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Resumen

RESUMEN

La pudricion de la raiz o muerte descendente causada por Phytophthora
cinnamomi es la enfermedad mas devastadora de los arboles de aguacate a nivel
mundial. El objetivo de este trabajo fue analizar la respuesta oxidativa en raices de
aguacate criollo infectadas por P. cinnamomi, lo cual incluyé el analisis de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO): anién superoxido, peroxido de
hidrégeno y radical hidroxilo como peroxidacion de lipidos; de la actividad de
catalasa extracelular de P. cinammomi in vitro; y de la actividad de peroxidasas
totales; asi como la determinacion de la concentracion de lignina y de epicatequina.
Se encontrd que las ERO se acumulan en respuesta a la infeccion por P. cinnamomi,
y que este patdgeno es capaz de secretar catalasa in vitro, lo cual le podria permitir
contrarrestar el perdoxido de hidréogeno producido por la planta. Asi mismo, se
encontré que la actividad de peroxidasas totales se incrementa de una manera
dependiente del tiempo de inoculacion y que dicho incremento no se debe a la
participacion de estas enzimas en el proceso de lignificacion ya que la cantidad de
lignina no cambia como resultado de la infeccidn. Finalmente, la concentracion de
epicatequina disminuye en respuesta a la infeccién, lo cual correlaciona con el
incremento en la cantidad de perdxido de hidrogeno y favorece la permanencia de
dicha especie en niveles elevados. Esto podria facilitar el proceso de infeccion por P.
cinnamomi, al disparar la muerte celular hipersensible. Se concluye que la respuesta

oxidativa es evadida por P. cinnamomi durante la infeccién del aguacate criollo.

PALABRAS CLAVE:

Aguacate criollo, Phytophthora cinnamomi, especies reactivas de oxigeno.
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|. INTRODUCCION

Las plantas responden activamente a la infeccion por patégenos a través de
cambios especificos en su metabolismo y en su patron de expresion genética. Una
de las primeras respuestas bioquimicas durante la transduccion de la sefal externa
detectables en la planta es la formacién de especies reactivas de oxigeno, tales
como el anién superoxido, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo (Ryan y
Farmer, 1991; Levine y col., 1994). Este evento forma parte de un conjunto de
mecanismos de defensa inducibles conocidos colectivamente como respuesta

hipersensible.

El aguacate (Persea americana Mill.) es uno de los cultivos de mayor
importancia econdmica tanto a nivel nacional como estatal. Al igual que otras
especies vegetales, el aguacate se encuentra expuesto al ataque de los patdgenos
presentes en su medio ambiente, que son potenciales generadores de una
enfermedad en el cultivo. Las enfermedades son uno de los factores de baja en la
productividad de las plantas, que incrementan los costos de produccion y limitan la
exportaciéon al demeritar la calidad de la fruta. La muerte descendente del aguacate
es una de las enfermedades mas devastadoras que se presentan en las plantaciones
de aguacate a nivel mundial. Los métodos tradicionales de control quimico de la
enfermedad han provocado el desarrollo y distribucién de cepas mas resistentes a
los fungicidas, ademas de la contaminacion de los suelos. De ahi la importancia de
conocer los mecanismos de defensa de la planta de aguacate ante el ataque por P.
cinnamomi, ya que, eventualmente estos conocimientos se pueden emplear en el

disefio de estrategias para mejorar sus caracteristicas de resistencia al patégeno.
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Il. ANTECEDENTES

2.1. EL AGUACATE (LA PLANTA)

El aguacate Hass (Persea americana Mill. cv. Hass) es, sin lugar a dudas, uno
de los cultivos tropicales o subtropicales de mayor importancia econémica en el agro
Nacional y Estatal. México y el estado de Michoacan, ocupan el primer lugar en
superficie y produccién de aguacate a nivel mundial, con 124,000 Ha. y 1,127,000
Ton. anuales. Michoacan, con 92,349 Ha. y 1,012,000 Ton. anuales, contribuye con
alrededor del 90% de la produccién total del pais, y aporta poco mas del 30% de la
produccion mundial de este frutal (FAO, 2006; SUMA, 2006; SAGARPA, 2007).
Aunado al aspecto econdmico, se encuentra el aspecto social, ya que su cultivo
representa una fuente de generaciéon de empleos a la poblacion, generando 47 mil
directos, 70 mil estacionales (equivalentes a 10.5 millones de jornales anuales) y 187
mil empleos indirectos permanentes en toda la cadena, hasta la comercializacion
(COMA, 2005).

Los principales estados productores de aguacate del pais segun el censo de
COMA (Comisidn Michoacana del Aguacate) son: Michoacan, Nayarit, Morelos,
Puebla y Estado de México (SUMA, 2006).

La franja productora de aguacate en Michoacan se encuentra ubicada en la
region agricola “Sierra Purhépecha”, que forma parte de la provincia fisiografica del
Eje Neovolcanico, que cruza la entidad por el centro de oriente a poniente, desde
Zitacuaro hasta Cotija. También se encuentra creciendo en la region agricola de "Los
Reyes Cotija” y al oriente del estado con una participaciéon de menor importancia en
la regién agricola de "Mil Cumbres Valle de Maravatio” (SUMA, 2006) (Figura 1).
Esta franja ocupa 7,752 kildbmetros cuadrados y representa el 12.9% de la superficie
estatal. El clima relevante es templado humedo y subhumedo, con temperatura
media de 8 a 21 °C y una precipitacion anual de 1,200 a 1,600 mm. También tiene

una zona de transicion (subtropical) entre tropico-seco y zona templada (Salazar y
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col., 2004). Los municipios mas destacados por superficie y produccién son:
Uruapan, Tancitaro, Periban, Ario de Rosales, Tacambaro, Tingambato, Zitacuaro,
Ziracuaretiro, Nuevo Parangaricutiro, Villa Escalante, Tinguindin, Los Reyes vy
Chilchota (INIFAP, 2006).

Figura 1.Mapa de la region productora de aguacate del estado de Michoacan (SUMA, 2006).

El aguacate puede cultivarse desde el nivel del mar hasta los 2,500 m; sin
embargo, su cultivo se recomienda en altitudes entre 800 y 2,500 metros sobre el
nivel del mar (msnm), para evitar problemas con enfermedades, principalmente de
las raices. La temperatura y la precipitacion son los dos factores de mayor incidencia
en el desarrollo del cultivo. El aguacate se desarrolla favorablemente en areas con
lluvia anual de 1,000 a 1,800 mm, humedad relativa del 85 al 80%, fotoperiodo anual
de 980 a 1,200 horas luz y un régimen térmico anual de 1,750 a 3,250 unidades calor
acumuladas entre 10 y 30°C. Estas condiciones son prevalecientes en los grupos
climaticos de Képpen modificados por Garcia: templado humedo y subhumedo del
grupo de climas templados C, y semicalidos humedos y subhumedos del grupo de
climas semicalidos (A)C. En cuanto a suelos, el 6ptimo es el Andosol de la
clasificacion de la FAO, conocido localmente como “tupere”, aunque también se

puede desarrollar en cualquier otro con textura media (INIFAP, 2006).
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En general, las huertas comerciales de aguacate en México se establecen con
plantas injertadas. La propagacion por injerto, preferentemente por enchapado
lateral, es el método utilizado para reproducir las variedades o cultivares
seleccionados para cultivo comercial, ya que los arboles injertados son uniformes en
cuanto a la calidad, forma y tamano de la fruta. El proceso de injertado requiere de
una planta patréon o portainjerto, que en nuestro pais, es el aguacate criollo de raza
Mexicana (Persea americana Mill. var. drymifolia) debido a su gran adaptabilidad
ecoldgica en el pais, al cual se le injerta la pua o vareta de interés comercial como lo
es el cultivar Hass (Gallegos, 1983; Sanchez-Pérez y col., 2001). De este modo, los
arboles comerciales de aguacate se componen de dos materiales vegetales, el de la
parte aérea que proviene del injerto y el del sistema radical que es del aguacate

criollo (portainjerto).

Los mayores atributos buscados en un portainjerto de aguacate son:
resistencia a P. cinnamomi, tolerancia a salinidad, adaptabilidad a suelos calcareos,
arboles pequefios y una alta cosecha sostenible en el tiempo (Newett y col., 2002).
Como portainjerto, la raza Mexicana se caracteriza por tener una buena adaptacion a
suelos pesados con poca aireacion y por ser resistente a las bajas temperaturas. Sin
embargo, es muy sensible a la salinidad y a la clorosis férrica; y es susceptible a P.
cinnamomi (Schaffer y Whiley, 2002) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de la raza Mexicana de aguacate en su uso como portainjerto (Ben-
Ya’acov, 2002).

ADAPTACION A: RAZA MEXICANA
Suelos pesados con poca aireacién  Buena
Bajas temperaturas Resistente
Carbonatos Medianamente resistente
Salinidad Muy sensible
Phytophthora cinnamomi Susceptible
Productividad No depende de la raza.

Portainjertos productivos pueden
ser seleccionados en cada raza.
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Por su parte, el cultivar Hass se caracteriza por una productividad sostenida,
alternancia poco marcada, cualidades para tolerar el transporte y la conservacion, asi
como la excelente calidad de su pulpa. Ademas, el habito de crecimiento del arbol,
considerado compacto, permite incrementar las densidades de poblacién y facilita las
labores de cultivo. Bajo las condiciones climaticas de la region productora de
aguacate en el estado, dificilmente se puede encontrar una variedad o cultivar de

interés comercial que supere al cultivar Hass (INIFAP, 2006).

2.1.1. DESCRIPCION BOTANICA DE Persea americana

El aguacatero fue clasificado por Gaertner como Persea gratissima y como
Persea americana por Miller (Suppo, 1992). Es una dicotiledénea perteneciente al
orden de las Ranales y a la familia de las Lauraceas, a la que también pertenecen
otras especies como Laurus nobilis (el laurel), Cinnamomum burmannii (el canelo) o

Cinnamomum camphora (el alcanforero).

Es un especie arbdérea perenne que en su habitat natural puede alcanzar de 8
a 15 m de altura. Sus hojas son simples y enteras, de forma eliptica-alargada y
nervadura pinnada; su insercion en el tallo es peciolada; cuando jévenes son
pubescentes y rojizas, volviéndose lisas, coriaceas y de color verde intenso y oscuro
al madurar. Las ramas son abundantes, generalmente delgadas y fragiles, por lo que
se rompen al cargar muchos frutos o por la accion del viento. Las raices son
superficiales, alcanzando de 1 a 1.5 m de profundidad. Poseen muy pocos pelos
radiculares, y la absorcion de agua y nutrientes se realiza principalmente en la punta
de las raices a través de los tejidos primarios; esto determina la susceptibilidad del
arbol al exceso de humedad que induce a las asfixias y ataques de hongos que

pudren los tejidos (Calderén, 2006).

Las flores son hermafroditas, simétricas, agrupadas en paniculas (racimos de
racimos) axilares o terminales. Cada flor consta de un perigonio con dos verticilos

trimeros y 12 estambres insertos debajo o alrededor del ovario. De estos estambres
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solo 9 son funcionales. El gineceo posee un solo pistilo, un ovario supero (por
enzima del pedunculo), es unilocular y con un solo évulo. El fruto es una baya que
posee un pericarpio, un mesocarpio carnoso y un hueso. Sus caracteristicas varian

segun el tipo ecologico (Suppo, 1992).

Actualmente, se reconocen tres grupos ecolégicos o razas de aguacate:
Mexicana, Guatemalteca y Antillana (Yahia y Baez, 1992; Knight, 2002). En
particular, la variedad criolla (var. drymifolia) de aguacate pertenece a la raza
Mexicana, y se caracteriza por que sus hojas poseen un olor caracteristico a anis.
Los arboles son altos, de corteza delgada, con numerosas ramas delgadas y con
gran cantidad de lenticelas. Las hojas son de color verde oscuro, lustrosas y
pequenas (de 8 a 10 cm de largo); los brotes son vellosos y de color verde palido o
plateado; las flores son de color verde claro. Los frutos son pequefnos, con un peso
generalmente menor de 250 g. Su pericarpio es delgado y liso, de color verde o casi
negro. La pulpa es blanca-verdosa. El hueso contiene cotiledones lisos y apretados
(Suppo, 1992).

2.1.2. ENFERMEDADES DEL AGUACATE

Las enfermedades son uno de los factores que incrementan los costos de
produccion y limitan la exportacion al demeritar la calidad de la fruta. El aguacate
presenta enfermedades severas que en casos extremos provocan la muerte del arbol
y en general, una disminucion en la produccién que varia del 10 al 40%, y una

reduccion en la calidad entre un 15y 30% (Sanchez-Pérez y col., 2001).

Las enfermedades de mayor importancia econdmica que se presentan en las
plantaciones de aguacate en Michoacan son: a) la antracnosis del fruto, causada por
Colletotrichum gloeosporioides Penz.; b) la rofia, causada por Sphaceloma persea
Jenkins; c) el anillamiento del pedunculo, causado por el complejo bacteriano-fungico
de los géneros Pseudomonas sp., Xanthomonas sp., Clavibacter (Corynebacterium)

sp., Alternaria sp., Diplodia sp., Dothiorella sp. y Pestalotia sp.; 4) la muerte
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descendente o pudricién de la raiz, causada por Phytophthora cinnamomi Rands.; 5)
el cancer de tronco y ramas, causado por Fusarium epishaeria Snyder y Hansen,
Phytophthora boehmeriae Sawada y Nectria galligena Cayley; y 6) las enfermedades
de poscosecha, causadas por Diplodia natalensis Pole evans., Rhizopus nigricans
Ehr., Alternaria sp., Verticillium sp., Fusarium roseum, Colletotrichum gloeosporioides
Penz. y Sphaceloma persea Jenkins (Sanchez-Pérez y col., 2001).

2.1.2.1. Pudricién de laraiz o muerte descendente del aguacate

La pudricion de la raiz es la enfermedad mas devastadora de los arboles de
aguacate a nivel mundial. Su agente causal es el oomiceto P. cinnamomi Rands. La
denominacion pudricidn de la raiz se debe a los dafos que ocasiona al sistema
radical, y la de muerte descendente se debe a la sintomatologia que presenta la

planta en su parte aérea.

Esta enfermedad se reportd por primera vez en 1927, en Puerto Rico
(Zentmyer y Mitchell, 1986). Actualmente, se ha reportado que ataca al aguacate en
aproximadamente 70 paises de las regiones tropicales y subtropicales (Pegg y col.,
2002), por lo que, se encuentra ampliamente distribuida en las zonas productoras de
aguacate del mundo, como Sudafrica, Israel, Nueva Zelanda, Estados Unidos
(California), Australia, Centro América, el Caribe, y por supuesto, México, siendo un
factor limitante en la produccién, ademas del alto costo que implica su prevencién y

control (Téliz y col., 1992).

En nuestro pais, el cultivo de aguacate ha sido severamente dafado en los
estados de Puebla, Querétaro y Michoacan (Cova, 1993). En particular, en
Michoacan en 1994 esta enfermedad ocasioné dafos severos a por lo menos
100,000 arboles de aguacate, causando pérdidas economicas para los productores
de 32°700°000 pesos (Vidales y Alcantar, 1994). Actualmente, se encuentra en areas
muy localizadas de los municipios de Uruapan, San Juan Nuevo, Tinguindin, Los
Reyes y Ziracuaretiro (INIFAP, 2006).
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La enfermedad puede presentarse en cualquier estado de desarrollo de la
planta, lo cual implica arboles de cualquier edad. Se caracteriza en un inicio por un
amarillamiento de las hojas ya presentes en el arbol; las hojas nuevas brotan mas
pequeias que las normales, presentan una forma acucharada, de color verde palido
en lugar de verde oscuro y con puntas necroticas. Al evolucionar la enfermedad,
éstas tienden a caer, dejando a las ramas casi desnudas. Frecuentemente ya no se
producen brotes nuevos, y las ramas van muriendo desde la parte superior de la
copa y de los extremos de las ramas hacia abajo, fendbmeno conocido como “muerte
descendente o regresiva” (Jorge y Medina, 2000). Los frutos no alcanzan su tamano
normal y es comun observar que se produzcan en mayor numero (fructificacion
excesiva), debido a que el dafio en la raiz impide la circulacion completa de los
nutrientes, los cuales se acumulan en la parte aérea, estimulando la formacion
excesiva de frutos. El sintoma mas caracteristico que se presenta en el sistema
radical es la pudricidén de las raices absorbentes (alimentadoras, delgadas, de 1 a 3
mm de diametro), las cuales se tornan oscuras y quebradizas; las raices principales
(gruesas) solo ocasionalmente son colonizadas, requiriéndose de una herida para
que ello ocurra, por lo que, mantienen su capacidad de producir nuevas raicecillas,
las cuales prolongan la vida del arbol durante algun tiempo, aunque finalmente la
enfermedad conlleva a la muerte del mismo (Cova, 1993). Raras veces causa

chancros o cancer en la base del tronco (Jorge y Medina, 2000).

La pudricion de la raiz afecta la absorcién de agua y nutrientes, provocando
deficiencias de algunos elementos. Cuando el arbol pierde mas agua por
transpiracion que la absorbida por el sistema radical destruido por el patdégeno,
empieza a mostrar el sintoma de marchitamiento en la parte aerea. La falta de agua
también reduce la capacidad de las hojas para formar clorofila y esto es causa de la

clorosis o amarillamiento de las hojas (Téliz, 2000).

Esta enfermedad se presenta en focos, con una mayor incidencia en regiones
donde prevalecen las condiciones favorables para la reproduccién y diseminacion del

oomiceto, como son: suelos con altas temperaturas (entre 25°C y 30°C), con
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humedad excesiva, compactos, con drenaje deficiente y con un pH ligeramente acido
(de 6.5) (Zentmyer, 1985; Jorge y Medina, 2000).

2.2. Phytophthora cinnamomi (EL PATOGENO)

2.2.1. DESCRIPCION DE Phytophthora cinnamomi Rands.

Esta especie fue aislada por primera vez por Rands en 1922 de chancros de
arboles de canela (Cinnamomum burmannii Blume) en Sumatra. Se cree que se
pudo haber originado cerca de Papua Nueva Guinea pero actualmente tiene una
distribucion cosmopolita. Cuenta con un rango de hospederos de alrededor de 3,000
especies de plantas entre las que se encuentran 2,500 especies nativas de Australia,
ademas de cultivos como aguacate, pifia, durazno, macadamia y papaya (Hardham,
2005). De acuerdo con Hardham (2005), P. cinnamomi pertenece al Reino
Chromista, Phylum Oomycota, Orden Peronosporales, Familia Peronosporaceae y

Género Phytophthora sp.

Presenta un micelio compuesto por hifas cenociticas (aseptadas), ramificadas.
La principal caracteristica que la diferencia de otras especies del género
Phytophthora es que las hifas presentan abundantes hinchazones subesféricas,
aisladas o en racimos, generalmente terminales, que les da un aspecto botrioso a
coraloide. En colonia, el micelio presenta un aspecto de camelia, debido a su
crecimiento deprimido y algodonoso, que da lugar a intervalos regulares (Erwin y
Ribeiro, 1996).

Es diploide en su estado vegetativo. Posee esporangioforos simples o
ramificados en simpodio, a veces por proliferacién esporangial, cortos o largos; los
esporangios son ovoides u oval-alargados, no papilados, persistentes (no caducos),
con un apice compacto, no sobresaliente y nacen en el extremo terminal (Erwin y
Ribeiro, 1996). En ellos ocurre el proceso de zoosporogénesis, que da lugar a la

formacion de zoosporas moéviles biflageladas con una marcada habilidad para
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sintetizar una pared celular enquistada en pocos minutos. Las zoosporas son
heterocontas, es decir, los dos flagelos que poseen son morfolégicamente diferentes.
El flagelo anterior es mas corto que el posterior y posee dos hileras paralelas de

mastigonemas a todo lo largo (Hardham, 2005).

Posee numerosas clamidosporas esféricas, de paredes delgadas y de 41 pm
de diametro en promedio. Estas pueden ser terminales o intercalares, y se

encuentran frecuentemente en racimos de 3 a 10 (Erwin y Ribeiro, 1996).

Es una especie heterotalica, con tipos de apareamiento A1 y A2 que pueden
interactuar de manera sexual para formar oosporas, sin embargo, parece ser que la
diversidad genética surge de manera asexual mas que como resultado de la
recombinacién sexual. El tipo A2 es mas ampliamente distribuido a nivel mundial que
el tipo A1 (Zentmyer, 1980). Los oogonios son esféricos, terminales, de pared lisa y
hialina, y de color amarillo palido al envejecer. Los anteridios son subclaviformes y
anfigenos. Las oosporas casi llenan al oogonio, son redondas, hialinas a amarillo-
cafesosas, y con un diametro de 20 a 40 nm (Cova, 1993; Erwin y Ribeiro, 1996). Las
oosporas se pueden formar in vitro sin fertilizacion en cultivos del tipo A2 incubados
en granos de avena (Royle y Hickman, 1964), en extractos de raices (Zaki y col.,
1983), o en tejidos de raices de aguacate enfermos (Zentmyer y Mircetich, 1966),

aunque no se encuentran en estos tejidos cuando son naturalmente infectados.

2.2.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de P. cinnamomi incluye dos tipos de reproduccion, una sexual
y una asexual (Figura 2). En la sexual se producen oosporas como resultado de la
unién de los gametos masculino y femenino, anteridio y oogonio, respectivamente.
En la fase asexual se producen clamidosporas. Ambas son estructuras de
supervivencia que dependiendo de las condiciones presentes en su ambiente,
pueden persistir en el suelo o en material vegetal infectado durante algun tiempo,

para posteriormente dar lugar a esporangios multinucleados, los cuales al madurar
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liberan de 20 a 30 zoosporas biflageladas cada uno. Las zoosporas viajan hacia
sitios de infeccidén favorables y una vez ahi, se enquistan para después germinar y
penetrar en las células de la raiz, en donde se desarrolla en micelio, cerrando asi el
ciclo. La fase asexual puede repetirse en varias ocasiones sucesivas, amplificando
rapidamente el potencial de in6culo en el area infectada. Cualquier estadio de vida

de este microorganismo es potencialmente infectivo para una planta (Hardham,

2005; Anénimo, 2006).
GerminaciV Oogonio y
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Figura 2. Ciclo de vida de Phytophthora cinnamomi. Tomado de Anénimo, 2006.
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2.2.3. Ciclo de la enfermedad

El paso inicial en cualquier interaccion planta-patégeno es el reconocimiento.
En este caso, el reconocimiento del potencial hospedero por parte de P. cinnamomi
consiste en reconocer las caracteristicas quimicas, eléctricas y fisicas de las raices
de la planta. En esto juegan un papel clave las zoosporas, en particular, los
mecanismos que éstas siguen para localizar un nuevo hospedero para colonizar en
tiempos de mucha lluvia y suelos anegados. Las zoosporas se propagan a través del
agua del suelo. Pueden cubrir distancias de varios centimentros, a una velocidad de
aproximadamente 200 pm/s (Hardham, 2005). Son atraidas a las raices de su
potencial hospedero por gradientes quimicos y eléctricos, es decir, que exhiben
quimiotaxis y electrotaxis positivas (Gow y col., 1992; Morris y Ward, 1992; Morris y
col., 1992; Morris y Gow, 1993; Cahill y Hardham, 1994; Morris y col., 1998).

Se sabe que las plantas secretan exudados que sirven como quimioatrayentes
para las zoosporas. Sin embargo, a la fecha se han descrito solo unos cuantos
ejemplos de quimioatrayentes especificos. En Phytophthora sojae las zooporas son
atraidas especificamente por las isoflavonas daidzeina y genisteina, exudadas por
las raices de plantas de fijol soya (Morris y Ward, 1992; Morris y col., 1998). En
cambio, las zoosporas de P. parasitica aparentemente no tienen preferencias por las
raices de especies especificas sino por las zonas de elongacion y diferenciacion de
las mismas (Attard y col., 2008). En 1961, Zentmyer demostré que los quistes de P.
cinnamomi adjacentes a la raiz de su hospedero germinaban rapidamente y crecian

en la direccién de la raiz, pero la sefal quimica no fue identificada.

Por otra parte, las raices de las plantas generan de manera natural corrientes
eléctricas y campos eléctricos asociados debido al flujo de iones dentro y fuera de la
region apical, por lo que, la atraccién de las zoosporas a las raices de las plantas

estd mediada en parte por electrotaxis. Este es un mecanismo que determina el sitio
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de acumulacién de las zoosporas en la superficie de la raiz, lo cual resulta en la
colonizacion selectiva de raices vivas y no muertas, maximizando la sobreviviencia
de las zoosporas. De este modo, las sefiales eléctricas pueden aumentar o anular las
sefales quimicas mediando las respuestas de las zoosporas en la superficie de las
raices (Morris y col., 1992; Morris y Gow, 1993; van West y col., 2002).

Una vez que las zoosporas de P. cinnamomi se encuentran en la superficie de
la raiz, tardan de 5 a 10 min en enquistarse, y de 20 a 30 min despues germinan,
emergiendo tubos germinativos que quimica y fisicamente penetran la superficie de
la raiz. Una vez dentro, los tubos germinativos se desarrollan en micelio y crecen a lo
largo de las paredes anticlinales (perpendiculares a la superficie) de las células
epidérmicas aunque también son capaces de crecer directamente a través de las
paredes periclinales (paralelas a la superficie) de dichas células (Hardham, 2001). En
especial, durante la penetracién de las paredes periclinales, los tubos germinativos
forman hinchamientos de tipo apresorio. La penetracion primaria normalmente ocurre
por el apice de las raices absorbentes. Las raices de plantas susceptibles son
colonizadas rapidamente. El micelio avanza inicialmente de manera intercelular y
posteriormente de manera intracelular a través del cambium, induciendo hidrdlisis de
las paredes celulares y colapso de protoplastos (Coffey, 1992). Los esporangios
pueden aparecer en la superficie de la planta después de 2 o 3 dias en un hospedero
susceptible (Hardham, 2005). La penetracion del hospedero involucra la produccion y
secrecion de enzimas que degradan las paredes celulares vegetales. P. cinnamomi
secreta poligalacturonasas que degradan la pectina de las paredes (Gotesson y col.,
2002). Otro grupo de proteinas secretadas son las elicitinas, que sirven como
estimuladores de las respuestas de defensa del hospedero. Las elicitinas son
proteinas acarreadoras de esteroles (Mikes y col., 1998; Boissy y col., 1999)
secretadas por oomicetos del género Phytophthora (Ricci y col., 1989). Se ha
reportado que inducen la necrosis en hojas de tabaco (Rustérucci y col., 1996), asi
como la produccion de ERO en células en suspension de tabaco (Bourque y col.,
1998). P. cinnamomi produce dos elicitinas denominadas a- y [-cinnamomina
(Pernollet y col., 1993; Perez y col., 1999).
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P. cinnamomi puede vivir como saprofito en el suelo, persistiendo en él o en
material vegetal infectado, por periodos que varian dependiendo del propagulo en
cuestion: micelio inactivo, esporangios, clamidosporas u oosporas (Weste, 1994;
Hardham, 2005). El micelio tiene un periodo de supervivencia que varia de 1 a 60
dias; es el propagulo mas vulnerable a la destruccion por bacterias. Los esporangios
tienen un periodo de supervivencia menor, que varia de 3 a 42 dias. En las
clamidosporas, la pared gruesa y tolerancia a humedad minima les permite tener un
periodo de supervivencia mayor, que varia de 84 a 365 dias; mientras que las
oosporas pueden permanecer viables por mas de un afo. En suelos con elevada
humedad, poca materia organica y baja densidad microbiana, P. cinnamomi puede
sobrevivir mas de seis afos en ausencia del hospedero (Weste, 1994). También

requiere de un pH de 6.5 para su buen desarrollo en el suelo (Zentmyer y col., 1994).

2.3. INTERACCION PLANTA-PATOGENO

2.3.1. MECANISMOS DE DEFENSA EN PLANTAS

Durante el curso de la evolucién, las plantas han desarrollado todo un arsenal
de mecanismos de defensa efectivos contra el ataque de los microorganismos
presentes en el medio ambiente, a los que estan constantemente expuestas. Dichos
mecanismos les confieren resistencia a las enfermedades, y pueden ser constitutivos
o inducibles. Los primeros, también denominados pasivos o preexistentes, forman
parte de las caracteristicas de desarrollo de la planta, es decir, son barreras
anatémicas o quimicas que impiden el establecimiento de un patégeno en el
hospedero, tales como la cuticula, la pared celular o reservorios de compuestos
antimicrobianos (fitoanticipinas) localizados estratégicamente; mientras que los
segundos, también denominados activos, requieren del metabolismo del hospedero,
y son activados después del contacto con un microorganismo invasor, es decir,

cuando el hospedero queda expuesto a un patégeno (Figura 3).
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Para que los mecanismos de defensa inducibles se activen de manera
eficiente, es necesario que las células expuestas a un patdégeno cuenten con un
sistema de vigilancia capaz de reconocer una amenaza externa, una ruta de
transduccion de la sefial y una respuesta, usualmente regulada a nivel de
transcripcion genética por medio de la expresion de genes relacionados con la
defensa de la planta (Lamb y col., 1989).

Oomiceto

Cuticula
CONSTITUTIVOS
Pared celular
Me'mb.r'ané Iasméti'c.a'
( : pie { ' g o _
Citoplasma /,_,:;,f g \.
i » L~ o : Detecci6n de
Entrecruzamiento fendlico y de // / . moléculas ajenas
proteinas; acumulacion de ERO | P \‘
[~ \
Sl \
f P .le.
\
Secrecion Ill ‘1\
INDUCIBLES — \ Transduccion de
'_+ N \I '\‘ la sefal
Sintesis de fitoalexinas y monolignoles | l'l \.h
= 1\ /
L e Reorganizacion del
Actlv.am‘o'n dela citoesqueleto; polarizacion
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Figura 3. Mecanismos de defensa en plantas. La figura debe observarse en el sentido de las
manecillas del reloj. EDPC, enzimas degradadoras de la pared celular; ERO, especies
reactivas de oxigeno (Modificado de Huickelhoven, 2007).

Los mecanismos de defensa inducibles incluyen la generacion rapida de
especies reactivas de oxigeno (Levine y col., 1994), cambios en los polimeros
estructurales de la pared celular, deposicién en la pared celular de glicoproteinas

ricas en hidroxiprolina, sintesis de fitoalexinas (Dixon, 1986) y de proteinas
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relacionadas con la patogénesis (proteinas PR). Colectivamente, estos sistemas

primero inhiben y después bloquean la entrada para el potencial colonizador.

Las primeras reacciones durante la transduccion de la sefial externa
detectables en la planta son la apertura de canales ionicos especificos y la formacion
de especies reactivas de oxigeno, tales como el anién superéxido, el peréxido de
hidrogeno y el radical hidroxilo (Ryan y Farmer, 1991). Estas reacciones iniciales
transitorias son prerrequisitos para eventos de transduccion de la sefial que
posiblemente lleven a la construccion de una red compleja de sefialamiento que
dispara las respuestas de defensa (Hammond-Kosak y Jones, 1996). Esta red puede
comprender numerosos cambios en la actividad metabdlica, incluyendo cambios en
la polaridad de la membrana plasmatica y cambios en las concentraciones citosélicas
de H" y de Ca?*, asi como de varias enzimas reguladas alostéricamente, tales como

NADPH oxidasas, fosfolipasas, fosfatasas y proteinas cinasas (Yang, 1997).
2.3.2. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO)

Bajo condiciones normales, las células con metabolismo aerobio obtienen la
energia necesaria para su buen funcionamiento, reduciendo la mayor parte del
oxigeno molecular (alrededor del 95%) hasta agua, sin formacion de intermediarios
toxicos (especies reactivas de oxigeno, ERO) mediante la via de reduccion
tetravalente; mientras que un pequefio porcentaje del oxigeno (alrededor del 5%) es
metabolizado por las células mediante la via de reduccion monovalente, a través de
la cual se forman las ERO, como son el anién superoxido (O27), el perdxido de
hidrogeno (H,O;) y el radical hidroxilo (OH’) (Hippeli y col., 1999; Halliwell y
Gutteridge, 1999). El anion superodxido y el radical hidroxilo son literalmente radicales
libres, mientras que el perdoxido de hidrégeno no puede ser considerado como tal,
debido a que quimicamente, un radical libre se caracteriza por tener un electron
desapareado, y el peroxido de hidrogeno posee el numero de electrones apareados.
Su peculiaridad consiste en que, sin ser realmente un radical libre se "comporta"

como una sustancia oxidante (Ramaon, 1993).
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Aunque la generacién de ERO es una caracteristica intrinseca de muchas
células, no todas las ERO tienen un origen enddgeno. La existencia de factores
exogenos potencialmente dafinos para las plantas, ya sean de origen bidtico o
abidtico, tales como contaminantes del aire (ozono o didxido de sulfuro),
temperaturas extremas, altas intensidades de luz, herbicidas, metales pesados,
sequia, luz ultravioleta, heridas, ataque de patdgenos, senescencia, entre otros,
puede incrementar el nivel de produccién de ERO en las células, causando una
pérdida del balance entre su produccidn y la capacidad de las células para evitar su
acumulacion, dando lugar a la explosion oxidativa (Buchanan y col., 2000; Kuzniak y
Urbanek, 2000).

La explosion oxidativa es la acumulacién de ERO en respuesta a estimulos
externos (Mathieu y col., 2002). Es uno de los eventos caracteristicos de las plantas
durante la fase temprana de las interacciones planta-patégeno (Mehdy, 1994; Baker
y Orlandi, 1995; Low y Merida, 1996). Esta respuesta se ha observado en
numerosas interacciones que involucran a hongos (Doke, 1983; Vera-Estrella y col.,
1992), bacterias (Adam y col., 1989; Keppler y col., 1989) o virus (Doke y Ohashi,
1988), en donde se ha relacionado con la aparicion de la respuesta hipersensible
(Tenhaken y col., 1995). Generalmente, la explosion oxidativa se presenta tanto en
interacciones compatibles como incompatibles, como un incremento de ERO rapido,
transitorio e inespecifico, que no impide que el patogeno se disemine en el tejido
vegetal (van Breusegem y col., 2001). Sin embargo, en interacciones incompatibles,
en donde las células vegetales se encuentran en contacto con patégenos que son
capaces de disparar la muerte celular hipersensible (Baker y Orlandi, 1995; Low y
Merida, 1996), esta explosion oxidativa es un proceso bifasico, por lo que, en ellas
se presenta un segundo incremento de ERO fuerte y prolongado (Levine y col.,
1994). Las formas predominantes de ERO detectadas en interacciones planta-
patégeno son el 0,7, H,O, y OH'. La explosion oxidativa fue reportada por primera
vez en 1983 por Doke, quien demostréo la generacion de anidn superoxido en
respuesta a la inoculacién de tejido de tubérculo de papa (Solanum tuberosum) con

un cultivo no virulento del oomiceto Phytophthora infestans (Grant y Loake, 2000).
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Se ha demostrado que las ERO participan en las respuestas de defensa
debido a que tienen un efecto antimicrobiano en contra del patégeno (Peng y Kuc,
1992; Wu vy col., 1995), estan involucradas en el entrecruzamiento de proteinas en
las paredes celulares alrededor del sitio de infeccion (Bradley y col., 1992), estan
implicadas como inductoras/activadoras de genes de defensa, y tienen un papel en
el desarrollo de la muerte celular durante la respuesta hipersensible (RH) (Alvarez y
col., 1998; Grant y Loake, 2000; Orozco-Cardenas y col., 2001).

2.3.2.1. Anion superoéxido (027)

La produccion de esta molécula en las plantas se realiza mediante una
reaccion que involucra a la enzima NADPH oxidasa, localizada en la membrana
plasmatica de las células, la cual lo produce a partir de la reduccién monovalente del
oxigeno molecular. Este radical tiene una vida media de 1 us y reacciona
principalmente con los centros Fe-S de las proteinas, dificiilmente con los lipidos, y
no reacciona con el DNA o carbohidratos (Mgller y col., 2007).

2.3.2.2. Peroxido de Hidrogeno (H20,)

El peroxido de hidrégeno es una molécula oxidante relativamente estable,
capaz de difundirse facilmente a través de las membranas plasmaticas debido a su
carencia de carga (Baker y Orlandi, 1999; van Breusegem y col., 2001). Al no
contener electrones despareados no puede ser considerado como un auténtico
radical libre (Ramon, 1993). Tiene una vida media de 1 ms y reacciona
principalmente con las cisteinas de las proteinas, dificilmente con los lipidos, y no

reacciona con el DNA o carbohidratos (Mgller y col., 2007).
Durante muchos afios, se ha asumido que el peréxido de hidrégeno se forma

de manera secuencial a partir de la dismutaciéon del O, como origen primario, ya

sea de manera espontanea o de manera enzimatica, a través de la superdxido
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dismutasa (SOD) (Reaccién 1). Sin embargo, actualmente se sabe que esta ERO se

puede producir de manera independiente a través de distintas fuentes.

Reaccion 1. 20,7 + 2H" SOD » H,O, + O,

Las plantas generan y acumulan peréxido de hidrogeno en respuesta a una
amplia variedad de estimulos tanto biéticos como abiéticos (Figura 4). Las fuentes
enzimaticas potenciales del perdxido de hidrégeno generado en respuesta a
estimulos especificos incluyen a la NADPH oxidasas de la membrana plasmatica,
peroxidasas de la pared celular, amino oxidasas, oxalato oxidasas y oxidasas
dependientes de una flavina (Zhang y col.,, 1995; Allan y Fluhr, 1997; Bolwell y
Wojtaszek, 1997; Lamb y Dixon, 1997; Bolwell y col., 2002; Torres y col., 2006).

Temperaturas Ozono Luz UV

extremas .
Ataque de patdgenos

Estimuladores
\ / Deshidratacion

Luz intensa ———» <4— Herida
NADPH oxidasa peroxidasas
amino oxidasa oxalato oxidasa
catalasa

H202 ﬁ

/ peroxidasas
Expresion \

de genes de Reforzamiento
defensa de la pared

celular
Peroxidacion Muerte

de lipidos  Dafio a celular
P proteinas Respue;ta programada
hipersensible

Figura 4. Senalizacion del H,O, en plantas. Las flechas gruesas representan su potencial
sintesis y degradacién. Las flechas delgadas representan sus fuentes y efectos celulares
potenciales (Modificado de Neill y col., 2002).
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El peréxido de hidrogeno es metabolizado por la catalasa (CAT) (Reaccion 2),
0 por peroxidasas, las cuales lo reducen a agua a costa de la oxidacion de un

sustrato organico (Mathews y van Holde, 2000).

Reaccion 2. 2H,0, CAT » 2H,0 + O,

Se ha demostrado que el perdxido de hidrégeno juega un papel importante
como molécula sefal, al inducir la muerte celular y la expresién de genes de defensa
durante la RH (Levine y col., 1994; Lamb y Dixon, 1997; Grant y Loake, 2000). Se ha
sugerido que el perdxido de hidrégeno induce la muerte celular iniciando una via de
transduccion de la sefal, y no por la muerte directa como resultado de su
fitotoxicidad (Levine y col., 1994; Neill y col., 2002). Sin embargo, poco se conoce
acerca de los componentes celulares involucrados en la respuesta de las plantas al

peréxido de hidrogeno.

2.3.2.3. Radical hidroxilo (OH)

Es un agente altamente oxidante (tiene una afinidad extremadamente alta por
atomos de hidrégeno) que se genera por la adicién de un electrén al peréxido de
hidrogeno, en la denominada reaccion de Fenton, que requiere de la presencia de
iones metalicos libres como el Fe?*, Cu?** o Mn?* para llevarse a cabo (Reaccion 3)
(Baker y Orlandi, 1999; Grant y Loake, 2000; Scandalios, 2005).

Reaccion 3. Fe?* + H,0, » Fe®*+ OH + OH"

Es la ERO mas toxica que se produce. Tiene una vida media de 1 ns, y
reacciona rapidamente con cualquier tipo de biomolécula cercana (Mgller y col.,
2007). Los lipidos, de gran importancia bioldgica por ser los constituyentes
principales de las membranas celulares, son particularmente susceptibles a la

oxidacion por parte del radical hidroxilo, que inicia una reaccién en cadena de
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peroxidacion lipidica, lo cual genera la pérdida de la integridad de las membranas,

que conlleva a la muerte celular (Esterbauer y col., 1990).

Puesto que en conjunto las ERO reaccionan con cualquier tipo de
biomolécula, sus efectos toxicos sobre los microorganismos patdégenos son muy

importantes como mecanismos de defensa para las plantas.

2.3.2.4. El efecto de la acumulacion de ERO varia dependiendo del tipo de

patégeno.

2.3.2.4.1. Tipos de patégenos con base en su estrategia de adquisicién de

nutrientes.

Un estilo de vida patogénico se caracteriza por una dependencia metabdlica
en el hospedero. Es una asociacion finamente regulada en donde la fisiologia del
hospedero es explotada y modificada para optimizar la produccién de nutrientes para
el patégeno, y de manera reciproca, el metabolismo del patégeno es adaptado para

utilizar lo que se vuelve disponible (Divon y Fluhr, 2007).

Tradicionalmente, los hongos fitopatdgenos han sido clasificados de acuerdo a
su estilo de vida en biétrofos y necrotrofos. Los patdgenos bidtrofos se distinguen por
una dependencia total del hospedero para completar su ciclo de vida, obteniendo
nutrientes de las células vivas a través de la diferenciacién de estructuras de
nutricion especializadas denominadas haustorios (Mendgen y Hahn, 2002). En
contraste, los patdogenos necrotrofos no poseen estructuras de nutricion
especializadas debido a que obtienen los nutrientes de células muertas (Van Kan,
2006). Con el fin de ajustar la futura diversificacién de los estilos de vida, se ha
acunado el término hemibiétrofo para considerar a los patdégenos que mantienen
vivas las células de sus hospederos mientras se establecen en el tejido, y solo
después de esta breve fase tipo biotréfica cambian a un estilo de vida necrotréfico
(Perfect y Green, 2001).

11QB 22 UMSNH



Un proceso de infeccion comprende tres fases principales: penetracion,
proliferacion y esporulacién (Solomon y col., 2003). Las fases de penetracién y
esporulacion son comunes a todos los hongos, mientras que la fase de proliferacion
varia de acuerdo al tipo de patdgeno, por lo que, puede ser biotrofica, necrotréfica o
ambas, en el caso de los patdégenos hemibiotrofos (Figura 5). Asi, los biotrofos
carecen de una fase de proliferacion necrotréfica; los hemobibtrofos pasan por fases
sucesivas de proliferacion biotréfica y necrotréfica; y los necrétrofos carecen de una

fase de proliferacion biotrofica (Divon y Fluhr, 2007).

FASES DE UN PROCESO DE INFECCION

Penetracion Proliferacion Esporulacién

Biotrofica Necrotroéfica

BIOTROFO -

HEMIBIOTROFO
NECROTROFO

Figura 5. Fases de un proceso de infeccidn que son relevantes para cada tipo de hongo
fitopatdgeno que se conoce con base en su estrategia de adquisicidon de nutrientes (Divon y
Fluhr, 2007).

2.3.2.4.2. Efecto de la acumulacion de ERO dependiendo del tipo de patégeno.

Uno de las primeras respuestas de defensa activadas en el tejido vegetal en
respuesta al ataque de patégenos es la acumulaciéon de ERO o explosion oxidativa
(Bolwell y col., 1995; Bolwell, 1999; Apel y Hirt, 2004). Varios estudios de interaccién
planta-patdégeno hacen evidente que la acumulacion de ERO ejerce un efecto distinto
en la patogénesis de la planta dependiendo de muchos factores, de los cuales el

estilo de vida del patégeno es el principal (Hlckelhoven y Kogel, 2003).

En el caso de patdogenos biotrofos, que requieren de células vivas para
nutrirse, la acumulacion de ERO es un mecanismo de defensa efectivo contra ellos,

ya que restringe la infeccion por este tipo de patégenos (Thordal-Christensen y col.,
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1997; Mellersh y col., 2002) como ocurre durante la infeccion de la cebada por
Blumeria graminis (Vanacker y col., 2000). Cuando los patégenos son necrotrofos, lo
cual implica que requieren de células muertas para su superviviencia, la acumulacion
de ERO lejos de ser un mecanismo de defensa viable para la planta, facilita la
infeccién por este tipo de patdégenos (von Gonner y Schldsser, 1993; Kumar y col.,
2001) como en el caso de la infeccion de Arabidopsis por Botrytis cinerea (Govrin y
Levine, 2000) y de la cebada por Rhynchosporium secalis (Able, 2003). En el caso
de patogenos hemibiodtrofos, que exhiben caracteristicas de ambos estilo de vida, las
ERO restringen la infeccion durante la fase biotrdfica y la facilitan durante la fase
necrotréfica, como ocurre durante la infeccion del trigo por Septoria tritici (Shetty y
col., 2007). Estos y otros reportes sugieren que una patogénesis exitosa de algunos
patdgenos necrotrofos o hemibidtrofos depende de o es al menos apoyada por una
alta concentracion de peroxido de hidrogeno (von Tiedemann, 1997; Govrin and
Levine, 2000; Kumar y col., 2001).

2.3.3. SISTEMAS ANTIOXIDANTES EN PLANTAS

La naturaleza altamente téxica de las ERO implica que en conjunto pueden
reaccionar con cualquier tipo de biomolécula, lo cual les otorga una gran importancia
como mecanismos de defensa para las plantas en contra de los patdgenos. Sin
embargo, las plantas requieren mantener los niveles de ERO bajo un estricto control
para evitar los efectos toxicos hacia sus propios componentes. Es por ello que las
plantas cuentan con mecanismos de destoxificacién para eliminar a las ERO cuando

éstas ya no sean requeridas (Foyer y Noctor, 2005).

De acuerdo con esta idea las plantas poseen sistemas de defensa
antioxidantes tanto enzimaticos como no enzimaticos que evitan el dafio oxidativo
(ejemplos, Tabla 2). Estos sistemas forman una unidad versatil de control de la
acumulacion de ERO en espacio y tiempo, resultado de sus propiedades bioquimicas
y de su induccion a nivel enzimatico y genético (Alscher y Hess, 1993). Durante el

estrés en plantas, el incremento en la produccion de ERO puede ser resultado del
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incremento de la actividad y/o expresion genética de las enzimas que las generan
(NADPH oxidasa, peroxidasas, oxalato oxidasa, etc.); de la desactivacion y/o
inhibicion de la expresion de enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa,
peroxidasas); y/o del decremento en los componentes antioxidantes no enzimaticos
(ascorbato, glutatiéon, etc.) que eliminan las ERO o reducen quimicamente los
compuestos oxidados por ellas (Wojtaszek, 1997; Kuzniak y Urbanek, 2000;
Mathews y van Holde, 2000; Mgller, 2001; Vranova y col., 2002). Por ejemplo, en el
incremento del acido salicilico se ha implicado la desactivacion de la catalasa y la
ascorbato peroxidasa (Chamnongpol y col., 1998). De esta manera dependiendo del
modelo de estudio (planta-agente estresante), la produccion de ERO puede ser
regulada por una o varias enzimas citosélicas y/o apoplasticas, y amortiguada por

uno o varios de los sistemas antioxidantes.

Tabla 2. Ejemplos de los sistemas antioxidantes en plantas.

ENZIMATICOS NO ENZIMATICOS

Superoxido dismutasa (SOD) Tocoferoles (a-tocoferol)

Peroxidasas (PODs) Carotenoides (B-caroteno)

Catalasa (CAT) Flavonoides (epicatequina)

2.3.3.1. Peroxidasas (PODs)

Las PODs (EC 1.11.1.7) son enzimas oxido-reductasas que estan
ampliamente distribuidas en los tejidos vegetales con diferentes funciones asociadas
con una aparente carencia de especificidad de sustrato (Campa, 1991; Mader, 1992;
Hiraga y col., 2001). Se ha sugerido que las PODs participan en el entrecruzamiento
de proteinas estructurales en la pared celular (Fry, 1986; Schnabelrauch y col.,
1996), en el entrecruzamiento de pectinas por puentes diferulicos (Amaya y col.,

1999), en el catabolismo de auxinas (Normanly y col., 1995; Lagriminiy col., 1999),
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en la defensa contra patégenos (Chittoor y col.,, 1999), en la respuesta a herida
(Egea y col., 2001), en la senescencia (Abeles y col., 1988), y en la oxidacién de
alcoholes hidroxicinamilicos antes de su polimerizacion durante la formacion de
lignina y suberina en las paredes celulares (Roberts y col., 1988; Whetten y col.,
1998; Bernards y col., 1999).

Asi, la resistencia de las plantas al ataque de patdégenos esta asociada con la
induccién de peroxidasas en sus tejidos (van Breusegem y col., 2001; Lin y Kao,
2001). En el apoplasto actuan como enzimas tanto consumidoras como productoras
de perdxido de hidrégeno. Como consumidoras al catalizar la oxidaciéon de un grupo
diverso de moléculas organicas como los fenoles usando el peroxido de hidrégeno
como aceptor de electrones (Dawson, 1988; Dunford, 1999). En este sentido, la
actividad de peroxidasa podria esperarse que reduzca el nivel de ERO al metabolizar
el perdxido de hidrégeno, sin embargo, las peroxidasas también son capaces de
llevar a cabo varias reacciones que llevan a la generacion de esta ERO. Las PODs
que usan NADH como aceptor de electrones se conocen como NADH peroxidasas y
se ha sugerido que juegan un papel importante en la formacién del perdoxido de
hidrogeno (Elstner y Heupel, 1976; Gross y col., 1977; Halliwell, 1978; Mader y col.,
1980; Mader y Amberg-Fisher, 1982; Bolwell y col., 1995). En 1976, Elstner y Heupel
reportaron la produccion de peréxido de hidrogeno a expensas de NADPH o NADH
en presencia de Mn?* por peroxidasas de las paredes celulares de la raiz de rabano.
La oxidacion de NADPH or NADH puede generar peroxido de hidrégeno, el cual
entonces puede ser utilizado en la peroxidacién de fenoles. Reportes mas recientes
mencionan que la acumulacion apoplastica de ERO en lechuga en respuesta al
patdbgeno no hospedero Pseudomonas syringae pv. phaseolicola es sensible a
cianuro y azida, indicando una posible contribucion de las peroxidasas a la
generacion de las ERO (Bestwick y col., 1997). En el frijol ayocote las peroxidasas de
la pared celular pueden oxidar reductores aun no identificados para producir peréxido
de hidrégeno de una manera dependiente del pH, siendo la alcalinizacion del

apoplasto un prerrequisito para su actividad (Bolwell y col., 2002).
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Sin embargo, es dificil definir las funciones especificas de PODs individuales
debido a su baja especificidad de sustrato in vitro y a la presencia de muchas
isoenzimas. Las peroxidasas normalmente existen en las plantas como multiples
isoenzimas. Frecuentemente la actividad de peroxidasa medible se incrementa varias
veces por arriba de los niveles del control en plantas infectadas, y en algunos casos
este incremento es atribuible a incrementos en las actividades de isoenzimas
especificas. En un menor niumero de casos, se ha visto que aparecen isoperoxidasas
especificas de una enfermedad en tejidos infectados (Kawashima y Uritani, 1963; Yu
y Hampton, 1964; Sako y Stahmann, 1972; Vance y col., 1976).

2.3.3.2. Flavonoides

El término flavonoides es un nombre genérico utilizado para identificar
colectivamente a una gran variedad de compuestos de estructura quimica similar.
Los flavonoides son compuestos polifendlicos ampliamente distribuidos en las
plantas. Son sintetizados a través de la ruta fenilpropanoide. Se estima que el
numero de flavonoides conocidos por la diversidad de su arquitectura molecular es
de alrededor de 5,000 compuestos (Bors y col.,, 1996; Rice-Evans, 1996). Los
flavonoides comparten una estructura quimica basica denominada nucleo flavan
(Figura 6), a partir del cual se presentan diferencias en el grado de aromaticidad, el
ordenamiento y el numero de grupos hidroxilos sustitutos, asi como la extension y
tipo de glicosilacion de estos grupos. Con base en estas diferencias, los flavonoides
se pueden clasificar en varios subgrupos, tales como flavonas, flavanonas,

flavonoles, flavanoles, isoflavonas, antocianidinas, entre otros (Haslam, 1998).

Los flavonoides son antioxidantes en virtud de las propiedades reductoras de
sus grupos hidroxilo fendlicos, definidas por sus potenciales redox, en combinacion
con la estabilidad de los radicales flavonoides (Jovanovic y col., 1998). Repka y
Fischerova (2000) destacaron la importancia de los flavonoides como antioxidantes
en plantas. Ellos detectaron mayores niveles de peroxido de hidrégeno en pétalos de

una mutante de petunia deficiente de flavonoides en comparaciéon con los de la
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petunia tipo silvestre. Las mutantes expresaron niveles elevados de peroxidasas, las
cuales pudieron haber sustituido la funcién atrapadora de perdxido de hidrégeno de

los flavonoides.

Las propiedades antioxidantes de los flavonoides se deben en primer lugar, a
su capacidad de actuar como atrapadores de radicales libres; y en segundo lugar, a
su habilidad para actuar como quelantes de metales (Bors y Stettmaier, 1997;
Cadenas, 1998).

El mecanismo basico de la actividad atrapadora de radicales libres es a través
de la transferencia de electrones que determina que el antioxidante se transforme en
una molécula radical. Este mecanismo involucra una transicion redox mediante la
cual el flavonoide dona un electron (o atomo de hidrégeno, equivalente a la donacion
de un electron y un H™ al radical libre (R"). Durante el transcurso de esta transferencia
de electrones, el caracter radical (inestabilidad), es transferido al antioxidante,

formandose un radical flavonoide (radical fenoxilo) (Reaccion 5).

Reaccioén 5.

Flavonoide (OH) + Radical (R') —— Radical flavonoide (O) + RH

Las propiedades antioxidantes de los flavonoides dependen en parte de su
habilidad para quelar metales como el hierro o el cobre, que intervienen en la
reaccion de Fenton, generadora del radical hidroxilo (Reaccion 3). Asi, al quelar los
metales, los flavonoides los sustraen de las reacciones formadoras de radicales
libres (Bors y Stettmaier, 1997; Cadenas, 1998) (Reaccion 6).

Reaccion 6. Flavonoide (OH) + Fe ——— > Flavonoide (OH) Fe
Los mecanismos descritos explican algunos efectos de los flavonoides, tales
como la inhibicion de la peroxidacion lipidica, la supresiéon de las reacciones

generadoras de radicales libres y la inhibicion de algunas enzimas.
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Dentro del subgrupo de los flavanoles de tipo monomérico, se encuentran la
(+)-catequina y su isémero, la (-)-epicatequina, que son las formas
predominantemente sintetizadas en las plantas. Sus enantidmeros raramente se
encuentran en la naturaleza (Kofink y col., 2007). Estos flavanoles presentan una
estructura quimica practicamente igual, con la unica diferencia de la posicion en el
plano espacial del grupo hidroxilo (-OH) en el anillo C. En la (+)-catequina se
encuentra hacia adelante, y en la (-)-epicatequina se encuentra hacia atras del plano

que forma la molécula (Valenzuela, 2007) (Figura 6).

OH OH

OH OH

OH OH

\\\\\\\\ \\\\\\\\

-
OH ”oH

OH OH

Figura 6. Estructura quimica basica de la molécula flavonoide, o nucleo flavan (A) y de las
moléculas de (+)-catequina (2R, 3R) (B) y (-)-epicatequina (2R, 3S) (C).

Con respecto a la funcion de estos flavanoles en las plantas, al encontrarse en
una interaccion planta-patégeno, se ha reportado que la catequina, presente en las
hojas de fresa, se acumula en respuesta a la inoculacién con esporas no patogénicas
del hongo Alternaria alternata. La catequina actua como un factor inhibidor de la

infeccidon fungica, al inhibir la formacién de la hifa de infeccién a partir del apresorio
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de A. alternata. Este hongo produce toxinas especificas de hospedero (HSTSs)
denominadas toxinas AF. En este sentido, la inoculacién de un hospedero
susceptible con esporas patogénicas, o con esporas no patogénicas suplementadas
con la HST, AF-I, suprime la acumulacion de la catequina. Lo anterior sugiere que la
catequina puede actuar como un agente protector durante la resistencia inducida y
que la toxina AF-I lo hace como un supresor fungico de dicha resistencia, al inducir

susceptibilidad a esporas no patogenicas de A. alternata (Yamamoto y col., 2000).

Por su parte, se ha reportado la presencia de epicatequina en el pericarpo de
frutos de aguacate cv. Fuerte, en donde se sugiere que este flavanol participa en la
resistencia de frutos inmaduros al ataque post-cosecha por Colletotrichum
gloeosporioides. Algunos reportes sugieren que lo hace a través de la inhibiciéon de
algunas enzimas de maceracion producidas por el patdégeno, tales como una
endopoligalacturonasa (Prusky y col., 1989) y una pectato liasa (Wattad y col., 1994).
Recientemente, se ha sugerido que lo hace a través de la inhibicion de una
lipoxigenasa presente en el pericarpo del fruto (Karni y col., 1989; Guetsky y col.,
2005). La epicatequina se encuentra en altas concentraciones (alrededor de 350
Mag/g.p.f) en el pericarpo de los frutos inmaduros (Wattad y col., 1994), en donde
regula la actividad de la lipoxigenasa, una enzima que se encarga de oxidar un
compuesto antifungico preformado denominado 1-acetoxy-2-hydroxy-4-
oxoheneicosa-12,15-dieno (dieno) que se encuentra en concentraciones fungitéxicas
en los frutos inmaduros, por lo que, su presencia esta correlacionada con la
resistencia de los frutos al ataque del patégeno. Al madurar los frutos, disminuye la
concentracion de epicatequina, lo cual lleva a un incremento en la actividad
lipoxigenasa, la cual metaboliza al dieno, volviendo a los frutos maduros susceptibles

al ataque por C. gloeosporioides (Guetsky y col., 2005).

La infeccion de frutos de aguacate por C. gloeosporioides induce la produccion
de ERO, la cual varia en funcion del grado de maduracién de los frutos, es decir, el
tejido de frutos inmaduros o maduros difiere con respecto a la produccion de ERO en

respuesta al ataque del patdégeno. Asi, a diferencia de los frutos maduros
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(susceptibles), los frutos inmaduros (resistentes) son fisiolégicamente capaces de
responder y producir altos niveles de ERO que pueden activar a la ruta
fenilpropanoide, regular los niveles del dieno antifungico, e inhibir el desarrollo del
hongo, resultando es su quiescencia (Prusky y Keen, 1993; Beno-Moualem y Prusky,
2000).

Tomando en cuenta la importancia de la epicatequina en los frutos de
aguacate con respecto a la resistencia de estos al ataque por C. gloeosporioides,
resulta interesante saber que ocurre con este flavanol en el caso de la raiz del

aguacate criollo infectada por P. cinnamomi.

2.3.4. LIGNIFICACION

La resistencia de las plantas a los patégenos frecuentemente es resultado del
establecimiento rapido de una localizada respuesta hipersensible (RH) por la planta
en las regiones de intento de infeccidn. Existen muchos componentes bioquimicos de
la RH que actuan en conjunto para impedir la diseminacién de un organismo invasor.
Uno de ellos involucra cambios en los polimeros estructurales de la pared celular

como es la deposicion de lignina o proceso de lignificacién (Dixon, 1986).

La lignina es un heteropolimero aromatico sumamente complejo derivado
principalmente de tres alcoholes hidroxicinamilicos que difieren en el grado de
metoxilacion del anillo aromatico. Estos son los alcoholes p-cumarilico, coniferilico y
sinapilico en sus formas de radical libre, denominados monolignoles, los cuales son
sintetizados a través de la ruta fenilpropanoide para luego ser transportados a la
pared celular (Boerjan y col., 2003). La lignina resulta de la polimerizacion oxidativa
de estos monolignoles en la pared celular, los cuales dan lugar respectivamente a las
unidades de p-hidroxifenil, guaiacil y siringil al ser incorporados al polimero. Las
proporciones de estas tres unidades en la pared celular varian de acuerdo a la

especie de planta y al tipo de tejido (Campbell y Sederoff, 1996).
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Conforme se polimeriza la lignina, va formando enlaces covalentes con
carbohidratos y proteinas (Lai y Sarkanen, 1971; Whitmore, 1978), lo cual origina
paredes celulares altamente resistentes al dafio mecanico y enzimatico (Higuchi,
1985; Vance y col., 1980). La acumulacién de lignina en el tejido vegetal no lefioso
esta comunmente asociada con intentos de infeccion fungica (Vance y col., 1980). Se
ha hipotetizado que su deposicién interfiere con la hidrélisis enzimatica y penetracion
mecanica del tejido vegetal por patégenos fungicos, asi como con el movimiento de
agua y moléculas difundibles entre la planta y el hongo (Ride, 1978). De este modo,
la acumulacién de lignina se ha correlacionado con la resistencia a la enfermedad en
diversas interacciones planta-patéogeno. Estas incluyen la del pepino con Pythium
aphanidermatum (Chen y col., 2000) y la del trigo con Fusarium graminearum
(Mohammadi y Kazemi, 2002).

Se ha propuesto que las peroxidasas de las plantas catalizan el ultimo paso
enzimatico de la biosintesis de lignina, que es la oxidacion de alcoholes
hidroxicinamilicos para producir sus formas de radical libre fenoxy (monolignoles)
que son transitorios, y que luego se polimerizan en una variedad de configuraciones.
Dicha oxidacién se lleva a cabo a expensas de peroxido de hidrégeno, que sirve
como aceptor de electrones (Higuchi, 1985; Whetten y col., 1998). También se cree
que las peroxidasas son las responsables de la generacion de peréxido de hidrégeno
a través de la reduccion del oxigeno molecular usando al NADH como donador de
electrones (Halliwell, 1978; Bolwell y col., 1995; Bolwell, 1999; Gonzalez y Rojas,
1999; Patykowski y Urbanek, 2003). Ambos eventos son extracelulares, y cualquiera

puede servir como un elemento regulatorio para el control de la biosintesis de lignina.

2.3.5. ANTIOXIDANTES PRODUCIDOS POR PATOGENOS

Poco se sabe acerca de la interaccion planta-patogeno desde la perspectiva
del patégeno. Si las ERO juegan un papel en la defensa de las plantas, entonces la
evolucidon de sistemas antioxidantes pueden armar a un patégeno con una mayor

ventaja selectiva en la posible supresién de las defensas del hospedero (Zhang y
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col.,, 2004). Existen reportes de que varios patégenos fungicos secretan enzimas
antioxidantes durante el establecimiento de la infeccién en sus hospederos. Estas
enzimas se consideran como factores de virulencia que favorecen la supervivencia
de los patogenos al inhibir el estrés oxidativo producido por las plantas (Xiu y col.,
2001). Asi, se sabe que B. cinerea (necroétrofo) secreta catalasa, peroxidasa y
superoxido dismutasa durante la infeccion del tomate y frijol (Mayer y col., 2001;
Schouten y col., 2002). Una candidata para enzima clave durante el inicio del
proceso de infeccion de un hongo fitopatégeno puede ser la catalasa, debido a que la
remocion del peréxido de hidrogeno producido por el hospedero, que es la principal
fuente para la generacion del radical hidroxilo (altamente reactivo y toxico), reduce
significativamente el estrés relacionado con las ERO en el hongo, proveyéndolo de
tiempo suficiente para la induccion de otras enzimas clave para etapas posteriores
del proceso de infeccidon. En este sentido, se ha reportado que Claviceps purpurea
(biétrofo) y Blumeria graminis (biétrofo obligado) secretan catalasas extracelulares
durante la infeccion del centeno (Garre y col., 1998) y la cebada (Zhang y col., 2004),
respectivamente. Hasta el momento, no existen reportes acerca de la secrecion de
este tipo de enzimas por parte de oomicetos fitopatdogenos, en particular, de P.

cinnamomi.
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ll. JUSTIFICACION

Debido a que la respuesta oxidativa es una de las primeras respuestas de
defensa de las plantas ante el ataque por patégenos, y que este fendmeno puede
tener un efecto distinto dependiendo del tipo de patégeno en cuestidon, resulta
interesante estudiar a nivel bioquimico como es que participa el estrés oxidativo del

aguacate criollo durante la infeccion por P. cinnamomi, un patégeno necrétrofo.
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IV. HIPOTESIS

La respuesta oxidativa del aguacate criollo ante la infeccion por Phytophthora

cinnamomi es evadida por el patégeno.
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V. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar la respuesta oxidativa en raices de aguacate criollo infectadas por P.

cinnamomi.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar por espectrofotometria la produccién de anién superoxido, peréxido de
hidrogeno y peroxidacion de lipidos en raices de aguacate infectadas con P.
cinnamomi a diferentes tiempos.

2. Analizar por espectrofotometria la actividad de catalasa extracelular de P.
cinammomi in vitro.

3. Analizar por espectrofotometria la actividad de peroxidasas totales en raices de
aguacate infectadas con P. cinnamomi a diferentes tiempos.

4. Determinar la concentracion de lignina en raices de aguacate infectadas con P.
cinnamomi a diferentes tiempos.

5. Determinar la concentracién de epicatequina en raices de aguacate infectadas

con P. cinnamomi a diferentes tiempos.

11QB 36 UMSNH



VI. MATERIALES Y METODO

El presente estudio se realiz6 en el Laboratorio de Bioquimica y Biologia
Molecular de Plantas, del Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

6.1. MATERIALES

6.1.1. MATERIAL BIOLOGICO

Plantas de aguacate (Persea americana Mill. var. drymifolia) de 6 meses de

edad, obtenidas de un vivero de la ciudad de Uruapan, Michoacan.

Cepas de Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. and Magn.) Briosi and Cav. y
Phytophthora cinnamomi Rands., donadas respectivamente por el D.C. Abraham
Garcia Chavez y el D.C. Rafael Salgado Garciglia, ambos investigadores del 1IQB de
la UMSNH.

6.1.2. REACTIVOS

Agar dextrosa y papa de la marca BDBioxon (Edo. de México, México). Acido
2-tiobarbiturico, acido tioglicélico, azul de lactofenol, epicatequina de té verde, fosfato
de potasio, fosfato de sodio, guaiacol, hidréxido de sodio, peroxidasa y sal de sodio
XTT de la marca Sigma (St. Louis, MI, USA). Cloruro de sodio de la marca GibcoBRL
(Grand Island, N.Y, USA). Acido tricloroacético y perdxido de hidrégeno al 30% de la
marca Caledon Laboratories LDT (Georgetown, Ont., Canada). Sulfato de amonio de
la marca USB (Cleveland, Ohio, USA). Acetato de etilo y metanol de la marca J. T.
Baker (Xalostoc, Edo. de México, México). Acido clorhidrico y etanol absoluto de la
marca Merck (Darmstadt, Hesse, Alemania). Nitrogeno liquido de la marca INFRA
(Tlalnepantla, Edo. de México, México). Ridomil Gold 4E (Metalaxyl-M) de la marca

Syngenta (Distrito Federal, México).
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6.2. METODO

6.2.1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Las plantulas de aguacate criollo fueron inoculadas con P. cinnamomi e
incubadas durante 0, 2 y 4 dias para posteriormente llevar a cabo el analisis del
tejido de raiz infectado. Se analiz6 la produccion de especies reactivas de oxigeno:
anion superoxido, peroxido de hidrégeno y radical hidroxilo como peroxidacién de
lipidos; asi como la actividad de peroxidasas; y se determind la concentracion de
lignina y de epicatequina en el tejido (Figura 7). En el caso de las plantulas control,

se siguio la misma estrategia experimental, a excepcion de la inoculacion.

Inoculacién de las plantulas con P. cinnamomi

!

Incubacion de las plantulas a diferentes tiempos

|

Andlisis del tejido de raiz infectado

Peroxidasas Lignina

Anidn superoxido Epicatequina

Peréxido de hidrogeno

Peroxidacién de lipidos

Figura 7. Estrategia general utilizada durante este trabajo.

11QB 38 UMSNH



6.2.2. INOCULACION DE PLANTULAS

A las raices de las plantulas de aguacate se les retir6 la mayor cantidad de
suelo posible para luego colocar cada planta en una maceta con 400 g de suelo
estéril (121°C durante 15 min) mezclado con un macerado de 10 discos de 8.5 cm de
micelio de P. cinnamomi, y como controles, con 400 g de suelo estéril, 0 mezclado
con un macerado de micelio de Colletotrichum lindemuthianum. El oomiceto se crecid
en cajas Petri con medio agar dextrosa y papa con jugo de verduras V8 (PDAVS). El
hongo se crecio en cajas Petri con medio agar dextrosa y papa (PDA). Las macetas
se sumergieron en recipientes con agua suficiente para cubrir un tercio de la altura
de la maceta para favorecer el crecimiento de P. cinnamomi. Las plantulas se
incubaron durante un maximo de 4 dias, que fue el tiempo necesario para observar el
sintoma de marchitez caracteristico de la enfermedad, con un tiempo intermedio de 2
dias. Una vez transcurridos los tiempos de incubacion, se tomaron fotografias de las
plantulas con una camara digital SONY Cybershot modelo DSC-T3 de 5.1
Megapixeles (Japén), las cuales se presentaron como resultados. Finalmente, las
plantulas se retiraron del suelo, sus raices se lavaron con agua corriente, se secaron
y se almacenaron a -80°C en muestras de 0.5 g para su posterior analisis. El

experimento se realizé por triplicado.

6.2.3. TINCION DE RAICES Y MICROSCOPIA

Una muestra de 0.5 g de tejido de raiz (previamente tratado a diferentes
tiempos) se colocé en una caja petri con 20 ml de agua destilada. Una vez
descongelada se le tomaron fotografias con una camara réflex digital Nikon modelo
D50 de 6.1 Megapixeles con una lente AF-S DX Zoom-Nikkor 18-55 mm; asi como
con un microscopio estereoscopico Leika MZ6 (Heerbrugg, Suiza), para un mayor
detalle. Posteriormente, se realizaron cortes de cada muestra lo mas finamente
posible con la ayuda de unas pinzas y una navaja de bisturi. Se colocaron 3 cortes
en un portaobjetos con marco de parafiim y se les agregd azul de lactofenol al 3%

hasta cubrirlos por completo. Se incubaron durante 10 min., luego de los cuales se
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lavaron con agua destilada hasta eliminar el exceso de colorante. Posteriormente, se
les agregd agua destilada y se cubrieron con un portaobjetos para realizar las
observaciones pertinentes en un microscopio compuesto Zeiss Axiostar Plus
(Gottingen, Alemania). Se tomaron las fotografias correspondientes con una camara
digital SONY Cybershot modelo DSC-S75 de 3.3 Megapixeles (Japon), y se editaron
con un paquete de software Zeiss Axiovision 4AC. Se presentaron fotografias

representativas como resultados. El ensayo se realizé por triplicado.

6.2.4. MEDICION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

6.2.4.1. ANION SUPEROXIDO

La medicion de anion superdoxido se realizd de acuerdo al protocolo
modificado de Able y colaboradores (1998), en el cual se colocé 0.5 g de tejido de
raiz (previamente tratado a diferentes tiempos) en 10 ml de una solucion de la sal de
tetrazolio XTT 0.5 mM y se incubd durante 10 min., luego de los cuales se tomd 1 ml
de la solucion y se midi6 su absorbencia a 470 nm (luz visible) en un
espectrofotometro Beckman DU 530 (Fullerton, CA, E.U.A.). Como blanco se uso la
solucion de XTT 0.5 mM. El fundamento del protocolo es la reduccién del XTT (color
amarillo) en presencia de anién superoxido, lo cual forma un formazan hidrosoluble
color naranja. Los resultados de absorbencia se graficaron con media aritmética y

desviacién estandar. El experimento se realizd por triplicado.

6.2.4.2. PEROXIDO DE HIDROGENO

La medicion de peréxido de hidrégeno se realiz6 de acuerdo al protocolo
modificado de von Tiedemann (1997), en el cual se colocé 0.5 g de tejido de raiz
(previamente tratado a diferentes tiempos) en 10 ml de agua destilada estéril y se
incubd durante 10 min, luego de los cuales se tomo6 1 ml del agua y se mezclé con
500 pl de una mezcla de reaccion que contiene 0.05% de guaiacol (440 pl/L) y
peroxidasa (350 ul/L, 2500 U/ml) disueltos en buffer de fosfato de sodio (NaH2PO,)
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25 mM, a pH 7.0. La mezcla se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente, en la
oscuridad, para finalmente medir su absorbencia a 450 nm (luz visible) en un
espectrofotometro Beckman DU 530 (Fullerton, CA, E.U.A.). Como blanco se uso6
agua destilada estéril. El fundamento del protocolo es la reduccion del peroxido de
hidrogeno por la peroxidasa con la consecuente oxidacion del guaiacol, lo cual forma
un complejo color café. La concentracion de peroxido de hidrogeno se obtuvo a partir
de una concentracion conocida obtenida de una curva patréon del mismo. Los
resultados se graficaron con media aritmética y desviacion estandar. El experimento

se realizo por triplicado.

6.2.4.3. RADICAL HIDROXILO COMO PEROXIDACION DE LIPIDOS

La medicién de la peroxidacion de lipidos se realizdé de acuerdo al protocolo
modificado de Popham y Novacky (1991), en el cual se pulverizdé 0.5 g de tejido de
raiz (previamente tratado a diferentes tiempos) en un mortero con nitrégeno liquido.
El polvo obtenido se suspendié y homogeneizé en 1 ml de acido tricloroacético (TCA)
al 10% y se centrifugé a 15,000 x g durante 20 min, luego de los cuales se tomaron
125 pl del sobrenadante y se mezclaron con 125 ul de TCA al 10% y 500 ul de acido
tiobarbiturico (TBA) al 0.2% disuelto en TCA al 10%. La mezcla se hirvié durante 5
min y se dejé enfriar durante otros 5 min en hielo, para luego centrifugarla a 10,000 x
g en una centrifuga Eppendorf modelo 5415 D (Westbury, NY, E.U.A.) durante 10
min. Finalmente, se midi6 su absorbencia a 532 y 600 nm (luz visible) en un
espectrofotometro Beckman DU 530 (Fullerton, CA, E.U.A.). Como blanco se uso la
mezcla mencionada solo sustituyendo el sobrenadante por agua destilada estéril. El
fundamento del protocolo es la reaccion del TBA con el malondialdehido (MDA,
indicador de peroxidacion lipidica), para formar un complejo color rojo. La
concentracion de TBARS (especies reactivas al TBA) se obtuvo con la formula: A/el,
en donde A es la absorbencia de la muestra (Ass2 -Aso0), € €s el coeficiente de
extincion molar del MDA, 155 mM/cm y | es la longitud de la celda, 1 cm. Los
resultados se graficaron con media aritmética y desviacion estandar. El experimento

se realizo por triplicado.
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6.2.5. BIOENSAYOS EN MEDIO SOLIDO

Para los ensayos in vitro se utilizaron cajas petri con medio PDAVS8 (para el
caso de P. cinnamomi) o PDA (para el caso de C. lindemuthianum), a las cuales se
les espatulé peroxido de hidrogeno a una concentracién final de 300 uM y 20 mM,
como control positivo 50 yl de agua destilada, y como control negativo el fungicida
metalaxyl a una concentracién de 0.5 g/l. Una vez espatuladas, se procedié a colocar
un disco de micelio de 0.5 mm de diametro en el centro de cada caja y se incubaron
durante 7 dias, tiempo necesario para que el oomiceto cubra por completo una caja
petri bajo condiciones normales. Se midi6 el radio del micelio cada 24 hr y se reportd
como crecimiento radial en cm. Luego de los 7 dias, se tomaron fotografias de las
cajas con una camara digital SONY Cyber-shot modelo DSC-T3 de 5.1 Megapixeles
(Japon), las cuales se presentaron como resultados. Los datos de la cinética de
crecimiento se graficaron con media aritmética y desviacion estandar. El experimento

se realiz6 por triplicado.

6.2.6. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

6.2.6.1. CATALASA EXTRACELULAR DE P. cinnamomi

6.2.6.1.1. EXTRACCION

La extraccion de la enzima se realizdé de acuerdo al protocolo modificado de
Barrett y Gonzalez (1994). Se filtraron con papel Whatman no. 4, 50 ml de medio
liquido dextrosa papa en los cuales se habia puesto a crecer 5 discos (0.5 mm de
diametro) de micelio de P. cinnamomi o C. lindemuthianum durante 7 dias en
agitacion constante (140 rpm) a 25°C, o como control negativo 50 ml de medio sin
in6culo mantenido bajo las mismas condiciones. El filtrado se centrifugd a 2,000 rpm
en una centrifuga IEC Centra modelo CL-2 (Needham Heights, MA, E.U.A.) durante

11QB 42 UMSNH



20 minutos, y al sobrenadante se le agregd poco a poco sulfato de amonio hasta
alcanzar un 85% de saturacion en agitacion constante durante 2 horas.
Posteriormente, se centrifugd a 4,300 rpm durante 10 minutos para finalmente
recuperar la pastilla, resuspenderla en 100 ul de buffer de fosfato de potasio 50 mM,
pH 7.0 y se utiliz6 para llevar a cabo el ensayo de actividad enzimatica por

espectrofotometria.

6.2.6.1.2. ACTIVIDAD POR ESPECTROFOTOMETRIA

La actividad de catalasa se midié de acuerdo al protocolo establecido por De
Gara y colaboradores (2000). Se prepar6 (por triplicado por muestra) 1 ml de mezcla
de reaccion con 660 pl de agua destilada estéril, 326 ul de buffer de fosfato de
potasio (KH2PO4) 50 mM, pH 7.0, 4 yl de perdxido de hidrégeno al 0.118 My 10 pl de
extracto enzimatico. Se midié la disminucién de la absorbencia a 240 nm (luz UV)
durante 3 min a intervalos de 30 seg en un espectrofotometro Beckman DU 530
(Fullerton, CA, E.U.A.). Como blanco se utilizé el buffer de KH,PO4. Finalmente, se

calculé la actividad especifica con la formula:

(AA240/min)(1000)
U/mg de proteina =

[(43.6)(mg de proteina)]/ml de mezcla de reaccion

en donde U es una unidad de actividad enzimatica que corresponde a la cantidad de
catalasa que cataliza la descomposiciéon de 1 umol de peréxido de hidrogeno en 1
min a 25°C; y AAy4 es la diferencia entre las lecturas de absorbencia inicial y final.
Los resultados se graficaron con media aritmética y desviacion estandar. El

experimento se realizé por triplicado.
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6.2.6.2. PEROXIDASAS TOTALES

6.2.6.2.1. EXTRACCION

La extraccion de la enzima se realizé de acuerdo al protocolo establecido por
Svalheim y Robertsen (1990). Se pulverizé 0.5 g de tejido de raiz (previamente
tratado a diferentes tiempos) en un mortero con nitrégeno liquido. El polvo obtenido
se coloco en un tubo eppendorf, se suspendié en 1 ml de buffer de fosfato de sodio
(NaH2PO4) 10 mM vy cloruro de sodio (NaCl) 1 M, a pH 6.0 y se homogeneiz6 durante
30 segundos en un vortex Fisher Vortex Genie 2 modelo G-560 (Bohemia, NY,
E.U.A.). Posteriormente, la muestra se agité en frio durante 1 hora, luego de la cual
se centrifugd a 12,700 rpm en una centrifuga Eppendorf modelo 5415 D (Westbury,
NY, E.U.A.) durante 25 minutos a 4°C. Finalmente, se recuperd el sobrenadante
(extracto enzimatico) y se utilizd para llevar a cabo el ensayo de actividad enzimatica

por espectrofotometria.

6.2.6.2.2. ACTIVIDAD POR ESPECTROFOTOMETRIA

La actividad de peroxidasa se midié de acuerdo al protocolo establecido por
Cipollini (1998). Se preparé (por triplicado por muestra) 1 ml de mezcla de reaccién
con 10 yl de extracto enzimatico y 990 pl de una solucién de guaiacol, que contiene
guaiacol al 0.25% (v/v), buffer de NaH,PO4 10 mM, pH 6.0 al 0.25% y perdxido de
hidrégeno al 0.125% (v/v). Se midié el incremento en la absorbencia a 470 nm (luz
visible) durante 3 min a intervalos de 30 seg en un espectrofotometro Beckman DU
530 (Fullerton, CA, E.U.A.). Como blanco se utilizé el buffer de NaH;POj.

Finalmente, se calculd la actividad especifica con la formula:

AAy790

elAt

11QB 44 UMSNH



en donde AA47g es la diferencia entre las lecturas de absorbencia inicial y final; € es el
coeficiente de extincion molar de la peroxidasa, 26,600 M/cm; | es la longitud de la
celda, 1 cm; y At es la diferencia entre los tiempos inicial y final, 3 min. Los
resultados se graficaron con media aritmética y desviacion estandar. El experimento

se realizo por triplicado.

6.2.7. CUANTIFICACION DE LIGNINA POR SU DERIVATIZACION CON ACIDO
TIOGLICOLICO

La extraccion de lignina se realizé de acuerdo al protocolo modificado de
Bruce y West (1989). Se pulverizé 0.5 g de tejido de raiz (previamente tratado a
diferentes tiempos) en un mortero con nitrégeno liquido. El polvo obtenido se coloco
en un tubo Falcon de 50 ml, se suspendi6 en 10 ml de metanol absoluto y se
homogeneiz6é durante 1 minuto en un vortex Fisher Vortex Genie 2 modelo G-560
(Bohemia, NY, E.U.A.). El homogenado se centrifugd a 3,000 rpm en una centrifuga
IEC Centra modelo CL-2 (Needham Heights, MA, E.U.A.) durante 15 minutos, luego
de los cuales se recupero la pastilla (residuo insoluble en alcohol, RIA), se transfirié a
un vaso de precipitados de vidrio y se coloco en un horno de secado Terlab modelo
MAH 450M (Guadalajara, Jal., México) durante 24 h a 60°C. Pasado dicho tiempo, se
pesaron 45 mg del RIA, se colocaron en un tubo de vidrio con tapa de rosca y se le
agregaron 5 ml de HCI 2 N y 0.5 ml de acido tioglicdlico. El tubo bien cerrado se agit6
durante 1 minuto en un vértex y se colocd en agua hirviendo durante 4 h a 100°C.
Luego de dejarlo enfriar, la muestra se transfiri6 a un tubo de centrifuga de
polipropileno de 10 ml y se centrifugé a 30,000 x g (velocidad equivalente a 19,090
rom utilizando el rotor JA-21) en una centrifuga de alta velocidad Beckman modelo
J2-MC (CA, E.U.A.) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
deseché el sobrenadante y la pastilla se lavé una vez con 5 ml de agua destilada.
Una vez lavada, se resuspendido en 5 ml de NaOH 0.5 N y tapando el tubo con
parafiim, se agit6 suavemente durante 18 h a 25°C para extraer el acido
lignotioglicdlico (LTGA). Pasado dicho tiempo, la muestra se centrifugoé a 30,000 x g

durante 10 minutos. Se recuperdé el sobrenadante en un tubo de vidrio con tapa de
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rosca y se le agregd 1 ml de HCI concentrado y se incubd durante 4 h a 4°C para
precipitar el LTGA. Finalmente, la muestra se transfiri6 a un tubo de centrifuga de
polipropileno y se centrifugd a 30,000 x g durante 10 minutos. Se desechd el
sobrenadante y la pastilla naranja-café se resusupendié en 10 ml de NaOH 0.5 N
para leer su absorbencia a 280 nm (luz UV) en un espectrofotometro Beckman DU
530 (Fullerton, CA, E.U.A.). Como blanco se utilizé NaOH 0.5 N. Los resultados se
expresaron como las unidades de absorbencia del LTGA a 280 nm y se graficaron

con media aritmética y desviacion estandar. El experimento se realizo por triplicado.

6.2.8. CUANTIFICACION DE EPICATEQUINA

La extraccion de la epicatequina se realizé de acuerdo al protocolo modificado
de Guetsky y col. (2005). Se pulverizé 1 g de tejido de raiz (previamente tratado a
diferentes tiempos) en un mortero con nitrégeno liquido. El polvo obtenido se colocd
en un tubo Falcon de 50 ml, se suspendi6 en 2 volumenes (10 ml) de etanol al 95% y
se homogeneizé durante 30 segundos en un vortex Fisher Vortex Genie 2 modelo G-
560 (Bohemia, NY, E.U.A.), luego de los cuales se centrifugé a 2,500 rpm en una
centrifuga IEC Centra modelo CL-2 (Needham Heights, MA, E.U.A.) durante 5 min y
se recuperd el sobrenadante, el cual se evaporé en una plancha caliente a 60°C.
Posteriormente, el extracto se resuspendioé en 10 ml de NaCl 1 mM y se realizaron 2
extracciones con 50 ml de acetato de etilo cada una, se recuperd la fase organica
(superior) y se dej6 evaporar a sequedad total. Se realizaron lavados con acetato de
etilo hasta concentrar la muestra en un tubo eppendorf, y una vez ahi, el extracto se
resuspendido en 100 pl de acetato de etilo, de los cuales se tomaron 10 ul y se
agregaron a 990 pl de etanol al 95% para medir su absorbencia a 279 nm (luz UV) en
un espectrofotometro Beckman modelo DU 530 (Fullerton, CA, E.U.A.). Como blanco
se utilizé etanol al 95%. La concentracién de epicatequina se obtuvo a partir de una
concentracion conocida obtenida de una curva patron de epicatequina comercial de
té verde (Sigma, no. catdlogo E 4018). Los resultados se expresaron como
microgramos de epicatequina por gramo de raiz y se graficaron con media aritmética

y desviacion estandar. El experimento se realizé por triplicado.
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VIl. RESULTADOS

7.1. ESTABLECIMIENTO DEL SISTEMA DE INFECCION.

Las plantulas inoculadas con P. cinnamomi manifestaron la enfermedad 4 dias
después del tratamiento como un marchitamiento severo de toda la parte aérea, que
es un sintoma caracteristico de la muerte descendente del aguacate (Fig. 8). Se
tomd un tiempo intermedio de 2 dias post-inoculacién (d.p.i.) para incluir en los
analisis posteriores una etapa intermedia entre una plantula sana y una enferma (de
4 dias).

Figura 8. Plantulas de aguacate criollo inoculadas con P. cinnamomi. A. Control sin inéculo;
B.2d.p.i.; C. 4 d.p.i.

Una vez que se establecid el sistema de infeccidbn en las plantulas, se
observaron muestras de raiz de cada tratamiento para analizar el efecto de la

infeccidn sobre el tejido.
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7.1.1. Analisis del tejido de raiz infectado con P. cinnamomi.

A los 4 dias después del tratamiento, el tejido de raiz adquirié un color oscuro
en comparacion con el tejido control (sin indculo) que presentd un color naranja-café
claro (Fig. 9). El oscurecimiento de la raiz es uno de los sintomas mas caracteristicos
de un tejido infectado con P. cinnamomi, debido a la necrosis provocada por este

microorganismo.

Figura 9. Raices de aguacate infectadas con P. cinnamomi. A. Control sin inéculo; B. 2
d.p.i.; C. 4 d.p.i. La barra representa 2 mm.

Posteriormente se realizaron cortes del tejido de raiz de cada tratamiento y se
observaron al microscopio con el fin de corroborar la presencia de P. cinnamomi en
el tejido.

7.1.2. Analisis microscopico del tejido de raiz infectado con P. cinnamomi.

Luego de 4 dias de tratamiento, el tejido de raiz presentdé un abundante

crecimiento de micelio (Figura 10D), a diferencia del tejido de una plantula control.

11QB 48 UMSNH



Figura 10. Tejido de raiz de aguacate infectada con P. cinnamomi. A. Micelio de P.
cinnamomi; B. Control sin in6culo; C. 2 d.p.i.; D. 4 d.p.i. Tincién con azul de lactofenol. La
barra representa 20 ym.

Asi, el marchitamiento severo de la parte aérea, el oscurecimiento de la raiz y
la colonizacion del tejido por el micelio nos permitid relacionar los sintomas de la
enfermedad con la infeccidon por P. cinnamomi. Después de la caracterizacion de la
enfermedad se inicié con el anadlisis de la respuesta oxidativa del aguacate criollo

ante la infeccion por el oomiceto.

7.2. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO.

Se analiz6 la produccion de ERO (anién superdxido, peréxido de hidrégeno y
radical hidroxilo como peroxidacién de lipidos) en respuesta a la infeccion por P.
cinnamomi en el tejido de raiz previamente tratado. Se observé que la produccion de
las tres ERO se incrementd con respecto a sus controles, alcanzando un maximo de

acumulacion a los 4 dias post-inoculacién (Fig. 11).

El contenido del anion superdxido, medido como la absorbencia del formazan
de XTT a 470 nm, aument6 de 0.07 unidades en la planta control, a 0.10 unidades a
los 2 dias post-inoculacién (d.p.i.) y a 0.20 unidades a los 4 d.p.i. (Fig. 11A). Este
incremento fué de casi 3 veces con respecto al control sin in6culo (0 d.p.i.).

La concentracion de perdoxido de hidrogeno se incrementé desde un nivel
basal de 87.5 uM H,0,/g de raiz, a 212.5 yM H,0,/g de raiz a los 2 d.p.i. y 325 uM
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H>O,/g de raiz a los 4 d.p.i. (Fig. 11B), lo cual corresponde a alrededor de 4 veces

mas con respecto al control de 0 d.p.i.

Finalmente, el tratamiento incrementd aproximadamente tres veces el nivel de

peroxidacion de lipidos en relacion al control sin inéculo, de 2.1 nM TBARS/g de raiz
a 6.6 nM TBARS/g de raiz, a los 4 d.p.i. (Fig. 11C).
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Este resultado nos sugiere que los mecanismos de defensa de la plantula se
estan activando, ya que ésta responde a la presencia del oomiceto acumulando
ERO. Sin embargo, también es posible que P. cinnamomi produzca ERO como un
factor de patogenicidad, asi que para descartar la posibilidad de que el oomiceto por
si mismo estuviera contribuyendo a la cantidad del peréxido de hidrégeno
cuantificado en una plantula infectada, se realizé un analisis de la presencia de ésta
ERO en el micelio. No se detecto peroxido de hidrogeno en el micelio, lo cual sugiere
que el perdxido de hidrégeno cuantificado proviene de la plantula y que se acumula

como resultado de la interaccion con P. cinnamomi (Fig. 12).
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Figura 12. Produccion de peréxido de hidrégeno en raices de aguacate criollo infectadas con
P. cinnamomi. Los datos representan la media + DE de tres experimentos independientes
con n=3. Tukey; a 0.05. Letras diferentes indican diferencia significativa.

Posteriormente, se analizo si la cantidad de peroxido de hidrogeno encontrada
en las plantulas infectadas durante 4 dias, que fue de alrededor de 300 uM, tenia
algun efecto sobre el crecimiento de P. cinnamomi, para lo cual se realizdé un ensayo
in vitro en el que se puso a crecer al oomiceto en presencia de dicha concentracion
de perdxido de hidrégeno, y de una concentracion de 20 mM (considerada alta), la
cual ha sido reportada que inhibe por completo el crecimiento in vitro de S.

sclerotiorum (Walz y col., 2008), o lo reduce en B. cinerea (Schouten y col., 2002).
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El tratamiento con 300 yM de peréxido de hidrégeno no tuvo ningun efecto
sobre el crecimiento de P. cinnamomi. En la Figura 13a se muestra la cinética de
crecimiento del oomiceto desde el primero (recuadro de la figura) hasta los 7 dias, en
donde se observa que no existe diferencia significativa entre el tratamiento con 300
MM de peroxido de hidrogeno y el control con agua. En cambio, el tratamiento con el
fungicida metalaxyl inhibié por completo el crecimiento de P. cinnamomi; mientras
que una concentracién de 20 mM de peréxido de hidrogeno disminuyé su crecimiento
en aproximadamente un 30% con respecto al control con agua. En la Figura 13b se
muestran fotografias representativas del efecto de cada tratamiento sobre el

crecimiento in vitro de P. cinnamomi.
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Figura 13. (a) Cinética de crecimiento de P. cinnamomi hasta los 7 dias en presencia de
peroxido de hidrégeno. El recuadro representa el crecimiento al dia 1. Los datos representan
la media + DE de tres experimentos independientes con n=3. (b) Crecimiento in vitro de P.
cinnamomi en presencia de peroxido de hidrégeno. A. Agua; B. Metalaxyl; C. 300 uM H,O,; y
D. 20 mM HgOz.
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Por lo tanto, se concluye que a pesar de que el patégeno induce una
acumulacion de perdxido de hidrégeno en las raices de las plantulas, la cantidad que

éstas acumulan no afecta su crecimiento, al menos en un sistema in vitro.

Con el fin de comparar la produccién de perdéxido de hidrégeno en una
plantula infectada por P. cinnamomi, con una plantula inoculada con un no patégeno
de aguacate, se inocularon plantulas con el hongo Colletotrichum lindemuthianum, y
se midi6 la cantidad de peroxido de hidrogeno presente en la raiz de aguacate criollo

inoculada durante 4 dias.

El peroxido de hidrogeno también se acumula en respuesta a C.
lindemuthianum (Fig. 14). Al cabo de 4 dias de inoculacion, la plantula presenté una
concentracion de 322 yM H,O,/g de raiz, mientras que la plantula sana present6 un
nivel basal de 87.5 yM H,0O,/g de raiz, por lo que, el incremento fue de alrededor de
3 veces con respecto a la plantula control. La concentracion de peroxido de
hidrogeno de la plantula inoculada con C. lindemuthianum fue muy parecida a la

encontrada en una plantula infectada con P. cinnamomi (325 uM H>O2/g de raiz).
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Figura 14. Produccién de peréxido de hidrogeno en raices de aguacate criollo tratadas con
C. lindemuthianum o P. cinnamomi durante 4 dias. Los datos representan la media £ DE de
tres experimentos independientes con n=3. Tukey; a 0.05. Letras diferentes indican
diferencia significativa.
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Sin embargo, al observar la apariencia de ambos grupos de plantulas, se
aprecia que (Fig. 15) mientras que las infectadas con P. cinnamomi muestran
sintomas evidentes de enfermedad, las inoculadas con C. lindemuthianum no
presentan ningun sintoma aparente de infecciéon. Por lo tanto, aunque ambos
microorganismos, un patdégeno y un no patégeno de aguacate, inducen la
acumulacion de peréxido de hidrégeno, ésta acumulacion puede tener un efecto
distinto en cuanto al éxito del proceso de infecciéon en cada caso, contribuyendo o no
a la resistencia de las plantulas, no por su acumulacion per se sino por su
participacion en diversos mecanismos relacionados con la defensa de las plantulas,
que en un caso (el del patdégeno) resultan no ser suficientes para la plantula,
mientras que otro caso (el del no patdégeno), resultan ser suficientes para evitar la

infeccion.

Figura 15. Plantulas inoculadas con un patégeno y un no patégeno de aguacate criollo. A.
Plantula control sin inéculo. B. Plantula inoculada con C. lindemuthianum. C. Plantula
inoculada con P. cinnamomi. Las fotografias se tomaron 4 dias después de la inoculacién.

Posteriormente se analizo el efecto del perdxido de hidrogeno cuantificado en
una plantula inoculada con C. lindemuthianum durante 4 dias, sobre el crecimiento

de este hongo, para lo cual se realizé un ensayo in vitro en donde se puso a crecer el
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hongo en presencia de 300 uM y 20 mM (considerada una alta concentracion) de
peréxido de hidrégeno. El resultado se compard con el de P. cinnamomi al dia 7 de

crecimiento (Fig. 16).

El tratamiento con 300 yM de peréxido de hidrégeno no tuvo ningun efecto
sobre el crecimiento de C. lindemuthianum, al igual que sucedi6é con P. cinnamomi ya
que no hay diferencia significativa en su crecimiento con respecto al control con
agua. Solo una concentracién alta de 20 mM disminuyd su crecimiento en un 30%

también con respecto al control con agua.

54 I C. lindemuthianum

B P, cinnamomi
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Figura 16. Efecto del perdéxido de hidrégeno sobre el crecimiento in vitro de C.
lindemuthianum y P. cinnamomi. Los datos representan la media + DE de tres experimentos
independientes con n=3. Tukey; a 0.05. Letras diferentes indican diferencia significativa.

El que la concentracion de perdxido de hidrégeno acumulada en una plantula
durante 4 dias como resultado de la inoculacién con estos microorganismos no tenga
un efecto sobre su crecimiento in vitro, nos sugiere que probablemente estos
microorganismos cuentan con un mecanismo que les permita contrarrestar el

peréxido de hidrogeno producido por la plantula.
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7.3. CATALASA EXTRACELULAR

Se ha reportado que algunos patogenos fungicos como Botrytis cinerea
secretan catalasa como un mecanismo de defensa para eliminar el peréxido de
hidrogeno producido por la planta durante el proceso de infecciéon (Mayer y col.,
2001; Schouten y col., 2002), por lo que, a continuacién se analizé la actividad de

catalasa extracelular de P. cinnamomi y C. lindemuthianum crecidos in vitro.

El resultado mostré6 que ambos microorganismos son capaces de secretar
catalasa (Fig. 17), aunque P. cinnamomi presentd una mayor actividad (187

Unidades/mg de proteina) que C. lindemuthianum (117 Unidades/mg de proteina).
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Figura 17. Actividad enzimatica de catalasa extracelular de P. cinnamomi y C.
lindemuthianum. Ambos microorganismos fueron crecidos durante 8 dias en medio PDA
liquido. La actividad fue medida por el consumo de peroxido de hidrogeno. Los datos
representan la media + DE de tres experimentos independientes con n=3. Tukey; a 0.05.
Letras diferentes indican diferencia significativa.

Esta puede ser la razén por la que estos microorganismos son capaces de

crecer en presencia de ciertos niveles de peroxido de hidrégeno.
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7.4. PEROXIDASAS TOTALES

Otra de las funciones del peréxido de hidrégeno es servir como sustrato para
algunas peroxidasas que participan en el reforzamiento de la pared celular al
catalizar el ultimo paso enzimatico de la biosintesis de lignina durante el ataque de
patdgenos. Con base en esto, se analizé la actividad de peroxidasas totales para
determinar si parte del peréxido de hidrégeno acumulado en las plantulas podria

estar siendo utilizado por estas enzimas para el proceso de lignificacion.

La actividad de peroxidasas totales en el tejido de raiz se incrementé como
resultado de la infeccién por P. cinnamomi (Fig. 18). Asi, la plantula control de 0 d.p.i.
presentdé una actividad basal de 76 uM/min/mg de proteina, la cual se increment6 a
los 2 d.p.i. a 106 yM/min/mg de proteina, alcanzando a los 4 d.p.i. una actividad de

133.3 uM/min/mg de proteina.

—a&— Control C
—e— Inoculada

= =

V) o

o (@]
|

a
'y
T

N
o

Actividad de POD
(MM/min/mg de proteina)
[00]

o

o

0 2 4
Tiempo (d.p.i.)

Figura 18. Actividad de peroxidasa en raiz de aguacate infectada con P. cinnamomi. Los
datos representan la media £ DE de tres experimentos independientes con n=3. Tukey; a
0.05. Letras diferentes indican diferencia significativa con respecto al control con agua.

Este resultado podia sugerir la participacion de las peroxidasas en el proceso
de lignificacion, sin embargo, hacia falta cuantificar los niveles de lignina para

sustentar esta posibilidad.
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7.5. LIGNINA

A continuacidn se determind la cantidad de lignina presente en la raiz de
aguacate infectada con P. cinnamomi. El resultado mostré que la cantidad de lignina
no cambia como resultado de la infeccidén, ya que no se presentaron diferencias
significativas entre la cantidad de lignina de la plantula control (1.4 unidades de
absorbencia) y las plantulas infectadas durante 2 y 4 dias (1.6 unidades de

absorbencia en ambos casos) (Fig. 19).
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Figura 19. Cantidad de lignina en raiz de aguacate infectada con P. cinnamomi a diferentes
tiempos. Medicién por espectrofotometria a una A 280 nm. Los datos representan la media +
DE de tres experimentos independientes con n=3. Tukey; a 0.05. Letras diferentes indican
diferencia significativa.

Este resultado nos permite entonces sugerir que el incremento en la actividad
de las peroxidasas totales no se debe a su participacion en el proceso de

lignificacion, ya que la cantidad de dicho polimero no cambié como resultado de la

infeccion.
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7.6. EPICATEQUINA

Por otra parte, se ha reportado que la epicatequina participa en la resistencia
de los frutos de aguacate al ataque post-cosecha por Colletotrichum gloeosporioides.
Tomando en cuenta esto, se prosiguioé con la determinacién de la concentracion de

epicatequina en la raiz de aguacate criollo infectada por P. cinnamomi.

La infeccion por P. cinnamomi provocé una disminucion en la cantidad de
epicatequina presente en la raiz (Fig. 20), la cual pas6 de una concentracién basal
en la plantula control de 264.2 pg/g de raiz, a 169.8 ug/g de raiz a los 2 d.p.i. y
finalmente a 84.7 ug/g de raiz a los 4 d.p.i.
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Figura 20. Concentracion de epicatequina en raiz de aguacate infectada por P. cinnamomi.
Medicion por espectrofotometria a una A 279 nm. Los datos representan la media + DE de
tres experimentos independientes con n=3. Tukey; a 0.05. Letras diferentes indican
diferencia significativa.

Considerando que una de las propuestas acerca de la participacion de la
epicatequina en la resistencia de los frutos de aguacate al ataque por C.
gloeosporioides es a través de la inhibicion de algunas enzimas provenientes de este
patdgeno, entonces la disminucion en la concentracion de epicatequina en la raiz de
aguacate infectado con P. cinnamomi, podria implicar que este patdogeno no se

enfrente con esta barrera durante el proceso de infeccion de su hospedero.
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VIII. DISCUSION

En el presente trabajo la inoculacion de plantulas de aguacate criollo con
micelio de P. cinnamomi provoco sintomas de infeccion tanto en la parte aérea como
en las raices de las plantulas utilizadas. Al respecto Van der Merwe y col. (1990)
mencionan, que las inoculaciones con micelio pueden ser tan efectivas en el
desarrollo de infecciones que las causadas por zoosporas de P. cinnamomi, lo cual
coincide con lo observado en nuestro sistema. A los 4 dias despues de la
inoculacion, las plantulas manifestaron un marchitamiento severo en toda la parte
aérea (Fig. 8), el cual es un sintoma caracteristico de la muerte descendente del
aguacate causada por P. cinnamomi, por lo que éste se establecié como el tiempo
maximo de incubacién. Se incluyd un tiempo de 2 dias post-inoculacion (d.p.i.) que
representd una etapa intermedia entre una plantula sana y una enferma, en la cual
aparecieron las primeras lesiones necroticas en el tejido de la raiz, lo cual coincide
con lo reportado por Phillips y col. en 1987, quienes mencionan que la inoculacion de
raices de aguacate cultivar Duke 7 con el mismo patégeno resulté en la aparicién de
lesiones en un periodo de 24 a 48 horas despues de la inoculacion. En el presente
trabajo, como un efecto de la infeccion por P. cinnamomi durante 4 dias, una
importante proporcion del tejido de las raices absorbentes adquirid un color oscuro
debido a la necrosis provocada por el patdgeno (Fig. 9). Al respecto, Phillips y
colaboradores (1987) reportan que a diferencia de las células del tejido de raiz sana,
las del tejido necrosado presentan una acumulacion de taninos y fenoles,
caracteristica que se discutira mas adelante. Por ultimo, el analisis microscopico del
tejido de raiz infectado mostré un abundante crecimiento de micelio dentro de él, lo
cual corroboré la presencia del oomiceto (Fig. 10). De este modo, el marchitamiento
severo en la parte aérea, el oscurecimiento de las raices absorbentes y la
colonizacion del tejido por el micelio, nos permitié relacionar los sintomas de la

enfermedad con la infeccidn por P. cinnamomi.

Con respecto al analisis de la respuesta oxidativa del aguacate criollo ante la

infeccion por P. cinnamomi, la inoculacion de las plantulas indujo un incremento en la

11QB 60 UMSNH



produccion de las especies reactivas de oxigeno (ERO) cuantificadas en la raiz, que
fueron el anién superdxido, el peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo como
peroxidaciéon de lipidos (Fig. 11). Esto sugiere la activaciéon de los mecanismos de
defensa de las plantulas, ya que el tejido responde a la presencia del oomiceto
acumulando ERO. Esta respuesta denominada explosion oxidativa ha sido
ampliamente reportada en otros sistemas y constituye uno de los primeros eventos
que ocurren en las plantas en respuesta al ataque de patdgenos (Baker y Orlandi,
1995; Levine y col.,, 1994). Es este sentido, Beno-Moualem y Prusky (2000)
reportaron que la infeccion de frutos de aguacate cv. Fuerte por C. gloeosporioides
induce la produccién de ERO, en particular, anién superdéxido y perdxido de
hidrogeno. Del mismo modo, la infeccion del tabaco por Sclerotinia sclerotiorum

provocoé un incremento en los niveles de ERO (Walz y col., 2008).

Ademas de las ERO por si mismas, se ha sugerido que muchos de los
productos oxigenados de los acidos grasos participan en la sefializacién en plantas
(Farmer, 1994). Estudios en radiculas e hipocotilos de frijol soya indican que los
productos de la peroxidacion lipidica actian como un detonador de la produccién de
la fitoalexina gliceolina (Degousée y col., 1994). Se ha sugerido que los patégenos
necrotrofos usan las fuerzas oxidativas para atacar, invadir y destruir los tejidos
vegetales. En este sentido, se ha reportado que la peroxidacion de lipidos se
incrementa en etapas tempranas del desarrollo de la infeccion causada por
Drechslera avenae y D. siccans en la avena (von Gonner y Schldsser, 1993). Esto
coincide con el incremento en la peroxidaciéon de lipidos como resultado de la

infeccion del aguacate por P. cinnamomi en este trabajo (Figura 11C).

Actualmente es ampliamente aceptado que el peroxido de hidrogeno esta
involucrado en un gran numero de procesos en las plantas, que incluyen cascadas
de senalizacién (Neill y col., 2002), respuestas a patégenos (Orozco-Cardenas y col.,
2001; Kachroo y col., 2003), muerte celular programada (Levine y col., 1994), entre
otros. Sin embargo, a pesar de su importancia, existen muy pocos estudios acerca

de los niveles de ésta ERO presentes en las plantas bajo condiciones normales, y los
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que existen, varian en varios 6rdenes de magnitud, aun en una misma especie bajo
condiciones similares (Cheeseman, 2006). Al respecto, Mgller y colaboradores
(2007) reportan que la concentracion de perdéxido de hidrogeno en los tejidos
vegetales se encuentra en un rango de micromolar a milimolar bajo, dependiendo del
compartimento. En el presente trabajo, la concentracion de peroxido de hidrogeno en
una plantula sana fue de 87.5 uM H;O,/g.p.f. de raiz (Fig. 11B), la cual es cercana a
la reportada en las hojas del pasto azul de Kentucky (Poa pratensis) con 60 uM
H,0./g.p.f. (He y col., 2005).

A los dos dias post-inoculacién, la raiz de aguacate criollo presentd una
acumulacion de perédxido de hidrégeno de poco mas de 2 veces con respecto a una
raiz sana. Esto coincide en tiempo con lo reportado en discos de hoja de frijol
infectado con Botrytis cinerea, en los que no se detectd peroxido de hidrogeno sino
hasta 48 horas despues de la inoculacion, cuando la infeccidn ya se extendia

rapidamente (Bestwick y col., 1997).

Una fuente de ERO podria estar representada por radicales de oxigeno
derivados del patégeno mismo, P. cinnamomi. Algunos patégenos son capaces de
producir ERO a través de varios mecanismos (von Tiedemann, 1997; Deighton y col.,
1999; Mayer y col., 2001). Se ha reportado que Botrytis cinerea produce anion
superoxido en las puntas de las hifas, asi como perdxido de hidrogeno luego de
haber penetrado los tejidos de su hospedero (Schouten y col., 2002; Tenberge y col.,
2002; Govrin y Levine, 2000). Del mismo modo, Able y colaboradores (2003)
reportaron la producciéon de ERO (anion superoxido) por los patégenos necrotrofos
Pyrenophora teres y Rynchosporium secalis como factores de patogenicidad, en
ausencia de su planta hospedera, la cebada. Asi mismo, se ha reportado que Botrytis
cinerea produce peréxido de hidrégeno durante la infeccién del tomate (van der
Vlugt-Bergmans y col., 1997). Recientemente, se describié un gen que codifica para
una glucosa oxidasa en B. cinerea, el cual se induce por estrés oxidativo. También
se aislé un gen de Aspergillus nidulans que codifica para una NADPH-oxidasa

involucrada en la generacion de ERO (Lara-Ortiz y col., 2003; Rolke y col., 2004). Sin
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embargo, a diferencia de estos reportes, en el presente trabajo, no se detecto la
produccion de perdxido de hidrogeno en P. cinnamomi en ausencia de su hospedero
(Fig. 12), lo cual nos sugiere entonces que el perdxido de hidrogeno cuantificado en
las plantulas inoculadas proviene de las plantulas y que se acumula como resultado
de su interaccion con el oomiceto. No se descarta la posibilidad de que la técnica
empleada para la cuantificacion del peroxido de hidrogeno no haya sido lo
suficientemente fina para detectar su produccion en el patégeno, ya que es
empleada para tejidos vegetales. Sin embargo, hasta ahora, a nuestro conocimiento,

no se aislado ni caracterizado ninguna enzima productora de ERO en P. cinnamomi.

Aunque la infeccion por P. cinnamomi en raices de aguacate indujo una
acumulacion de peroxido de hidrogeno, el desarrollo del patégeno aparentemente no
se vio influenciado in vivo. Para sustentar ésta observacion se analizé el efecto del
peréxido de hidrogeno sobre el crecimiento in vitro de P. cinnamomi. El tratamiento
con 300 uM de peréxido de hidrogeno, que fue la cantidad cuantificada en las
plantulas inoculadas durante 4 dias, no tuvo efecto sobre su crecimiento (Fig. 13),
siendo éste muy similar al del control con agua, por lo que, aunque el P. cinnamomi
induce la acumulacion de peroxido de hidrogeno en las raices de las plantulas, la
cantidad que éstas acumulan no afecta su crecimiento, al menos en un sistema in
vitro. Por su parte, la concentracion de 20 mM de perdxido de hidrogeno tuvo un
efecto de disminucién sobre el crecimiento in vitro de P. cinnamomi en un 30% con
respecto al control con agua, lo cual coincide con lo reportado para otro patégeno
necrotrofo, Botrytis cinerea, que es capaz de tolerar niveles de hasta 100 mM de
peréxido de hidrégeno in vitro (Shouten y col., 2002). En cambio, en el necroétrofo
Sclerotinia sclerotiorum, ésta misma concentracion (20 mM) de peréxido de

hidrogeno inhibe por completo su crecimiento in vitro (Walz y col., 2008).

Tomando la produccion de perdxido de hidréogeno como un indicador de la
produccion de ERO en general, y con el fin de comparar su produccion en las raices
de aguacate criollo inoculadas con un no patégeno de aguacate, que fue C.

lindemuthianum, se encontré6 que éste hongo también indujo la acumulacion de
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peréxido de hidrogeno en una cantidad muy similar a la inducida por P. cinnamomi a
los 4 dias post-inoculacién (Fig. 14). Al observar la apariencia de ambos grupos de
plantulas (Fig. 15), fue evidente que a diferencia de las plantulas inoculadas con P.
cinnamomi, las plantulas inoculadas con C. lindemuthianum no presentaron ningun
sintoma aparente de infeccion, por lo que, la acumulacion de peréxido de hidrogeno
es un indicador de que la planta esta respondiendo al intento de invasiéon de C.
lindemuthianum, y que dicha acumulaciéon puede ser un factor importante para
impedir su establecimiento. Por lo tanto, aunque ambos microorganismos, un
patégeno y un no patdogeno de aguacate, inducen la acumulacion de perdxido de
hidrégeno, ésta acumulacion puede tener un efecto distinto en cuanto al éxito del
proceso de infeccion en cada caso, contribuyendo o no a la resistencia de las
plantulas, no por su acumulacion per se sino por su participaciéon en diversos
mecanismos relacionados con la defensa de las plantulas, que en un caso (el del
patdgeno) resultan no ser suficientes para la plantula, mientras que otro caso (el del

no patdégeno), resultan ser suficientes para evitar la infeccion.

En cuanto al efecto de la cantidad de peroxido de hidrogeno cuantificada en
las plantulas inoculadas durante 4 dias (300 uM) sobre el crecimiento in vitro de C.
lindemuthianum, se encontr6é que éste tampoco tuvo un efecto sobre su crecimiento,
lo cual sugiere que tanto P. cinnamomi como C. lindemuthianum cuentan con algun
mecanismo que les permite crecer en presencia de ciertos niveles de perdxido de
hidrégeno. Tomando en cuenta que las catalasas se han asociado a la resistencia de
algunos fitopatégenos al peréxido de hidrogeno producido por las plantas en
respuesta a su ataque (Levine y col., 1994; Beltran-Garcia y col., 2006), se midio la
actividad de catalasa extracelular en ambos microorganismos, crecidos in vitro,
encontrando que los dos son capaces de secretar la enzima, lo cual puede explicar el
hecho de que pueden crecer en presencia de ciertos niveles de peroxido de
hidrogeno. Este resultado apoya la participacion de las catalasas en contrarrestar los
niveles de peroxido de hidrégeno durante la interaccidn con las raices de aguacate.
Cabe destacar que P. cinnamomi presentd poco mas del 60% de actividad que C.

lindemuthianum, por lo que, esto quiza le permita a P. cinnamomi contrarrestar de
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manera mas eficiente al peroxido de hidrégeno y asi lograr invadir los tejidos de su
hospedero, lo cual no logra C. lindemuthianum. Este resultado de secrecion de
catalasas coincide con varios reportes que involucran a hongos fitopatdgenos. En
Fusarium decemcellulare se observd que un incremento en la actividad de catalasa
se asocia a una resistencia al estrés oxidativo. Si el patdégeno es capaz de prevenir el
dafio oxidativo por el peroxido de hidrogeno, es probable que sea mas resistente y
por ende mas agresivo, logrando la colonizacién y el desarrollo de la enfermedad
(Medentsev y col., 2002). Beltran-Garcia y colaboradores (2006) mencionan que los
hongos fitopatdgenos generalmente presentan varias catalasas en comparacion con
hongos que no lo son, sin embargo, no establecen si estan asociadas con estados
patogénicos o simplemente a estados de desarrollo. En este sentido, existen reportes
que apoyan el primer caso. Asi, Claviceps purpurea secreta catalasa tanto en
cultivos in vitro como durante su interaccion con el centeno (Garre y col., 1998);
Botrytis cinerea lo hace durante su interaccién con el tomate y el frijol (Mayer y col.,
2001; Schouten y col., 2002); y Blumeria graminis lo hace durante su interaccion con
la cebada (Zhang y col., 2004).

Ademas de la explosién oxidativa, el peréxido de hidrogeno participa en el
reforzamiento de la pared celular, especificamente, en el proceso de lignificacién, en
donde sirve como sustrato a algunas peroxidasas que catalizan el ultimo paso
enzimatico de la biosintesis de lignina. Al medir de actividad de peroxidasas totales
en las raices de aguacate criollo inoculadas con P. cinnamomi, se encontré que ésta
se increment6 de una manera dependiente del tiempo de inoculacion. Este resultado
concuerda con lo reportado por Yedidia y colaboradores en 1999, en donde la
inoculacion de raices de pepino con Trichoderma harzianum, hongo saprofitico que
también induce las respuestas de defensa, indujo un incremento notable en la
actividad de peroxidasas a las 48 horas despues de la inoculacion. El incremento en
la actividad de peroxidasas totales correlaciond con la acumulacion de perdxido de
hidrogeno en las raices de aguacate infectadas, lo cual nos sugeria su participacion
en el proceso de lignificacion. Con frecuencia se reporta una relacion cuantitativa

entre la actividad de peroxidasas y la lignificacion (McDougall y col., 1994; Barcel6,
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1995; Christensen y col., 1998), sin embargo, en este trabajo, al determinar la
cantidad de lignina en las raices inoculadas, se encontr6 que ésta no cambié como
resultado de la infeccién por P. cinnamomi, con lo cual se concluye que el incremento
en la actividad de peroxidasas totales no se debe a su participacion en el proceso de
lignificacion, sino a otra razén. Tomando en cuenta que la medicion de la actividad
incluye a todo tipo de peroxidasas, y que la baja especificidad de sustrato in vitro asi
como la existencia de muchas isoenzimas dificulta el definir funciones especificas a
peroxidasas individuales, una posible explicacién del incremento en la actividad de
peroxidasas totales es que algunas de ellas, conocidas como NADH oxidasas, que
son peroxidasas que reducen el oxigeno molecular usando al NADH como donador
de electrones para producir perdxido de hidrégeno (Bolwell y col., 1995; Bolwell,
1999), estén contribuyendo a la acumulacién de dicha ERO como parte de las

respuestas de defensa del aguacate ante la infeccidon por P. cinnamomi.

Por otra parte, se ha reportado que la epicatequina, un antioxidante de tipo
flavonoide, participa en la resistencia de los frutos de aguacate cv. Fuerte al ataque
por Colletotrichum gloeosporioides (Guetsky y col., 2005). Tomando en cuenta esto,
se determind la concentracién de epicatequina en las raices de aguacate criollo
infectadas con P. cinnamomi, encontrando que ésta disminuye como resultado de la
infeccion. La raiz de una plantula sana presentd 264 ug/g.p.f., concentracion que
disminuyo a 84.7 pg/g.p.f. a los 4 dias despues de la inoculacidon (Fig. 20). Hasta
nuestro conocimiento, éste es la primera vez que se reporta la concentracion de
epicatequina en la raiz de una planta durante su interaccion con un patdégeno. Al
respecto, la mayor parte de los reportes existentes son en referencia a los frutos de
aguacate, en particular, a su pericarpo, en donde se ha reportado que la
concentracion de epicatequina se encuentra en un rango de 400 a 2,000 pg/g.p.f. en
frutos inmaduros y que disminuye a 12-15 ug/g.p.f en frutos maduros que expresan
sintomas de antracnosis causada por C. gloesosporioides (Prusky y col., 1985). Por
su parte, Wattad y colaboradores (1994) reportan una concentracion de 350 ug/g.p.f.
en frutos inmaduros, que es la mas baja que se ha reportado. En un estudio mas

reciente, Guetsky y colaboradores (2005) reportan una concentraciéon de 998
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pa/g.p.f. en frutos inmaduros, la cual disminuye a 153 ug/g.p.f. en frutos maduros
sanos, llegando hasta 1.5 ug/g.p.f. de epicatequina en frutos maduros enfermos por
antracnosis. Aunque se desconoce la distribucién de la epicatequina en la planta de
aguacate, nuestro resultado, aunado a los reportes antes mencionados, hace
evidente que este flavanol esta presente en cantidades considerables tanto en los
frutos como en las raices de plantas sanas. En este sentido, Forrest y Bendall (1969)
analizaron la distribucion de polifenoles en la planta de té (Camellia sinensis L.), en
donde reportaron que la epicatequina es la unica catequina ubicua en la planta. Asi
mismo, Griffiths (1958) en su estudio de los flavonoides del arbol del cacao
(Theobroma cacao L.), también reporté que solo la epicatequina y dos
leucocianidinas persisten, en diversos grados, en todos los tejidos. Sobre la base de
estos estudios de distribucion, se ha postulado que los flavanoles tienen una
importante funcion(es) que llevar a cabo en las plantas. Se ha sugerido que los
flavanoles son los unicos flavonoides que pueden polimerizarse. Asi, las formas
monomeéricas de la catequina y la epicatequina son capaces de polimerizarse para
dar lugar a la formacién de dimeros, trimeros, oligdbmeros y finalmente polimeros,
conocidos como taninos condensados o proantocianidinas (Schofield y col., 2001;
Dixon y col., 2005). Se ha reportado que estos polimeros se depositan en los tejidos
muertos, sujetos a infeccidén, en donde protegen a las células del comienzo de la
necrosis (Dixon y col., 2005). Como se menciond al inicio de la presente discusion,
en un analisis histologico del tejido de raiz de aguacate cv. Duke 7 infectado por P.
cinnamomi, llevado a cabo por Phillips y colaboradores (1987), se reporta la
presencia de altos niveles de taninos y fenoles en las células del tejido infectado, a
diferencia del tejido de raiz de las plantas control que no presentaba esta
caracteristica. En nuestro trabajo, el oscurecimiento del tejido de la raiz como
resultado de la infeccion por P. cinnamomi podria ser en parte el resultado de la
acumulacioén de estos compuestos en las células. Si asi fuera, entonces el resultado
de la disminucién en la concentracion de epicatequina en el tejido de raiz infectado
podria deberse a que este flavanol esta siendo utilizado para la formacion de los

taninos condensados.
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Una de las propuestas acerca de la participacion de la epicatequina en la
resistencia de los frutos de aguacate al ataque por C. gloeosporioides, es a través de
la inhibicion de algunas enzimas provenientes del patdégeno, tales como una
endopoligalacturonasa (Prusky y col., 1989) y una pectato liasa (Wattad y col., 1994).
Sin embargo, Guetsky y colaboradores (2005) reportaron que C. gloeosporioides es
capaz de secretar una lacasa que metaboliza a la epicatequina, reduciendo su
concentracion en el tejido, lo cual contribuye a la patogenicidad del hongo en los
frutos de aguacate. Las lacasas son oxidasas que se encuentran ampliamente
distribuidas en los hongos y que estan involucradas en la biotransformacion de
compuestos aromaticos (Messerschmidt, 1997; Edens y col., 1999; Kurisawa y col.,
2003). Las lacasas fungicas juegan un papel importante en la patogenicidad en las
plantas al detoxificar compuestos antifungicos y taninos en el hospedero (Marbach y
col., 1984; Pezet y col., 1991; Sbaghi y col., 1996; Adrian y col., 1998). Considerando
esto, la disminucion en la concentracion de epicatequina en la raiz de aguacate
infectada con P. cinnamomi, implica una barrera menos que enfrentar para el
patdgeno durante el proceso de infeccion de su hospedero, y si esta disminucion se
debe a su polimerizacion en taninos, probablemente el patogeno tenga la capacidad
de metabolizarlos, a través de la secrecion de una enzima. Sin embargo, esta
posibilidad queda como mera especulacién ya que hasta ahora se desconoce si P.
cinnamomi sea capaz de secretar una enzima con funcién similar a la de C.

gloeosporioides.

En otro sentido, el decremento en la concentracion de epicatequina
correlaciona con el incremento en la produccion de peroxido de hidrogeno.
Considerando la funcién de la epicatequina como antioxidante, su disminucion
contribuye a la permanencia de niveles elevados del oxidante en el tejido infectado.
Govrin y Levine (2000) reportaron que la produccion de ERO, que antecede a la
muerte celular hipersensible, facilita la infeccion de patégenos necrétrofos como
Botrytis cinerea o Sclerotinia sclerotiorum en Arabidopsis. Ellos mostraron que la
infiltracidon de hojas de Arabidopsis con una mezcla de glucosa oxidasa y glucosa,

que produce peréxido de hidréogeno, antes de la inoculacion con los patogenos, llevd
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a una mayor colonizacion del tejido infiltrado en comparacién con el tejido control no
infiltrado. Asi mismo, Able (2003) report6 que la infiltracion de hojas de cebada con la
enzima antioxidante catalasa, que disminuye el nivel de perdxido de hidrogeno, antes
de la inoculacion con Rhynchosporium secalis o Pyrenophora teres Iimitd la
extension de la muerte celular asi como el crecimiento de los patdgenos in planta.
Aunque en el presente trabajo no se evalud el efecto del peréxido de hidrégeno
sobre el grado de formacién de las lesiones in planta, los resultados tampoco
descartan la posibilidad de que la permanencia de niveles elevados de peroxido de
hidrogeno en las raices infectadas podria facilitar la infeccién por el necroétrofo P.

cinnamomi, al disparar la muerte celular hipersensible.

Ademas de la respuesta oxidativa inducida per se por la infeccion de P.
cinnamomi en el aguacate criollo, se ha reportado que este patdégeno secreta dos
elicitinas denominadas a- y B-cinnamomina (Pernollet y col., 1993; Perez y col.,
1999). Se sabe que las elicitinas son proteinas acareadoras de esteroles (Mikes y
col., 1998; Boissy y col., 1999), secretadas por oomicetos del género Phytophthora
(Ricci y col., 1989), que sirven como estimuladores de las respuestas de defensa del
hospedero. Se ha reportado que inducen la necrosis en hojas de tabaco (Rustérucci
y col., 1996), asi como la produccién de ERO en células en suspension de tabaco
(Bourque y col., 1998). Sin embargo, hasta el momento no existen reportes en donde
se aborde la participacion especifica de las elicitinas de P. cinnamomi en el proceso
de infeccidn in planta, lo cual abre la posibilidad de estudiar la participacion de estas
proteinas durante la interaccion P. cinnamomi — Persea americana (aguacate) en un

futuro.
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IX. CONCLUSION

La respuesta oxidativa es evadida por Phytophthora cinnamomi durante la

infeccion del aguacate criollo.
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XI. APENDICES

APENDICE I. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

1.1. Agar dextrosa papa (PDA), 1|

. Disolver 39 g de polvo PDA en 750 ml de agua destilada.

2. Ajustar a pH 7.2 y aforar con agua destilada a 1 I.

3. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

1.2. Agar dextrosa papa con jugo de verduras V8 (PDAVS), 1|

. Disolver 39 g de polvo PDA en 500 ml de jugo de verduras V8.

Ajustar a pH 7.2 y aforar con agua destilada a 1 I.

3. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

o 0 ke N

1.3. Dextrosa papa liquido (con o sin jugo de verduras V8), 1 |

. Hervir 4 g de papa blanca sin cascara finamente picada en 400 ml de agua

destilada.

Machacar la papa cocida lo mas posible.

Centrifugar a 10,000 rpm durante 15 minutos.

Recuperar el sobrenadante.

Agregar 20 g de dextrosa y agitar hasta disolver por completo.

Ajustar a pH 7.2 y aforar con agua destilada a 1 | para el caso del medio sin jugo
V8 (para C. lindemuthianum), o agregar primero 500 ml de jugo V8 y después
aforar a 1 | con agua destilada para el caso del medio con jugo V8 (para P.
cinnamomi).

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
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APENDICE II. TINCION DE P. cinnamomi

2.1. Tincién de P. cinnamomi

. Hacer cortes del tejido de raiz de aguacate previamente tratado, los mas

finamente posible, con una navaja de bisturi.

2. Colocar 4 cortes en un portaobjetos con marco de parafilm.

3. Agregar el azul de lactofenol al 3% hasta cubrir por completo los cortes e incubar

N o o &

durante 10 min.

Lavar hasta eliminar el exceso de colorante con agua destilada.
Agregar un poco de agua destilada a las muestras.

Colocar el cubreobjetos.

Observar al microscopio compuesto y tomar fotografias.

APENDICE IIl. MEDICION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

3.1. Anion superoxido

1. Colocar 0.5 g de tejido de raiz en 10 ml de XTT 0.5 mM.

Incubar durante 10 minutos.

3. Tomar 1 ml de la solucién incubada con el tejido y medir su absorbencia a 470

nm, usando como blanco la solucién de XTT 0.5 mM.

3.2. Perdxido de hidrégeno

. Colocar 0.5 g de tejido en 10 ml de agua destilada estéril.

2. Incubar durante 10 minutos.

3. Tomar 500 pl del agua en la que se encuentra el tejido y mezclarlos con 500 pl de

la mezcla de reaccion (0.05% de guaiacol (440 pl/L), mas peroxidasa (350 pl/L,
2500 U/ml), disueltos en 25 mM de fosfato de sodio, pH 7.0.

Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente, en la oscuridad.
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Medir absorbencia a 450 nm (luz visible), usando agua destilada estéril como
blanco.
La concentracion del peréxido de hidrogeno se calcula en base a una

concentracion conocida obtenida de una curva patrén del mismo.

3.3. Radical hidroxilo como peroxidacion de lipidos

Pulverizar 0.5 g de tejido en un mortero frio con nitrégeno liquido.

Resuspender el polvo obtenido en 1 ml de acido tricloroacético al 10%.
Centrifugar a 15,000 g durante 20 minutos.

Tomar 125 ul del sobrenadante y mezclarlos con 125 pl de acido tricloroacético al
10% y con 500 ul de acido tiobarbiturico al 0.2% disuelto en acido tricloroacético
al 10%. Volumen total de 750 pl.

Hervir la mezcla durante 5 minutos.

Dejar enfriar durante 5 minutos en hielo.

Centrifugar a 10,000 x g durante 10 minutos.

Medir absorbencia a 532 y a 600 nm, usando como blanco la mezcla mencionada

en el punto 4 sustituyendo el sobrenadante por agua destilada estéril.

APENDICE IV. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

4.1. Catalasa extracelular de P. cinnamomi

4.1.1. Extraccion

. Filtrar con papel Whatman no. 4, 50 ml de medio liquido dextrosa papa en el cual

se crecid P. cinnamomi o C. lindemuthianum durante 8 dias en agitacién
constante (140 rpm) a 25°C, o como control negativo 50 ml de medio sin inéculo

mantenido bajo las mismas condiciones.

2. Centrifugar el filtrado a 2,000 rpm durante 20 minutos.

3. Agregar poco a poco sulfato de amonio al sobrenadante hasta alcanzar un 85%

de saturacién en agitacidon constante durante 2 horas.
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Centrifugar a 20,000 x g durante 10 minutos.

5. Recuperar la pastilla y resuspenderla en 100 ul de buffer de KH,PO4, 50 mM, pH

7.0.
Utilizar para llevar a cabo el ensayo de actividad enzimatica por
espectrofotometria.

4.1.2. Actividad por espectrofotometria

. Preparar por triplicado por muestra 1 ml de mezcla de reaccién con:

660 pl de agua destilada estéril
326 pl de buffer de KH,PO4 50 mM, pH 7.0
4 ul de peroxido de hidrégeno (directo del reactivo)

10 pl de extracto enzimatico

Homogeneizar en un vértex durante 2 segundos.

3. Medir la disminucién en la absorbencia a 240 nm durante 3 minutos a intervalos

A

N o o bk~ w

de 30 segundos, usando como blanco el buffer de KH,PO4 50 mM, pH 7.0.

4.2. Peroxidasas totales

4.2.1. Extraccion

. Pulverizar 0.5 g de tejido en un mortero frio con nitrégeno liquido.

Resuspender el polvo obtenido en 1 ml de buffer de NaH,PO4 10 mM y NaCl 1 M,
pH 6.0.
Homogeneizar en un voértex durante 30 segundos.
Agitar en frio durante 1 hora.
Centrifugar a 12,700 rpm durante 25 minutos a 4°C.
Recuperar el sobrenadante.
Utilizar para llevar a cabo el ensayo de actividad enzimatica por

espectrofotometria.
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4.2.2. Actividad por espectrofotometria

Preparar por triplicado por muestra 1 ml de mezcla de reaccion con:

990 ul de la mezcla de guaiacol®

10 pl de extracto enzimatico

*La mezcla de guaiacol contiene:
Guaiacol al 0.25 %
NaH,PO, 10 mM, pH 6.0 al 0.25%
Peréxido de hidrogeno al 0.125%

Homogeneizar en un voértex durante 2 segundos.

3. Medir el incremento en la absorbencia a 470 nm durante 3 minutos a intervalos de

30 segundos, usando como blanco buffer de NaH,PO4 10 mM, pH 6.0.

APENDICE V. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LIGNINA

o Dnh -
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Pulverizar 0.5 g de tejido en un mortero frio con nitrégeno liquido.

Homogeneizar en 10 ml de metanol absoluto durante 1 minuto.

Centrifugar a 3,000 rpm durante 15 minutos.

Recuperar la pastilla (residuo insoluble en alcohol) y dejarla secar durante 24 h a
60°C.

Pesar 45 mg del residuo y colocarlos en un tubo de vidrio con tapa de rosca.
Agregar 5 ml de HCI 2 N y 0.5 ml de &cido tioglicdlico.

Cerrar bien y agitar durante 1 minuto.

Colocar el agua hirviendo durante 4 h a 100°C.

Dejar enfriar.

0. Transferir la muestra a un tubo de centrifuga de polipropileno (Es muy importante

NO usar de policarbonato).

11. Centrifugar a 30,000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente.

12. Desechar el sobrenadante y lavar la pastilla una vez con 5 ml de agua destilada.
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13. Resuspender la pastilla en 5 ml de NaOH 0.5 N, tapar con parafilm y agitar
suavemente durante 18 h a 25°C para extraer el acido lignotioglicolico (LTGA).

14. Centrifugar a 30,000 x g durante 10 minutos.

15. Recuperar el sobrenadante en un tubo de vidrio con tapa de rosca.

16. Agregar 1 ml de HCI concentrado e incubar durante 4 h a 4°C para precipitar el
LTGA.

17. Transferir la muestra a un tubo de centrifuga de polipropileno.

18. Centrifugar a maxima velocidad durante 10 minutos.

19. Desechar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 10 ml de NaOH 0.5 N.

20. Medir absorbencia a 280 nm, usando como blanco NaOH 0.5 N.

APENDICE VI. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE EPICATEQUINA

1. Pulverizar 1 g de tejido en un mortero frio con nitrégeno liquido.

A

Homogeneizar el polvo (que en volumen ocupa aprox. 5 ml de un tubo Falcon de
50 ml) con 2 volumenes (10 ml) de etanol al 95%.

Agitar en vortex durante 30 segundos.

Centrifugar a 2,500 rpm durante 5 minutos.

Recuperar el sobrenadante (7 ml).

Evaporar el sobrenadante en un termoblock a 60°C.

Disolver el extracto en 10 ml de NaCl 1mM.

© N o g bk ©

Realizar dos extracciones con 50 ml de acetato de etilo cada una.

9. Recuperar la fase organica (superior).

10. Evaporar a sequedad total.

11. Realizar lavados con acetato de etilo hasta concentrar la muestra en un tubo
eppendortf.

12. Resuspender el extracto en 100 ul de acetato de etilo.

13. Tomar 10 pl de los 100 pl y agregarlos a 990 pl de etanol al 95% para medir su
absorbencia a 279 nm, usando como blanco etanol al 95%.

14. La concentracion de ECQ se calcula en base a una concentracion conocida

obtenida de una curva patrén de ECQ comercial de té verde.
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