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Resumen

Laidentificacion de plantulasresistentes de aguacate criollo
raza Mexicana, responden de forma natural a la infeccion
por el oomicete Phytophthora cinnamomi. Esta respuesta
se debe ala variacion genética basada en la supervivenciay
en la capacidad totipotencial después de la inoculacion con
el oomicete. El objetivo del presente trabajo fue seleccionar
plantulas resistentes para inducir totipotencialidad
(formacion de nuevos rebrotes) después de la inoculacion.
Enlaseleccion de plantulas de aguacate para resistencia se
realizaron dos ensayos, en el primer ensayo se inocularon
plantulas de seis genotipos de aguacate Atlixco, Tepeyanco,
Tepetl, Toliman, Colin V-33 y Thomas (de 5 cm de altura y
de 15 a 20 cm de altura) con un aislamiento virulento de P,
cinnamomi, en el segundo ensayo se inocularon solamente
plantulas de los genotipos Tepeyanco y Atlixco (de 5 cmde
altura). La inoculacion de plantulas en etapas avanzadas de
crecimiento (de 15 a 20 cm de altura) y en etapa juvenil (5
cm de altura) permite detectar resistencia a P. cinnamomi.
La poblacion de plantulas Atlixco es fuente importante de
resistencia debido a que tuvo mayor numero de nuevos
brotes de plantulas totipotenciales y plantulas asintomaticas.
Los genotipos Toliman, Tepetl y Thomas en etapa juvenil
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Abstract

The identification of resistant seedlings from native
Mexican avocado race, naturally respond to infection
by oomycete Phytophthora cinnamomi. This response is
due to genetic variation based on survival and totipotent
capacity after inoculation with oomycete. The aim of
this study was to select resistant seedlings to induce
totipotency (formation of new shoots) after inoculation.
Selecting for resistance avocado seedling, two trials were
conducted, in the first trial six avocado seedling Atlixco,
Tepeyanco, Tepetl, Toliman, Colin V-33 and Thomas
genotypes (of 5 cmand 15 to 20 cm height) were inoculated
with a virulent isolate of P. cinnamomi; in the second trial
only seedlings from Tepeyanco and Atlixco genotypes
(5 cm height) were inoculated. Inoculation of seedlings
in advanced stages of growth (from 15 to 20 cm height)
and juvenile stage (5 cm) allows detecting resistance
to P. cinnamomi. The seedling population of Atlixco is
an important source of resistance, because it had more
new shoots of totipotent and asymptomatic seedlings.
Toliman, Tepetl and Thomas genotypes in juvenile stage
are considered susceptible. Colin V-33 can be a resistant
rootstock to P. cinnamomi. Atlixco and Tepeyanco are
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son considerados susceptibles. Colin V-33 puede ser
portainjerto resistente a P. cinnamomi. Atlixcoy Tepeyanco
son considerados resistentes-tolerantes al marchitamiento
del aguacatero y al cancro producido por P. cinnamomi.

Palabras clave: Persea americana Mill, oomicete,
regeneracion de brotes, tristeza del aguacatero, cancro.

Introduccion

Eloomicete Phytophthora cinnamomi causalapudricionde
laraizy es la enfermedad mas destructiva e importante del
aguacate en todo el mundo (Zentmyer, 1980; Erwin et al.,
1996). En México, una de las principales limitantes en la
produccion de aguacate es la pudricion de raices producida
poreste patogeno. En 1994, esta enfermedad caus6 lamuerte
de 100 000 arboles de aguacate Persea americana variedad
Hass en Uruapan, Michoacan, disminuyendo la produccion
conpérdidas econémicas para los productores por mas de 32
millones de pesos (Vidalesetal., 1999; Newett et al.,2002).
Este oomicete, también ocasiona 90% de incidencia de
cancros en el tronco del aguacate, reduciendo la produccion
y superficie cultivada en laregion de Michoacan (Zentmyer
1980; Ceja et al., 2000).

La pudricion de raices y cancro del tronco del aguacatero
causado porel patogeno P, cinnamomi se describié por primera
vez en Puerto Rico, en 1927 (Zentmyer, 1980; Zentmyer,
1985), y actualmente este patdogeno se puede encontrar
distribuido en casi todas las areas productoras de aguacate del
mundo (Erwin et al., 1996; Pegg et al., 2008). Este patdgeno
invade la base del tronco en donde se desarrolla como un
cancro que llega a alcanzar de 1 a 2 m de altura, y que se
caracteriza por presentar coloraciones de café claro a oscuras
y exudaciones acuosas (Zentmyer 1980; Ceja et al., 2000).
En 1959, en California EE. UU., se observo por primera vez
sintomas de cancro en arboles de macadamia (Macadamia
integrifolia y Macadamia tetraphylla) y aguacate. En 1960,
se comprobo que el agente causal del cancro en estos arboles
es ocasionado por P. cinnamomi (Zentmyer et al., 1961;
Zentmyer, 1980).

Eloomicete forma clamidosporas, estructuras de resistencia,
que sobreviven por largos periodos en el suelo, incluso sin
el hospedante, por lo que, una vez establecido en una region
determinada, su erradicacion es dificil. Las medidas de
control para este fitopatdgeno son laaplicacion de fungicidas
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considered resistant-tolerant to marchitamiento del
aguacatero (avocado wilt) and cancro (canker) caused by
P. cinnamomi.

Keywords: Persea americana Mill, avocado sadness,
canker, oomycete, shoot regeneration.

Introduction

The oomycete Phytophthora cinnamomi causes root rot
and is the most destructive and important avocado disease
worldwide (Zentmyer, 1980; Erwin et al., 1996). In Mexico,
one of the main constraints in the production of avocado is
root rot caused by this pathogen. In 1994, the disease killed
100 000 avocado trees of Persea Americana, Hass variety
in Uruapan, Michoacan, reducing the production with
economic losses for producers by more than 32 million pesos
(Vidaleseral.,1999; Newett et al.,2002). This oomycete also
causes 90% incidence of cankers on the trunk of avocado,
reducing production and cultivated area in the region of
Michoacan (Zentmyer 1980; Ceja et al., 2000).

Root rot and canker of trunk in avocado caused by P.
cinnamomi, was first described in Puerto Rico 1927
(Zentmyer, 1980; Zentmyer, 1985), and now this pathogen
can be found in almost all avocado producing areas of
the world (Erwin et al., 1996; Pegg et al., 2008). This
pathogen invades the base of the trunk where it grows as
a canker reaching heights of 1 to 2 m, and is characterized
by showing colors from light to dark brown, aqueous
exudation (Zentmyer 1980; Ceja et al., 2000). In 1959 in
California USA, were noticed for the first time symptoms
of canker in macadamia trees (Macadamia integrifolia and
Macadamia tetraphylla) and avocado. In 1960, it was found
that the causal agent of canker in these trees is caused by P
cinnamomi (Zentmyer et al., 1961; Zentmyer, 1980).

The oomycete forms chlamydospores, resistant structures
that survive for long periods in the ground, even without
the host, so that, once established in a particular region, its
eradication is difficult. Control measures for this pathogen
are application of fungicides based on metalaxyl and cultural
practices. However, attempts to control this disease show
some limitations and are necessary to implement more
sustainable measures of control, as in the case of the use
of tolerant or resistant rootstock to root rot caused by P,
cinnamomi (Pegg et al., 2008).
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abase de metalaxil y practicas culturales. Sin embargo, los
intentos de control de esta enfermedad presenta algunas
limitaciones y es necesario implementar medidas de control
mas sustentables tal es el caso del uso de portainjertos
tolerantes o resistentes a la pudricion de la raiz causada por
P. cinnamomi (Pegg et al., 2008).

Desde 1940 en California, EE.UU, se ha propiciado la
investigacion para la busqueda de portainjertos tolerantes
a éste oomicete P. cinnamomi Rands. En 1960, Zentmyer
colecto semillas de aguacate de varias regiones de México
y el Caribe, las colecciones mas importantes fueron las
provenientes de Atlixco, Puebla, region conocida por su gran
variacion genética (Anderson, 1950). Estas colecciones de
semillasy esquejes presentaban ciertonivel detoleranciaala
enfermedad (Zentmyer, 1961). El origen de los portainjertos
de aguacate no es importante para los viveristas ya que
utilizaban cualquier tipo de semilla disponible; sin embargo,
Peggetal. (2008) mencionan que en Michoacan, México los
portainjertos se obtienen a partir de semilla seleccionada de
arboles fuertes y sanos. En México, el éxito de la produccion
de aguacate Hass se debe a que se encuentra injertado sobre
el material criollo de la raza Mexicana var. drymifolia.

Yasseen (1993) induce variabilidad genética mediante la
utilizacion de bencil adenina y tidiazurdn (citocininas) en
semillas de aguacate para inducir mas de un brote, fenomeno
llamado brotes multiples. Valteurezal. (2011) mencionan la
utilizacion deradiacion gamma para inducir policaulismo en
semillas a utilizar en la propagacion clonal de portainjertos
tolerantes a P. cinnamomi. Sin embargo, estos trabajos no
implican la obtencion de portainjertos resistentes a este
patogeno ya que las semillas no han sido expuestas a la
infeccion por el oomicete.

Zentmyer et al. (1994) propuso la seleccion y desarrollo
de portainjertos resistentes como el mejor método para el
control de P. cinnamomi. Por lo antes expuesto, el objetivo
del presente trabajo fue seleccionar portainjertos resistentes
a P. cinnamomi a partir de plantulas de altura provenientes
de semillas de la raza Mexicana (var. drymifolia). La
resistencia en plantulas criollas de aguacate raza Mexicana
responden de forma natural a la infeccion de P. cinnamomi,
estarespuesta de resistencia en genotipos criollos se debe a
la fuente de riqueza genética basada en la supervivencia y
en la capacidad de totipotencialidad después de la infeccion
causada por el oomicete.

Since 1940 in California, USA, research has led to the search
fortolerantrootstocks to this oomycete P. cinnamomi Rands.
In 1960, Zentmyer collected avocado seeds from different
regions of Mexico and the Caribbean, the most important
collections were from Atlixco, Puebla, a region known for
its genetic variation (Anderson, 1950). These collections
of seeds and cuttings showed some level of tolerance to the
disease (Zentmyer, 1961). The origin ofavocado rootstocks
is not important for growers as they used any type of seed
available; however, Pegg et al. (2008) mention that in
Michoacan, Mexico rootstocks are obtained selecting seeds
from strong and healthy trees. In Mexico, the success of Hass
avocado production is that is grafted onto native material
Mexican race var. drymifolia.

Yasseen (1993) induces genetic variability using benzyl
adenine and thidiazuron (cytokinins) in avocado seeds to
induce more than one shoot, phenomenon called multiple
shoots. Valteur ef al. (2011) mentioned the use of gamma
radiation to induce multiple shoots in seeds used in clonal
propagation of P. cinnamomi tolerant rootstock. However,
these jobs do not involve obtaining resistant rootstocks
to this pathogen because seeds have not been exposed to
infection by oomycete.

Zentmyer et al. (1994) proposed the selection and development
of resistant rootstocks as the best method to control P
cinnamomi.Based on the latter the objective of this study was
to select P. cinnamomi resistant rootstocks from seedlings
of height from seeds Mexican race (var. drymifolia). The
resistance in native Mexican avocado seedling naturally
respondsto infectionby P. cinnamomi; thisresponse in native
genotypes is due to genetic richness based on survival and
totipotency ability after infection by oomycete.

Materials and methods

Selecting for resistant seedlings of avocado was conducted
in two trials, the first used 90 to 148 seeds of the Mexican
race (var. drymifolia), and seeds were collected from trees in
Atlixco, Puebla and Tepeyanco, Tlaxcala. These genotypes
were designated as Atlixco and Tepeyanco. Thomas
commercial rootstock (20) and Tepetl (20), Toliman (20)
and Colin V-33 (51) genotypes, from seed of the Mexican
race, were provided by Salvador Sanchez Colin Foundation,
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Materiales y métodos

La seleccion por plantulas resistentes de aguacate se llevo
a cabo en dos ensayos, en el primero se utilizaron de 90
a 148 semillas de la raza Mexicana (var. drymifolia), las
semillas fueron colectadas de arboles en produccion en
Atlixco, Puebla y Tepeyanco, Tlaxcala. Estos genotipos se
denominaron como Atlixco y Tepeyanco. El portainjerto
comercial Thomas (20) y los genotipos Tepetl (20), Toliman
(20) y Colin V-33 (51), provenientes de semilla de la raza
Mexicana, fueron proporcionados por la Fundacion Salvador
Sanchez Colin, CICTAMEX S. C. ubicada en Coatepec
Harinas, Estado de México (altitud de 2 260 m, latitud de
18°48°08” y longitud de 99° 42’ 56”).

Como fuente de indculo se utilizo el aislamiento de P,
cinnamomi CPO-PCU (por sus siglas de registro en el
Genbank: Colegio de Postgraduados-Phytophthora
cinnamomi de Uruapan, numero de acceso al Genbank
JQ266267) muy virulento, aislado de raices de aguacate
provenientes de un huerto ubicado en Uruapan, Michoacan,
México. El oomicete se reactivo en medio agarjugo-V8~a28
°C durante 8 dias. Posteriormente, se transfirieron 10 rodajas
del medio de cultivo de 5 mm de didmetro a matraces de 500
mL con medio liquido jugo-V8®(Figura 1) y se incub6 a 28
°C. Diez dias después de la incubacion y multiplicacion del
oomicete, se procedio a cuantificar el nimero de fragmentos
de micelio por mililitro con un hematocitoémetro Neubauer.

Se utilizaron los sustratos de peat moss®, suelo agricola y
agrolita® (en proporcion 2:2:1), posteriormente se realizo
el llenado de macetas de plastico (capacidad de 1 L) con el
sustrato previamente esterilizados por4ha 15 1bdepresion,
durante dos dias consecutivos, ocho dias después se procedid
asembrar las semillas de aguacate. Previoalainoculacionde
los genotipos de aguacate, se hicieron cuatro orificios de 3 cm
de profundidad en el suelo circundante a laraiz de plantulas
de 5 cmy de 15 a 20 cm de altura en donde se depositaron
200 mL de la suspension de micelio de P. cinnamomi (2.5
* 10°mL), durante el experimento la humedad del suelo se
mantuvo a 90%. Las observaciones se realizaron ocho dias
después de la inoculacion, los pardmetros a evaluar fueron
numero de plantulas muertas, nimero deplantas con desarrollo
de cancro y plantulas asintomaticas asi como el porcentaje
de plantulas que mostraban rebrotes totipotenciales, en 1959
Reinert utilizo este término refiriéndose a las plantas que
tienen la capacidad de rebrotar y formar plantas completas
(CIAT, 1999; Martinez-Gomez et al., 2004).
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CICTAMEX 8. C. located in Coatepec Harinas, State of
Mexico (altitude 2 260 m, latitude 18°48' 08"and longitude
99°42'56").

As inoculum source an isolate of P. cinnamomi CPO-PCU
was used (for short log in Genbank: Graduate College-
Phytophthora cinnamomi-Uruapan, Genbank accession
number JQ266267) very virulent, isolated from avocado
roots of'an orchard located in Uruapan, Michoacan, Mexico.
The oomycete was reactivated in V8® agar juice at 28 °C for
8 days. Subsequently, 10 slices of the culture medium of 5
mm diameter were transferred to 500 mL flasks with liquid
medium-V8® agar juice (Figure 1) and incubated at 28 °C.
Ten days after incubation and oomycete multiplication,
proceeded to quantify the number of mycelium fragments
per milliliter with a hemacytometer.

Figura 1. Cultivo de P. cinnamomi, aislamiento CPO-PCU, en
medio liquido jugo-V8°®.

Figure 1. Growth of P. cinnamomi, isolation CPO-PCU, in
liquid medium V8® juice.

Peat moss®, agricultural soil and agrolita® substrates
(in proportion 2:2:1) were used, then proceeded to fill
plastic pots (1 L capacity) with substrate previously
sterilized for 4 h at 15 1b for two consecutive days, eight
days later proceeded to sow the seeds of avocado. Prior
to inoculation of avocado genotypes, four holes of 3 cm
depth were made in the surrounding soil to the roots of
seedlings of 5 cm and 15 to 20 cm height in which were
placed 200 mL of mycelium suspension P. cinnamomi
(2.5 # 10> mL) during the experiment soil moisture was
maintained at 90%. Observations were made eight days
afterinoculation, evaluated parameters were number of dead
seedlings, number of plants with development of canker
and asymptomatic seedlings and percentage of seedlings
that showed totipotent sprout, in 1959 Reinert used this



Totipotencialidad en plantulas de aguacate en la resistencia a Phytophthora cinnamomi 365

En el segundo ensayo, se utilizaron 320 semillas de raza
Mexicana colectadas, de arboles en etapa de produccion, de
Atlixco, Puebla y Tepeyanco, Tlaxcala, estos genotipos se
denominaron Atlixcoy Tepeyanco, delos cuales se inocularon
160 plantulas de 5 cm de altura. La tolerancia-resistencia
se determind contabilizando el nimero de plantulas
muertas, con sintomas de cancro y numero de plantulas
asintomaticas. Entre los 10 a 30 dias, simultineamente, se
registro la frecuencia de brotes nuevos después de la muerte
de la primera plantula. Con el propdsito de evitar escape a
la infeccion los nuevos brotes se reinocularon con 200 mL
del concentrado micelial de P. cinnamomi (2.5 * 10° mL).
Posteriormente, en los brotes nuevos seregistrd el porcentaje
de mortalidad causada por P. cinnamomi y el numero de
plantulas asintomaticas.

Los datos del nimero de plantulas muertas, con cancro,
asintomaticas y el nimero de brotes nuevos entre genotipos
se analizaron con la prueba de y? (Herrera et al., 2005); los
datos fueron analizados con el software SAS® V. 9.0 para
Windows (SAS Institute, 2002).

Resultados y discusion

Primer ensayo

Los primeros sintomas de la enfermedad se presentaron de
10a20diasdespués delainoculacion. Estos se caracterizaron
por una marchitez en la parte aérea, pudricion de raices,
clorosis general y pérdida de turgencia. Estos sintomas pueden
presentarse en cualquier etapabiologica de laplanta, desde
plantula hasta arboles en produccion (Zentmyer, 1985;
Télizetal.,2007). Otro sintoma observado frecuentemente
fue el desarrollo de cancro en el tallo que se caracterizo
por presentar coloraciones de café claro a oscuras y
exudaciones acuosas (Zentmyer, 1980; Ceja et al., 2000);
estos sintomas son severos y se presentan cuando las plantas
son es susceptibles a la infeccion causada por el patdogeno
y generalmente provocan la muerte. La variacion genética
de los genotipos evaluados en plantulas asintomaticas
permitira obtener portainjertos promisorios tolerantes-
resistentes a P. cinnamomi (Cuadro 1).

La prueba de > mostré que existen diferencias altamente
significativas (p<0.001)entrelos genotipos evaluados, donde
los genotipos Atlixco y Tepeyanco de la raza Mexicana, al
inocularse en su etapa de desarrollo de 5 cm de altura con P,
cinnamomi, presentaron mayor niimero de plantas con cancro

term referring to plants that have the ability to sprout and
form complete plants (CIAT, 1999; Martinez-Gomez et
al.,2004).

Inthe second trial, 320 Mexican seeds collected of trees from
Atlixco, Puebla and Tepeyanco, Tlaxcala were used; these
genotypes were called Atlixco and Tepeyanco, from which
160 seedlings of 5 cm were inoculated. Tolerance-resistance
was determined by counting number of dead seedlings with
canker symptoms and number of asymptomatic seedlings.
Between 10to 30 days, simultaneously, the frequency of new
shoots after death of the first seedling was recorded. In order
to avoid escape to infection shoots were re inoculated with
200 mL of concentrated mycelia P. cinnamomi (2.5 % 10*mL).
Later, in new shoots, mortality rate caused by P. cinnamomi
and number of asymptomatic seedlings were recorded.

Dataonnumberofdead seedlings, with canker, asymptomatic
and number of new shoots among genotypes were analyzed
with y? test (Herrera et al., 2005); data were analyzed with
SAS V. 9.0 for Windows (SAS Institute, 2002).

Results and discussion

First trial

The first symptoms of the disease appeared 10 to 20 days
after inoculation. These were characterized by wilting in
aerial parts, root rot, general chlorosis and loss of turgor.
These symptoms can appear at any biological stage of the
plant, from seedling to tree production (Zentmyer, 1985;
Téliz et al., 2007). Another symptom frequently observed
was the development of canker in the stem that was
characterized by showing color changes from light to dark
brown, aqueous exudation (Zentmyer, 1980; Ceja et al.,
2000); these symptoms are severe and occur when plants are
susceptible to infection caused by the pathogen and usually
cause death. Genetic variation from evaluated genotypes
in asymptomatic seedlings will allow obtaining promising
tolerant-resistant rootstocks to P. cinnamomi (Table 1).

v test showed that there are highly significant differences
(»<0.001) among genotypes, where Atlixco and Tepeyanco
genotypes, when inoculated in their development stage of
5 cm height with P, cinnamomi, showed higher number of
plants with canker (21 and 8), whereas Tepeyanco, Atlixco
and Colin V-33 selections showed increased number of dead
plants (60, 38 and 21) and high mortality rates that ranged
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(21 y 8), mientras que las selecciones Tepeyanco, Atlixco y from 40 to 90% (Table 1). However, Tepetl, Toliman and
Colin V-33 mostraron un mayor numero de plantas muertas Thomas genotypes had complete plant death, even when the
(60,38 y 21) y altos porcentajes de mortalidad que oscilaron number of plants evaluated was variable in each avocado

entre 40 y 90% (Cuadro 1). Sin embargo, en los genotipos genotype (Table 1).

Tepetl, Toliman y Thomas hubo muerte total de plantas, aun

cuando el nimero de plantas evaluadas fue variable en cada Tepeyanco and Atlixco genotypes showed higher number

genotipo de aguacate (Cuadro 1). of asymptomatic plants (22 and 31) and showed better
tolerance-resistance to infection of P. cinnamomi. In this

Los genotipos Tepeyanco y Atlixco de raza Mexicana study similar results to those reported by Menge (1999) in

presentaron mayor numero de plantas asintomaticas (22 y Thomas rootstock, which behaves susceptible in seedling
31)y mostraron mejor tolerancia-resistenciaante lainfeccion stage (Table 1) were obtained.

de P. cinnamomi. En el presente trabajo se obtuvieron

resultados similares a los reportados por Menge (1999) en Avocado genotypes inoculated during seedling stage of
el portainjerto Thomas, el cual se comporta susceptible en 15 to 20 cm height, ¥ tests (p< 0.001) showed statistically
la etapa de plantula (Cuadro 1). significant differences in the different symptoms caused by

Cuadro 1. Sintomas en plantulas de aguacate raza Mexicana de 5 cm de altura inoculadas con P. cinnamomi para seleccion
de tolerancia-resistencia.
Table 1. Symptoms in avocado seedling S cm height inoculated with P. cinnamomi selection for tolerance-resistance.

Frecuencia de sintomas por P, cinnamomi en plantulas de 5 cm de altura

Cancro Mortalidad Asintomaticas
Genotipos ~ Num. de plantulas inoculadas ~ Num. (%) Nuam. (%) Num. (%)
Atlixco 90 217 23 38 42 31 34
Colin V-33 23 0 0 21 91 2 9
Thomas 10 0 0 10 100 0 0
Toliman 10 0 0 10 100 0 0
Tepetl 10 0 0 10 100 0 0
Tepeyanco 90 8 9 60 67 22 24
r*=43.09 r=18.36 = 18.0037
p<0.001 p<0.0025 2<0.0029

4% con p<0.001). Ensayo 1.
En los genotipos de aguacate inoculados en etapa de P, cinnamomi. Tepeyanco and Atlixco selections, had higher
plantula de 15 a 20 cm de altura, las pruebas de 2 (p< number of seedlings with canker and mortality compared to
0.001) mostraron diferencias estadisticas significativas en Thomas, Toliman, Tepetl and Colin V-33, which had alower
los diferentes sintomas causados por P. cinnamomi. Las percentage value of plants with canker (Table 2).
selecciones Tepeyanco y Atlixco, tuvieron mayor nimero
de plantulas con cancro y mortalidad en comparacion con Symptoms of stem canker in seedlings were observed at 10
Thomas, Toliman, Tepetl y Colin V-33, que tuvieron menor and 25 days after inoculation showed necrosis in epidermal
valor porcentual de plantas con cancro (Cuadro 2). stem from base ofthe seedlingandupto 1 cminlength above

the base. In stem, necrosis extended from 15 to 20 cm at 90
Los sintomas del cancro del tallo en plantulas se observaron days (Figure 2) when seedlings showed canker symptoms
alos 10y 25 dias después de la inoculacion mostraron una in epidermal stem, subsequently was observed wilt and
necrosis en la epidermis del tallo desde su base de la plantula eventually died. These symptoms are consistent with the
y hasta 1 cm de longitud arriba de la base. En el tallo, la observations made by Ceja et al. (2000). Since 1959, were
necrosis se extendio de 15 a 20 cm a los 90 dias (Figura 2) determined for the first time in California, USA, that P,
cuando las plantulas mostraron sintomas de cancro en la cinnamomi was the causal agent of canker in macadamia
epidermis del tallo, posteriormente se observo marchitez (Macadamia integrifolia) and avocado (Persea americana)

y finalmente murieron. Estos sintomas coinciden con las trees (Zentmyer et al., 1961; Zentmyer, 1980).
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observaciones realizadas por Cejaetal. (2000). Desde 1959,
se determiné por primera vez en California, EE.UU., que
P. cinnamomi era el agente causal del cancro en arboles de
macadamia (Macadamia integrifolia) y aguacate (Persea
americana) (Zentmyer et al., 1961; Zentmyer, 1980).

Los genotipos Tepeyanco, Atlixco, Colin V-33, Toliman
y Tepetl presentaron mayor mortalidad de plantulas en
comparacion con Thomas (Cuadro2)lavariabilidad genéticay
larespuestaen mortandad se debe aque los genotipos provienen
de colectas realizadas de arboles de polinizacion abierta, con
respecto al portainjerto Thomas, el cual proviene de semilla
colectadadeun arbol clonadoy coninformacion genética fija,
es decir genéticamente homogénea, el cual le confiere una

mejor tolerancia a patogenos del suelo. Entre los genotipos Figura 2. Sintomas inducidos por Phytophthora cinnamomi
se encontraron 99 y 62 plantulas de los genotipos Tepeyanco en plantulas de aguacate (Persea americana var
y Atlixco como tolerantes-resistentes a P. cinnamomi, al drymifolia) A) cancro (plantulas inoculadas de 15 a
mostrar mayor cantidad de plantulas asintomaticas la alta 20 de altura); B) cancro con exudaciones acuosas;
variabilidad genética encontrada en genotipos provenientes de C) cancro con coloraciones de café claro a oscuras;

y D) plantulas con necrosis y constriccion del tallo
(inoculadas a 5 cm de altura).

Figure 2. Induced symptoms by Phytophthora cinnamomi
in avocado seedlings (Persea americana var
drymifolia) A) canker (inoculated seedlings of 15 to
20 cm height); B) canker with aqueous exudates; C)

polinizacion abierta es una opcion para encontrar resistencia
y posteriormente para clonar y evaluar el comportamiento
de la resistencia. Thomas se considera tolerante cuando
presentd 6 (60%) plantas asintomaticas. Las selecciones de
Tepetl y Toliman se consideran susceptibles al presentar 1

respectivamente, plantas asintomaticas debido a que lamayor canker with colors from light to dark brown; and
poblacién de plantulas se distribuyo en sintomas de cancro y D) seedlings with necrosis and stem constriction
mortalidad (Cuadro 2). (inoculated at 5 cm height).

Cuadro 2. Sintomas en plantulas de aguacate raza Mexicana de 15 a 20 cm de altura inoculadas con P. cinnamomi para
seleccion de tolerancia-resistencia.
Table 2. Symptoms in avocado seedling of 15 to 20 cm height inoculated with P. cinnamomi for selection of tolerance-

resistance.
Frecuencia de infeccion por P. cinnamomi en plantulas de 15 a 20 cm de altura
Cancro Mortalidad Asintomaticas
Genotipos  Num. de plantulas inoculadas Num. (%) Nim. (%) Num. (%)
Atlixco 132 387 29 32 24 62 47
Colin V-33 28 4 14 19 68 4 14
Tepetl 10 4 40 5 50 1 10
Tepeyanco 148 13 9 36 24 99 67
Thomas 10 1 10 3 30 6 60
Toliman 10 3 30 6 60 1 10
r*=23.1463 1*=29.7182 *=44.6981
p<0.0003 p<0.0001 »<0.0001
fx? con p<0.001. Ensayo 1.
En genotipos de aguacate inoculados a edad temprana Tepeyanco, Atlixco, Colin V-33, Toliman and Tepetl
(5 cm de altura) es posible encontrar resistencia a P. genotypes had higher seedling mortality compared to

cinnamomi, debido a que se pueden detectar diferencias Thomas (Table 2), genetic variability and response in
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entre los genotipos de aguacate evaluados. Los genotipos mortality is due to genotypes come from collections
Atlixco y Tepeyanco mostraron ser fuente importante de made from open pollinated trees, regarding to Thomas
resistencia yaque presentaron mayor nimero de plantas sanas rootstock, which comes from seed collected from a
(asintomaticas) en etapade plantulas (5 cmde altura) yatnen cloned tree and fixed genetic information, that is to say
la etapa mas avanzada de crecimiento (15 a 20 cm de altura). genetically homogeneous, which gives better tolerance to
soil pathogens. Among genotypes were found 99 and 62
Los materiales evaluados para resistencia en plantulas seedlings of Tepeyanco and Atlixco genotypes as tolerant-
inoculadas con P. cinnamomi emitieron brotes nuevos resistant to P. cinnamomi, showing greater number of
tras morir el primer brote, como expresion de resistencia asymptomatic seedlings; high genetic variability found
al oomicete o mecanismo de respuesta de la planta que se in genotypes from open pollination is an option to find
conoce como totipotencialidad (CIAT, 1991). En el Cuadro resistance and subsequently to clone and evaluate the
3 se muestra el nimero de rebrotes que se producen después behavior of resistance. Thomas is considered tolerant
de lainoculacion con el oomicete. Las plantulas de 5 cmde for showing 6 (60%) asymptomatic plants. Tepetl and
altura en los genotipos de Colin V-33, Tepetl, Tepeyanco Toliman selections are considered susceptible for showing
y Atlixco presentaron valores porcentuales similares; 1 asymptomatic plants respectively, because most seedling
los resultados posiblemente se deben a que provienen de population were distributed in canker symptoms and
una poblacion genéticamente variable; es decir, que la mortality (Table 2).
poblacion de semillas colectadas de arboles en produccion
tiene un amplio pool de genes por encontrarse en un huerto In avocado genotypes inoculated at an early age (5 cm
de polinizacion abierta, como resultado la prueba de 2 (p< height), is possible to find resistance to P. cinnamomi,
0.05)no mostré diferencias estadisticas significativas entre because it can detect differences between evaluated
los genotipos de aguacate para la generacion de nuevas genotypes. Atlixco and Tepeyanco genotypes shown to
plantulas. Sin embargo, Thomas y Toliman no formaron be an important source of resistance as they presented a
nuevos brotes después de la inoculacion con P, cinnamomi, highernumber of healthy plants (asymptomatic) atseedling
la ausencia de nuevos brotes se debe a la incapacidad y baja stage (5 cm high) and even in the most advanced stage of
frecuencia genética del caracter. growth (15-20 cm).

Cuadro 3. Totipotencialidad y sintomas en plantulas de aguacate raza Mexicana de 5 cm de altura inoculadas con P.
cinnamomi para seleccion de tolerancia-resistencia.
Table 3. Totipotency and symptoms in avocado seedlings 5 cm height, inoculated with P. cinnamomi for selection of
tolerance-resistance.

Frecuenciatotipotencial e infeccion por P. cinnamomi en plantulas de 5 cm dealtura

Nuevos brotes Mortalidad Asintomaticas
Genotipos Num. de plantulas inoculadas ~ Num. (%) Num. (%) Num. (%)
Atlixco 90 12t 13 2 17 10 83
Colin V-33 23 4 17 1 25 3 75
Tepetl 10 2 20 2 100 0 0
Tepeyanco 90 15 17 5 33 10 67
Thomas 10 0 0 0 0 0 0
Toliman 10 0 0 0 0 0 0

¥=4.29 v=5.77 v=5.77
p<0.5081 p<0.1231 p<0.1231

T2 conp <0.001. Ensayo 1.
El genotipo Atlixco presento bajo porcentaje de mortalidad The materials evaluated for resistance in seedlings
(Cuadro 3), mientras que Colin V-33 y Tepeyanco mostraron inoculated with P. cinnamomi showed new shoots after the
25y 33% de muerte, respectivamente, mientras que Tepetl first shoot died, as an expression of resistance to oomycete

presentd 100% de mortalidad después de 10 dias de la orresponse mechanism of plant thatis known as totipotency
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inoculacion. Los genotipos Atlixcoy Tepeyanco se consideran
resistentes a P. cinnamomi, al mostrar el porcentaje mas alto
derebrotes asintomaticos (equivalente a 10 nuevos brotes) en
comparacion con el genotipo Colin V-33 que emitio6 3 brotes
de plantulas asintomaticas (Cuadro 3).

La inoculacion en plantulas de 5 cm de altura estimul6 la
totipotencialidad (capacidad de rebrotacion). En la Figura 3,
semuestralamuerte de la primera plantulatras lainoculacion
con P. cinnamomi y la formacion del nuevo brote con el
desarrollo de unaraiz principal y raices adventicias vigorosas.
Lacapacidad deregenerar nuevasraices en estos genotipos es
un mecanismo de respuesta de resistencia genética basada en
lasupervivenciay capacidad totipotencial ante lainoculacion
de plantulas con el patogeno. Estarespuesta de la plantulas se
puede observan cuando las plantulas o portainjertos provienen
principalmente de semillas de raza Mexicana. Porlo anterior,
la mayoria de los arboles de aguacate en Australia y México
estaninjertados sobre portainjertos de semillas procedentes de
arboles de polinizacion libre, deraza Mexicana, que provee la
posibilidad de que existauna variacion genéticaen sus huertos
para la seleccion de resistencia a P, cinnamomi. Pegg et al.
(2008) mencionan que los portainjertos australianos cultivar
Thomasy genotipo deraza Mexicana como Duke sobreviven
y prosperan en condiciones de alta presion de inoculo debido a
lacapacidad delosportainjertos pararegenerar rapidamente
nuevas raices.

o /‘-—-“E

Figura 3. A) totipotencialidad en plantulas de Atlixco y; B)
totipotencialidad en pliantulas de Tepeyanco con 5
cm de altura, 10 dias después de la inoculacién con
P. cinnamomi.

Figure3.A) totipotency of Atlixco seedlings and B) totipotency

of Tepeyanco seedlings with 5 cm height 10 days after
inoculation with P. cinnamomi.

(CIAT, 1991). Table 3 shows the number of new shoots
produced after inoculation with oomycete. Seedlings of 5
cmin Colin V-33, Tepetl, Tepeyanco and Atlixco had similar
percentages; the results probably are due to they come from
a genetically varying population; i.e. the population of
seeds collected from trees in production have a large pool
of genes found in an open pollination orchard, as result x>
test (p<0.05) showed no statistically significant differences
among genotypes for the generation of new seedlings.
However, Thomas and Toliman did not form new shoots after
inoculation with P, cinnamomi; the absence of new shoots
is due to the inability and low gene frequency of character.

Atlixco showed low mortality rate (Table 3), while
Colin V-33 and Tepeyanco showed 25 and 33% death,
respectively, while Tepetl showed 100% mortality after 10
days of inoculation. Atlixco and Tepeyanco genotypes are
considered resistant to P. cinnamomi, showing the highest
percentage of asymptomatic new shoots (equivalent to 10
new shoots) compared with Colin V-33 that showed three
asymptomatic seedling shoots (Table 3).

Inoculation of seedlings 5 cm height stimulated totipotency
(shoot formation capacity). Figure 3 shows the death of
the first seedling after inoculation with P. cinnamomi and
formation of new shoot with development of main root and
vigorous adventitious roots. The ability to regenerate new
roots in these genotypes is aresponse mechanism of genetic
resistance based on survival and totipotent capacity before
seedling inoculation with the pathogen. This response can
be observed when seedling or rootstocks come from seeds
of Mexicanrace. Therefore, mostavocado trees in Australia
and Mexico are grafted onto seed rootstock coming from
open pollinated trees of Mexican race, which provides the
possibility of'a genetic variation in orchards for selections of
resistance to P. cinnamomi. Pegg et al. (2008) mention that
Australian Thomas rootstock and Mexicanrace genotypes as
Duke survive and thrive under high inoculum pressure due
to the ability of rootstocks to quickly regenerate new roots.

The results obtained in studies of formation of new shoots
after inoculation suggest that Tepeyanco, Atlixco and Colin
V-33 canbe considered as tolerant-resistant to P. cinnamomi.
This pathogen, according to the observation in seedlings,
could be responsible for natural mutations by inoculating
seedlings, causing the death of these; then some have
the ability to regenerate new shoots from seedlings with
vigorous roots. Still the mechanisms involved inresistance to



370 Rev. Mex. Cienc. Agric. Vol.6 Num.2 15 de febrero - 31 de marzo, 2015

Los resultados obtenidos en los estudios de la formacion
de nuevos brotes después de la inoculacion sugieren que
Tepeyanco, Atlixcoy Colin V-33 pueden considerarse como
tolerantes-resistentes a P. cinnamomi. Este fitopatogeno,
de acuerdo a la observacion en plantulas, podria ser el
responsable de provocar mutaciones naturales al inocular
en plantulas y provocar la muerte de estas, posteriormente
algunas tienen la capacidad regenerar brotes nuevos de
plantulas con raices vigorosas. Aun se desconocen los
mecanismos involucrados en la resistencia a la infeccion
de P. cinnamomi en plantula de aguacate. Una explicacion
podria corresponder con los estudios realizados por
Ehrenberg et al. (1956) quienes mencionan que otras
sustancias quimicas producidas por hongos pueden llegar
raramente a provocar mutaciones; sin embargo, pueden
aumentar la proporcion de las mutaciones génicas visibles.
Tal es el caso del hongo Clitocybe nebularis que aumenta
la frecuencia de las mutaciones visibles.

En lainoculacion de plantulas de 15 a 20 cm de altura, 2 (p<
0.05)no se observaron diferencias estadisticas significativas
entre los genotipos que emitieron nuevas plantulas (Cuadro4).
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infection of P. cinnamomi in avocado seedling are unknown.
One explanation could correspond to studies conducted by
Ehrenberg et al. (1956) who mentioned that other chemical
substances produced by fungi may rarely cause mutations;
however, these may increase the proportion of visible genetic
mutations. Such s the case ofthe fungus Clitocybe nebularis
that increases the frequency of visible mutations.

In the inoculation of seedlings of 15 to 20 cm, ¥ (< 0.05),
showed no statistically significant differences among
genotypes that had new seedlings (Table 4).

Inreinoculated shoots, mortality rate was higherin Colin V-33,
Atlixco, Tepeyanco and Tepetl (30 t040%), the percentage of
asymptomatic seedlings increased. The results indicate that
Colin V-33, Tepeyanco, Atlixco and Tepetl genotypes have a
tolerant-resistant behavior to P. cinnamomi (Table 4) and can
be used in production areas of avocado. Among the studied
genotypes, Tepeyanco and Atlixco have been selected for their
resistance to infection ininoculated seedlings in stage of 5 cm
height and for producing new shoots with the highest number
of asymptomatic seedlings after re-inoculation.

Cuadro 4. Totipotencialidad y sintomas en plantulas de aguacate raza Mexicana de 15 a 20 cm de altura reinoculadas con

P. cinnamomi para seleccion de resistencia.

Table 4. Totipotency and symptoms in seedlings of avocado Mexican race of 15 to 20 cm height, re inoculated with P

cinnamomi for selection of resistance.

Frecuencia totipotencial e infeccion por P. cinnamomi

en plantulas de 15 a 20 cm de altura

Nuevos brotes Mortalidad Asintomaticas
Genotipos Num. de plantulas inoculadas Num. (%) Nuam. (%) Num. (%)
Atlixco 132 8f 6 3 38 5 63
Colin V-33 28 5 18 2 40 3 60
Tepetl 10 3 30 1 33 2 67
Tepeyanco 148 8 5 3 38 5 63
Thomas 10 0 0 0 0 0 0
Toliman 10 1 10 0 0 1 100
¥*=14.03 ¥*=0.62 *=0.621
p<0.015 <0.960 p<0.96
T2 conp<0.001. Ensayo 1.
En los brotes reinoculados, el porcentaje de mortalidad Second trial

fue superior en Colin V-33, Atlixco, Tepeyanco y Tepetl
(entre 30 y 40%), se incrementd el porcentaje de plantulas
asintomaticas. Losresultados indican que los genotipos Colin
V-33, Tepeyanco, Atlixco y Tepetl tienen comportamiento
tolerante-resistente a P. cinnamomi (Cuadro 4) y pueden
utilizarse en zonas productivas de aguacate. Entre los

In order to induce the stimulation of new shoots and obtain
individuals showing this promising resistance capability to
P. cinnamomi g, a second trial was assessed using Atlixco
Tepeyanco seedlings, possibly these have greater genetic
variability for this character of new shoots formation.
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genotipos estudiados Tepeyanco y Atlixco han sido
seleccionados porsuresistenciaalainfeccion eninoculacion
de plantulas en la etapa de 5 cm de altura y por producir
nuevos brotes con mayor nimero de plantulas asintomaticas
después de la reinoculacion.

Segundo ensayo

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

Las plantulas reinoculadas de 5 cm de altura no mostraron
diferencias significativas a la infeccion entre ambos
genotipos, los cuales presentaron niumero similar de
plantulas (40 y 45) con sintomas de cancro. Sin embargo,
Atlixco mostré mayor niimero (81) y porcentaje de plantulas
muertas (51%) en comparacion con Tepeyanco que
presentd 27 plantulas muertas (Cuadro 5). En los resultados
obtenidos en plantulas asintomaticas, Tepeyanco tuvo mayor
frecuencia de plantulas resistentes (93 que correspondio a
58%), mientras que Atlixco tuvo menos numero de plantulas
sin presencia de sintomas (34 correspondiente a 21%).

The re inoculated seedlings of 5 cm height showed no
significant differences to infection between the two
genotypes, which showed similar number of seedlings
(40 and 45) with symptoms of canker. However, Atlixco
showed higher number (81) and percentage of dead seedlings
(51%) compared to Tepeyanco that had 27 dead seedlings
(Table 5). Results obtained in asymptomatic seedlings,
Tepeyanco had higher frequency of resistant seedlings
(93 which corresponded to 58%) while Atlixco had fewer
number of seedlings without the presence of symptoms (34
corresponding to 21%).

In the test for resistance in seedlings to avocado wilt, it is
being carried out simultaneously a method of selection for
resistance to canker trunk, since recently this disease in the
region of Michoacan reached incidence 0of 90% (Cejaet al.,
2000). Therefore it is important to count with rootstock not
only resistant to avocado wilt but also to trunk canker.

Stimulation of shoot formation induced by inoculation
of Atlixco and Tepeyanco genotypes was 13 and 11
accounted for 8% and 54%, respectively, of a population
of 160 inoculated seedlings (Table 6). Totipotent seedlings
frequency was low because in nature occurs randomly
and at low frequencies. To increase the frequency of new
shoots of avocado embryonic axes uses the induction of
growth hormones (cytokinins) (Mohamed et al., 1993;

Cuadro 5. Sintomas en plantulas de aguacate raza Mexicana de 5 cm de altura reinoculadas con P. cinnamomi para seleccion

de resistencia.

Table 5. Symptoms in Mexican avocado seedling of 5 cm height, re inoculated with P. cinnamomi for selection of resistance.

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

Cancro Mortalidad Asintomaticas
Genotipos Num. de plantulas inoculadas Num. (%) Nuam. (%) Num. (%)
Atlixco 160 457 28 81 51 34 21
T 160 40 25 27 17 93 58
€pe€yanco XZZ 0.4 Xzz 40.75 XZZ 45. 44
p<0.5268 p<0.0001 p<0.0001

fx? con p<0.001. Ensayo 2.

En laprueba para resistencia en plantulas a la marchitez del
aguacatero, se esta llevando a cabo simultdneamente un
método de seleccion para resistencia a cancro del tronco,
ya que recientemente esta enfermedad en la region de
Michoacan alcanzé incidencia de 90% (Ceja et al., 2000).
Por tanto es de suma importancia contar con portainjertos
resistentes no s6lo alamarchitez del aguacatero sino también
al cancro del tronco.

Keightley etal.,2009). Re inoculation ensures P, cinnamomi
infection on new shoots, which was possible to prove in this
research, because no statistically significant differences were
found in the number of seedlings of Atlixco and Tepeyanco
genotypes. Moreover, the number of asymptomatic
seedlings in Atlixco and Tepeyanco was not significant and
can be considered that both genotypes are resistant to canker
and avocado wilt (Table 6).
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La estimulacion de rebrotes inducidos por la inoculacion
de los genotipos Atlixco y Tepeyanco fue de 13 y 11
que correspondio a 8% y 54%, respectivamente, de
una poblacion de 160 plantulas inoculadas (Cuadro
6). La frecuencia de plantulas totipotenciales fue baja
debido a que en la naturaleza ocurre al azar y en bajas
frecuencias. Para aumentar la frecuencia de nuevos brotes
de ejes embrionarios de aguacate se utiliza la induccion por
hormonas de crecimiento (citocininas) (Mohamed et al.,
1993; Keightley et al., 2009). La reinoculacion asegura la
infeccion por P. cinnamomi en los nuevos brotes, lo cual fue
posible comprobar en esta investigacion, debido a que no
se encontraron diferencias estadisticas significativas en el
numero de plantulas de los genotipos Atlixco y Tepeyanco.
Ademas, el nimero de plantulas asintomaticas en Atlixcoy
Tepeyanco no fue significativo, pudiéndose considerar que
ambos genotipos sonresistentes al cancro y lamarchitez del
aguacatero (Cuadro 6).

Petra Andrade-Hoyos ef al.

Conclusions

Inoculation of seedlings allows inducing totipotency and
detecting resistance to P. cinnamomi. It is possibly to
obtain resistant rootstocks to P. cinnamomi from Atlixco
and Tepeyanco populations for their totipotency and health.

Totipotency from Tepeyanco, Atlixco and Colin V-33
populations makes them tolerant-resistant populations to P.
cinnamomi. These results show new prospects for deepening
in the mechanisms of shoot formation as response for
seedling defense in Mexican avocadorace against infection
caused by P, cinnamomi.

End of the English version

Cuadro 6. Totipotencialidad en plantulas de aguacate raza Mexicana de 5 cm de altura inoculadas con P. cinnamomi para

seleccion de resistencia.

Table 6. Totipotency in Mexican avocado seedlings of 5 cm height inoculated with P. cinnamomi for selection of resistance.

Frecuenciatotipotencial e infeccion por P. cinnamomi enplantulas de S cm dealtura

Nuevos brotes Mortalidad Asintomaticas
Genotipos Num. de plantulas inoculadas ~ Num. (%) Num. (%) Num. (%)
Atlixco 160 13% 7 54 6 46
Tepeyanco 160 11 6 55 5 45
¥*=0.1802 ¥*=0.0012 ¥*=0.0012
p<0.671 p>0.972 p>0.972
fy?con p<0.001. Ensayo 2.
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