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RESUMEN

La pudricion de raiz causada por Phytophthora cinnamomi Rands, es la principal
enfermedad que afecta al cultivo del aguacate a nivel mundial. El uso de portainjertos
resistentes permite el establecimiento del cultivo en condiciones de infestacion por P.
cinnamomi. El presente estudio tuvo por objetivo general el seleccionar genotipos de
aguacate raza Mexicana del sur del estado de Nuevo Leon resistentes a P. cinnamomi.
Las actividades enziméaticas tipo xilanasa, pectinasa, amilasa, celulasa y ligninasa se
identificaron en dos aislados de P. cinnamomi (Pc1 y Pc2). Se evalué la resistencia en
progenies de diez genotipos de aguacate raza Mexicana a dos aislados de P.
cinnamomi mediante conductividad eléctrica y frente a un aislado por inoculacién en

plantulas.

En la identificacion de actividades enzimaticas se encontrd positivo el aislado Pc2 para
tipo pectinasa, amilasa, xilanasa y celulasa, mientras que el aislado Pc1 sélo presenté
tipo pectinasa y amilasa. En la evaluacion de resistencia mediante conductividad
eléctrica no se encontré efecto en la interaccidbn genotipos x aislados, pero si
diferencias significativas entre genotipos y entre aislados. Los genotipos no mostraron
un nivel de conductividad igual o menor que el genotipo ‘Duke 7’ (genotipo

moderadamente resistente) por lo que se consideraron susceptibles. El aislado Pc2
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fue el méas patogénico al inducir significativamente un mayor aumento de la
conductividad eléctrica (p < 0.05). En la evaluacién para resistencia por inoculacion de
plantulas, se encontraron diferencias significativas entre los genotipos evaluados. El
genotipo ‘Todo el Afo’ fue el mas resistente al presentar un 70 % de plantulas
asintomaticas, seguido por el genotipo ‘Platano’ con un 40 %. Los genotipos ‘Maria
Elena’, ‘Silvestre’ y ‘Hass’, fueron los mas susceptibles al presentar una mortalidad del
100 %. Se concluyé que: el genotipo ‘Duke 7’ es susceptible al aislado Pc2 a pesar de
estar considerado como moderadamente resistente, el genotipo ‘Hass’ es susceptible
al aislado Pc2, y los genotipos ‘Todo el Ano’ y ‘Platano’ al presentar un 70 % y 40 %
de plantulas asintomaticas, son fuente de resistencia a P. cinnamomi'y pueden ser

utilizados en programas de mejoramiento de portainjertos.
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ABSTRACT

The root rot caused by Phytophthora cinnamomi Rands, is the main disease that affects
avocado cultivation worldwide. The use of resistant rootstocks allows the establishment
of the crop under conditions of P. cinnamomi infestation. The objective of this study
was to select Mexican race avocado genotypes from south of Nuevo Leon state with
resistance to P. cinnamomi. Enzymatic activities such as xylanase, pectinase, amylase,
cellulase and ligninase were identified for two isolates of P. cinnamomi (Pc1 and Pc2).
The resistance in progenies of ten Mexican race avocado genotypes to Pc1 and Pc2

was evaluated by electrical conductivity, also to Pc2 isolate by inoculation in seedlings.

In the identification of enzymatic activities, the isolate Pc2 resulted positive for
pectinase, amylase, xylanase and cellulase activities, whereas the isolate Pc1 just
presented pectinase and amylase type activities. In the evaluation of resistance by
electrical conductivity, no effects were found on the interaction genotypes x isolates,
but there were significant differences among genotypes and between isolates. The
evaluated genotypes did not show an equal or lower level of electrical conductivity than
‘Duke 7’ (moderately resistant genotype) and the isolate Pc2 was found to be the most
pathogenic during the means comparison (p < 0.05). In the evaluation for resistance by

inoculation of seedlings, the X2 test (p <0.009) shows significant differences among the
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evaluated genotypes, being ‘Todo el Ao’ the most resistant genotype with 70 % of
asymptomatic seedlings, followed by the genotype ‘Platano’ with 40 %. The genotypes
‘Maria Elena’, ‘Silvestre’ and ‘Hass’ were the most susceptible with a mortality of 100
%. It was concluded that the 'Duke 7' genotype despite being considered as moderately
resistant is susceptible to Pc2 isolate, the 'Hass' genotype is susceptible to Pc2, and
the 'Todo el Afo' and 'Platano’ genotypes showed 70 % and 40 % of asymptomatic
seedlings, respectively, being a source of resistance to P. cinnamomi and can be used

in root-stock breeding programs.
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1. INTRODUCCION

La principal enfermedad que afecta los sistemas de produccién de aguacate alrededor
del mundo es la pudricion de raiz causada por Phytophthora cinnamomi Rands
(Hardham, 2005). En México, es una de las principales limitantes en la produccion de
aguacate, en el estado de Puebla se han observado incidencias del 75 % de los arboles
afectados; en Querétaro ocasiond la desaparicidon del cultivo. En Michoacan en 1979
se encontraron trece mil arboles afectados, 13 afnos después en 1994 se encontraron
cien mil arboles afectados, posteriormente en 1999 la severidad ascendié a 550 mil
arboles afectados, causando una pérdida de 640 millones de pesos y evidenciando un

creciente incremento de la enfermedad (Rodriguez, 2015).

Los métodos de control para este patdgeno son el quimico, el biolégico, y las buenas
practicas culturales; sin embargo, los intentos de control presentan algunas
limitaciones y es necesario implementar medidas sustentables que permitan enfrentar
la enfermedad de manera mas duradera. Una alternativa es el uso de portainjertos
resistentes a P. cinnamomi, aunque tras décadas de investigacidbn apenas se ha
logrado introducir un nivel moderado de resistencia en algunos genotipos. De las tres
razas de aguacate utilizadas como portainjertos, la raza Mexicana (Persea americana
var. drymifolia) ha mostrado tener mayor tolerancia e incluso resistencia moderada a

P. cinnamomi (Sanchez, 2007; Gémez y Apaza, 2015).



Actualmente existen en el mercado diferentes portainjertos que se caracterizan por ser
parcialmente resistentes o tolerantes a P. cinnamomi, tales como ‘Barr Duke’, ‘Duke
6’, ‘Duke 7’, ‘Duke 9’, ‘Thomas’ y ‘Toro Canyon’, todos ellos de la raza Mexicana
(Rodriguez, 2015). Gallo et al. (2007 a) reportaron portainjertos resistentes de la raza
Antillana (P. americana var. americana), con una tasa de sobrevivencia entre el 89 -
100 % respecto a un 50 - 60 % de portainjertos como ‘Duke 7’y ‘Thomas’; sin embargo,
los portainjertos de la raza Antillana no se adaptan a todas las condiciones climaticas

y de suelo de México.

Debido a factores como la poca disponibilidad de portainjertos resistentes, asi como la
poca adaptacion a los diferentes suelos y climas que algunos pueden presentar, existe
la necesidad de busqueda de genotipos que presenten resistencia y que puedan
utilizarse como portainjertos comerciales. Una opcién es recurrir a la base genética de
P. americana var. drymifolia, buscando entre las accesiones de los bancos de
germoplasma existentes en el pais, otra es recurrir al escrutinio de materiales
silvestres, debido a la amplia diversidad genética que se puede encontrar. Por lo que,
encontrar algun genotipo que presente resistencia igual o superior al portainjerto de
raza Mexicana ‘Duke 7’, que actualmente se utiliza como portainjerto moderadamente

resistente, aportara un avance en el control de la enfermedad.

1.1. Hipotesis

Al menos un genotipo de aguacate raza Mexicana del Sur del estado de Nuevo Ledn

es resistente a Phytophthora cinnamomi Rands.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General
Seleccionar genotipos de aguacate raza Mexicana del S ur del estado de Nuevo Ledn

resistentes a Phytophthora cinnamomi.

1.2.2. Objetivos Especificos
1. Identificar las actividades enzimaticas tipo xilanasa, pectinasa, amilasa,
celulasa y ligninasa de dos aislados de P. cinnamomi.
2. Evaluar la resistencia en progenies de diez genotipos de aguacate raza
Mexicana a dos aislados de P. cinnamomi mediante conductividad eléctrica.
3. Evaluar la resistencia en progenies de diez genotipos de aguacate raza

Mexicana a un aislado de P. cinnamomi por inoculacién en plantulas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia Econémica del Aguacate

México en 2016 produjo 1 889 353 t de aguacate con un valor econémico de 30 265
millones de pesos, tuvo una superficie cosechada de 180 mil hectareas con un
rendimiento de 10.5 t-ha!, manteniéndose como el primer productor de aguacate a
nivel mundial. Los estados que mas produccién aportaron fueron Michoacan con un

83.5 %, Jalisco con un 6.4 % y el Estado de México con un 5 % (SIAP, 2017).

En 2016 se exportaron 1 032 294 t de aguacate por un valor de 2 317 millones de
dolares, participando con un 46 % del valor de las exportaciones mundiales. Los tres
principales paises como destino de exportacién fueron Estados Unidos de América,

Japén y Canada (SAGARPA, 2017).

2.2. Clasificacion Taxondémica del Aguacate

Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Infrareino: Streptophyta

Superdivision: Embryophyta



Division: Tracheophyta
Subdivision: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Magnolianae
Orden: Laurales

Familia: Lauraceae

Geénero: Persea Mill.

Especie: Persea americana Mill.

(ITIS, 2017)

El género Persea contiene alrededor de 85 especies, la mayoria se encuentran desde
el Sur de los Estados Unidos de América hasta Chile. Las excepciones son Persea
indica que se encuentra en las Islas Canarias (Espana) y probablemente otras del sur

de Asia que se piensa pertenecen a Persea (Barrientos-Priego y Lépez-Lopez, 2002).

2.3. Descripcion Botanica de Persea americana var. drymifolia

El aguacate (Persea americana Mill.) es un frutal perteneciente a la familia Lauraceae
con un namero cromosémico 2n = 24 (Barrientos-Priego y Lépez-Lépez, 2002). Se
consideran tres variedades botanicas para esta especie conocidas como razas de
importancia horticola: la Mexicana (Persea americana var. drymifolia [Schltdl. Et Cham]
S. F. Blake), la Guatemalteca (Persea americana var. guatemalensis [L.O. Williams]
Scora) y la Antillana (Persea americana var. americana) (Chanderbali et al., 2008);

estas variedades se caracterizan por el tamano, forma y maduracién del fruto, textura



y color de la cascara, y tamafio de la semilla, entre otras diferencias (Rincén-
Hernandez et al., 2011). La cruza entre estas distintas razas ha producido tipos de
aguacate de importancia econémica relevante como los son el aguacate ‘Hass’,

‘Fuerte’ y ‘Bacon’, entre otros (Acosta et al., 2012).

Los arboles de aguacate raza Mexicana alcanzan los 15 m de altura, son de ramas
ligeramente pubescentes con hojas de color verde oscuro intenso y brotes verdes
claros o rojizos, son aromaticas como su corteza y madera, y presentan apice agudo,
superficie adaxial glauca; su inflorescencia es subterminal, mdultiple, puede ser
pubescente 0 no, presenta flores regulares en dicogamia protoginea. Tiene de 3 a 6
frutos por racimo terminal, de 4 a 12 cm de longitud, de forma ovoide o ligeramente
piriformes, exocarpio delgado liso y suave, y de color verde oscuro, café, negro o
plrpura, su mesocarpio con olor a anis; semilla larga, ovada de superficie lisa o
ligeramente rugosa y que puede estar adherida o suelta (Campos et al, 2008;

Gutiérrez-Diez et al., 2009).

2.4. Origen y Distribucion del Aguacate Raza Mexicana

Segun Kopp citado por Sanchez-Pérez (1999), el origen de las actuales formas de
aguacate es incierto debido a su estrecha conexibn con representantes de
civilizaciones antiguas del area México-Guatemala-Honduras, quienes valoraban
mucho sus frutos. De acuerdo con Sanchez-Pérez (1999) las razas Mexicana y

Guatemalteca se originaron y domesticaron en las tierras altas de México y Guatemala,



respectivamente, mientras que la raza Antillana muy probablemente tuvo su origen en

las costas del Pacifico de Centroamérica, desde Guatemala hasta Costa Rica.

En México, la evidencia mas antigua del consumo de aguacate, fueron fésiles de
semillas encontrados en una cueva en Coxcatlan, regién de Tehuacan, Puebla,
datados entre los afios 8000 a 7000 a.C. (Smith, 1966). De acuerdo con Williams
(1976) los aguacates mexicanos fueron los primeros en ser utilizados como alimento

por el hombre, incluso antes de que se desarrollara la agricultura y horticultura.

A nivel del continente americano, P. americana var. drymifolia se encuentra creciendo
en México, Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras y Panama. En
México tiene una distribucién en los estados de Chiapas, Guerrero, Jalisco, México,
Michoacan, Nuevo Le6n, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa,
Tamaulipas y Veracruz; crece en altitudes mayores a 1000 m en climas humedos
calidos a semiaridos, se puede encontrar en sistemas de produccién intensiva, huertas
y huertas de traspatio, asi como formando parte de la vegetacién silvestre (Campos et

al., 2008).

2.4.1. Requerimientos Agroclimaticos

La temperatura para el cultivo del aguacate va de los 17 a 24 °C, la éptima alrededor
de los 20 °C, con la cual alcanza su 6éptimo desarrollo, requiere regimenes pluviales
de 1000 a 2000 milimetros de lluvia. Durante la época productiva, el riego localizado
prolonga el periodo productivo, incrementando los rendimientos en alrededor del 30 %

(SAGARPA, 2011).



Los tipos de suelos mas recomendados para establecer el cultivo son los de textura
ligera y profundos, bien drenados con un pH neutro o ligeramente acidos de 5.5 a 7.
También, se pueden cultivar en suelos arcillosos o franco arcillosos, siempre que exista
un buen drenaje. El exceso de humedad es un medio que favorece la aparicion de
enfermedades de la raiz, fisiolégicas y fungicas. El terreno destinado al cultivo debe
contar con buena proteccion natural contra el viento, porque este puede producir dafios
como: rotura de ramas, raiz y caida del fruto, especialmente cuando estan pequefios,
ademas, el viento reduce la humedad, las flores se deshidratan e interfiere con la

polinizacion (SAGARPA, 2011).

La variedad Hass requiere una altitud de entre los 1200 a 1800 msnm, aunque también
puede tolerar altitudes de hasta 2500 msnm dependiendo del clima presente, y una

humedad relativa no mayor a 65 % (Garbanzo, 2010)

2.4.2. Adaptacion Ecoldgica

La adaptacion tropical de las tres razas ordenadas de mayor a menor es: Antillana,
Guatemalteca y Mexicana. La raza Antillana se adapta desde el nivel del mar hasta
1000 m de altitud. Entre los 1000 y 2000 msnm se adapta la Guatemalteca, mientras
que la raza Mexicana se desempefia mejor entre los 1500 a 3000 msnm; sin embargo,
las tres razas pueden convivir y prosperar bien una junto a otra en partes de Israel y

Marruecos, asi como en otras partes del mundo (Sanchez-Pérez, 1999).

La raza Mexicana es originaria de tierras altas con altitudes de 2400 a 2800 msnm vy

es resistente al frio soportando temperaturas minimas hasta de 2.2 °C. La
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Guatemalteca es originaria de tierras entre los 800 y 2400 msnm, y puede ser cultivada
donde las temperaturas minimas superen los 4.5 °C. La raza Antillana es originaria de
zonas bajas con altitudes menores a los 800 msnm con un indice térmico comprendido
entre los 22 y 26 °C (Pérez-Santiago, 2008). El aguacate tipo Antillano que se
caracteriza por su adaptacion a condiciones tropicales y por su resistencia a la
salinidad y clorosis, se cree que haya adquirido estas caracteristicas al adaptarse al
climay suelos calcareos, caracteristicos de la Peninsula de Yucatan y que el propésito

de la domesticacién se haya enfocado al tamaro del fruto (Galindo et al., 2008).

2.5. Enfermedades del Aguacate

Segun Sanchez (2007) en casos extremos el aguacate puede presentar enfermedades
severas que provocan la muerte del arbol y en general, una disminuciéon en la

produccién que varia del 10 al 40 % y una reduccién en la calidad entre un 15y 30 %.

Las enfermedades econémicamente mas significativas incluyen: la pudricion de raiz
por Phytophthora (Phytophthora cinnamomi Rands), la antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides Penz., C. acutatum), la pudricibn del pedunculo (anamorfos de
Botryosphaeria spp., Thyronectria pseudotrichia Schwein., C. gloeosporioides,
Phomopsis perseae Zerova and Fusarium decemcellulare Brick., F. sambucinum
Fuckel, F. solani Mart. Sacc., Pestalotiopsis versicolor (Speg.) Steyaert, Bipolaris
setariae (Sawada) Shoemaker y Rhizopus stolonifer), la mancha negra del fruto
(Cercospora purpurea), la verrugosis (Sphaceloma perseae Jenkins), la mancha de sol

(Avocado sunblotch viroid (ASBVd)), la podredumbre blanca (Rosellinia necatrix Prill.),



la pudricién radicular por Phellinus noxius, la marchitez del laurel (por el hongo
Raffaelea lauricola, simbionte del escarabajo del laurel rojo Xyleborus glablatus), los
cancros por Phytophthora (P. cinnamomi Rands, P. heveae Thompson, P. mengei

Browne, P. palmivora E.J. Butler) (Dann et al., 2013).

Las de menor importancia son: la pudricion de raiz por Armillaria (Armillaria spp.), la
verticilosis (Verticillium dahliae Kleb), cancro de tronco por Dothiorella (Dothiorella sp.,
Botryosphaeria sp.), cancro bacteriano (Pseudomonas syringae van Hall,
Xanthomonas campestris Pammel), azlcar en el tronco “Black streak” (desconocido)

(Dann et al., 2013).

Las enfermedades como la quemadura foliar (Xylella fastidiosa), el oidio (Oidium sp.),
la mancha plateada (Mycosphaerella perseae Miles), la mancha de asfalto
(Phyllachora gratissima Rehm.), pudricibn blanda bacteriana (Pectobacterium
caratovorum), la mancha de hollin (Stomiopeltis sp. y Akaropeltopsis sp.), la fumagina
(ascomicetos, Capnodium spp.), la mancha algal (Cephaleuros virescens Kunze), la
enfermedad conocida en inglés como “pepper spot” (también causada por
Colletotrichum gloeosporioides) y la “Duke 6 stem-pitting” (desconocido) generalmente
son problemas menores que no impactan en la salud de la planta o en una reduccion
de la produccién. Sin embargo, tanto la marchitez del laurel (en Estados Unidos) como
la pudricién de la raiz por Phellinus noxius (en Australia del Este) estan adquiriendo
atencién especial por su impacto letal, y desconocimiento sobre su epidemiologia y

manejo (Dann et al., 2013).
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Se reconoce a la “tristeza del aguacate” o “pudricion de raiz” como la enfermedad mas
devastadora a nivel mundial, es producida por P. cinnamomiy ataca la raiz del arbol,
el cual se debilita y generalmente muere. Se ha reportado que esta enfermedad esté

presente en unos 70 paises (Pegg et al., 2002).

2.6. Importancia Econémica de Phytophthora cinnamomi

Phytophthora cinnamomi esta distribuido globalmente y puede infectar cerca de 3000
especies vegetales, causando un grave problema en la agricultura (Hardham, 2005).
Es el agente causal de la enfermedad conocida como ‘“tristeza del aguacate” o
“pudricion de raiz” en el cultivo del aguacate Persea americana Mill.,, y es la
enfermedad mas grave de este cultivo a nivel mundial (Zentmyer, 1980). Se considera
el principal factor limitante en la produccién de paises como: Australia, México,
Sudafrica y los Estados Unidos, ademas de otros setenta paises (Ploetz et al., 2002;
Sanchez, 2007). En California, ha generado pérdidas del 60 a 75 % de los cultivos de

aguacate, un estimado en pérdidas de 40 millones de délares anuales (Coffey, 1987).

En México, en el estado de Puebla se han observado incidencias del 75 % de los
arboles, en Querétaro ocasioné la desaparicién del cultivo, mientras que en Michoacan
en 1979 se encontraron trece mil arboles afectados; 13 anos después en 1994 se
encontraron cien mil arboles afectados, posteriormente en 1999 la severidad subi6 a
550 mil arboles afectados causando una pérdida de 640 millones de pesos mexicanos
(40 millones de dodlares americanos), evidenciando un creciente incremento de la

enfermedad (Rodriguez, 2015).
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2.7. Clasificacion Taxondémica de Phytophthora cinnamomi

El reino Chromista o Stramenopila esta formado por los Filos: Oomycota,
Hyphochytridiomicota 'y Labyrinthulomycota. Segun la Ultima reclasificacion
taxonémica P. cinnamomi quedo ubicado de la siguiente manera (Hardham, 2005;

Rodriguez, 2015).

Dominio: Eukaryota
Reino: Chromista
Filo: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
Género: Phytophthora

Especie: Phytophthora cinnamomi

2.8. Caracteristicas Morfoldgicas

El micelio es cenocitico tipicamente coraliforme, sus hifas son moderadamente
ramificadas y con hinchamientos vesiculares siendo esta la principal caracteristica que
existe para diferenciar P. cinnamomi de otras especies de Phytophthora, el diametro
de la hifa varia de 8 a 25 um. El aspecto de la colonia en medio sélido es similar al de
una camelia. Los esporangiéforos son simples, los esporangios son no papilados,
ovales u oval alargados, grandes con medidas de entre 23 y 63 um de largo por 15 a

30 um de ancho. Las esporas son apleréticas producidas heterotalicamente y es
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posible obtener oosporas mediante cultivos puros en forma homotélica. Presenta
abundantes clamidosporas esféricas, terminales e intercalares (Coria, 2009;

Rodriguez, 2015).

P. cinnamomi presenta dos tipos de apareamiento, tipo A1 y tipo A2, donde cada tipo
corresponde a una cepa de apareamiento, la cual produce células sexuales masculinas
(anteridio) o femeninas (oogonio). El tipo de apareamiento predominante a nivel
mundial es el tipo A2, lo cual indica que hay una limitada reproduccién sexual dentro
de esta especie. El estado sexual de P. cinnamomi se forma cuando los dos tipos de
apareamiento se presentan, cada cepa de apareamiento presenta una condicién de
produccién de células sexuales diferentes a la otra, la cepa con anteridios se une a la
cepa con oogonios y se forma la oosfera. Los oogonios miden en promedio 40 um de
diametro, los anteridios anfigenos miden 18 um de ancho por 20 um de largo, algunos
anteridios pueden ser bicelulares, y muchas de las oosporas son pleréticas a 35 ym

(Andrade, 2012; Rodriguez, 2015).

2.9. Ciclo Bioldgico

P. cinnamomi puede crecer saprofitamente en el suelo y persistir en el suelo o material
vegetal infectado como clamidosporas y en menor medida, como oosporas. Cuando
prevalecen las condiciones que favorecen el crecimiento, el patdégeno entra en el ciclo
de esporulacién asexual. Hifas somaticas forman esporangios multinucleares que se
rompen y liberan 20 a 30 zoosporas uninucleadas biflageladas. Las zoosporas sin

pared se enquistan, formando quistes con pared que germinan y penetran en la planta.

13



Dentro de 2 o 3 dias en un hospedero susceptible, se forman esporangios en la
superficie de planta. El ciclo asexual puede repetirse muchas veces en rapida
sucesién, amplificando rapidamente el potencial de inéculo en el area infectada

(Hardham, 2005).

Las raices estimulan la germinacién de las clamidosporas mediante la secrecion de
sustancias quimicas, asi como la atraccién de las zoosporas a las puntas de las
mismas. Una vez que penetra, pudre las raices y afecta la absorcion de agua. La
cantidad de raices es disminuida. El patbégeno en las raices continla su desarrollo
vegetativo en forma de micelio, forma esporangios que germinan e infectan
directamente nuevas raices. Los esporangios producen zoosporas, las cuales migran
hacia la regién subapical de nuevas raices. Las clamidosporas son la fuente de indculo
primario, el micelio, esporangios y zoosporas causan infecciones secundarias
repetidas. Si las condiciones del suelo favorecen al patégeno, habra una pudricion
abundante de raices y una disminucion en la absorcion de agua y nutrimentos que el
arbol necesita para mantener la turgencia, vigor y crecimiento del follaje, asi como para
la produccion del fruto. Bajo estas condiciones se manifestaran sintomas de
marchitamiento de hojas, defoliaciéon y disminuciéon de cantidad y calidad de frutos

(Figura 1) (Coria, 2009).

Para la manifestacion de la enfermedad las temperaturas ideales son las que se
encuentran en un rango de 24 a 28 °C, ya que se presenta mayor produccion de
esporangios y mejores condiciones para la liberacion y movimiento de las zoosporas

hacia las raices de las plantas (Andrade, 2012). Este patdgeno puede afectar plantas
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de aguacate sin importar la variedad ni estado de desarrollo de las plantas (Ramirez,

2013).
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Figura 1. Ciclo de vida de Phytophthora cinnamomi (Modificado de Dann et al., 2013).

2.10. Sintomatologia

Entre los sintomas causados por P. cinnamomi se incluyen una muerte regresiva de
las ramas de los arboles, marchitez y amarillamiento de las hojas y finalmente una
defoliacién completa. Con frecuencia, cuando aparecen esos sintomas en la parte
aérea de la planta, es porque muchas de las raices alimentadoras ya han sido
destruidas (Sanchez, 2007). Las raices presentan una pudricion con el centro oscuro

y consistencia quebradiza. La absorcién de agua y su transporte ascendente se
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reduce, lo que produce el origen de sintomas en la parte aérea. Cuando el arbol pierde
mas agua por transpiracion que la absorbida por un sistema radical podrido por el
hongo, empieza a mostrar signos de sintomas de marchitamiento de hojas o tristeza.
La nutricién también se afecta. El nitrogeno se incrementa, se detiene el movimiento
del fésforo hacia los tejidos y se afecta la absorcién del manganeso, cobre y hierro.
Estos problemas nutrimentales causan amarillamiento, follaje escaso y aborto de flores
y frutos pequenos. Los arboles pierden progresivamente su vigor con el avance de la
enfermedad, posteriormente se presenta una defoliacién y el arbol termina por morir

(Coria, 2009).

2.11. Control de la Enfermedad

Entre los métodos de control para esta enfermedad se encuentran:

e Prevencion: la prevencién de la propagacion de la enfermedad implica
principalmente la produccion y distribucién de material de vivero limpio. El
problema es que las plantas infectadas pueden permanecer asintomaticas
durante mucho tiempo y, por lo tanto, distribuirse (DAISIE, 2017).

e Mecanico: el potencial de la solarizacién del suelo para controlar el patégeno
se ha demostrado en huertos infestados (Gallo et al., 2007 b; DAISIE, 2017).

e Quimico: la eficacia de algunos productos quimicos, especialmente Fosetil-Al
y el &cido fosforico, ha sido probada contra P. cinnamomi; sin embargo, los
tratamientos quimicos no detienen por completo la enfermeda d y ha quedado
demostrada la resistencia de P. cinnamomi a estos fungicidas. La aplicacion de

fungicidas se puede considerar en algunas situaciones, por ejemplo, para
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detener la extension de la enfermedad o para preservar la flora amenazada
(Coffey, 1985; Bezuidenhout et al., 1987; DAISIE, 2017).

Bioldgico: se ha demostrado que algunos suelos son "supresivos”, es decir,
que previenen la expresion de la enfermedad, lo que puede atribuirse a niveles
mas altos de microflora antagonista. El uso de agentes bioldégicos como
Trichoderma harzianum ha mostrado la capacidad de reducir el progreso de la
enfermedad. El "sistema Ashburner", basado en enmiendas al suelo y cultivos
de cobertura para promover la supresion del suelo, se ha utilizado con éxito en
los palmerales infestados (Lara-Chavez et al., 2011; Ramirez, 2013; DAISIE,
2017).

Genético: el uso de portainjertos que presenten resistencia a la enfermedad se
tiene como alternativa sustentable a largo plazo. En la actualidad hay varios
disponibles en el mercado, entre ellos estan: el portainjerto ‘Merensky 2’
(‘Dusa’®) que presenta un buen nivel de resistencia y una adecuada
produccién, el portainjerto ‘Duke 7’ que actualmente es considerado
moderadamente resistente. El portainjerto ‘Bounty’ que presenta resistencia
similar a la de ‘Duke 7, y el portainjerto ‘Velvick’ que tiene una resistencia
mediana a alta a P. cinnamomi. Hay portainjertos nuevos recomendados, como
‘Zentmyer’, ‘Uzi’, ‘Steddom’ y ‘Julian’ que también pueden estar disponibles.
Hay que tener en cuenta que los portainjertos resistentes no son inmunes si son
plantados 0 mantenidos en condiciones adversas y pueden ser eliminados por
la combinaciéon de condiciones adversas y el patégeno (Barrientos-Priego,

2017; Eskalen y Faber, 2017; DAISIE, 2017).
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2.12. Métodos de Evaluacion de la Resistencia a P. cinnamomi en P. americana

La resistencia a P. cinnamomi en genotipos de aguacate se ha buscado en los recursos
fitogenéticos mas conocidos del germoplasma que presenta resistencia. Los métodos
empleados para determinar la resistencia de P. americana a P. cinnamomi se han
venido desarrollando desde la década de 1950 con las investigaciones del Dr.
Zentmyer y su grupo de trabajo en la Universidad de California Riverside, EE. UU., con
materiales recolectados en diferentes paises de América Latina (Zentmyer y Schieber,

1987, 1992).

La resistencia del aguacate a P. cinnamomi ha sido determinada mediante el uso de
diferentes métodos tanto directos como indirectos, entre los cuales se encuentran el
uso de soluciones nutritivas con material de infeccién, macetas y camas germinadoras
con suelo infestado, callos de tejido inoculado, plantaciones en campos infestados vy,
con base en cambios de la conductividad eléctrica en recipientes con fragmentos de

raiz inoculados con el patégeno (Salgado y Fucikovsky, 1996).

Dolan y Coffey (1986) desarrollaron una técnica de laboratorio utilizando inoculaciones
con zoosporas de P. cinnamomi, para determinar la utilidad del tejido etiolado en la
prediccidon de resistencia en portainjertos. Piezas de tallos etiolados fueron inoculadas
de manera puntual con las zoosporas y el desarrollo del patégeno fue medido como
longitud de la lesion, severidad de la lesién y recuperacién del patégeno del tejido
infectado. De igual manera se inocularon raices generadas a partir del tejido etiolado

para determinar si habia correlacion entre los tejidos de tallo etiolado y el tejido
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radicular. Se obtuvo que, existia correspondencia entre los resultados obtenidos en
tallo etiolado y raices, por lo que la técnica era promisoria para la determinacion de
resistencia en portainjertos; sin embargo, después de repetir el experimento bajo
condiciones de invernadero, se encontr6 que la técnica es Util para predecir resistencia,

mas no tolerancia.

Zilberstein y Pinkas (1987) desarrollaron un método de escrutinio para diferenciar entre
portainjertos de aguacate resistentes y susceptibles a P. cinnamomi. Fragmentos de
puntas de raiz fueron incubados en agua bidestilada con una suspensién de zoosporas
de P. cinnamomi a 24 °C en la oscuridad. El cambio en la conductividad eléctrica en la
solucién fue medido a las 24, 48 y 72 h después de la inoculacion. Los portainjertos
resistentes (‘Duke 7’ y ‘G6’) presentaron significativamente menor incremento en la

conductividad eléctrica que los portainjertos susceptibles.

Ruiz-Rosado et al. (1992) evaluaron la resistencia de ‘Duke 7' y ‘Semil 34’ a
P.cinnamomi midiendo el crecimiento de micelio sobre callos, encontrando que en los
callos de ‘Semill 34’ habia una colonizacion completa por parte del micelio a los 4 dias
después de la inoculacion, mientras que en los callos de ‘Duke 7’ se encontré un efecto

inhibitorio en el crecimiento del micelio en tres de siete aislados de P. cinnamomi.

Dizon et al. (2000) utilizaron callos de tres cultivares de aguacate para predecir
resistencia a P. cinnamomi mediante la atraccion de micelio, encontrado que en los

materiales resistentes el crecimiento del micelio se limité a la parte inferior del callo,
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mientras que en los cultivares susceptibles el micelio fue denso, profuso y prolifico, lo

que mostrd que este era un método efectivo para determinar resistencia.

Gabor y Coffey (1991) compararon métodos rapidos para evaluar resistencia a P.
cinnamomi en diferentes portainjertos, probaron el método de cortes de brotes
etiolados, cortes de raices y sistemas de raices intactas, encontraron que el mejor
método fue el de sistema de raices intactas debido a que se obtenian resultados

mucho mas cercanos a los obtenidos en pruebas de campo.

Drenth y Sendal (2001) recomiendan diferentes técnicas para evaluar la resistencia a
P. cinnamomi, entre las que se encuentran:

1. Inoculacién de esporangios en tejido de la hoja o fruta.

2. Insercién de micelio en los tallos de las plantulas jévenes.

3. Insercion de piezas de agar con micelio en agujeros en el tallo adulto (lefioso) de las
plantas.

4. Inoculacién de suelo y siembra de plantas jovenes en tierra infectada.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del Experimento

El presente estudio de investigacion se llevé a cabo en un invernadero del Centro de
Agricultura Protegida, y en los Laboratorios de Nutricién y Calidad de los Alimentos, de
Biotecnologia, y de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledén, Campus de Ciencias Agropecuarias, en el municipio de
General Escobedo, N.L. Ademas del Laboratorio de Genética de la misma Facultad en

la Unidad Académica Marin, en el municipio de Marin, N.L.

3.2. Material Vegetal

Se utilizaron diez genotipos recolectados en los municipios de Aramberri y General
Zaragoza, Nuevo Ledn, México: 1) ‘Bola’, 2) ‘Criollo 3’, 3) ‘Criollo 6’, 4) ‘Leonor’, 5)
‘Maria Elena’, 6) ‘Platano’, 7) ‘Platano Delgado’, 8) ‘Platano Temprano’, 9) ‘Silvestre’,
10) ‘Todo el ano’. Adicionalmente se incluyeron los genotipos ‘Hass’ (raza Mexicana x
raza Guatemalteca, proveniente de semilla) como testigo susceptible (Ramirez et al.,
2014; Rodriguez et al., 2017) y ‘Duke 7’ (raza Mexicana, de origen clonal) como testigo

moderadamente resistente (Coffey, 1987).
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3.2.1. Propagacion por Semilla

Para la obtencion de las plantulas, se sembraron 20 semillas de aguacate de cada
genotipo en contenedores de policloruro de vinilo (PVC) con capacidad de 2 L de
sustrato, el cual consisti6 en una mezcla de “peat-moss”, perlita y vermiculita en

proporciones 3:1:1.

Antes de la siembra, las semillas fueron lavadas con jabén y agua corriente,
posteriormente se les retird la cubierta seminal, se les hizo un raspado a los
cotiledones excepto en la parte apical y basal de la semilla para promover la
germinacion y se trataron con solucion de benomilo 1 g-L'. Los contenedores se
mantuvieron en el interior del invernadero hasta 7 meses después de la siembra. El

riego de las plantulas se hizo con agua corriente.

La fertilizacién de las plantulas consistié en una primera aplicacién de la férmula 15 -
30-15+ Mg (1 %) + Zn (1000 ppm) + B (1000 ppm) durante el riego a razén de 0.5 g-
L' alos 4 meses después de la siembra, una segunda aplicacién una semana después
y una tercera aplicacion un mes después de la primera aplicaciéon. Al cumplirse los 6 y
7 meses después de la siembra se aplico la formula 18-18-18 durante el riego a razén

de 0.5¢g-L".

3.3. Material Patogénico

Como material patogénico se utilizaron dos aislamientos de P. cinnamomi, donados

por el Dr. Salvador Ochoa Ascencio del Laboratorio de Fitopatologia Il, de la Facultad
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de Agrobiologia “Presidente Juarez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo (Uruapan, México). Los aislados se hicieron crecer en placas Petri conteniendo
medio de jugo V8® agar clarificado (200 ml-L-'de jugo V8®, 2 g-L-' de CaCOs, 15 g-L"*
de agar y 800 ml-L"" de H20 bidestilada, clarificado por centrifugacién) preparado de

acuerdo con Zentmyer et al. (1976), incubado a 25 °C por cinco dias en oscuridad.

3.4. Identificacion de la Actividad de Enzimas Degradadoras de la Pared Celular

(EDPC) de Aislados de P. cinnamomi

La deteccién en placa de actividades enzimaticas relacionadas con la degradacion de
componentes de la pared celular vegetal fue realizada con base en la metodologia
mencionada por Gutiérrez-Soto et al. (2015). EI medio base consisti6 en: 0.1 %
triptona, 0.01 % extracto de levadura, y 2 % agar, el cual fue suplementado con
diferentes fuentes de carbono o colorantes segun la actividad enzimatica a revelar. En
el Cuadro 1 se mencionan los diferentes tipos de actividad enzimatica a revelar y el
suplemento utilizado correspondiente.

Cuadro 1. Actividades enzimaticas y sustratos.
Actividad Sustrato

Xilanasa 2 % Xilano

Pectinasa 2 % Pectina de citricos

Amilasa 2 % Almidon

Celulasa 2 % Carboximetil celulosa
Ligninasa 0.02 % Poly-R478 + 0.2 % glucosa

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121 °C y 1.05 Kg-cm~
2 durante 15 min, después se vertieron en placas Petri. Una vez que los medios

solidificaron, se inocularon con un disco de 0.5 cm de diametro de micelio tomado de
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los margenes de un cultivo de P. cinnamomi con 5 dias de crecimiento en medio Jugo

V8® agar clarificado (Zentmyer et al., 1976).

Las placas Petri inoculadas se incubaron a 25 °C durante 3 dias y se registrd el
didmetro de crecimiento y el diametro de la zona degradacién (zona de decoloracién
del medio) en milimetros. El revelado de xilanasa, pectinasa, amilasa y celulasa se
realizd6 mediante la adicion de solucién de yodo de Gram sobre la placa. Para la
deteccion de ligninasa fue registrada la depolimerizacién del Poly-R478 a los 3, 156
30 dias de incubacion. Los ensayos se realizaron por triplicado incluyendo placas sin
inocular como testigos negativos, se evaluaron dos aislados de P. cinnamomi (Pc1 y

Pc2).

3.4.1. indice de Degradacion
Con los datos registrados para cada uno de los ensayos con los diferentes aislados se

calculé el indice de Degradacion (ID) mediante la siguiente ecuacion:

diametro de degradaciéon

" diametro de crecimiento

Para la interpretacién de resultados y la seleccién del aislado con mayor produccién
de enzimas degradadoras de los componentes de pared celular fue utilizado el Cuadro
2; donde de acuerdo con el valor de ID obtenido, bajo el supuesto de que a mayor
actividad enzimatica, el oomiceto tendra una mayor capacidad para penetrar e infectar

las plantulas.
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Cuadro 2. Interpretacién del valor de ID (Gutiérrez-Soto et al., 2015).
Indice Descripcion
<1 Area de reaccion es menor o igual al &rea de crecimiento.
1.1-1.9 Area de reaccién es mayor al &rea de crecimiento, pero no la duplica.
22 Area de reaccion es mayor al doble del area de crecimiento.

3.5. Evaluacion de la Resistencia a P. cinnamomi en Genotipos de Aguacate

Raza Mexicana Mediante Conductividad Eléctrica (CE)

Se utilizaron cinco plantulas de seis meses de edad por genotipo de aguacate, a cada
plantula se le retird el sustrato mediante inmersién en un contenedor con agua,
después se tomaron seis fragmentos de raiz de 40 mm de longitud y se enjuagaron
con agua bidestilada, cinco se depositaron en un vaso de 25 ml de capacidad con 20
ml de agua bidestilada, el sexto fragmento se colocd en un vaso con 20 ml de agua
bidestilada sin inocular que se utilizé como testigo. Un doble testigo consistié en un
vaso con 20 ml de agua bidestilada sin fragmentos de raiz que fue inoculado con la

suspensién de micelio. Se probaron dos aislados de P. cinnamomi (Pc1y Pc2).

3.5.1. Incremento del Inéculo

Se prepararon cuatro matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio Jugo V8®
liquido clarificado (200 ml-L-'de jugo V8®, 2 g-L-' de CaCOs, y 800 ml-L"" de H20
bidestilada, clarificado por centrifugacion) preparado de acuerdo a Zentmyer et al.
(1976). Se esterilizaron en autoclave a 121 °C y 1.05 Kg-cm durante 15 min y se
inocularon con ocho discos de 0.5 cm de diametro tomados de los margenes del cultivo
con crecimiento de micelio. Se dej6 crecer el micelio durante 7 dias en oscuridad a 25

°C sobre un agitador orbital a 200 rpm.
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3.5.1.1. Inoculacion

El contenido de dos matraces de cada aislado se homogenizé y se inoculé con 0.5 ml
de suspension de micelio (85 mg-ml') de P. cinnamomi en cada vaso con fragmentos
de raiz. Para determinar la concentracion del oomiceto se tomaron dos volumenes de
50 ml del homogenizado y se filtraron con un filtro Whatman® No. 1, y se dejaron secar
a 60 °C hasta obtener un peso constante. Se determiné la concentracion del oomiceto
en peso seco sobre volumen. Se registré la conductividad eléctrica a las 24 h, 48 h, 72
h'y 96 h con un conductimetro (HI9814, HANNA INSTRUMENTS, EE. UU.) para cada
uno de los tratamientos, enjuagando la sonda con agua bidestilada entre la toma de

cada lectura para evitar contaminacion cruzada.

3.5.2. Diseno Experimental

El disefio experimental utilizado fue un completamente al azar con arreglo factorial A x
B, donde el factor A corresponde a los doce genotipos de aguacate y el factor B
corresponde a los dos aislados de P. cinnamomi, dando un total de 24 tratamientos
con cinco repeticiones cada uno. El analisis de varianza y la comparacién de medias
de Tukey (p < 0.05) se realizd utilizando el programa estadistico Disefios

Experimentales FAUANL v. 1.6 (Olivares-Saenz, 2015).

3.6. Evaluacion de la Resistencia a P. cinnamomi en Genotipos de Aguacate

Raza Mexicana Mediante Inoculacion de Plantulas.

Se utilizaron doce plantulas de seis meses de edad por cada genotipo, a cada plantula

se le retird el sustrato mediante inmersién en un contenedor con agua, se le removieron
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los cotiledones y se trasplantaron inmediatamente en un contenedor de 102 L de
capacidad conteniendo como sustrato una mezcla de vermiculita y tierra para maceta
en proporcién 1:1. La tierra para maceta fue esterilizada en autoclave a 121 °C y 1.05
Kg-cm durante 2 h. En cada contenedor se sembraron doce plantulas equidistantes,
una por cada genotipo. El riego de las plantulas fue realizado con agua de pozo
procurando mantener el sustrato con humedad para favorecer la infeccién y aparicién

de los sintomas de la enfermedad.

3.6.1. Incremento del Inéculo

Se prepararon 200 ml de medio Jugo V8@ liquido clarificado (200 ml-L' de jugo V8®,
2 g-L' de CaCQOs, y 800 ml-L' de H20 bidestilada, clarificado por centrifugacion) de
acuerdo con Zentmyer et al. (1976) en diez matraces Erlenmeyer de 500 ml de
capacidad. Se esterilizaron en autoclave a 121 °C y 1.05 Kg-cm durante 15 min y se
inocularon cada uno con doce discos de 0.5 cm de diametro tomados de los margenes
de un cultivo con crecimiento de micelio del aislado Pc2, el cual fue seleccionado con
base en los resultados obtenidos en los ensayos de actividad enzimatica y
conductividad eléctrica. Se dejo crecer el micelio durante 13 dias en oscuridad a 25 °C

sobre un agitador orbital a 200 rpm.

3.6.1.1. Inoculacién
El contenido de siete matraces fue homogenizado, las plantulas fueron inoculadas con
10 ml de este homogenizado, inyectando la solucién al sustrato en la base de la

plantula, a una distancia de 3 cm del tallo y a 10 cm de profundidad. Para determinar
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la concentracion de la suspension del micelio, tres volimenes de 10 ml del
homogenizado se filtraron utilizando un filtro Whatman® No. 1, y se dejaron secar a 60
°C, hasta obtener un peso constante, la concentracién de la suspension de micelio
utilizada fue de 128 mg-ml'. A las 48 h después de la inoculacion, las plantulas se
sometieron a condiciones de inundacién por un periodo de 48 h para favorecer el
proceso infectivo de P. cinnamomi. Posteriormente se permitié el drenaje del exceso
de agua vertiendo el infiltrado en un recipiente con una solucién de hipoclorito de sodio

al 10 % antes de descartarla.

3.6.2. Variable Respuesta de las Plantulas

Después de tres semanas de la inoculacién, se evaluaron las plantulas cada tres dias,
durante 8 semanas. La variable evaluada fue la respuesta de las plantulas al dafo en
la parte aérea con base en una escala visual de severidad (Figura 2). Al finalizar la
cuarta semana de evaluacién, las plantulas se sometieron nuevamente a condiciones
de inundacion por un periodo de 48 h para reactivar el oomiceto y asegurar que las

plantulas sobrevivientes, presentaran resistencia.
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Figura 2. Escala de severidad de danos en parte aérea por P. cinnamomi, 0= plantula
sana; 1= dano leve (plantula con ligero decaimiento de hojas); 2= dafio medio (plantula
con decaimiento medio de hojas); 3= dano severo (plantula con decaimiento total de
hojas e inicio de muerte apical); 4= dafo muy severo (plantula con 90 - 100 % de area
foliar muerta, tallo verde) y 5= plantula muerta.
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3.6.3. Diseno Experimental

El diseno experimental que se emple6 fue bloques completos al azar con diez
repeticiones por tratamiento, el parametro de bloqueo fue el numero de nudos de la
plantula. Con los datos obtenidos de la severidad del dafo en la parte aérea se calculd
el &rea bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) y se construy6 una escala
de susceptibilidad para los genotipos evaluados a partir del area bajo la curva del
progreso de la enfermedad relativa (ABCPEr), con los valores de la escala se
clasificaron los genotipos como “resistentes (0-1.5)”, “moderadamente resistentes (1.6-
3.0)", “susceptibles (3.1-4.5)", y “muy susceptibles (4.6-5)". Los datos se analizaron en
una hoja de calculo de Microsoft Excel, 2016. Los valores del numero de plantulas
muertas y de plantulas asintomaticas entre genotipos se contrastaron mediante la
prueba de X? (Andrade-Hoyos et al., 2015) y se analizaron utilizando el paquete

estadistico IBM® SPSS® Statistics version 19.

3.6.4. Deteccion de P. cinnamomi en Plantulas

La presencia del patégeno en raices se verificd al finalizar el experimento por

reaislamiento y deteccién molecular en extracto crudo de raices.

3.6.4.1. Deteccion visual

A cada plantula se le cortaron cuatro fragmentos al azar de raices de 1 cm
aproximadamente, los cuales se lavaron con agua de grifo hasta eliminar los restos de

suelo. Posteriormente se enjuagaron tres veces con agua bidestilada estéril, se les
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retird el exceso de humedad con papel absorbente estéril y fueron colocados en cajas
Petri con medio de cultivo PDA acidificado y suplementado con antibiético y fungicida
(PDA 39 g-L, acido tartarico 0.14 % p-v', amoxicilina 100 pg-ml' y benomilo 10 pg-ml-
) e incubados a 25 °C durante una semana. Transcurrida la semana, se confirmé la
presencia de P. cinnamomi mediante la observacion en microscopio de las

caracteristicas morfologicas de su micelio (Zentmyer, 1980).

3.6.4.2. Deteccion molecular
La deteccion se realizd mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), a partir de fragmentos de raiz recuperada de seis plantulas sintomaticas, seis

plantulas asintomaticas y seis plantulas testigo.

3.6.4.2.1. Extraccion, integridad, cuantificacion y calidad del ADN. EI
procedimiento para la extraccion de ADN de raices de aguacate se realiz6 con base
en el protocolo modificado de Cheng et al. (1997) y Hoisington et al. (1994) (Apéndice
1), la cuantificacién del ADN extraido fue determinada por espectrofotometria con el
equipo NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, EE. UU.). Se cuantificé la absorbancia a
260 nm y la calidad fue determinada utilizando el cociente de la relacion de las lecturas
de la absorbancia de A 260 nm/A 280 nm proporcionado por el programa del equipo,
considerando como ADN de calidad un coeficiente de entre 1.6 a 1.8. Para verificar la
calidad e integridad del ADN se cargaron 10 pl de muestra tefida con 2 ul de solucién

GelRed™ (Biotium, EE. UU.) y 2 ul de amortiguador de carga, en geles de agarosa al
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2 % con TBE 1X; la electroforesis se realiz6 a 80 V, durante una hora a temperatura

ambiente.

3.6.4.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para la amplificacién del
marcador molecular se utilizaron los iniciadores especificos para la especie disefiados
por Kong et al. (2003), LPV3-F(5'-3')-GTGCAGACTGTCGATGTG y LPV3-R(5-3’)-
GAACCACAACAGGCACGT, los cuales amplifican un fragmento de 450 pb de una
regién codificante para proteinas putativas de almacenamiento en las vesiculas de las
zoosporas. Los componentes de la mezcla de reaccidén y su concentracion final se
indican en el Cuadro 3, mientras que el programa térmico se indica en el Cuadro 4.
Para confirmar la amplificacién del fragmento esperado, se cargaron 10 ul de muestra
del producto de PCR tenidos con 2 pl de solucion GelRed™ (1:10 000) (Biotium, E.U.A)
y 2 pl de amortiguador de carga, en geles de agarosa al 2 % con TBE 1X, la

electroforesis se realizd a 80 V durante 1.5 h a temperatura ambiente.

Cuadro 3. Mezcla de reaccién para PCR.
Concentracion Volumen por

Componente final reaccion (ul)
dgH-0 5.90
Buffer Taq 5X 1X 3.00
MgCl2 25 mM 2 mM 1.20
dNTP mezcla 10 mM 0.4 mM 0.15
Tween® 20 % 0.01 % 0.15
Taq polimerasa (5U/ul) 0.5U 0.10
Iniciador LPV3 F 6 uM 0.4 uM 1.00
Iniciador LPV3 R 6 uM 0.4 uM 1.00
ADN 10 ng/ul 25 ng 2.50

Volumen Total ~  -—--- 15
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Cuadro 4. Programa térmico para PCR.

1 ciclo de: 45 ciclos de: 1 ciclo de:
95°Cx2min  95°Cx30s 72°C x5 min
60 °C x 1 min
72 °C x 1 min

3.6.4.2.3. Secuenciacion de fragmentos. Para verificar la identidad del aislado
recuperado, siete productos de PCR se purificaron utilizando el estuche comercial
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EE. UU.) y se enviaron a
secuenciar a la empresa Eurofins MWG Operon (EE. UU.). Para la secuenciacion se
utilizé el iniciador LPV3-F. Las secuencias obtenidas se editaron mediante el programa
informatico Chromas Lite V.2.6.1, se alinearon con los programas GENtle V.1.9.4 y
CodonCode Aligner V.7.1.2, para determinar similitud entre fragmentos.
Posteriormente, se analizaron las secuencias mediante comparacion con la coleccién

de nucleotidos del NCBI (National Center for Biotechnology Information).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Identificacion de la Actividad de Enzimas Degradadoras de la Pared Celular

(EDPC) de Aislados de P. cinnamomi
En la Figura 3 se muestran los resultados de la deteccion e identificacion de enzimas

degradadoras de los componentes de la pared celular vegetal.

Xilanasa Pectinasa Amilasa Celulasa Ligninasa

o 11 L1

Figura 3. Hidrdlisis de sustrato para cada actividad enzimatica de dos aislados de
Phytophthora cinnamomi.
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Bajo las condiciones de cultivo, el aislado Pc1 fue productor de pectinasa y amilasa.
En medio con xilano fue observada degradacion parcial equivalente al area de
crecimiento, sugiriendo baja produccién de xilanasa. El aislado Pc2 fue productor de
xilanasa, pectinasa, amilasa y celulasa. En ambos aislados no fue observada actividad

lignolitica.

El aislado Pc2 presenté indice de degradacion (ID) de = 1.0 para xilanasa, pectinasa y
celulasa (Figura 4). En el aislado Pc1 fue observada principalmente actividad hidrolitica

de pectinasas (ID = 1.0). Ambos aislados mostraron baja actividad amilolitica (ID <

0.5).
-
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Figura 4. Valores obtenidos en los indices de degradacion de enzimas para ambos
aislados de P. cinnamomi.

El hecho de que en el aislado Pc2 se hayan detectado actividades pectinasa, amilasa,
xilanasa y celulasa, en comparacion con el aislado Pc1, que solo presentd tipo

pectinasa y amilasa, podria implicar una ventaja en el proceso infectivo de Pc2. Al
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producir un mayor tipo de enzimas degradadoras de la pared celular, facilitaria la
penetracion del tejido vegetal por el oomiceto, debido a que existe una relacién directa
entre la patogenicidad y la produccion de enzimas degradadoras de la pared celular

por los fitopatdgenos (Jia et al., 2009).

En la pared celular primaria, microfibrillas de celulosa estan unidas no covalentemente
a hemicelulosa, y a su vez, la red de celulosa y hemicelulosa esta embebida en un gel
de pectina; la pectina también es un componente de la lamela media que sostiene
unidas a las células vegetales vecinas. Los fitopatdégenos filamentosos penetran las
células del hospedero a través de accion enzimatica y presion mecanica, por lo que la
pared celular es un factor clave en las interacciones planta-patégeno ya que puede
constituir una barrera de penetracion y colonizacién para el patégeno, asi como estar

involucrada en las respuestas de defensa del hospedero (Gétesson et al., 2002).

La mayoria de las investigaciones sobre enzimas degradadoras de la pared celular
estan concentradas en las pectinasas, ya que la degradacion enzimatica de la pectina
debilita la pared celular y expone otros componentes a otras enzimas como celulasas
y hemicelulasas, ademas de proveer recursos de carbono para el patégeno (Jia et al.,

2009).

Para degradar la pectina el patégeno produce un conjunto de enzimas
depolimerizadoras. Una posible via de degradacion inicia con la de-esterificacion de la
pectina en metanol y acido poligalacturénico por la enzima pectina metilesterasa.

Después, las endo- y exo- poligalacturonasas contindan con el rompimiento de los
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enlaces glucosidicos por hidrélisis mientras que las pectato liasas rompen el acido
poligalacturénico en oligogalacturonidos por beta eliminacion. Otra alternativa de
degradacion es la pectina liasa que es habil de depolimerizar pectina nativa via beta

eliminacién en residuos galacturénidos metilados (Reignault et al., 2008).

Por otro lado, las 1,3-B-glucanasas hidrolizan componentes de la pared celular de
plantas y hongos. En oomicetos, las glucanasas han sido estudiadas a nivel bioquimico
por su posible funcién en el crecimiento y bifurcacion de puntas de hifa, donde se cree
hay un balance delicado entre la sintesis de pared celular e hidrélisis (Meirinho et al.,

2010).

Hasta el momento, el conocimiento sobre enzimas degradadoras de la pared celular
en P. cinnamomi es limitado. Sin embargo, se han encontrado algunos genes de P.
cinnamomi u otras especias de Phytophthora con similitud significativa a enzimas
degradadoras como las cutinasas, proteasas, endo- y exo- glucanasas y quitinasas,
en bibliotecas de EST, y se les relaciona con facilitar la infeccibn mediante el
rompimiento de barreras fisicas en las plantas (Huitema et al., 2004). Algunos de estos
genes que se han caracterizado a detalle, incluyen fosfolipasas (Nespoulous et al.,
1999), una B-glucosidasa/xilosidasa (Brunner et al., 2002), exo-1,3-B-glucanasas y
endo-1,3-B-glucanasa (McLeod et al., 2003) y endopoligalactronasas (endoPGs)

(Gotesson et al., 2002; Torto et al., 2002)
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4.2. Evaluacion de la Resistencia a P. cinnamomi en Genotipos de Aguacate

Raza Mexicana Mediante Conductividad Eléctrica (CE)

Los doce genotipos de aguacate mostraron un incremento en la conductividad eléctrica
a través del tiempo cuando fueron inoculados con los aislados de P. cinnamomi (Figura
5), mientras que los testigos sin inocular presentaron la tendencia a ser estables, salvo
los genotipos ‘Duke 7’y ‘Hass’ que presentaron un pequeno incremento en su CE. Sin
embargo, a partir de las 72 h se observé una reduccién en el cambio de la CE en el
genotipo ‘Duke 7’, ademas la CE en el genotipo ‘Hass’ tendié a estabilizarse en la

inoculacién con Pc1 y disminuyd cuando se encontraba inoculado con Pc2.

El genotipo ‘Bola’ fue el més susceptible al presentar el valor de incremento mas alto
de CE con 0.640 mS-cm, seguido por ‘Criollo 3’ (0.594 mS-cm™) y ‘Leonor’ (0.566
mS-cm") para el caso de la inoculaciéon con Pc1. En cambio, para la inoculaciéon con
Pc2 los genotipos mas susceptibles fueron ‘Leonor’ con 0.754 mS-cm-*, ‘Criollo 6’ con
0.668 mS-cm™ y ‘Platano Temprano’ con 0.664 mS-cm'. El genotipo ‘Duke 7’ se
comportd como el mas resistente al presentar el menor valor de incremento de CE
tanto para el aislado Pc1 (0.044 mS-cm™) y Pc2 (0.238 mS-cm). A pesar de que el
genotipo ‘Hass’ ha sido reportado como susceptible (Ramirez et al., 2014; Rodriguez
et al.,, 2017), en este estudio se encontré que pudiera presentar cierto nivel de
resistencia a P. cinnamomi, ya que para ambos aislados fue el segundo genotipo en
presentar menor valor de incremento de CE después del genotipo ‘Duke 7’, con valores

de 0.364 mS-cm™' para Pc1y 0.384 mS-cm para Pc2.
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Figura 5. Cambio en la conductividad eléctrica de los genotipos a través del tiempo. A)

y C) 12 genotipos de aguacate evaluados para resistencia con dos aislados de
Phytophthora cinnamomi Pc1 y Pc2, respectivamente. B) y D) genotipos sin inocular

con Pc1y Pc2.

El analisis de varianza mostr6 diferencias significativas (p < 0.001) para los genotipos

de aguacate y los aislados de P. cinnamomi, mientras que para la interaccién genotipos

x aislados no se encontraron diferencias significativas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Anélisis de varianza.

Factor gl

SC

CM

Fc

Sig.

Genotipos 11
Aislados 1
Genotipos x Aislados 11
Error 96
Total 119

2.408
0.132
0.163
1.002
3.706

0.219
0.132
0.015
0.010

20.966
12.641
1.419

0.000
0.001
0.177
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Durante la prueba de comparacion de medias de Tukey (p < 0.05) se identifico el
genotipo ‘Duke 7’ como resistente al presentar el valor promedio mas bajo de CE de
los diferentes genotipos evaluados (Figura 6). Las diferencias presentadas por los
genotipos en el nivel de susceptibilidad o resistencia pueden ser resultado de las
diferencias que existen a nivel genético, fisiolégico y bioquimico presentado por los
genotipos y aislados de P. cinnamomi, asi como su interaccién con el ambiente.
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0.000

Figura 6. Medias de conductividad eléctrica para raices de genotipos de aguacate
sometidos a Phytophthora cinnamomi. Letras diferentes marcan diferencia significativa
(Tukey p < 0.05).

Los resultados obtenidos para el genotipo ‘Duke 7’ coinciden a los reportados por
Zilberstein y Pinkas (1987) y Salgado y Fucikovsky (1996), al corroborar dicho genotipo
como resistente debido al bajo valor de CE que presento respecto a los genotipos que

resultaron ser susceptibles. El genotipo ‘Hass’ mostr6 un nivel de resistencia

moderado, coincidiendo con lo reportado por Neilsen (2016); por otro lado, Smith et al.
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(2011) indicaron que plantulas de ‘Hass’ propagadas clonalmente permanecen

saludables en suelos con alta presion por P. cinnamomi.

El aislado Pc2 de P. cinnamomi se registré como el mas patogénico al inducir un valor
promedio de CE mayor que el aislado Pc1 (Figura 7). Las diferencias de patogenicidad
entre aislados de P. cinnamomi han sido reportadas anteriormente y pueden ser el
resultado de la variabilidad genética dentro de la especie (Ochoa-Fuentes et al., 2009,

2015).
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Figura 7. Medias de conductividad eléctrica para los aislados de Phytophthora
cinnamomi. Letras diferentes marcan diferencia significativa (Tukey p < 0.05)

4.3. Evaluacion de la Resistencia a P. cinnamomi en Genotipos de Aguacate

Raza Mexicana Mediante Inoculacion de Plantulas.

Los sintomas observados en algunas plantulas a las tres semanas después de la
inoculacién fueron decaimiento foliar general y aparicion de necrosis en la parte apical
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seguida de una muerte descendente que condujo al marchitamiento y defoliacién. Las

plantulas sin inocular no presentaron sintomas visibles de la enfermedad (Figura 8).

-

Figura 8. Aparicidén de sintomas de la enfermedad en plantulas de aguacate. A) y B)
Plantulas inoculadas, C) Plantulas sin inocular, con Phytophthora cinnamomi.
Durante las primeras ocho semanas de evaluacién, los genotipos que presentaron los
valores promedio mas altos de la escala visual de severidad fueron ‘Criollo 3’ con un
valor 3.5, ‘Hass’ con un valor de 3.43 y ‘Criollo 6’ con un valor de 3.4 (Figura 9),
quedando en evidencia la susceptibilidad de estos genotipos ante P. cinnamomi, el
genotipo ‘Hass’ fue utilizado como testigo susceptible. EI genotipo ‘Todo el Afo’
presenté un valor de 0.8 mientras que el genotipo ‘Platano Delgado’ presentd un valor
de 1, manifestando su posible resistencia al patégeno. A partir de la novena semana,
todos los genotipos presentaron un marcado incremento en los valores de la escala
visual de severidad. El genotipo ‘Todo el Afio’ fue el que presenté el menor valor

promedio al final de 1.5, mientras que los genotipos ‘Silvestre’ y ‘Maria Elena’ con un
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valor de 4.9 y 4.7, respectivamente. Los genotipos ‘Criollo 3’y ‘Duke 7’ con un valor de

4.5.

Escala Visual de Severidad del Dafo en la Parte Aérea
(]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Numero de Evaluaciones

=g==Bola
=@=Criollo 3
==0==Criollo 6

Duke 7
=g=Hass
=g==|eonor
=g==aria Elena
=g==Platano Delgado
=g==Platano Temprano
=g=Platano
=@=Sijlvestre
=8="Todo el Afio

Figura 9. Avance de la enfermedad causada por Phytophthora cinnamomi en los

genotipos de aguacate evaluados a través del tiempo.

En la clasificacion de los genotipos segun la escala de susceptibilidad obtenida a partir

de los valores de ABCPE y ABCPEr para cada genotipo (Cuadro 6), el genotipo ‘Hass’

presentd el mayor valor de ABCPE (57.21) y quedé clasificado como muy susceptible

con un valor de 5.0 en la escala de susceptibilidad, coincidiendo con lo reportado por

Rodriguez et al. (2017) al ser el genotipo que presento mayor avance de la enfermedad

en su experimento, asi como con Ramirez et al. (2014) que lo indicaron como

susceptible al patdégeno en regiones de Colombia.
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El genotipo ‘Duke 7’ a pesar de estar considerado como moderadamente resistente
(Coffey, 1987), presentd el segundo valor mas alto de ABCPE (52.65) quedando
clasificado también como muy susceptible con un valor de 4.6. Zentmyer y Shieber
(1987) indicaron que bajo condiciones severas de infeccion por P. cinnamomi, el
genotipo ‘Duke 7’ puede ser afectado, Andrade (2012) indicé en su estudio de
seleccion de portainjertos una mortalidad para ‘Duke 7’ del 75 %. Sin embargo, este
resultado también se puede deber a que el agua de riego utilizada durante el
experimento presentd concentraciones de 3.12 meqg-L " de Na* y 3.53 de CI- meq-L-
1(Apéndice 2), que de acuerdo con Castafeda (2009), estos niveles pueden provocar
toxicidad y bajo riesgo de toxicidad, respectivamente, por lo que esta agua solo debe
ser usada en cultivos con mediana o alta tolerancia a salinidad ya que provoca
salinidad en el suelo y el genotipo ‘Duke 7’ es susceptible a salinidad. En otros
estudios, se ha reportado que los portainjertos raza Mexicana son los mas susceptibles

a condiciones de salinidad (Lahav et al., 1992; Shalhevet, 1999 y Oster et al., 2007).

Los genotipos ‘Criollo 3’, ‘Criollo 6°, ‘Maria Elena’ y ‘Silvestre’ fueron clasificados como
muy susceptibles ya que obtuvieron valores de 4.0 a 4.6, mientras que ‘Platano
Temprano’, ‘Platano’ y ‘Leonor’ con valores de 3.3 a 3.5 se clasificaron como
susceptibles. Los genotipos ‘Bola’ y ‘Platano Delgado’ se clasificaron como

moderadamente resistentes al presentar valores de 2.9 y 2.2, respectivamente.

El genotipo ‘Todo el Ao’ fue el unico en clasificarse como resistente en la escala de
susceptibilidad al obtener un valor de 1.1. Dicho genotipo se caracteriza porque

produce flores durante dos épocas del afno, presenta frutos durante la temporada

44



considerada como normal para la mayoria de los genotipos (julio-agosto) y en

temporada donde los genotipos tienen frutos en desarrollo (marzo-abril).

Cuadro 6. Valores de ABCPE y ABCPEr para genotipos de aguacate, y escala de
susceptibilidad a Phytophthora cinnamomi.

Genotipo ABCPE  ABCPEr su:cs:;'i‘l’oi?iza 4 Nivel de resistencia
Todo el Ao 12.90 0.0086 1.1 Resistente
Platano Delgado 25.50 0.0170 2.2 Moderadamente resistente
Bola 33.15 0.0221 2.9 Moderadamente resistente
Leonor 37.80 0.0252 3.3 Susceptible
Platano 39.00 0.0260 3.4 Susceptible
Platano Temprano 40.60 0.0271 3.5 Susceptible
Silvestre 46.80 0.0312 4.0 Muy susceptible
Maria Elena 48.10 0.0321 4.2 Muy susceptible
Criollo 6 49.65 0.0331 4.3 Muy susceptible
Criollo 3 52.60 0.0351 4.6 Muy susceptible
Duke 7 52.65 0.0351 4.6 Muy susceptible
Hass 57.21 0.0381 5.0 Muy susceptible

ABCPE: area bajo la curva del progreso de la enfermedad; ABCPEr: ABCPE relativa

Once semanas después de la inoculacién se tuvieron un total de 27 plantulas

asintomaticas consideradas como resistentes a P. cinnamomi de un total de 117

plantulas inoculadas. El 26 % de plantulas asintomaticas correspondié al genotipo

‘Todo el Aio’, un 15 % al genotipo ‘Platano’, un 11 % correspondi6é a cada uno de los

genotipos ‘Platano Delgado’, ‘Platano Temprano’, ‘Leonor’ y ‘Bola’, mientras que un 7

% correspondié al genotipo ‘Criollo 6’ y un 4 % a los genotipos ‘Criollo 3’ y ‘Duke 7’

(Figura 10).
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Figura 10. Proporcion de plantulas de aguacate asintomaticas por genotipo a
Phytophthora cinnamomi.

En la prueba de X2 (p < 0.009) se encontraron diferencias significativas entre los
genotipos evaluados (Cuadro 7). El genotipo ‘Todo el Afo’ fue el mas resistente al
presentar un 70 % de plantulas asintomaticas, seguido por el genotipo ‘Platano’ con
un 40 %. Los genotipos ‘Maria Elena’, ‘Silvestre’ y el cultivar ‘Hass’, fueron los mas
susceptibles al presentar una mortalidad del 100 %. Las diferencias en los niveles de
resistencia presentada entre los genotipos son resultado de la alta variabilidad genética
encontrada en genotipos provenientes de semilla debido a de la polinizacién abierta
(Andrade-Hoyos et al., 2015). Cabe mencionar que factores como la diversidad
patogénica presente en variantes genéticas de P. cinnamomi (Ochoa-Fuentes et al.,
2015) y las interacciones entre estas y el hospedero en un ambiente propicio para el

desarrollo de la enfermedad, también influyen en el nivel de resistencia presentado.
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Cuadro 7. Resultados de la prueba de X2 de plantulas de aguacate
inoculadas con Phytophthora cinnamomi.

Plantulas Plantulas Plantulas
Genotipo . muertas asintomaticas
P inoculadas Numero (%) Numero (%)
Todo el Afno 10 3 30 7 70
Platano 10 6 60 4 40
Platano Delgado 10 7 70 3 30
Platano Temprano 10 7 70 3 30
Leonor 10 7 70 3 30
Bola 10 7 70 3 30
Criollo 6 10 8 80 2 20
Criollo 3 10 9 90 1 10
Duke 7 10 9 90 1 10
Hass 7 7 100 0 0
Silvestre 10 10 100 0 0
Maria Elena 10 10 100 0 0

X2=25.177, p < 0.009

En la Figura 11 son mostradas las diferencias de dafno causado por P. cinnamomi en
las raices de plantulas testigo, plantulas susceptibles, plantulas resistentes y plantulas
sin inocular. Las plantulas testigo y susceptibles presentaron una marcada disminucién
en la cantidad de raices secundarias respecto las plantulas sin inocular y las que

presentaron resistencia.
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Testigos Plantas Plantas Plantas sin
Duke 7 y Hass susceptibles resistentes inocular

Figura 11. Comparativa de dano causado por Phytophthora cinnamomi en plantulas de
aguacate.

La observaciébn en microscopio de las raices cultivadas en PDA acidificado
suplementado con antibiético y fungicida, permitié visualizar el crecimiento de un
micelio cenocitico coraliforme tipico de P. cinnamomi, dicho micelio present6
caracteristicas morfolégicas similares al micelio observado de P. cinnamomi de un

cultivo puro que fue utilizado como referencia (Figura 12).
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Figura 12. Crecimiento micelial de Phytophthora cinnamomi. A) Cultivo puro, B) y C)
Crecimiento de micelio a partir de raices.

En la extraccién de ADN para la deteccion molecular de P. cinnamomi, la observacioén
de una banda definida de alto peso molecular en la parte superior de los carriles del
gel de agarosa mostré que el ADN no present6é degradacién, por lo que se consider6
como ADN integro (Figura 13). La concentracién promedio fue de 452 ng-ul*, la calidad
del ADN se confirmé al obtenerse un valor promedio de 1.83 en el cociente de la

relacién de absorbancia A 260 nm/A 280 nm (Cheng et al., 1997).

M 1 2 3 4 5 6 7

—rtets —s e —— -

188883% L WU SR W— ) VSN O, v—

Figura 13. Verificacion de la integridad del ADN de siete muestras. Carriles 1-7 = ADN
de raiz y carril M = marcador de peso molecular de 1 Kb. Gel de agarosa al 1 %.
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Mediante PCR se verificd el resultado de la deteccién visual de P. cinnamomi,
encontrando productos de amplificacion de tamafno cercano a 450 pb, similar a lo

reportado por Kong et al. (2003) (Figura 14).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

1013 pb

500 pb B gl G g © T B sssae

Figura 14. Fragmentos amplificados mediante de PCR. Carril1 = testigo positivo de P.
cinnamomi, carriles 2-7 = fragmentos amplificados a partir de raiz, carril 8 = testigo
negativo y carril M = marcador de peso molecular de 100 pb. Gel de agarosa al 2 %.

Durante la alineacién de las secuencias con el algoritmo Clustal-W, se encontr6
similitud del 100% entre las secuencias y la secuencia del testigo positivo para P.

cinnamomi (Figura 15).

X_13327356_7
Identity

X 13:2m501 T Lele] T CCGAC TGGCAT TGGTGGT GCCGAC C CGGTGGCT ACH CC T TTC

Position 411

Figura 15. Alineacion de las secuencias de Phytophthora cinnamomi con el algoritmo
Clustal-W en el programa GENtle V.1.9.4.
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En la comparacion de las secuencias con la coleccion de nucleétidos del NCBI, se
encontr6 la alineacion con una secuencia de P. cinnamomi que codifica para la
proteina de almacenamiento LPV, mostrando una identidad del 99 % con la accesion
AF315064.1, en una region de 409 pb, confirmando asi la presencia de P. cinnamomi

en las raices de las plantulas inoculadas.
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5. CONCLUSIONES

e En la identificacion de enzimas degradadoras de la pared celular para los
aislados de P. cinnamomi el aislado Pc2 presentd actividades tipo pectinasa,
amilasa, xilanasa y celulasa, mientras que el aislado Pc1 solo presentd
actividades tipo pectinasa y amilasa.

e Los resultados del ensayo de evaluacién de resistencia a P. cinnamomi
mediante conductividad eléctrica permitieron identificar al aislado Pc2 como el
mas patogénico al inducir un aumento significativo en la conductividad eléctrica
de los genotipos.

e Los resultados obtenidos en el ensayo de inoculacion de plantulas en
contenedores permitié determinar que:

e El genotipo ‘Duke 7’ es susceptible al aislado Pc2 a pesar de estar
considerado como moderadamente resistente.
e El genotipo ‘Hass’ es susceptible al aislado Pc2.

e El genotipo ‘Todo el Afio’ es resistente al aislado Pc2.
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6. RECOMENDACIONES

Inocular nuevamente las plantulas sobrevivientes de los genotipos resistentes
para corroborar su resistencia a Phytophthora cinnamomi.

Evaluar extractos de raiz de los genotipos resistentes con el fin de identificar
actividad inhibitoria in vitro contra Phytophthora cinnamomi y posteriormente

caracterizar la naturaleza quimica de la molécula.
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