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Del banco de germoplasma de aguacate raza Mexicana (Persea americana Mill.
var. drymifolia), en INIFAP Uruapan, se han seleccionado varios materiales
(genotipos) mejorados por medios biotecnoldgicos, seis de ellos con supuesta
resistencia al oomiceto Phytophthora cinnamomi que requieren ser
caracterizados y evaluados para determinar sus niveles de resistencia y
propagarlos asexualmente. Es por ello que en el presente trabajo se planteé
evaluar la resistencia de estos materiales de aguacate criollo contra P.
cinnamomi, mediante bioensayos in vitro. Para la evaluacién de los materiales se
establecieron cultivos in vitro a partir de la siembra de yemas axilares y apicales
de varetas, siguiendo los protocolos de asepsia, regeneracién de brotes y
enraizado de éstos, reportados previamente. Para determinar la resistencia, las
plantulas in vitro fueron sometidas al ataque del oomiceto, con la aplicacién de
segmentos de micelio con clamidosporas en el sistema radical. EI numero de
brotes y de raices en cada genotipo de aguacate fue optimizado por modificacion
en las dosis de benciladenina y acido indolbutirico, consiguiendo 5
brotes/explante en promedio para cada material y hasta tres raices por brote. De
los 6 materiales probados, solamente las accesiones JSP755 y JSP3 mostraron
resistencia a la infeccion in vitro por P. cinnamomi, no detectando sintomas de
caida de hojas (defoliacion) ni proliferacion de micelio en tejido vascular radical,
lo cual se observo en los otros 4 materiales.
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From the germplasm bank of Mexican-race avocado (Persea americana Mill. var.
drymifolia) in INIFAP Uruapan (Michoacan, Mexico), several materials
(genotypes) grown by biotechnological means have been selected, 6 of them
have high potential resistance to the oomycete Phytophthora cinnamomi. These
materials are required to be characterized and evaluated to determine their
resistance levels to the infection and propagate them asexually. For this reason,
an evaluation for the resistance of these avocado materials against P.
cinnamomi, using in vitro bioassays, was proposed. To evaluate these materials,
in vitro cultures were established as from axillary and apical buds, following
aseptic protocols, shoot regeneration and rooting protocols previously reported.
In order to determine the resistance, in vitro plantlets were submitted to an
oomycete attack with the application of mycelia segments with chlamidospores in
the radical system. The number of buds and roots in each avocado genotype was
optimized by modifying the doses of benzyladenine and indolebutyric acid,
obtaining an average of 5 shoots per explant and up to 3 roots per bud. From the
6 genotypes tested, only accesions JSP755 and JSP3 showed resistance to in
vitro infection by P. cinnamomi. These materials did not show any defoliation
symptoms or proliferation of mycelia in radical vascular tissue.

KEY WORDS: Persea americana Mill. var. drymifolia, oomycete, avocado root
rot.

1 Introduccion

El aguacate (Persea americana Mill.) es en la actualidad uno de los cultivos méas
importantes en México, no solo por la cantidad de toneladas producidas, sino
también porque es un cultivo que genera miles de empleos directos e indirectos y
permite una alta entrada de divisas por la exportacion de su fruto. Un arbol
comercial de aguacate se compone de dos materiales vegetales, uno llamado
portainjerto sobre el cual se injerta el otro llamado variedad (var.) o cultivar (cv.).
De esta manera, el productor enfrenta dos tipos de problemas diferentes cuando
de problemas fitosanitarios se trata, unos que afectan solo al portainjerto y otros
que afectan solamente a la variedad injertada. Con el objeto de evitar la pérdida
de arboles en huertos de aguacate, las tecnologias desarrolladas se han
enfocado a la propagacién homogénea de los materiales, a su conservacion (in
situ) y en lo referente al mejoramiento genético tradicional, se han buscado
primeramente la manera de identificar materiales con caracteristicas
agronémicas importantes, para utilizarlos como portainjertos de variedades
comerciales de aguacate. Los materiales criollos de cualquier especie vegetal
son fuente de riqueza genética para el estudio, aislamiento e identificacién de
genes Utiles para la generacion de nuevas variedades.

El aguacate presenta enfermedades severas que en casos extremos provocan la
muerte del arbol y en general, una disminucién en la produccién que varia del 10



al 40%, y una reduccion en la calidad del fruto entre un 15y 30%. La tristeza del
aguacatero o pudriciéon de la raiz causada por Phytophthora cinnamomi Rands
es una de las enfermedades mas destructivas en los huertos de aguacate en
todo el mundo y ha sido el factor econdmicamente limitante a la produccién en
paises tales como Australia, México, Sudafrica y los EUA, y otros setenta paises
(Sanchez-Pérez, 2001).

Debido a la existencia de un banco de germoplasma de aguacate criollo, en
INIFAP Uruapan, y a que se cuenta con varios materiales mejorados por medios
biotecnolégicos, se han seleccionado 6 con supuesta resistencia al oomiceto P.
cinnamomi que requieren ser caracterizados y evaluados, para seleccionar los
resistentes y determinar sus niveles de resistencia.

Es por ello que en el presente trabajo se plante6 evaluar la resistencia de estos
materiales de aguacate criollo contra el oomiceto P. cinnamomi. La evaluacién
de los materiales se realizd con plantulas regeneradas in vitro por el cultivo de
yemas axilares y apicales de las plantas en estudio, para lo cual se establecieron
las condiciones de micropropagacion. Las plantulas fueron sometidas al ataque
del oomiceto, con la aplicacién de segmentos de micelio con clamidosporas en el
sistema radical para determinar la resistencia, seleccionando uno de los seis
materiales, como resistente al ataque de P. cinnamomi, por no mostrar los
sintomas visuales de marchitamiento y proliferacion de micelio en tejido radical al
ser inoculado.

2 Materiales y metodos

2.1 P. cinnamomi fue aislado de raices necréticas de un arbol de aguacate raza
mexicana injertado con el cultivar Hass, con sintomas de tristeza, ubicado en un
huerto comercial de la zona aguacatera de Uruapan, Michoacan, México. El
aislado fue caracterizado e identificado segun claves establecidas.

Las accesiones de aguacate criollo JSP064, JSP755 y JSP3, son del banco de
germoplasma de INIFAP-Uruapan, Michoacan, México; los materiales UV31,
UVve2 y UV78 fueron seleccionados con potencial resistencia a P. cinnamomi en
trabajos previos y se mantienen bajo cultivos in vitro (Hernandez-Garcia, et al.,
2005).

2.2 Cultivos in vitro.- El establecimiento de los cultivo in vitro de las accesiones
JSP064, JSP755 y JSP3 se realizé con el método de asepsia reportado por
Vidales (2002), cultivando las yemas en el medio nutritivo MS (Murashigue y
Skoog, 1962) con 0.3 mg/l de BA (benciladenina), después de 45 dias se
subcultivaron los brotes regenerados en medio MS con BA (0, 0.5, 1.0, 2.0y 2.5
mg/)l y AIB (acido indol-3-butirico) (0.1, 0.2 y 0.5) mg/l para lograr la
multiplicacién clonal de cada accesion. El enraizado de éstos se obtuvo al
cultivarlos en medio MS con 0.4 mg/l de AIB. Todos los cultivos se realizaron a
25°C y 16 h de luz (36 pmol m 2 s ). Para los estudios requeridos en esta
investigacién se obtuvieron 10 plantulas para cada material.

2.3 Ensayos de inoculacién in vitro.- Cada plantula mantenida en condiciones de
cultivo in vitro (90 dias de edad) se inoculé con 10 mL de una suspensién de
micelio (1 x 10° clamidosporas/mL) obtenido de cultivos en medio liquido Papa-
Dextrosa-V8 clarificado, por 24 h, en condiciones de asepsia. Posteriormente las
plantulas tratadas fueron colocadas sobre papel filtro estéril para quitar el exceso



de agua e inmediatamente cultivadas in vitro en medio agar-agua (6 g/L agar) a
25°C (36 umol m 2 s ") por 8 dias. Las plantas testigo se trataron con 10 mL de
agua estéril, el experimento se realiz6 con 6 réplicas para cada accesiéon o
material en estudio.

2.4 Determinacién de sintomas.- El efecto de la inoculacion se evalud
determinando la proporcién de raices podridas, sintomas de la enfermedad
(marchitamiento, clorosis y necrosis parcial o total de las hojas), asi como los
porcentajes de mortalidad. Los tratamientos se distribuyeron en forma
completamente al azar con seis repeticiones y se consider6 la plantula como
unidad experimental.

3 Resultados y discusion

La proliferacién de brotes fue optimizado para cada uno de los materiales de
aguacate criollo mexicano, consiguiendo hasta 5 brotes por explante. Los
materiales JSP064 y JSP3, respondieron con un mayor numero de brotes en
MS con 2.5 mg/L de BA y 0.1 mg/L de AIB; JSP755 en MS con 2 mg/L de BA 'y
0.2 mg/L de AIB; los materiales UV31, UV62 y UV78, en MS con 1.0 mg/L de BA
y 0.1 mg/L de AIB. La brotacién en estos materiales inici6 a los 30 dias del
cultivo con la produccion maxima a los 90 dias, datos que coinciden con los
reportados por Vidales (2002). Todos los brotes enraizaron con hasta 3
raices/brote en MS con 0.4 mg/I de AIB, consiguiendo con ello la formacion de
plantulas de los 6 materiales bajo estudio.

Plantulas de 90 dias de cultivo in vitro, con 5 cm de altura, de dos a 4 hojas y con
3 raices, fueron expuestas a la suspension con clamidosporas de P. cinnamomi'y
a los 8 dias de cultivo in vitro en agar-agua se observaron los sintomas para
determinar resistencia de los diferentes materiales al patégeno. Los resultados
mostraron que las plantulas de los materiales JSP755 y JSP3 no mostraron
sintomas de la enfermedad, aun cuando hubo proliferacion de micelio en el
medio de cutlivo. Estas plantulas fueron transplantadas a suelo a los 10 dias del
cultivo y durante su aclimataciéon (45 dias en camara humeda) no mostraron
sintomas de marchitamiento ocasionados por P. cinnamomi.

Sin embargo, las plantulas de los materiales JSP064, UV31, UV62 y UV78,
presentaron 100% de mortalidad a los 15 dias de cultivo in vitro después de la
inoculacion. Los sintomas principales fueron amarillamiento, epinastia y caida
de las hojas, asi como pudriciéon de raiz. Esto ultimo fue comprobado con
observacién en microscopio éptico (20x), detectando en ellas la proliferacion de
micelio, indicativo de que los sintomas son debidos a la invasién del oomiceto.

En plantas testigo (no inoculadas) el porcentaje de pudricion de raices fue en un
10% en promedio y en un 12.5% en los materiales que resistieron al ataque de
P. cinnamomi. La pudricion observada en plantas testigo y consideradas
resistentes, se debié posiblemente a la anoxia parcial de las raices ocurrida
durante el periodo de inoculacién.

4 Conclusiones

La inoculacién de las plantas in vitro fue eficiente en todos los parametros
evaluados, sobre todo en las susceptibles al oomiceto, debido a la presencia de
Phytophthora cinnamomi en las raices, lo cual desencadend la enfermedad. Pero
también para poder caracterizar la resistencia de materiales como ocurrié para



las plantulas de las accesiones JSP755 y JSP3. Las plantulas de estos
materiales se mantienen bajo cultivo en invernadero para realizar las pruebas de
resistencia bajo cultivo en suelo y comprobar la resistencia.
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