. Estadisticamente no existe diferencia significativa entre las tres
concentraciones de este producto y el testigo absoluto pero si con las concentraciones del Garbus
(testigo positivo). Los resultados obtenidos para estos tratamientos coinciden con lo reportado
por Thomidis y Michailidis (2002) la cual encontraron que el fosetil-Al tuvo una capacidad muy
limitada para reducir el crecimiento de P. cactorum y P.citrophthora en medio agar. Farih y
colaboradores en 1981 indicaron que fosetil-Al tiene interviene en el crecimiento de P.
cinnamomi a concentraciones de 1000 pg o mas. En este ensayo la concentracion mas alta fue de
100 ppm posiblemente a concentraciones mas altas haya un efecto sobre el crecimiento miceliar
de este oomycete. En 1984 Feen y Coffey demostraron que se requeria menos de 200 pg/ mL de
fosetil-Al para inhibir el crecimiento micelial en medio RMSM (pH6.1). Es posible que los
resultados difieran al cambiar el medio de cultivo PDA por RMSM vy el pH. El tratamiento con
acibensolar-S- metil los resultados fueron semejantes a los demas activadores de resistencia, no

existe efecto directo sobre el crecimiento miceliar de P. cinnamomi. Resultados similares
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coinciden con lo reportado por (Manzano en al 2010) la cual sefialaron que acibenzolar S-metil
no presento efecto in vitro sobre Cercospora coffeicola. Reglinski et al., 2007 indicaron que esta
molécula no tiene efecto directo sobre las plagas objetivo. Daayf et al., 1998 afirmaron que esta
molécula actia como sustituto del acido salicilico (AS). Garcia y colaboradores (2010)
comprobaron que el AS no tuvo efecto inhibitorio del micelio de P. cinnamomi en medio
V8.Garbus (2-(tiocianometiltio) benzotiazol) inhibié el crecimiento miceliar. El efecto
fungistatico fue proporcional a las concentraciones utilizadas. La concentracion de 100 ppm
presentd la mayor inhibiciébn miceliar seguida de 10 ppm y 1 ppm. Existen diferencias
significativas entre las concentraciones. De acuerdo con la lista del APEAM (2013) este producto
no esta registrado para el cultivo de aguacate contra P. cinnamomi. Los resultados de este ensayo
demuestran un prometedor potencial para registrarlo en el manejo integrado de esta enfermedad

en campo.

Cuadro 5.- Comparacion de medias del crecimiento de P. cinnamomi en los diferentes

tratamientos a los 7 dias después de la inoculacion.

Crecimiento promedio de P. cinnamomi

Tratamientos medias
ASM1 3.18086bc?
ASM10 3.07042c
ASM100 3.21089abc
Mesl 3.39782ab
Mes10 3.41945a
Mes100 3.42470a
Fosl 3.39418ab
Fos10 3.41092ab
Fos100 3.19356abc
Garl 2.69512d
Garl0 2.44550e
Gar100 of
Test 3.13536¢C
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Mes1, 10, 100=Messenger (1, 100, 100 ppm.); Fosl, 10,100= Fosetyl-Al (100, 10, 1 ppm.);
ASM1, 10, 100=Acibensolar- s metil (100, 10, 1 ppm), Garl, 10, 100= Garbus (100, 10, 1
ppm)(testigo positivo con accion fungicida), Test= Testigo absoluto (solo PDA)

{l El crecimiento de P. cinnamomi se transformo de cm a logaritmo natural

zMedias con distinta letra en una misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p <

0.05).
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Figura 12.- Actividad bioldgica de Messenger (proteina de harpin), Actigar (acibensolar-s metil),
Aliette (foseyl-Al) y Garbus (2-(tiocianometiltio) benzotiazol) sobre el crecimiento in vitro de P.
cinnamomi a 1, 10 y 100 ppm. Los tratamientos fueron: 1) ASM1 (1 ppm), 2) ASM10 (10 ppm),
3) ASM100 (100 ppm), 4) Mesl (1 ppm), 5) Mes10 (10 ppm), 6) Mes100 (100 ppm), 7) Fosl
(1ppm), 8) Fos10 (10 ppm), 9) Fos100 (100 ppm), 10) Garl (1ppm), 11) Garl0 (10 ppm), 12)
Garl00 (100 ppm) y Test (testigo absoluto, P. cinnamomi en PDA). El crecimiento de P.
cinnamomi se transformé de cm a logaritmo naturalzMedias con distinta letra en una misma

columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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5.9.- Consideraciones

En 1960, Ross demostro que las plantas de tabaco inoculadas con el virus causante del mosaico
del tabaco (TMV) desarrollaron resistencia a una infeccién secundaria en tejidos distantes del
punto de infeccion. Riveros (2001) sefialé que las infecciones causadas por patdgenos inician la
transferencia de sefializacion a otras partes de las plantas, que son reforzadas con la aspersion de
productos protectores o moléculas activadoras, logrando que los mecanismos bioquimicos de
resistencia alcancen niveles similares a los que se dan en un tejido inducido bioldgicamente. En
este ensayo se midieron las concentraciones de fenoles totales y la expresion de las peroxidasas a
consecuencia de la infeccion de P. cinnamomi y el efecto de los inductores frente a la
enfermedad. La determinacion de fenoles y peroxidasas no se realizaron en raices por el caracter
destructivo de los muestreos hacia el sistema radicular de las plantulas, esto intervendria en la
activacion del mecanismo de defensa de las plantulas, por lo tanto, seria conveniente que en
trabajos posteriores las determinaciones de los metabolitos secundarios y enzimas se midieran en

raices y hojas.
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6.- CONCLUSIONES

e Las plantas tratadas con los productos activadores en mezcla finalizaron con la mayor
fotosintesis neta (9.930a (mg. g-1 p. f)), actividad de peroxidasas (68.985a (U.g de peso
fresco)) y la mayor concentracion de fenoles totales (0.51690a) en respuesta de resistencia
contra la infeccion de P. cinnamomi.

e La mezcla de activadores y el efecto individual de ASM protegieron a las plantulas de
aguacate ya que no manifestaron sintomas de la enfermedad.

e Los inductores de resistencia respondieron positivamente frente a la infeccion de P.
cinnamomi, la cual es una opcion en el manejo integrado de esta enfermedad.

e Este trabajo aporta informacion valiosa para la realizacién de investigaciones futuras bajo
condiciones no controladas (campo y viveros).

e Los activadores de resistencia no tuvieron efecto antimicrobiano in vitro.
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