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RESUMEN

Objetivo/Antecedentes. El objetivo fue corroborar la capacidad como agente de biocon-
trol de la cepa Bacillus sp. A8a en arboles de aguacate (Persea americana) infectados por

Phytophthora cinnamomi.

Materiales y Métodos. Se implement6 un experimento en invernadero con cuatro trata-
mientos: 1) plantas control; 2) plantas infectadas por P. cinnamomi; 3) plantas inoculadas
con Bacillus sp. A8a; 4) plantas infectadas por P. cinnamomi e inoculadas con Bacillus sp.
A8a. Se evaluaron distintas variables morfo-fisiologicas durante el experimento, hasta 25
dias después de la infeccion (ddi). Ademas, se analiz6 la densidad de taninos en cortes de

tallo a los 25 ddi, para determinar la respuesta de defensa de los arboles ante la enfermedad.

Resultados. La inoculacion de la cepa A8a redujo los sintomas de marchitez en un 49% a
los 25 ddi, en comparacion con las plantas no inoculadas. No se encontraron diferencias en
las variables morfo-fisiologicas registradas entre tratamientos. Sin embargo, se detectod una
mayor acumulacion de taninos en el xilema de tallos de plantas infectadas, mientras que las

plantas inoculadas con la cepa A8a mostraron una mayor densidad de taninos en el cortex.

Conclusion. Nuestros resultados confirman la actividad de biocontrol de Bacillus sp. A8a
en aguacate e indican que la acumulacion diferencial de taninos en el coértex de plantas
inoculadas con la bacteria podria contribuir a la mayor tolerancia de las plantas de aguacate
ante la marchitez por Phytophthora.
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INTRODUCCION

Meéxico es el principal productor y exportador de aguacate (Persea americana) a ni-
vel mundial, con una produccion anual de 2,393,849 toneladas (FAOSTAT, 2020). A nivel
nacional, Michoacan es el estado con mayor produccion (SIAP, 2019). Sin embargo, la
incidencia de plagas y enfermedades ha restringido la productividad del cultivo (Tapia-Ro-
driguez et al., 2020). Una de las enfermedades mas destructivas de los huertos de aguacate a
nivel global es la marchitez o pudricion de la raiz ocasionada por el oomiceto Phytophthora
cinnamomi (Van den Berg et al., 2021). En México, P. cinnamomi se encuentra presente en
las principales zonas productoras de aguacate con una incidencia estimada entre el 5 y el
90 %, considerandose asi uno de los principales factores limitantes de la produccion de este
fruto (Agapito-Amador ef al., 2022; Mondragon-Flores et al., 2022).

Phytophthora cinnamomi afecta a todas las variedades de aguacate, teniendo mayor
incidencia en suelos con bajo drenaje debido a su mecanismo de infeccion, la cual ocurre a
través de zoosporas motiles (Hardham, 2005) o de clamidosporas (Hwang y Ko, 1978). P
cinnamomi causa necrosis en las raices finas, limitando asi la adquisicion de agua y nutri-
mentos, la marchitez a nivel foliar y, finalmente, la muerte regresiva de los arboles (Hard-
ham, 2005). Entre las respuestas estructurales y/o bioquimicas de defensa del hospedante a
la infeccion por P. cinnamomi, se ha reportado la acumulacion de lignina o de calosa para
reforzar la pared celular, la acumulacion de compuestos fenolicos en raices y la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (van der Berg et al., 2018;
Camisoén et al., 2019). En otros hospedantes, las respuestas de defensa ante P. cinnamomi
incluyen la acumulacion de taninos (Camison et al., 2019). Sin embargo, es necesario se-
guir investigando los mecanismos de defensa de variedades de P. americana ante la infec-
cion, para ampliar nuestro entendimiento de este patosistema (van der Berg ef al., 2021).

Las estrategias de manejo de la marchitez por Phytophthora suelen incluir practicas
culturales encaminadas a reducir la saturacion en agua de los suelos, el uso de porta-injertos
tolerantes o resistentes al patdgeno y la aplicacion de fungicidas (Belisle ez al., 2019; Rami-
rez-Gil y Morales-Osorio, 2020). Factores como el incremento en la resistencia a fungicidas
por parte del fitopatdogeno, asi como las restricciones establecidas en torno a la aplicacion
de agroquimicos para la exportacion de aguacate, han favorecido la busqueda de estrategias
alternativas de control que sean mas amigables con el medio ambiente (Cortazar-Murillo
et al., 2023). En este contexto, el uso de microorganismos como agentes de control biolo-
gico de P. cinnamomi ha ganado interés. La mayoria de los reportes disponibles sobre el
biocontrol de P. cinnamomi se ha enfocado en evaluar cepas de Trichoderma spp., por ser

hongos que presentan diferentes mecanismos de antagonismo (Lopez-Herrera ef al., 1999;
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Martins et al., 2022). También se ha sugerido el uso de bacterias como Serratia sp. ARP5.1
0 Pseudomonas fluorescens como agentes promisorios de biocontrol, por la actividad anta-
gobnica de sus metabolitos contra P. cinnamomi (Granada et al., 2018; Sumida et al., 2020).
Estos antecedentes demuestran el potencial de bacterias como agentes de biocontrol de P,
cinnamomi.

En un estudio previo, Méndez-Bravo et al. (2018) aislaron la cepa Bacillus sp. A8a a
partir de suelo rizosférico de aguacate. Dicha cepa presentd actividad antagonica contra P.
cinnamomi en ensayos de antagonismo directo y a través de la emision de compuestos vola-
tiles; ademas, los extractos crudos de Bacillus sp. A8a inhibieron totalmente el crecimiento
de P. cinnamomi (Cortazar-Murillo ef al., 2023). La capacidad promotora de crecimiento
vegetal de Bacillus sp. A8a fue confirmada en la planta modelo Arabidopsis thaliana y en
tomatillo (Physalis ixocarpa) (Méndez-Bravo et al., 2018, 2023). Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo fue evaluar la capacidad de biocontrol de Bacillus sp. A8a, determinando
el efecto de su inoculacion sobre variables morfo-fisiologicas y porcentaje de marchitez en
plantas de aguacate infectadas por P. cinnamomi.

MATERIALES Y METODOS
Material biologico

Se utilizé como agente potencial de biocontrol la cepa bacteriana Bacillus sp. A8a, la
cual se aisl6 a partir de suelo rizosférico de un arbol de aguacate asintomatico en un huerto
de Huatusco, Veracruz (Méndez-Bravo et al., 2018). Como agente patdgeno se uso la cepa
TGR-1-5 de P. cinnamomi, donada por el Laboratorio de Patologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo y proveniente de raices de aguacate con pudricion de un huerto en Tinguindin,
Michoacéan. Se determind su virulencia en ensayos en hojas de Nicotiana benthamiana
(Mondragoén-Flores, 2022).

Preparacion de inéculo bacteriano y de la suspension de zoosporas de P. cinnamomi

Para generar el in6culo bacteriano, la cepa Bacillus sp. A8a fue cultivada en medio
Luria Bertani (LB) — agar e incubada durante 24 h a 26 °C. Transcurrido este tiempo, se
suspendi6 una asada de biomasa bacteriana en agua estéril. La concentracion del in6culo
bacteriano se ajust6 a aproximadamente 1.5 x 108 UFC mL"!, de acuerdo al punto 0.5 de la
escala de McFarland.

La suspension de zoosporas de P. cinnamomi se prepar6d de acuerdo a lo descrito por
Zentmyer y Chen (1969) con ligeras modificaciones. Brevemente, la cepa P. cinnamomi

TGR 1-5 se cultivo en cajas Petri con agar harina de maiz durante seis dias a 25 °C.

Guevara-Avendano et al., 2024. Vol. 42(1): 4. 3



Revista Mexicana de Fitopatologia. Articulo cientifico. Open access

Posteriormente, se realizaron cortes cuadriculares de micelio de aproximadamente 0.5 cm?.
Los cuadros de micelio se distribuyeron de forma equitativa en dos cajas Petri nuevas, a
cada caja se agregaron 10 mL de medio de cultivo liquido V8 clarificado (0.01 g de CaCO,
10 mL de jugo V8 Campbell’s® y 990 mL de agua destilada) y se incubaron 24 h a 25 °C.
Transcurrido este tiempo, se decantd el medio V8, el micelio se lavé con 10 mL de solucion
de Zentmyer (1.64 g de Ca(NO,),, 0.05 g KNO, y 0.48 g de MgSO, en 1 L de agua tridesti-
lada) y se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente con exposicion a luz fluorescente.
El lavado con solucion mineral se repitié seis veces. Posteriormente, el micelio se incubd
a 23 °C con exposicion a luz fluorescente durante 10 h, seguido de 8 h en oscuridad. Para
promover la liberacion de zoosporas, se retird la solucion de sales y el micelio se lavo con
10 mL de agua tridestilada a 4 °C. Se agregd nuevamente agua al micelio y se incubd la
mezcla durante 20 min a 4 °C. Tras este periodo, se recupero el agua con las zoosporas de
P. cinammomi. Finalmente, las zoosporas se tifieron con azul de lactofenol (2 gotas en 750
mL de solucion) para poder realizar el conteo en una camara de Nuebauer y se ajusto la

concentracion de la suspension a 2.5 x 10* zoosporas mL".
Implementacion del experimento en invernadero

Para evaluar el potencial de Bacillus sp. A8a como agente de biocontrol de P. cinnamo-
mi, se utilizaron 90 plantas de aguacate de la variedad Méndez de aproximadamente dos
afios de edad, las cuales fueron adquiridos en el vivero “Piedras Blancas” (Lagunillas, Mi-
choacan, México). El experimento consistio en cuatro tratamientos: 1) 30 plantas “control”,
unicamente tratadas con agua [C]; 2) 30 plantas infectadas por P. cinnamomi [Pc]; 3) 15
plantas inoculadas con Bacillus sp. A8a [B]; y 4) 15 plantas infectadas por P. cinnamomi ¢
inoculadas con Bacillus sp. A8a [BPc] (Reverchon et al., 2023). El dia 1, definido como el
dia de inicio del experimento (t0), la mitad de las plantas (n=45) se infect6 con la suspen-
sion de zoosporas de P. cinnamomi, de acuerdo a lo descrito por Aveling (1999) y Masikane
et al. (2019). Primero, las plantas se extrajeron de sus bolsas de cultivo y se retird el exceso
de suelo adherido a sus raices. Posteriormente, su sistema radical se sumergi6 durante dos
horas en una suspension con una concentracion de 4.9 x 102 zoosporas mL™, la cual se
preparo diluyendo 1.6 L de la suspension de zoosporas de partida en 80 L de agua potable.
En el caso de la otra mitad de las plantas, sus raices fueron sumergidas en 80 L de agua
potable con 1.6 L de agua tridestilada (plantas sin infectar). Cada planta fue trasplantada a
una bolsa de plastico negro de 10 L, con una mezcla de sustrato compuesto de turba (PRO-
MIX®)-perlita-vermiculita (proporciones 3:1:1, v/v/v) esterilizado a 121 °C durante 1 h, con
1 volumen de suelo del vivero. Después de 48 h, las plantas se sometieron a condiciones de
anegamiento (saturacion del sustrato) durante cinco dias para favorecer el proceso infec-
cioso de P. cinnamomi. Posteriormente, se dreno el exceso de agua y se continud con el
riego de las plantas con agua potable para mantener la humedad del sustrato. La inoculacion
de Bacillus sp. A8a se llevo a cabo 15 dias antes de la infeccion de las plantas con P. cinna-

momi. Para ello, 30 plantas fueron inoculadas con 250 mL de la suspension de Bacillus sp.
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AS8a, aplicada en la base del tallo. Quince de estas plantas fueron asignadas al tratamiento
[B], las otras 15 plantas al tratamiento [BPc]. La suspension bacteriana fue aplicada nueva-
mente el dia posterior a la infeccion (dia 2) y de nuevo 15 dias después (dia 16). Las plantas
de aguacate se distribuyeron de forma aleatoria sobre una cama metalica en el invernadero
de la Escuela Nacional de Estudios Superiores de la UNAM — Morelia. El experimento se
desarroll6 durante los meses de marzo y abril del 2021 a una temperatura promedio de 31
°C registrada a las 11:00 am.

Medicion de variables morfologicas y fisiologicas en plantas de aguacate

La medicion de variables morfoldgicas y fisioldgicas se realizd a los dias 1 (10), 4 (t1),7
(t2), 13 (t3) y 25 (t4) después de la inoculacion (ddi) de P. cinnamomi. En el caso de las
variables morfologicas, se registraron mediciones de altura (cm), didmetro (cm), y nimero
de hojas a partir de seis individuos para los tratamientos C y Pc, en cada tiempo; para los
tratamientos B y BPc, se realizaron mediciones de tres individuos. Se calcul6 el porcentaje
de marchitez de cada planta con la formula siguiente:

. No. de hojas marchitas
Marchitez (%) = No. de hojas totales < 100

de acuerdo a lo reportado en Wang ef al. (2006) y Azil et al. (2021).

En el caso de las variables fisiologicas, se llevaron a cabo mediciones de tres plantas por
tratamiento. La conductancia estomética (mol CO,/m?/s), la tasa fotosintética (umol/m?/s)
y la transpiracion (mmol/m?/s) se midieron utilizando el sistema portatil de intercambio
de gases Li-Cor 6400 (LI-COR, Lincoln, NE, USA). La medicion se realizé en dos hojas
extendidas y sin dafio aparente por planta seleccionada, entre las 8:00 h y a las 11:00 h, con
una intensidad de luz de 1500 umol/m?/s y CO, ambiental. El potencial hidrico (MPa) de la
planta se midi6 en el pre-amanecer (5:00 h) y al medio dia (14:00 h) con una camara de pre-
sion Scholander 1000 (PMS Instrument Co., Albany, OR, EE.UU.), en dos hojas por cada
planta, las cuales fueron cubiertas con papel aluminio media hora antes de la medicion para
permitir la homogenizacion del potencial hidrico de la hoja con el tallo (Aguilar-Romero
etal, 2017).

Analisis histoquimicos de cortes de tallo y determinacion de la presencia de calosa y
taninos

Para llevar a cabo la determinacion de calosa y de taninos en tallos de aguacate al final
del proceso de infeccion (25 ddi), se cortd un fragmento de tallo de 1.5 cm de longitud en
la parte basal de tres plantas por tratamiento, utilizando una tijera de poda. Los fragmentos
se procesaron de acuerdo a la metodologia descrita en Johansen (1940). Los fragmentos se
fijaron durante 24 h en una solucion fijadora FAA (alcohol al 70%, formaldehido y agua
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destilada en proporcion 5:5:90). Transcurrido el tiempo de fijacion, se retird la solucion
FAA y se agrego6 una solucion de etanol-glicerol (1:1, v/v) para preservar las muestras.
Posteriormente, las muestras se lavaron con agua corriente, se deshidrataron en concen-
traciones crecientes de alcohol etilico (30, 50 y 70 %) y se pasaron por una serie de con-
centraciones crecientes de alcohol terbutilico (Sandoval, 2005). Los fragmentos de tallo se
colocaron en parafina histoldgica (Hycel) y se realizaron cortes de 15-20 pm de grosor de
las caras transversal y radial, utilizando un micrétomo rotatorio (Leica RM2125 RTS). Los
cortes se tifieron con una combinacion de acido tanico al 1 % (en agua); cloruro férrico al
3 % (en agua) y lacmoide al 3 % (en solucion de etanol 50 % y agua 50 %) de acuerdo con
Gurr (1965). Después, los cortes se lavaron con una solucion de bicarbonato de sodio al 1 %
(en etanol al 50 %), se deshidrataron en concentraciones graduales de alcohol al 70, 80, 90 y
100 % y se aclararon los tejidos con xileno absoluto. Finalmente, los cortes se montaron en
resina sintética y se observaron en un microscopio compuesto (Leica DM750M). La cuan-
tificacion de taninos se llevo a cabo utilizando imagenes capturadas con el objetivo 20%,
en campo claro. Se tomaron imagenes de los cortes transversales de tallos de aguacate de
los cuatro tratamientos a los 25 ddi. Las imagenes obtenidas se analizaron con el Software
ImagelJ (https://imagej.nih.gov/ij/index.html).

Analisis estadisticos

El analisis de los resultados se realizé en RStudio, v. 2022.12.0. Se comprob6 la norma-
lidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de varianza
con la prueba de Bartlett. Los datos obtenidos a partir de las mediciones de variables morfo-
logicas y fisiologicas, asi como de la cuantificacion del contenido de taninos, se analizaron
mediante analisis de varianza de dos y de una via respectivamente, seguidas por una prueba
de comparaciones pareadas de Tukey para datos con una distribucién normal. Los datos que
no presentaron distribucion normal se analizaron con un andlisis de Kruskal-Wallis y suma
de rangos de Wilcoxon con ajuste de Bonferroni-Holm. Los resultados fueron considerados

como significativos con una P <0.05.

RESULTADOS

Cambios en las variables morfo-fisiolégicas de plantas de aguacate en respuesta a la

inoculacion de Bacillus sp. A8a y la infeccion por P. cinnamomi

Nuestros resultados muestran que la inoculacion de Bacillus sp. A8a en plantas infecta-
das con P. cinnamomi (tratamiento BPc) disminuy¢ el porcentaje de marchitez hasta en un
49 % a los 25 ddi, en comparacion con plantas infectadas y no inoculadas con la bacte-
ria (tratamiento Pc) (Figura 1). Adicionalmente, se observé que la marchitez en plantas

infectadas con P. cinnamomi increment6 a través del tiempo, pasando de 2.9 % (1 ddi) a 50
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Figura 1. Efecto de la inoculacion de Bacillus sp. A8a'y P. cinnamomi en arboles de aguacate a los 1, 4, 7, 13 y 25 ddi. A) Porcenta-

je de marchitez causada por P. cinnamomi, B) altura de los arboles (cm); C) didmetro del tallo (cm). Las barras muestran

el promedio de los

datos (n = 6, tratamientos C y Pc; n = 3, tratamientos B y BPc) + d.e. Letras diferentes indican dife-

rencias significativas (ANOVA de dos vias, P <0.05). En la figura 1A, (+) representa diferencia significativa en relacion

con (-) entre tiempos, para el tratamiento Pc (ANOVA, P <0.05). D) Fotografias representativas de la parte aérea y del

sistema radical de arboles de aguacate a los 25 ddi, en los cuatro tratamientos. C: control; Pc: infectado con P. cinnamomi;

B: inoculado con Bacillus sp. A8a; BPc: infectado con P. cinnamomi e inoculado con Bacillus sp. A8a.

% al final del experimento (25 ddi). En contraste, el porcentaje de marchitez disminuy6 en
plantas infectadas e inoculadas con Bacillus sp. A8a a lo largo del experimento, pasando de
40.4 % alos 13 ddia 7.1 % a los 25 ddi (Figura 1A). No obstante, estas diferencias no fue-
ron significativas, probablemente debido a la variacion existente dentro de los tratamientos.
No se observaron diferencias significativas en la altura de las plantas y didmetro de su tallo
entre tratamientos para un mismo tiempo, ni en la interaccion del tiempo con el tratamien-
to (Figuras 1B, C). Tampoco se observaron diferencias significativas en la conductancia
estomatica, tasa fotosintética y transpiracion entre los distintos tratamientos, independien-
temente de los tiempos de medicion (Cuadro 1). Sin embargo, el potencial hidrico a los 25
ddi fue significativamente menor en plantas infectadas con P. cinnamomi (tratamientos Pc y
BPc) en comparacion con plantas no infectadas (tratamientos C y B), tanto en su medicion
a las 5:00 h (Figura 2A) como a las 14:00 h (Figura 2B). No se observaron diferencias sig-

nificativas entre los tratamientos Pc y BPc en cuanto al potencial hidrico (Figura 2).

Cuadro 1. Tasa fotosintética, conductancia estomatica y transpiracion en arboles de aguacate infectados con P.

cinnamomi e inoculados con Bacillus sp. A8a

Variables . Dias después de la infeccion (ddi)
s Tratamientos

fisiologicas 1 4 7 13 25
C 0.7+1.1a 2.8+44a 4.1 +3.6a 1.1+0.6a 4.4+109a
Tasa fotosintética Pc 0.7+0.7a 1.8+3.0a 09+1.7a 1.5+ 1.8a 3.7+109a
(pmol/m?/s) B 0.8+1.1a 1.7+2.7a 34+28a 24+2.0a 0.7+ 1.0a
BPc 1.0+£0.9a 2.1+1.1a 43+33a 1.8+2.1a 1.8+2.2a
Conductancia C 0.5+0.5a 52+6.9a 5.0+4.5a 0.9+0.4a 3.7+22a
estomatica Pc 03+0.1a 2.9+3.6a I.1£1.1a 1.3+£1.8a 2.8+ 1.8a
(mol CO./m?/s) B 02+0.1a 23+24a 4.5+3.8a 3.5+4.6a 0.7+0.8a
2 BPc 04+0.1a 2.0+0.8a 3.6+29a 1.4+ 1.5a 2.0+2.3a
C 0.2+0.2a 1.2+ 1.6a 1.2+1.0a 1.0 £1.0a 1.1+0.6a
Transpiracion Pc 0.1 +£0.0a 0.7+0.8a 0.3+0.3a 04+0.1a 0.8+0.5a
(mmol/m?/s) B 0.0+0.0a 0.6 +=0.6a l4+1.1a 1.6 +1.3a 0.2+0.2a
BPc 0.1 £0.0a 0.6+£0.2a 1.0 £0.8a 0.4 +0.4a 0.6 £ 0.6a

Los valores reportados muestran el promedio de tres réplicas + e.e. Los datos de conductancia estomatica se

encuentran expresados como su valor real multiplicado por 100. Letras diferentes indican diferencias significa-

tivas entre tratamientos por cada tiempo (ANOVA, P <0.05).
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Figura 2. Potencial hidrico foliar en arboles de aguacate a los dias 1, 4, 7, 13 y 25 ddi. A) Potencial
hidrico foliar (MPa) a las 5:00 am; B) potencial hidrico foliar a las 14:00 pm. Las barras
muestran el promedio de los datos (n =3 £ d.e). Letras diferentes indican diferencias signi-
ficativas entre tratamientos dentro de un mismo tiempo. El potencial hidrico medido a los
1,4 y 25 ddi se analizo con un ANOVA de una via y prueba de Tukey (P <0.05). Los datos
obtenidos a los 7 y 13 ddi se analizaron con un andlisis de varianza de Kruskal-Wallis y

suma de rangos de Wilcoxon por ser datos no paramétricos (P < 0.05).
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Acumulacién de taninos en tallos de aguacate en respuesta a la infeccion por P. cinna-

momi'y ala inoculacion de Bacillus sp. A8a

Se cuantifico el porcentaje del area ocupada por taninos a los 25 ddi. La infeccion por
P. cinnamomi triplicé el area de taninos en el xilema interno y externo, comparado con las
plantas del control (Cuadro 2). En contraste, la inoculacion de Bacillus sp. A8a indujo una
mayor acumulacion de taninos en el cortex, aunque ésta no fue estadisticamente signifi-
cativa. La inoculacion de Bacillus sp. A8a multiplico por dos la acumulacion de taninos
en el cortex de las plantas no infectadas por el patogeno (37.5 % en el tratamiento B), e
indujo un incremento del 16.9 % en el area de taninos en el cortex de las plantas infectadas
(tratamiento BPc), comparado con plantas infectadas pero no inoculadas con la bacteria.
Adicionalmente, en plantas infectadas, la inoculacion de la cepa A8a redujo la acumulacion
de taninos en el xilema externo e interno (Cuadro 2; Figura 3), evidenciando un cambio
en el patron de acumulacion de taninos inducido por la cepa de biocontrol. En cuanto a la

determinacion de calosa, no se encontrd en ninguno de los tejidos analizados.

Cuadro 2. Porcentaje del area de taninos ocupada a los 25 ddi en las diferentes sec-
ciones de tallo de arboles de aguacate infectados por P. cinnamomi e ino-

culados con Bacillus sp. A8a.

Porcentajes del area de taninos (%)

Tratamientos
Cortex Xilema externo Xilema interno
C 17.9+16.0a 16.5+ 009a 16.0+ 4.2a
Pc 24.5+10.6a 55.0+26.2a 50.3+25.1a
B 37.5+ 9.0a 26.1 £16.1a 17.1+ 3.8a
BPc 414+ 14a 15.1+1.1a 274+ 0.7a

Los valores reportados muestran el promedio de dos mediciones + e.e. Letras diferen-
tes indican diferencias significativas entre tratamientos para una misma area del tallo
(Kruskal-Wallis, P <0.05).

DiscusiON

A través de un experimento curso temporal en invernadero, encontramos que la inocu-
lacion de Bacillus sp. A8a en plantas de aguacate infectadas con P. cinnamomi redujo hasta
en un 49 % la marchitez por Phytophthora, 25 dias después de la infeccion, en comparacion
con plantas infectadas pero no inoculadas con la bacteria. En trabajos previos, reportamos el
potencial de Bacillus sp. A8a para inhibir a P. cinnamomi en pruebas in vitro y su capacidad
para producir compuestos antimicrobianos volatiles del grupo de las pirazinas y cetonas, asi
como compuestos difusibles como macrolactina, dificidina, bacileno y bacilisina (Méndez-

Bravo et al., 2018; Cortazar-Murillo et al., 2023). El presente estudio permitio corroborar la
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Figura 3. Acumulacion de taninos en secciones transversales del cortex (C), xilema externo y xilema interno de tallos
de aguacate de los cuatro tratamientos a los 25 ddi. Figuras A — C: Tratamiento Control. A. Se observan
pocas células taniferas (T) dispersas en el tejido. B. Las células taniferas (T) se observan en el parénquima
radial. Se indican los vasos (V) y el parénquima radial (r). C. Se observan pocas células taniferas (T) en
el parénquima axial y radial (r). Ph = floema secundario. Escala: A-C. 30 pm. Figuras D — F: Tratamiento
Pc. D. Se observan abundantes células taniferas (T). E. Las células taniferas (T) se observan tanto en ¢l
parénquima radial como axial. V = vasos. F. Las células taniferas (T) se concentran en las células radiales.
Escala: D. 60 um. E y F. 30 um. Figuras G — I: Tratamiento B. G. Seccion transversal a través del floema
(Ph) y del cortex (C). Se observan algunas células taniferas (T) en medio de células del parénquima llenas
de almidon (asteriscos). H. Una larga cadena de vasos (V) se observa en el centro de la imagen. Solo se
observan algunas células taniferas (T) en el parénquima radial. I. Las células taniferas (T) son ain menos
frecuentes que en el xilema externo. Escala: G. 25 um. Hy I. 30 pm. Figuras J — L: Tratamiento BPc. J. Se
observan células taniferas (T). K. Se observan vasos (V) agrupados o aislados y algunas células taniferas
(T) en el parénquima radial. L. Algunas células taniferas (T) se observan de manera aislada en el parén-

quima axial. Los vasos (V) se agrupan en cadenas radiales o en grupos de cuatro. Escala: J - L. 35 pm.

capacidad de la cepa A8a para el control de la marchitez por Phytophthora en su hospedante
natural, P americana. Nuestros resultados enfatizan el potencial de las rizobacterias para
inhibir el crecimiento de P. cinnamomi 'y los dafios ocasionados por la marchitez por Phyto-
phthora, confirmando lo previamente descrito por Ramirez-Gil y Morales-Osorio (2020)
con la cepa Bacillus sp. BC3 o por Ramirez-Restrepo et al. (2021) con Serratia plymuthica
AED38. Aunque la reduccion en la incidencia de sintomas de marchitez en el tratamiento
BPc no fue estadisticamente significativa, la elevada variacion intra-tratamiento, indepen-
dientemente de la actividad de biocontrol de Bacillus sp. A8a, podria haber repercutido
en la ausencia de diferencias significativas. Esta alta variacion podria estar asociada a la
plasticidad fenotipica que suele observarse en aguacate y en sus porta-injertos (Ashworth
y Clegg, 2003), y podria controlarse aumentando el nimero de réplicas o la duracion del
experimento. Un monitoreo mas largo de los efectos de la cepa A8a en las plantas inocu-
ladas es por lo tanto necesario, ya que, al ser plantas lefiosas, las respuestas del aguacate a
tratamientos bioldgicos enfocados a mejorar su crecimiento y productividad pueden tardar
en observarse (Barra ef al., 2016). En este experimento, no fue posible extender la duracion
del experimento debido a la muerte de las plantas del tratamiento Pc después de los 25 ddi.

Phytophthora cinnamomi ataca las raices secundarias de los arboles de aguacate, res-
ponsables de la absorcion de nutrimentos y agua, provocando marchitez, defoliacion, re-
duccién en la productividad y, consecuentemente, la muerte del arbol (Hardham, 2005;
Méndez-Bravo et al., 2018). Estos sintomas pueden estar asociados en parte al desarrollo
de un estrés hidrico severo en la planta infectada. En nuestro estudio, la infeccion por P

cinnamomi generd mayor estrés hidrico en las plantas infectadas (Pc y BPc) que en las no
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infectadas (C y B) a los 25 ddi, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Sterne et
al. (1978). De forma interesante, la marchitez en plantas infectadas (Pc) fue hasta un 49 %
superior a los sintomas en plantas infectadas pero inoculadas con Bacillus sp. A8a (BPc), lo
que sugiere que la cepa A8a reduce el dafo ocasionado por P. cinnamomi sin compensar el
estrés hidrico. Adicionalmente, no se detectaron diferencias significativas en la conductan-
cia estomatica y transpiracion, ni en la tasa fotosintética, entre plantas sanas y plantas infec-
tadas. Ploetz y Schafeer (1989) sugieren que el efecto de P. cinnamomi en la asimilacion de
CO,, la transpiracion y la conductancia estomatica en arboles de aguacate no es consistente,
a menos de que se agregue otro factor de estrés como condiciones de anegamiento, lo cual
induce consistentemente estrés hidrico en arboles infectados. Los valores mas bajos de las
variables fisiologicas observados a los 7 ddi en el tratamiento Pc (Cuadro 1), aunque no
significativamente, podrian confirmar esta hipétesis, ya que se mantuvieron condiciones de
anegamiento durante cinco dias en nuestro experimento.

La infeccion por P. cinnamomi y la inoculacion con Bacillus sp. A8a indujeron modi-
ficaciones en la acumulacion de taninos presentes en las diferentes secciones del tallo de
aguacate a los 25 ddi. En el tratamiento Pc, se observd la acumulacion de taninos en los
xilemas externo e interno. Los compuestos fenolicos, entre ellos los taninos, desempefian
una funcién importante en los mecanismos de defensa vegetal ante el estrés bidtico (Gallar-
do et al, 2019), a través de mecanismos que involucran la inhibicién de enzimas fiingicas
extracelulares, reduccion de la disponibilidad de nutrientes e inhibicion de la fosforilacion
oxidativa (Rashad et al., 2020). La acumulacion de taninos en el xilema, en respuesta a
la infeccion por P. cinnamomi, probablemente forma parte de la respuesta de defensa de
la planta y contribuye a su resistencia ante la marchitez por Phytophthora (Phillips et al.,
1987). Por otro lado, las plantas inoculadas con la cepa A8a (tratamientos B y BPc) pre-
sentaron una mayor acumulacién de taninos en el cortex que las plantas no inoculadas
(tratamientos C y Pc, respectivamente). La acumulacion de compuestos fenolicos en tejidos
vegetales como efecto positivo de la inoculacion de agentes de biocontrol también ha sido
demostrada en otros patosistemas. Por ejemplo, Javed ef al. (2021) describieron que la
inoculacion con Bacillus megaterium y Pseudomonas fluorescens incrementd la deposicion
de compuestos fendlicos en secciones vasculares de tallos y raices de frijol mungo (Vigna
radiata) infectados por Macrophomina phaseolina, 1o que impidio6 la colonizacion del mi-
celio en el lumen de los vasos xilematicos, a diferencia de las plantas no tratadas con estas
bacterias. La observacion de una mayor densidad de taninos en los cortes histologicos de
cortex provenientes de los tratamientos inoculados con Bacillus sp. A8a sugiere una accion
del agente de biocontrol sobre una de las primeras barreras fisicas de defensa vegetal y su
posible contribucion en la tolerancia de las plantas de aguacate ante la marchitez por Phyto-
phthora. Sin embargo, investigaciones futuras deberan enfocarse en elucidar los mecanis-

mos que rigen la capacidad de biocontrol de la cepa A8a.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se confirma la actividad de biocontrol de Bacillus sp. A8a ante la mar-
chitez por Phytophthora, actividad previamente reportada in vitro, y sugiere que dicha
actividad puede deberse en parte a la acumulacion diferencial de taninos en el cortex de
las plantas inoculadas con la bacteria. Futuros estudios podrian corroborar el potencial de
biocontrol de Bacillus sp. A8a en condiciones de campo. Finalmente, para garantizar su
maxima eficiencia en campo, es importante verificar la colonizacion exitosa de la cepa A8a
en la rizésfera de P. americana y mejorar nuestro entendimiento de sus interacciones con la
microbiota rizosférica nativa del aguacate, para poder contribuir a un manejo integral mas

sustentable de la marchitez por Phytophthora.
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