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Resumen

El estudio de la resistencia en plantas a enfermedades de la
raiz, frecuentemente se evaltia anivel macroscopico, esto es,
seleccionando plantas de apariencia sana o sobrevivientes
a la presion de inoculo sin considerar los mecanismos
de resistencia histolégica ante patdégenos de raiz, como
es el caso de Phytophthora cinnamomi causante de la
“tristeza del aguacatero”. El objetivo del presente trabajo
fue identificar la presencia de micelio P. cinnamomi en
el xilema de la raiz y la implicacién en los mecanismos
de resistencia-tolerancia en plantas de aguacate de cinco
variedades de portainjertos. Los mecanismos estudiados
fueron la formacion de tilosas y el deposito de fenoles.
Se observo la presencia de hifas en xilema, formacion de
tilosas y acumulacion de fenoles en raices provenientes de
plantas muertas, con sintomas de marchitez y asintomaticas
de los portainjertos Duke-7 y Thomas, Tepetl, Atlixco y
Tepeyanco, previamente inoculadas con P. cinnamomi en
condiciones de temperatura controlada en el suelo (17 y 28
°C). El contenido de micelio en el xilema de plantas muertas
de Duke-7, Thomas y Tepetl a 17 °C no mostro6 diferencias
significativas; sin embargo, a 28 °C el contenido de micelio
en Duke-7 fue altamente significativo (p<0.05). En plantas
conmarchitez, lapresenciade micelio fue abundantea 17 °C

* Recibido: septiembre de 2014
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Abstract

The study of the resistance in plants to root diseases are
often evaluated at a macroscopic level, that is, selecting
plants with healthy appearance and surviving the inoculum
pressure regardless of histological resistance mechanisms
torootpathogens, as is the case of Phytophthora cinnamomi
causing the "sadness of avocado." The aim of this study
was to identify the presence of P. cinnamomi mycelium
in the xylem of the root and the mechanisms involved in
resistance-tolerance in avocado plants from five varieties
of rootstocks. The studied mechanisms were tylose
formation and phenolic deposits. The presence ofhyphae in
xylem, tylose formation and phenolic accumulation inroots
from dead plants with wilt symptoms and asymptomatic
of Duke-7 and Thomas, Tepetl, Atlixco and Tepeyanco
rootstocks was noted which were previously inoculated
with P. cinnamomi under controlled temperature on the
soil (17 and 28 °C). Mycelium content in the xylem of
dead plants Duke-7, Thomas and Tepetl to 17 °C showed
no significant differences; however, at 28 °C the mycelium
content in Duke-7 was highly significant (p< 0.05). In
wilted plants, the presence of mycelium was abundant
in Tepetl at 17 °C, so it is considered susceptible to the
pathogen. Atlixco showed low Mycelium content at
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en Tepetl, por lo que se considera susceptible al patogeno.
Atlixco mostro bajo contenido micelial a 28 °C, por lo que
se consideratolerante. En plantas con sintomas de marchitez
y asintomaticas, la formacion de tilosas y la deposicion de
compuestos fenolicos 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
histolégica estructural y quimica previo a la infeccion por
P. cinnamomi.

Palabras clave: Persea americana Mill., defensa
histolégica, deposicion de fenoles, tilosas.

Introduccion

La enfermedad conocida como “tristeza del aguacatero”
es causada por el oomicete Phytophthora cinnamomi. El
efecto principal causado por el oomicete es la pudricion de
raices con la subsiguiente muerte descendente del arbol. El
control de esta enfermedad se basa generalmente en estudios
epidemiologicos y manejo integrado del cultivo de aguacate.
En varios paises como EE. UU, Sudafrica, Espaiia, Israel y
recientemente en México la prioridad ha sido la busqueda
y seleccion de portainjertos tolerantes-resistentes a P.
cinnamomi (Zentmyer y Schieber 1987; Gallo, 1992; Gallo
etal., 1999; Vidales y Alcantar 1999; Téliz y Mora, 2007).

El centro de origen del aguacate es América. El subgénero
Persea predomina desde la parte central de México,
Guatemalay hasta Centroamérica. En este contexto, México
es considerado como el pais de mayor diversidad, donde
existen 20 diferentes especies emparentadas con Persea
americana (Barrientos y Lopez, 2000). En las plantaciones
de México solo se utiliza el aguacate criollo Persea
americana var. drymifolia raza Mexicana, debido a que los
hibridos considerados comoresistentes a P. cinnamomino se
adaptan a las condiciones edaficas y climaticas de la franja
aguacatera comprendida por los estados de Michoacan,
Puebla, Morelos, Nayarity Veracruz. Asimismo, en el caso
deluso de portainjertos, lamayoria de los arboles de aguacate
en México estan injertados sobre portainjertos de semilla
procedente de arboles de la raza Mexicana de polinizacion
libre (Newett et al., 2000; Salazar et al.,2004; Bellon et al.,
2009). Lo anterior sugiere una variacion significativa en
los huertos y es a partir de esta variabilidad genética que se
puede encontrar resistencia al oomicete.
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28 °C, which is considered tolerant. In plants with wilt
symptoms and asymptomatic, tyloses formation and
phenolic deposition compounds contribute to defense
against P. cinnamomi. The selections of the Mexican race
Tepeyanco, Atlixco and Tepetl showed resistance, probably
because activated their structural histological mechanisms
of defense and chemical prior to infection by P. cinnamomi.

Keywords: Persea americana Mill, histological defense,
phenolic deposition, tyloses.

Introduction

The disease known as "avocado sadness" is caused by
the oomycete Phytophthora cinnamomi. The main effect
caused by the oomycete is root rot with subsequent tree
dieback. Control of this disease is usually based on
epidemiological studies and integrated crop management
of avocado. In several countries like US, South Africa,
Spain, and Israel and recently in Mexico the priority
has been the search and selection of tolerant-resistant
rootstocks to P. cinnamomi (Zentmyer and Schieber 1987,
Gallo, 1992; Galloetal., 1999; Vidales and Alcantar 1999;
Téliz and Mora, 2007).

The center of origin of the avocado is America. The
subgenus Persea predominates from the central part
of Mexico, Guatemala and even Central America. In
this context, Mexico is considered as the country with
higher diversity, where 20 different species related to
Persea americana (Barrientos and Lopez, 2000) exist. In
plantations from Mexico is only used the creole avocado
Persea americana var drymifolia Mexican race, because
hybrids are considered resistant to P. cinnamomi and do not
adapt to soil and climatic conditions of the avocado band
comprised by the states of Michoacan, Puebla, Morelos,
Nayarit and Veracruz. Also, in the case of rootstocks
use, most avocado trees in Mexico are grafted onto seed
rootstock from trees of the Mexican race open pollinated
(Newett et al., 2000; Salazar et al., 2004; Bellon ef al.,
2009). This suggests a significant variation in the orchards
and it is from this genetic variability that may be possible
to find resistance to oomycete.

The studies of plant resistance to root diseases are often
evaluated at a macroscopic level that is, selecting plants
or healthy appearance or survivor to inoculum pressure
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El estudio de la resistencia en plantas a enfermedades de la
raiz, frecuentemente se evaltiaanivel macroscopico, estoes,
seleccionando plantas de apariencia sana o sobrevivientes
a la presion de indculo sin considerar los mecanismos de
resistencia histologica ante patogenos. En el caso de las
enfermedades que afectan el sistema vascular de las plantas,
¢stas reaccionan al ataque de patéogenos produciendo
estructuras y sustancias quimicas que tratan de interferir en
el desarrollo del mismo, como es el caso de tilosas, gomas,
geles y diversos compuestos fendlicos. Estos factores de
resistencia estructural son inducidos para formar barreras
y limitar al patégeno en una region del xilema con la
finalidad de evitar el crecimiento del patogeno dentro del
tejido de la raiz (Vleeshouwers et al., 2000; Del Rio et al.,
2002 y Hobbes, 2004; Cruz et al., 2006 y Agrios, 2010). La
incorporacion de estos factores de resistencia mediante la
seleccion de variedades resistentes en el cultivo de aguacate
probablemente sea la estrategia mas efectiva a largo plazo
para disminuir los dafios causados por P. cinnamomi.

La formacion detilosas se produce enrespuesta alainfeccion
en tejidos vasculares donde ocurre un sobrecrecimiento de
los protoplastos de las células parenquimatosas adyacentes.
De igual manera, dentro de estos mecanismos de defensa,
se producen compuestos fenolicos llamados fitoanticipinas
(acidos cinamicos, flavonoides, isoflavonoides,
deoxiantocianinas, estilbenos, cumarinas, cromonas)
alrededor de las células los cuales actian de forma pasiva
reforzando lapared celular e inhibiendo el crecimiento de hifas
(Scalbert, 1991; Schlosser, 1994; Vleeshouwers et al., 2000).

La seleccion de portainjertos tolerantes-resistentes a la
pudricion deraizy surelacion con el estudio de mecanismos
de defensa histologica a P. cinnamomi no ha sido una
prioridad en el cultivo de aguacate. En estudios histologicos
en otras especies, como en el caso de la papa, afectada por
Fusarium oxysporum, alfalfa por Verticillium albo-atrum,
olmo por verticillium, vid afectada por Phaeomoniella
chlamydospora y Phaeoacremonium inflatipes y en el
cultivo de chile con Phytophthora capsici'y Fusarium sp.,
seha observado que en estos patosistemas, las plantas tienen
la capacidad de reaccionar ante una invasion microbiana
desarrollando mecanismos de defensa como la formacion
de tilosas y sintesis de compuestos fenolicos para detener
el avance del patogeno, y al final algunas plantas muestran
susceptibilidad al patogeno debido a que superan las
barreras de defensa producidas por la planta (Sepulveda et

regardless histological mechanisms of resistance to
pathogens. In the case of diseases that affect the vascular
system of plants, these react to pathogens producing
structures and chemicals that try to interfere with the
development of the same, such as tylose, gums, gels and
various phenolic compounds. These factors of structural
resistance are induced to form barriers and restrict the
pathogen in a region of the xylem in order to prevent the
growth of the pathogen within root tissue (Vleeshouwers
et al.,2000; Del Rio et al., 2002; Hobbes, 2004; Cruz et
al.,2006 and Agrios, 2010). Incorporating these resistance
factors through selection of resistant varieties in growing
avocados is probably the most effective long-term strategy
to reduce the damage caused by P. cinnamomi.

Tyloses formation is produced in response to infection
in vascular tissues where an overgrowth of protoplasts
from adjacent parenchymal cells occurs. Similarly, within
these defense mechanisms, phenolic compounds called
phytoanticipins are produced (cinnamic acids, flavonoids,
isoflavonoids, deoxianthocyanins, stilbenes, coumarins,
chromones) around cells which act passively reinforcing
cell wall and inhibiting hyphal growth (Scalbert, 1991;
Schlosser, 1994; Vleeshouwers et al., 2000).

Selection of tolerant-resistant rootstocks to root rot and its
relation to the study of histological defense mechanisms
to P. cinnamomi has not been a priority in avocado.
Histological studies in other species, as in the case of
potatoes, affected by Fusarium oxysporum, alfalfa by
Verticillium albo- atrum, elm by verticillium, vid by
Phaeomoniella chlamydospora and Phaeoacremonium
inflatipes and in pepper by Phytophthora capsici
and Fusarium sp.; It has been observed that in these
pathosystems, plants have the capacity to react to microbial
invasion developing defense mechanisms such as the
formation oftyloses and synthesis of phenolic compounds
to stop the spread of the pathogen, and finally some plants
show susceptibility to the pathogen due to the overcome
of defense barriers produced by the plant (Sepulveda
et al.,1979; Grant and Byrt, 1984; Vleeshouwers et al.,
2000; Nicks and Lindhout, 2004; Cruz et al., 2006).
Thus the aim of this work was to identify the presence
of P. cinnamomi mycelium in the xylem of the root and
its involvement in the formation of tyloses and phenolic
deposition as histological defense mechanisms in avocado
rootstocks.
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al., 1979; Grant y Byrt, 1984; Vleeshouwers et al., 2000;
Nicks y Lindhout, 2004; Cruz et al., 2006). Asi, el objetivo
de este trabajo fue identificar la presencia de micelio de P.
cinnamomi en el xilema de la raiz y su implicacion en la
formacion detilosas y depdsito de fenoles como mecanismos
de defensa histoldgica en portainjertos de aguacate.

Materiales y métodos

Muestreo de raices y preparacion de las muestras
histopatologicas

La inoculacion de P. cinnamomi y la seleccion de plantas
tolerantes-resistentes alaenfermedad serealiz6 siguiendouna
modificacion delatécnicade tanques de agua con temperatura
controladautilizadapor Walker (1957). Los tanques utilizados
de 1.5 # 1.10 m conteniendo agua destilada se mantuvieron a
temperaturas controladasa 17 y 28 °C y circulacion continua
de aire. Las plantas de aguacate, diez por cada variedad y
de uno a dos afios de edad, de los portainjertos comerciales
Duke-7 y Thomas, y de los genotipos Tepetl, Tepeyanco y
Atlixco de raza Mexicana fueron cultivados en contenedores
depolietilenonegrode 14 cmdedidmetroy 30 cm dealturacon
suelo estéril, introducidos en los tanques e inoculados con 250
mL/contenedor de fragmentos de 2.5 * 10° mL de fragmentos
de micelio de P. cinnamomi. Tanques con las mismas
caracteristicas en niimero y crecimiento de plantas, ademas
de temperatura, fueron dejadas sin inocular como testigos.

Cuando las primeras plantas mostraron sintomas avanzados
de marchitamiento se tomaron muestras al azar de raices
adventicias con sintomas de pudricion de una planta
muerta, dos plantas con sintomas de marchitez y dos plantas
asintomaticas (aproximadamente 5 gramos por planta),
ademas de dos plantas testigo (sin inocular) por cada uno de
los genotipos. Posteriormente, para larealizacion delos cortes
histologicos, lasraices colectadas se lavaron conagua destilada
y se cortaron segmentos de 1 cm de longitud. Las muestras
colectadas se colocaron en solucion FAA (formaldehido:
100 mL, acido acético glacial: 50 mL, etanol: 500 mL y agua
destilada: 350 mL) durante 24 h a temperatura ambiente. Se
lavaron con agua y se colocaron para deshidratar en etanol a
50, 70,96 y 100%, durante 3 horas en cada disolucion.

Posteriormente, se transfirieron a diluciones 3:1, 1:1y 1:3
de alcohol-xileno y xileno a 100% durante 72 h en cada
dilucién. Altérmino de este tiempo, las muestras se retiraron
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Materials and methods

Root sampling and preparation of histopathological
samples

Inoculation of P. cinnamomi and the selection of tolerant-
resistantplants to diseases were performed by amodification
of the technique of water tank with controlled temperature
used by Walker (1957). Tanks used 1.5 * 1.10 m containing
distilled water were kept at controlled temperatures of 17
and 28 °C and continuous circulation of air. The avocado
plants, ten per each variety and one of two years old,
from commercial rootstocks Duke-7 and Thomas and
Tepetl, Tepeyanco and Atlixco genotypes were grown in
containers of black polyethylene with 14 cm in diameter
and 30 cm height with sterile soil, introduced in the tank and
inoculated with 250 mL / fragments container of 2.5 * 10°
mycelial fragments of P. cinnamomi. Tanks with the same
characteristics in number and growth of plants, in addition
to temperature, were left uninoculated as controls.

When the first plants showed advanced wilt symptoms,
samples of adventitious root showing root rot symptoms
of a dead plant, two plants with wilt symptoms and two
asymptomatic plants (about 5 grams per plant), and two plants
(uninoculated) for each of the genotypes were takenrandomly.
Subsequently, to carry out the histological sections, the
collectedroots were washed with distilled water and segments
of 1 cm length were cut. The collected samples were placed
in FAA (formaldehyde: 100 mL, glacial acetic acid: 50 mL,
ethanol: 500 mL distilled water: 350 mL) solution for 24 h at
room temperature; washed with water and placed for drying
inethanol at 50, 70,96 and 100%, for 3 hours in each solution.

Subsequently, were transferred to dilutions 3:1, 1:1 and
1:3 of alcohol-xylene and xylene at 100% for 72 h in each
dilution. At the end of this time, samples were removed and
embedded in melted paraffin (Paraplast SIGMA®) for24 hat
+60°C (Lopezetal.,2005) in an automatic tissue processor
Tissue-Tek R I, model 4640-BR®™ (Sakura Finetechnical Co.,
LTD Tokyo, Japan). Finally, samples were extracted from
the processor and poured the melted paraffin into cubes of
paper (1 cmwideby 1.5 cmlong) to embed the roottissue and
allowed to cool to solidify. Paraffin cubes with tissue were
mounted on wood blocks and proceeded to perform cuts of 15
pthickness with arotary microtome (Spencer 820®). The cuts
were suspended in water with gelatin bacteriological grade
at 55 °C and mounted on slides to dry at room temperature.
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y embebieron en parafina fundida (Paraplast SIGMA®)
por 24 h a + 60 °C (Lopez et al. 2005) en un procesador
automatico de tejidos Tissue-Tek R II, modelo 4640-BR®
(Sakura Finetechnical Co., LTD Tokio, Japan). Finalmente,
se extrajeron del procesador, se vertié parafina fundida en
cubos de papel (1 cm de ancho por 1.5 cm de largo) para
embeber el tejido radical y se dejo enfriar hasta solidificarse.
Los cubos de parafina con el tejido se montaron en cubos
de madera y se procedio a realizar cortes de 15 p de grosor
con un micrétomo rotatorio (Spencer 820%). Los cortes se
suspendieron en agua con grenetina grado bacteriologico a
55 °C y se montaron en portaobjetos hasta dejarlos secar a
temperatura ambiente.

Tincién safranina-verde rapido

La parafina se removio de los portaobjetos colocandolos
en estufa a 50 °C por 20 min. Posteriormente, los cortes se
pasaron por tres cambios de xileno a 100% por tres minutos
cada uno y se hidrataron en dos cambios de alcohol a 96 y
100% por tres minutos cada uno. Al final, las muestras se
tifieron con latécnica de doble safraninay verde rapido Fast
Green FCF (Lopez et al., 2005). Las muestras se montaron
enresinasintética(SIGMA®)y se observaron al microscopio
de luz a 40 X (VE-B6 Velab®) para identificar la presencia
de micelio, tilosas y depdsito de compuestos fendlicos en
los tejidos radicales.

Evaluacion de variables histologicas

Lapresenciademicelio, tilosas y el dep6sito de compuestos
fenolicos de color rojizo con paredes lignificadas se
determinaron visualmente como ausencia o presencia. Para
la evaluacion microscopica de los cortes histologicos se
consideraron 10 portaobjetos (repeticiones) por cada uno
delos cinco genotipos que presentaron plantas muertas, con
sintomas de marchitez y plantas asintomaticas inoculadas
con P. cinnamomiy sininocular con temperaturas de 17y 28
°C. Serevisaron 5 cortes de cada una de las 10 repeticiones
y se observaron 5 campos con el objetivo 40 X (250
observaciones en total). Los datos obtenidos se arreglaron de
manera factorial (5 = 2) para plantas muertas, asintomaticas
y con marchitez, en donde el nivel 5 correspondi6 a los 5
genotiposy el 2 a las temperaturas de 17y 28 °C. Serealizo
analisis de varianza a los datos obtenidos y comparacion
de medias con la prueba de Duncan (p< 0.05). Se utilizo el
paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System V 9.0;
SAS Institute, 2001).

Safranin- fast green staining

The paraffin wasremoved from the slides, placing them in an
oven at 50 °C for 20 min then sections were passed through
three changes of xylene at 100% for three minutes each,
and hydrated in two changes of alcohol at 96 and 100% for
three minutes each. Finally, the samples were stained with
technique double safranin and fast green, Fast Green FCF
(Lopez et al.,2005). The samples were mounted in synthetic
resin (SIGMA®) and observed under a light microscope at
40 X (VE-B6 Velab®) to identify the presence of mycelium,
tylose and phenolic compounds in root tissues.

Evaluation of histological variables

The presence of mycelium, tyloses and deposit of reddish
phenolic compounds with lignified walls visually
were determined visually as absence or presence. For
microscopic evaluation of histological sections 10
slides (replicates) were considered for each of the five
genotypes that showed dead plants having wilt symptoms
and asymptomatic plants inoculated with P. cinnamomi
and uninoculated with temperatures of 17 and 28 °C. 5
sections of each of the 10 replicate were reviewed and
5 fields with 40 X objective (250 observations in total)
were observed. The data were arranged in factorial (5 * 2)
for dead, asymptomatic and wilting plants, where level 5
corresponded to the 5 genotypes and 2 to temperatures of
17 and 28 °C. An analysis of variance of the data obtained
and means comparison using Duncan's test (p< 0.05) was
performed. The statistical package SAS (Statistical Analysis
System V 9.0; SAS Institute, 2001) was used.

Results and discussion

In histological sections of roots of avocado genotypes
previously infected with oomycete P. cinnamomi, infection
and activation of defense mechanisms was observed. The
presence of P. cinnamomi mycelium, tyloses and phenolic
compounds deposit both in dead plants, as with wilt
symptoms and in asymptomatic plants at 17 and 28 °C (Table
1,2 and 3) was detected (p<0.05 ) with a high coefficient of
variation, indicative of genetic variability of the materials
evaluated. On the contrary, in roots of rootstocks control
(uninoculated) atboth temperatures tested 17 and 28 °C, the
presence of mycelium of P. cinnamomi, tylose or phenolics
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Resultados y discusion

En los cortes histologicos de raices de los genotipos
de aguacate previamente infectados con el oomicete
P. cinnamomi, se observod infeccion y activacion de
mecanismos de defensa. Se detectd la presencia de micelio
de P. cinnamomi, tilosas y depdsito de compuestos
fenolicos tanto en plantas muertas, como con sintomas de
marchitez y en plantas asintomdticasa 17y 28 °C (Cuadro
1,2y3),(p<0.05) conun coeficiente de variacion elevado,
indicativo de la variabilidad genética de los materiales
evaluados. Muy al contrario, en las raices de portainjertos
testigo (sin inocular) a las dos temperaturas probadas,
17 y 28 °C, no se detecto la presencia de micelio de P.
cinnamomi, tilosas ni compuestos fenolicos. Lo anterior,
pone de manifiesto que la presencia de tilosas y depositos
de compuestos fenolicos son mecanismos de defensa que,
en este caso, estan en funcidn de la presencia o ausencia
de P. cinnamomi.

Presencia de micelio en plantas muertas

En las raices de los portainjertos Duke-7, y Thomas, y
del genotipo Tepetl mantenidas a 17 °C, el porcentaje de
micelio presente en el xilema de raices adventicias (1 a 4
mm. de diametro aproximadamente) no mostré diferencias
estadisticamente significativas. Sinembargo, a 28 °C Tepetl
y Thomas, tuvieron un porcentaje de presencia de micelio
en el xilema significativamente menor en comparacion con
Duke-7, que presentd mayor contenido de micelio (13.92%).
Esto sugiere que la cantidad de micelio en el xilema de
raices de los portainjertos muertos esta relacionado con
la infeccion del oomicete y sobre todo por la incapacidad
de las plantas para contrarrestar el efecto de invasion del
micelio, la infeccion super6 las barreras estructurales de
defensa (Cuadro 1).

La temperatura y alta humedad del suelo en las que
se mantuvieron las plantas fueron determinantes para
que el oomicete causara infeccion y se facilitara el
establecimiento, colonizacion y progreso del patdogeno en
el sistema radical y finalmente culminar con la muerte de
plantas susceptibles. El micelio logré penetrar las células
adyacentes al xilema hasta llegar al xilema y células
parenquimatosas, superando las barreras estructurales de
resistenciacomo lo son las tilosas, presentandose sintomas
de marchitamiento y por ultimo la muerte de las plantas
(Grant y Byrt, 1984; Agrios, 2010).
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compounds were not detected. This shows that the presences
of tyloses and phenolic deposits are defense mechanisms
which, in this case, are based on the presence or absence of
P. cinnamomi.

Presence of mycelium in dead plants

In the roots of rootstocks Duke-7 and Thomas and Tepetl
genotype kept at 17 °C, the percentage of mycelia present
in the xylem of adventitious roots (1 to 4 mm diameter)
did not show statistically significant differences. However,
at 28 °C Tepetl and Thomas, had a percentage of mycelia
presence in the xylem significantly lower compared to
Duke-7, whichhad a higher content of mycelium (13.92%).
This suggests that the amount of mycelium in the xylem of
roots from dead rootstocks is linked to oomycete infection
and especially by the inability of plants to counteract the
effectof mycelial invasion, the infection exceeded structural
defense barriers (Table 1).

Temperature and high soil moisture under which the
plants were kept, were crucial for the oomycete to cause
infection and facilitating establishment, colonization and
progress of pathogen in the root system and finally with
the death of susceptible plants. The mycelium was able to
penetrate adjacent cells to the xylem to reach the xylem
and parenchyma cells, overcoming structural barriers of
resistance such as tyloses, showing symptoms of wilting and
finally death of plants (Grantand Byrt, 1984; Agrios, 2010).

Presence of mycelium in plants with wilt symptoms

In Tepetl genotype, the presence of mycelium in the xylem
of plants under conditions of temperature in the soil at
17 °C was significantly higher (19.04%) compared to
Thomas and Duke-7 (3.12 and 5.76%), so are considered
histologically susceptible for showing higher colonization
of P. cinnamomi hyphae at a microscopic level. However,
this same genotype at 28 °C showed 7.92% of mycelium in
the xylem, being less than Thomas (p<0.05). The high and
low mycelium content in the xylem of Tepetl genotype 17
and 28 °Crespectively, could be due to genetic variability,
resulting in susceptibility and some tolerance to prevent
vascular invasion by this pathogen.

The Thomas rootstock showed wilt symptoms with less
mycelial growth (3.12%) in the xylem at 17 °C; however, at
28 °C showed greater mycelial growth (15.12%) compared
to Tepetl, Tepeyanco and Atlixco (p< 0.05) genotypes.
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Cuadro 1. Presencia de micelio de P. cinnamomi en raices de plantas de aguacate muertas, con sintomas de marchitez y

asintomaticos a dos temperaturas.

Table 1. Presence of P. cinnamomi mycelium in roots of dead plants of avocado with wilt symptoms and asymptomatic at

two temperatures.

Contenido de micelio en raiz (%)

Muertos Con marchitez Asintomaticos
Genotipos 17°C 28°C 17°C 28°C 17°C 28°C
Duke-7 9.84a" 13.92a 5.76 b i L 3.68 bc
Thomas 7.76 a 3.44b 3.12b 15.12a 3.92b 0.08¢
Tepetl 6.32a 32b 19.04 a 7.92b 2.56b 11.68a
Tepeyanco f- f- f- 2.08 ¢ 8.08a 6.88 ab
Atlixco f- f- f. 8.4b 5.44 ab 7.2 ab

“Valores de medias con la misma letra en cada columna no difieren estadisticamente (Duncan o= 0.05). 7-Sin evaluacion por ausencia de plantas muertas y con marchitez.

#Sin evaluacion por ausencia de plantas con marchitez y asintomaticas.

Presencia de micelio en plantas con sintomas de
marchitez

En el genotipo Tepetl, la presencia de micelio en el xilema
de las plantas en condiciones de temperatura en el sueloa 17
°C fue significativamente mayor (19.04%) en comparacion
con Thomas y Duke-7 (3.12 y 5.76%), por lo que se
considera susceptible histologicamente al observarse mayor
colonizacion de hifas de P. cinnamomi anivel microscopico.
Sin embargo, este mismo genotipo a 28 °C present6 7.92%
de micelio en el xilema, siendo menor a Thomas (p< 0.05).
El alto y bajo contenido de micelio en el xilema en el
genotipo Tepetl a 17y 28 °C respectivamente, posiblemente
se debe a la variabilidad genética que resulta generalmente
en susceptibilidad y cierta tolerancia al impedir la invasion
vascular por este patogeno.

Elportainjerto Thomas presentd sintomas de marchitamiento
con un menor desarrollo micelial (3.12%) en el xilemaa 17
°C; sin embargo, a 28 °C mostr6 mayor desarrollo micelial
(15.12%) en comparacién con los genotipos Tepetl,
Tepeyanco y Atlixco (p< 0.05). Por otro lado, el genotipo
Tepeyanco presentd el menor contenido de micelio en el
xilema(Cuadro 1), lo que sugiere que el alto o bajo porcentaje
de micelio en el xilema es capaz de causar sintomas de
marchitez y alteraciones microscopicas en la raiz de éste
genotipo; bajo porcentaje que es debido a la formacion de
barreras fisicas y contenido de compuestos antifingicos
(tilosas y polifenoles, respectivamente) como defensa de
la planta ante la presencia del oomicete. Se sugiere que
esta respuesta, bajo porcentaje de micelio y sintomas de
marchitez, se debe a la habilidad del patdgeno para avanzar
sistémicamente a lo largo de la raiz y a la susceptibilidad
del hospedante, coincidiendo con lo observado en raices

Furthermore, Tepeyanco genotype had the lowest mycelium
content in xylem (Table 1), suggesting that the high or low
percentage of mycelium in the xylem is capable to cause
symptoms of wilt and microscopic alterations in the root of
this genotype; the low percentage is due to the formation
of physical barriers and content of antifungal compounds
(tyloses and polyphenols, respectively) as plant defense
in the presence of the oomycete. It is suggested that this
response, low percentage of mycelium and wilt symptoms
is due to the ability of the pathogen to move systemically
throughout the root and host susceptibility, coinciding with
that observed in roots of Ulmus minor Mill, Vitis vinifera
L. and Capsicum sp., which showed different levels of
susceptibility and tolerance to systemic diseases caused by
Verticillium sp., Fusarium sp. and Ophiostoma novo-ulmi
(Septlvedaetal.,1979; Grantand Byrt, 1984; Vleeshouwers
etal.,2000; Niksy Lindhout, 2004), respectively.

The Tepetl and Atlixco genotypes showed similar mycelial
content at 28 °C, therefore, at a histological level could be
considered as tolerantto P. cinnamomi. Moreover, Tepeyanco
had a significant percentage decrease of mycelial growth in
the xylem at 28 °C, indicating that this may be a resistant
rootstock to oomycete by activating their defense mechanisms
preventing the advance of the pathogen (Table 1). While at
28 °C a greater amount of mycelium was detected, indicating
that the root at this temperature allowed the interaction with
the pathogen, causing infection to the root system.

Presence of mycelia in asymptomatic plants
The asymptomatic plants of Tepeyanco and Atlixco

genotypes of Mexican race had the highest percentage
of mycelial growth in root xylem when treated at 17 and
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de Ulmus minor Mill, Vitis vinifera L.y Capsicum sp., que
mostraron diferentes niveles de susceptibilidad y tolerancia
alasenfermedades sistémicas causadas por Verticillium sp.,
Fusarium sp. y Ophiostoma novo-ulmi (Sepulveda et al.,
1979; Granty Byrt, 1984; Vleeshouwers et al., 2000; Niksy
Lindhout, 2004), respectivamente.

Los genotipos Tepetl y Atlixco mostraron contenido micelial
similar a 28 °C, por lo que, a nivel histologico pueden
considerarse como tolerantes a P. cinnamomi. Por otra parte,
Tepeyanco obtuvo unasignificativa disminucion porcentual
de desarrollo micelial en el xilema a 28 °C, indicando que
¢éste puede ser un portainjerto resistente al oomicete al
activar sus mecanismos de defensa impidiendo el avance
del patégeno (Cuadro 1). Aunque a 28 °C se detectd una
mayor cantidad de micelio lo que indic6 que la raiz en esta
temperatura permiti6 la interaccion con el patdégeno y causo
infeccion del sistema radical.

Presencia de micelio en plantas asintomaticas

Los plantas asintomaticas de los genotipos Tepeyanco y
Atlixco,delaraza Mexicana, presentaron el mayor porcentaje
de desarrollo micelial en el xilema de la raiz cuando fueron
tratados a 17 y 28 °C. De acuerdo con los resultados
macroscopicos (plantas con sintomas, sin sintomas y muertas)
obtenidos a 28 °C, estos genotipos tuvieron resistencia al
oomicete al presentar mayor niimero de plantas asintomaticas,
ausencia de plantas muertas y solamente 10% de plantas
con sintomas de marchitez p< 0.05 (Andrade ef al., 2012).
De acuerdo con Garcia y Fraile (1996), el daio causado por
el patégeno puede resultar en una alteracion microscopica
sin presentar sintomas o alteraciones macroscopicas, como
se observo en plantas asintomaticas, que no desarrollaron
sintomas de marchitamiento causado por P. cinnamomi.
De acuerdo a la definicion de resistencia de plantas a
enfermedades, se requiere de plantas con atributos genéticos
quereguleny permitanrestringir el crecimiento del patdgeno
y, consecuentemente el desarrollo de la enfermedad en el
hospedante (Nicks et al., 2004; Cruz et al., 2006).

Lasplantas asintomaticas del portainjerto comercial Thomas
y del genotipo de la seleccion Tepetl presentaron poco
desarrollo micelial a 17 °C. En comparacion, Tepetl a 28
°C tuvo el mayor contenido de micelio. En la seleccion para
resistenciaa P. cinnamomia28 °Cseobservounadisminucion
del desarrollo micelial en las plantas asintomaticas de los
portainjertos Thomas y Duke-7 en comparacion con las
plantas asintomaticas de los genotipos restantes (p< 0.05);
sin embargo, estos genotipos presentaron el menor nimero

Petra Andrade-Hoyos ef al.

28 °C. According to the macroscopic findings (plants with
symptoms, without symptoms and dead) obtained at 28 °C,
these genotypes had resistance to oomycete showing a greater
number of asymptomatic plants, absence of dead plants and
only 10% of plants with wilt symptoms p<0.05 (Andrade et
al.,2012). According to Garcia and Fraile (1996), the damage
caused by the pathogen may result inamicroscopic alteration
without showing symptoms or macroscopic alterations,
as observed in asymptomatic plants that did not develop
wilt symptoms caused by P. cinnamomi. According to the
definition of plantresistance to diseases, itrequires plants with
genetic attributes governing and allowing to reduce the growth
ofthe pathogen and hence the development of the disease in
the host (Nicks et al., 2004; Cruz et al., 2006).

Asymptomatic plants from commercial rootstock Thomas
and the genotype from Tepetl selection showed little
mycelial growth at 17 °C. In comparison, Tepetl at 28
°C had the highest content of mycelium. In selecting for
resistance to P. cinnamomi at 28 °C a decrease of mycelial
growth in asymptomatic plants from Thomas and Duke-7
rootstocks in comparison to asymptomatic plants from the
remaining genotypes (p<0.05) was observed; however, these
genotypes had the lowest number of asymptomatic plants
and a large number of dead plants with wilt symptoms, so
at a histological level this can be considered with moderate
tolerance p< 0.05 (Andrade et al., 2012).

When wilt symptoms and mortality were evaluated in the
Mexicanrace materials of Atlixco and Tepeyanco, this showed
more than 90% of asymptomatic plants and when evaluating at
ahistopathological level was detected the inter and intracellular
advance of P. cinnamomi hyphae (Figure 1 A and B). These
results suggest that the asymptomatic plants restrict the
advance of mycelium, so that Tepeyanco and Atlixco Mexican
race could be promising rootstocks due to its capability to
prevent the invasion and mycelial advance of oomycete in
root tissue. This is possibly due to the timely activation of the
mechanisms of structural and chemical resistance considered
as the most effective in reducing the infection of the pathogen
(Ouellette and Rioux, 1992; Hobbes, 2004).

Presence of tyloses in dead plants

Indead plants of Thomas and Duke-7 rootstocks, reported as
tolerantto P. cinnamomi (Kremer and Kohne,2007), a greater
number of tyloses was found in the roots at 17 °C, while at
28 °C in Tepetl and Duke-7, tyloses were not observed in the
xylem. The highest percentage of tyloses was observed in
Thomas with 1.12% p<0.05 (Table 2).
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de plantas asintomaticas y un nimero importante de plantas
muertas y con sintomas de marchitez, por lo que, a nivel
histologico pueden considerarse con tolerancia moderada
<0.05 (Andrade et al., 2012).

Cuando se evaluaron los sintomas de marchitez y mortalidad
enmateriales delaraza MexicanaAtlixcoy Tepeyanco, éstos
mostraron mas de 90% de plantas asintomaticas y al evaluara
nivel histopatologico se detectd el avance inter e intracelular
de las hifas de P. cinnamomi (Figura 1 A y B). Estos
resultados sugieren que las plantas asintomaticas restringen
elavance del micelio, por lo que, Tepeyanco y Atlixco de la
raza Mexicana, podrian ser portainjertos promisorios debido
a su capacidad de impedir la invasion y avance micelial del
oomicete en el tejido de la raiz. Esto, posiblemente se debe
a la activacion oportuna de los mecanismos de resistencia
estructural y quimica considerados como los mas eficaces
paradisminuir lainfeccion del patdgeno (Ouellette y Rioux,
1992; Hobbes, 2004).

Presencia de tilosas en plantas muertas

Enlas plantas muertas de los portainjertos Thomas y Duke-
7, reportados como tolerantes a P. cinnamomi (Kremer y
Kohne, 2007), se encontré mayor cantidad de tilosas en la
raiz a 17 °C, mientras que a 28 °C en Tepetl y Duke-7 no
se observaron tilosas en el xilema. El mayor porcentaje
de tilosas se observd en Thomas con 1.12% p< 0.05
(Cuadro 2).

- -

Figura 1. Micrografias de cortelongitudinal de raiztomadas a
40 X con microscopio de luz. Las flechas indican: A)
genotipo deAtlixco,raza Mexicana, con crecimiento
del micelio intercelular; B) genotipo de Tepeyanco,
raza Mexicana, con micelio intracelular; C)
portainjerto Thomas asintoméatico a 28 °C con
presencia de tilosas maduras; y D) genotipo de
Atlixco asintomatico a 28 °C con presencia de tilosas
inmaduras.

Figure 1. Micrographs oflongitudinal sections from root taken

at 40 X with light microscope. Arrows indicate: A)

genotype of Atlixco, Mexican race, with intercellular

mycelial growth; B) tepeyanco genotype, Mexican
race, with intracellular mycelium; C) asymptomatic
rootstock Thomas at 28 °C with presence of mature

tyloses; and D) asymtomatic Atlixco genotype at 28

°C with presence of immature tyloses.

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

dos temperaturas e infectados con P. cinnamomi.

Table 2. Presence of tyloses in the xylem of dead avocado genotypes, with wiltand asymptomatic grown at two temperatures

and infected with P. cinnamomi.

Contenido de tilosas (%)

Muertos Con marchitez Asintomaticos
Genotipos 17°C 28 °C 17°C 28 °C 17°C 28 °C
Duke-7 4 ab” 0.08b 44a 4 -+ 2.96b
Thomas 48a 1.12a 0b 4b 1.6b 0.56¢
Tepetl 0.08b 0b 1.44Db 2.56b 14.72 a 13.44a
Tepeyanco - - - 13.52a 3.76b 2.24b
Atlixco f- f- f- 7.52 ab 1.52b 11.92a

"Valores de medias con la misma letra dentro de cada columna no difieren estadisticamente (Duncan a= 0.05). i-Sin evaluacion por ausencia de plantas muertas y con

marchitez. #Sin evaluacion por ausencia de plantas con marchitez y asintomaticas.
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En las plantas muertas, el patdogeno supero las estructuras
de defensa penetrando las tilosas del xilema, mostrando la
destruccion del tejido celular causado por la enfermedad,
porlo que se deduce que las plantas son susceptibles porque
no fueron suficientes los mecanismos de defensa contra P.
cinnamomi. Respecto a la formacion de tilosas, Dimond
(1955),Misaghietal. (1978)y Cruzetal. (2006) sefialan que
lasintomatologia de marchitamiento se debe principalmente
aque el micelio supera las barreras estructurales de defensa
avanzando inter ¢ intracelularmente, induciendo hidrélisis
delapared celularal causarladestruccion deraices e impedir
la absorcion de agua, nutrientes y finalmente la muerte de
las plantas.

Presencia de tilosas en plantas con sintomas de marchitez

Los portainjertos comerciales conocidos por suresistenciaa
sintomas de marchitamiento (Kremery Kohne, 2007), como
Duke-7 mostré un elevado porcentaje (4.40%) detilosasa 17
°C, mientras que en Thomas hubo ausencia total de tilosas en
elxilema(Cuadro 2). El genotipo Tepetl presento entre 1.44
y 2.56% de tilosas en comparacion con Thomas con 0y 4%
a 17 y 28 °C, respectivamente. El porcentaje mas elevado
detilosasa 28 °C se observo en laraza Mexicana de Atlixco
y Tepeyanco (Cuadro 2), por lo que estos genotipos pueden
ser considerados como resistentes a la marchitez causada
por P. cinnamomi. Las tilosas son producidas para limitar
la invasion del micelio, de aqui que no todas las variedades
tienen la capacidad de producir una o mas tilosas como
mecanismo de defensa para impedir el avance del micelio.

Presencia de tilosas en plantas asintomaticas

La presencia de tilosas en los genotipos de aguacate
asintomaticos fue estadisticamente diferente p< 0.05
(Cuadro 2). El genotipo Tepetl presenté mayor porcentaje
de tilosas a 17 y 28 °C, mientras que la variedad Atlixco
presentd mayor contenido de tilosas en el xilema s6lo a 28
°C(Cuadro 2, Figura 1 D). Lamenor formaciondetilosas en
el xilema a 17 °C la presentaron los portainjertos Thomas,
Atlixco y Tepeyanco, mientras que a 28 °C el porcentaje
mas bajo se observo en Thomas (Figura 1 C). Por su parte,
Cruz et al. (2006) sefialan que en algunas variedades,
las tilosas se forman cuando el patdégeno se encuentra en
raices jovenes y tienen la funcion de obstruir el paso del
patogeno, bloqueando su avance y permitiendo que las
plantas permanezcan libres del patogeno, a lo cual este
comportamiento se atribuye la tolerancia-resistencia de los
genotipos de Tepeyanco y Atlixco.
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Inthe dead plants, the pathogen overcame defense structures
penetrating the xylem tyloses, showing cellular tissue
destruction caused by the disease, so itis deduced that plants
are susceptible because their defense mechanisms against
P, cinnamomi were not enough. Regarding the formation of
tyloses, Dimond (1955), Misaghi et al. (1978) and Cruz et
al. (2006) note that the wilt symptoms are mainly due to the
mycelium overcomes structural defense barriers advancing
inter and intracellularly, inducing hydrolysis of the cell wall
causing the destruction of roots and prevent the absorption
of water, nutrients and finally plant death.

Presence of tyloses in plants with wilt symptoms

Commercial rootstocks are known for its resistance to
wilting symptoms (Kremer and Kohne, 2007), as Duke-7
showed ahigh percentage (4.40%) oftyloses at 17 °C, while
in Thomas had complete absence of tyloses in xylem (Table
2). The Tepetl genotype showed between 1.44 and 2.56%
tyloses in comparison to Thomas with 0 and4%at 17 and 28
°C, respectively. The highest percentage of Tyloses at 28 °C
was observed in Atlixco and Tepeyanco Mexicanrace (Table
2), therefore these genotypes can be considered as resistant
to wilt caused by P. cinnamomi. Tyloses are produced to
limit the invasion of mycelium hence not all varieties have
the capability to produce one or more tyloses as a defense
mechanism to prevent the advance of the mycelium.

Presence of tyloses in asymptomatic plants

The presence oftyloses in asymptomatic avocado genotypes
was statistically different p< 0.05 (Table 2). Tepetl showed
the highest percentage of tylose at 17 and 28 °C, while
Atlixco showed higher tylose content in the xylem, only 28
°C (Table 2, Figure 1 D). The lower formation of tyloses in
the xylem at 17 °C was for Thomas, Atlixco and Tepeyanco
rootstocks, while at 28 °C the lowest percentage was found
in Thomas (Figure 1C). Meanwhile, Cruz et al. (2006) note
that in some varieties, tyloses are formed when the pathogen
isin youngroots and have the function to block the passage of
the pathogen, blocking their advance and allowing plants to
remain free of the pathogen, to which this behavioris attributed
to tolerance-resistance of Tepeyanco and Atlixco genotypes.

Phenolic compounds in dead plants
The increase of phenolic compounds is a response

mechanism in the presence of mycelium (Cruz et al.,
2006). The deposit of these phenols is closely related to
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Compuestos fenolicos en plantas muertas

El incremento de compuestos fenolicos es un mecanismo de
respuesta ante la presencia de micelio (Cruz et al., 2006). El
depdsito de estos fenoles esta estrechamente relacionado con
la defensa histologica frente a la severidad de la infeccion y
supervivencia de la planta ante la invasion del patégeno en
plantasmuertas (DelRio et al.,2002). Los resultados obtenidos
en el presente estudio muestran una mayor acumulacion
de compuestos fendlicos en células colapsadas en ambas
temperaturas. Los compuestos fenolicos encontrados por
Bekkeretal. (2007)enraices dearboles de aguacate infectados
con P. cinnamomi fueron el acido 3,4-hidroxibenzoico y el
acido vanillinico, compuestos que al contacto con el patdogeno
funcionan como barreras fisicas y confieren ala pared celular
cierta resistencia a la penetracion de P. cinnamomi.

En los cortes histologicos, otra caracteristica observada
como mecanismo de defensa quimica en plantas muertas
frente a la infeccion causada por P. cinnamomi, fue la
acumulacion de compuestos fenolicos. El mayor porcentaje
en el depdsito de compuestos fenolicos se presentd en
Tepetl y Thomas a 17 °C (Cuadro 3). Los porcentajes mas
bajos de contenido de fenoles a 28 °C se presentaron en los
portainjertos comerciales Duke-7 y Thomas en comparacion
conel genotipo Tepetl en el que se observo mayor porcentaje
de compuestos fendlicos p< 0.05 (Cuadro 3).

histological defense to the severity of infection and survival
of the plant against pathogen invasion in dead plants (Del
Rio et al., 2002). The results obtained in this study show
greater accumulation of phenolic compounds in collapsed
cells in both temperatures. Phenolic compounds found by
Bekkeretal. (2007) inroots of avocado trees infected with P
cinnamomi were the 3, 4-hydroxybenzoic acid and Vanillic
acid, compounds that entering in contact with the pathogen
serve as physical barriers and confer to the cell wall some
resistance to the penetration of P. cinnamomi.

In histological sections, another characteristic observed
as chemical defense mechanism in dead plants against the
infection caused by P. cinnamomi was the accumulation of
phenolic compounds. The highest percentage in the deposit
of phenolic compounds was in Tepetl and Thomas at 17 °C
(Table 3). The lowest percentages of phenol content at 28
°C were in commercial rootstocks Thomas and Duke-7 in
comparison with Tepetl in which the highest percentage of
phenolic compounds p< 0.05 (Table 3) was observed.

Phenolic compounds in plants with wilt symptoms

In the deposit quantification of phenols in plants with wilt
symptoms, Tepetl showed the highest percentage at 17 °C
(67.68%; p< 0.05), whereas the lowest contents were for
Thomas and Duke-7 rootstock (from seed in segregation).

Cuadro 3. Presencia de compuestos fendlicos en células de raices en genotipos de aguacate muertos, con marchitez y
asintomaticos inoculados con Phytophthora cinnamomi a dos temperaturas.
Table 3. Presence of phenolic compounds in root cells from avocado dead genotypes with wilting and asymptomatic
inoculated with Phytophthora cinnamomi at two temperatures.

Contenido de fenoles en raiz (%)

Muertos Con marchitez Asintomaticos
Genotipos 17°C 28°C 17°C 28 °C 17°C 28°C
Duke-7 37.44b" 3424 ¢ 42.88b - 4 444 ¢
Thomas 62.08 a 59.92b 51.12b 58.48b 41.52b 89.2a
Tepetl 70.32a 73.6a 67.8a 56.16b 71.36a 57b
Tepeyanco f- - - 83.92a 71.92a 3496 ¢
Atlixco f- f. f. 47.28b 18.4c¢ 58.4b

*Valores de medias con lamisma letra dentro de cada columna no difieren estadisticamente (Duncan 0.05). f-Sin evaluacion por ausencia de plantas muertas y con marchitez.

#Sin evaluacion por ausencia de plantas con marchitez y asintomaticas.

Compuestos fendlicos en plantas con sintomas de
marchitez

En la cuantificacion del deposito de fenoles en plantas con
sintomas de marchitez, Tepetl mostré el porcentaje mas
alto a 17 °C (67.68%; p< 0.05), mientras que el mas bajo

The percentage in phenol content was significantly
higher (p< 0.05) in Tepeyanco (83.92%) at 28 °C
(Table 3). In Atlixco, Tepetl and Thomas at 28 °C, the
content of phenolic compounds was between 47.28 and
58.48% without showing any significant difference with
Tepeyanco genotype.
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contenido lo tuvieron los portainjertos Thomas y Duke-7
(procedentes de semilla en segregacion). El porcentaje en
el contenido de fenoles fue significativamente mayor (p<
0.05) en Tepeyanco (83.92%) a 28 °C (Cuadro 3). En las
variedades Atlixco, Tepetl y Thomasa 28 °C, el contenido de
compuestos fendlicos fue entre 47.28 y 58.48% sin mostrar
una diferencia significativa con el genotipo Tepeyanco.

Enpruebas in vitro se haprobado la presencia de compuestos
fenolicos asociada a la resistencia a éste patogeno, y se
ha demostrado que la presencia de polifenoles tiene la
capacidad de inhibir el crecimiento del oomiceto (Candela et
al.,1995; Fernandezy Liddell, 1997; Vidhyasekaran, 2008).

Compuestos fenolicos en plantas asintomaticas

Elmayor contenido de compuestos fenolicos se present6 en
los genotipos Tepeyancoy Tepetla 17 °Cy en el portainjerto
Thomas a 28 °C. Mientras que, el genotipo Atlixcoa 17 °C
presento 18.40% de fenoles en la raiz y Tepeyanco a 28 °C
tuvo el porcentaje mas bajo de éstos compuestos fendlicos
(»<0.05, Cuadro 3). Las plantas asintomaticas presentaron
resistenciaal activar sus mecanismos de defensa quimica. Los
compuestos fenolicos actiian como inhibidores bioquimicos
producidos enrespuesta al dafio ocasionado por P. cinnamomii.
Estos resultados muestran que la temperatura no es un factor
determinante en lapresenciade fenoles enlaraiz. Laresistencia
delaplantaestarelacionadaconel deposito de fenoles, yaque
laacumulacionrapiday temprana de compuestos fendlicos en
elsitiodeinfeccion esunarespuestade defensa. Estarespuesta
de acumulacion de fenoles antifiingicos generalmente se
producen enmayor cantidad en el momento dela infeccion (De
Ascensao y Dubery, 2003). Estas barreras quimicas forman
bandas en las células con compuestos fenélicos antifiingicos
que refuerzan la pared celular brindandole resistencia
(Oullette et al., 1992; Cruz et al., 2006). Lo anterior explica
por qué las plantas asintomaticas tras la inoculacion de P.
cinnamomi, presentaron resistenciaal activar sus mecanismos
de defensa quimica.

Conclusiones

Lacantidad de micelio de P. cinnamomi en el xilema deraices
enplantas deaguacate muertas se debid alasusceptibilidad que
culmina con lamuerte de laplanta sin importar latemperatura.
Losporcentajes mas altos de presenciade micelio en el xilema
se observo en el genotipo Tepetl y el portainjerto comercial
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In vitro tests have been tested for the presence of phenolic
compounds associated to the resistance of this pathogen,
and has been shown that the presence of polyphenols has
the ability to inhibit the growth of oomycete (Candela et al.,
1995; Fernandez and Liddell, 1997; Vidhyasekaran, 2008).

Phenolic compounds in asymptomatic plants

The highest content of phenolic compounds was in
Tepeyanco and Tepetl genotypes at 17 °C and in Thomas
rootstock at 28 °C. While Atlixco at 17 °C showed 18.40%
of phenols in root and Tepeyanco at 28 °C had the lowest
percentage of these phenolic compounds (p< 0.05, Table
3). Asymptomatic plants showed resistance when activated
the chemical defense mechanisms. Phenolic compounds
act as biochemical inhibitors produced in response to
damage caused by P. cinnamomi. These results show that
the temperature is not a crucial factor in the presence of
phenolsintheroot. Plantresistance is related to the deposit of
phenols, since the rapid and early accumulation of phenolic
compounds in the infection site is a defense response. This
response of antifungal phenols accumulation is generally
produced in greater quantities at the time of infection (De
Ascensao and Dubery, 2003). These chemical barriers form
bands in cells with antifungal phenolic compounds that
enhance the cell wall providing resistance (Oullette et al.,
1992; Cruz et al., 2006). This explains why asymptomatic
plants after inoculation of P. cinnamomi, showed resistance
when activated their chemical defense mechanisms.

Conclusions

The amount of P. cinnamomi mycelium in the xylem of
roots in avocado dead plants was due to susceptibility
culminating in the death of the plant regardless of
temperature. The highest percentages of mycelium
presence in the xylem was observed in Tepetl genotype
and Thomas commercial rootstock when showed wilt
symptoms at 17 and 28 °C, indicating that allow the
establishment and development of the pathogen within
the root. At a histological level, the plants from Atlixco
and Tepeyanco selections are resistant by showing wilt
symptoms at 28 °C. It was observed that the content of
tyloses in these two genotypes was enough to prevent
the development of P. cinnamomi, in addition to showing
higher percentage of asymptomatic plants macroscopically
even in presence of mycelium in the xylem.
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Thomas cuando presentaron sintomas de marchiteza 17y 28
°C,loqueindicaque permiten el establecimiento y desarrollo
del patogeno dentro de laraiz. Anivel histologico, las plantas
delasselecciones Tepeyanco y Atlixco de razaMexicana, son
genotiposresistentes por solo presentar sintomas de marchitez
a 28 °C. Se observo, que el contenido de tilosas en estos dos
genotipos, fue suficiente para impedir el desarrollo de P
cinnamomi, ademas de que mostraron mayor porcentaje de
plantas asintomaticas macroscopicamente aiin con presencia
de micelio en el xilema.

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