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RESUMEN 
Bañuelos González Miriam del Carmen. M.C. en Alimentos. Instituto Tecnológico de Tepic. 
Diciembre 2019. Análisis de la expresión de genes y la actividad de enzimas involucradas en el 
sistema de defensa del fruto de aguacate cv. Hass mediado por metabolitos bacterianos. Director: 
Dra. Alejandra Chacón López. Co-Director: Dra. Selene Aguilera Aguirre.  
 
El aguacate es uno de los cultivos con gran importancia económica para México. Durante el 2018, 
se obtuvo una producción nacional de 2,186,376 ton. Sin embargo, la producción de este cultivo, 
puede presentar diversos problemas fitosanitarios, como es la antracnosis, cuyo agente causal es 
el hongo fitopatógeno Colletotrichum gloeosporioides. Dicha enfermedad genera grandes pérdidas 
económicas. Los fungicidas sintéticos son el método más utilizado para su control; sin embargo, el 
uso desmedido de éstos provoca daños al ambiente, la salud humana y generan resistencia por 
parte de los fitopatógenos. Es por ello que es necesaria la búsqueda de nuevas alternativas de 
control, tal es el caso del empleo de rizobacterias PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), 
destacando el género Bacillus ssp. Dentro de sus estrategias de biocontrol se encuentra la 
capacidad de inducción del sistema de defensa en plantas. Recientemente, se reportó que la cepa 
Bacillus atrophaeus produce metabolitos capaces de reducir la severidad e incidencia de la 
antracnosis en frutos de guanábana y aguacate. Por lo cual se propuso que los metabolitos 
bacterianos son capaces de inducir el sistema de defensa en frutos. El objetivo de esta investigación 
fue analizar el efecto de los metabolitos bacterianos producidos por B. atrophaeus B5, sobre la 
inducción del sistema de defensa de frutos de aguacate cv. Hass contra C. gloeosporioides. Para 
el desarrollo de este proyecto, se realizó la evaluación in vivo del efecto de metabolitos producidos 
por B. atrophaeus sobre la severidad e incidencia de la enfermedad en frutos de aguacate 
monitoreando el desarrollo de la enfermedad durante los días 0, 1, 3, 6 y 9 post-inoculación con C. 
gloeosporioides. Adicionalmente, se evaluó la actividad de enzimas involucradas en el sistema de 
defensa del fruto, tratado con los metabolitos y retados con C. gloeosporioides. Los resultados 
obtenidos fueron analizados mediante un ANOVA con un nivel de significancia del 95% y se 
compararon las medias utilizando una prueba LSD Fisher. Por otra parte, mediante RT-PCR se 
analizó la expresión de genes que se ha reportado participan en el sistema de defensa vegetal, 
tales como NPR1, PAL, EIN3 y POD a los tiempos 0, 30, 60 y 120 min post-inoculación del 
patógeno. De acuerdo a los resultados obtenidos, el sobrenadante bacteriano tuvo la capacidad de 
reducir la severidad e incidencia de la antracnosis en un 64.19% y 50% respectivamente, al día 9 
después de haber sido inoculados con el patógeno. En los frutos que fueron tratados con el 
sobrenadante bacteriano se observó inducción de los genes bajo estudio, principalmente en los 
tiempos 0 y 60 min. Se propone  que el mecanismo de defensa predominante es mediante la 
Resistencia Sistémica Inducida (ISR).  Por otra parte, las  actividades enzimáticas de la POD y 
PPO, se vieron incrementadas, siendo más significativas en los días 1 y 9 con un aumento entre 2 
y 3 veces más aproximadamente, en comparación con el control. A partir de las actividades 
enzimáticas y la inducción de genes específicos involucrados en el mecanismo de defensa, se 
puede concluir que los metabolitos bacterianos están ejerciendo una inducción de la resistencia del 
fruto de aguacate contra C. gloeosporioides, lo cual sustenta el uso de B. atrophaeus B5 
proyectándola como una bacteria efectiva en el control de la antracnosis en este fruto.  
 
Palabras clave: Antracnosis, Rizobacterias, metabolitos bacterianos, Resistencia sistémica 
inducida.  
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ABSTRACT 
Bañuelos González Miriam del Carmen. M.C. en Alimentos. Instituto Tecnológico de Tepic. 
December, 2019. Analysis of gene expression and enzyme activity involved in the defense system 
of Hass avocado fruit mediated by bacterial metabolites. Director: PhD. Alejandra Chacón López. 
Co-Director: PhD. Selene Aguilera Aguirre.   
  
The avocado is one of the crops with great economic importance for Mexico. During 2018, a national 
production of 2,184,663.13 tons was obtained. However, the production of this crop has several 
phytosanitary risks, such as anthracnose, whose causative agent is the phytopathogenic fungus 
Colletotrichum gloeosporioides. This disease generates great economic losses. Synthetic 
fungicides are the most used method for their control; however, an extensive use of them cause 
environment damage, human health and generate resistance by the phytopathogens. For this 
reason, studies for new control alternatives are necessary, such is the use of rhizobacteria PGPR 
(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), highlighting the genus Bacillus spp. One of their biocontrol 
strategies is the induction of the plant defense system. Recently, it was reported that B. atrophaeus 
strains produce metabolites capable of reducing the severity and incidence of anthracnose in 
soursop and avocado fruits. Therefore, it was proposed that bacterial metabolites are able of 
inducing the defense system on fruits. The objective of this research was to analyze the effect of 
bacterial metabolites produced by B. atrophaeus B5, on the induction of defense system of Hass 
avocado fruit against C. gloeosporioides. During this study, it was evaluated the effect of metabolites 
produced by B. atrophaeus on the severity and disease incidence in avocado fruits in vivo, 
evaluating the disease development during 0, 1, 3, 6 and 9 days post-inoculation with C. 
gloeosporioides. Additionally, enzymes activity involved in the defense system of the fruit, treated 
with metabolites and challenged with C. gloeosporioides was evaluated. Results were analyzed by 
an ANOVA with a level of significance of 95% and the means were compared using a LSD Fisher 
test. On the other hand, the expression of genes, such as NPR1, PAL, EIN3 and POD were analyzed 
by RT-PCR at 0, 30, 60 and 120 min post-pathogen-inoculation. According to our results, the 
bacterial supernatant reduced the severity and incidence of anthracnose by 64.19% and 50% 
respectively, at the day 9 after pathogen-inoculation. Fruits treated with the bacterial supernatant, 
showed a gene induction, mainly at 0 and 60 min. According too this, we proposed that the 
predominant defense mechanism is the Systemic Resistance induction. On the other hand, 
enzymatic activities of POD and PPO were increased, being more significant on 1 and 9 days and 
increasing at 2 and 3 times more, compared with the control. It has been reported that some 
metabolites produced by Bacillus strains can trigger the defense mechanisms in plants making them 
more resistant to pathogens. From the enzymatic activities and the induction of specific genes 
involved in the defense mechanism, it can be concluded that bacterial metabolites are exerting an 
induction of the resistance of the avocado fruit against C. gloeosporioides, which supports the use 
of B. atrophaeus B5 as an effective bacterium in the control of anthracnose disease during 
postharvest. 
 
Key words: Anthracnose, Rhizobacteria, Bacterial metabolites, Induced Systemic Resistance 
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CAPITULO I. INTRODUCCIÓN 
 

El aguacate (Persea americana) es un cultivo de gran importancia económica para 

nuestro país; tan sólo para el 2018, se registró una producción 2, 184,663.13 ton. 

Los estados que más han contribuido en la producción de aguacate son 

Michoacán, Jalisco, Ciudad de México, Nayarit y Morelos (SIAP, 2018).  

La producción de este cultivo es amenazada por diversos factores, entre ellos se 

encuentra el ataque de organismos fitopatógenos los cuales son responsables de 

grandes pérdidas económicas. Dentro de los fitopatógenos que afectan al 

aguacate se encuentra el hongo, Colletotrichum spp., que es el agente causal de 

la antracnosis (Paull y cols, 1997; Awang et al., 2011). Este hongo es un patógeno 

importante ya que causa pérdidas de los cultivos en todo el mundo, tal es el caso 

del cultivo de aguacate (Beno y prusky., 2000; Agrios, 2004; Cannon et al., 2012; 

Hyde et al., 2009, 2014). 

La manera de controlar los daños ocasionados por los hongos fitopatógenos es 

mediante el empleo de fungicidas sintéticos, los cuales son aplicados en los 

huertos o bien, durante la postcosecha. Estos compuestos provocan 

contaminación ambiental, presentando en ocasiones un largo periodo de 

degradación, daños en la salud y la generación de la resistencia en los patógenos 

(Panebianco et al., 2015; Vitale et al., 2016).  

Debido a la creciente necesidad de consumir productos más saludables, seguros 

y reducir la contaminación ambiental que implica su producción, se han 

desarrollado políticas regulatorias más estrictas y la búsqueda de nuevas 

estrategias ecológicas como alternativas para el control fúngico (Liu et al., 2013). 

Tal es el caso del empleo de agentes de biocontrol o control biológico que implica 

el uso de un proceso biológico o el producto del mismo (Pedapati et al., 2015). 
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Las bacterias rizosféricas o rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, han 

sido usadas como agentes de biocontrol. Se incluyen en éstas, géneros 

bacterianos diversos como Azospirillum, Alcaligenes, Arthrobacter, Aconetobacter, 

Bacillus, Burkholderia, Enterobacteria, Pseudomonas, Rhizobium y Serratia (Arora, 

2015; Goswami et al., 2016). Se han descrito diferentes mecanismos en el control 

biológico como la competencia por nutrientes y espacio, la antibiosis, el 

parasitismo, así como la inducción de la resistencia en los frutos (Barkai, 2001; 

Droby et al., 2002; El-Ghaouth et al., 2004). 

Se ha reportado que la resistencia sistémica inducida (ISR) es  un proceso en el 

cual las plantas, mediante estímulos bióticos, se acondicionan para resistir al 

ataque de los fitopatógenos (Choudhary et al., 2007; Jain et al., 2013). Después 

de que la planta percibe a la molécula de señalización denominada “elicitor”, se 

activan las vías de transducción de señales que generalmente conducen a la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), fitoalexinas, el refuerzo de la 

pared celular de la planta con compuestos como fenilpropanoides, la deposición 

de calosa, la síntesis de enzimas de defensa y la acumulación de proteínas 

relacionadas con la patogénesis (PR), algunas de las cuales presentan actividad 

antimicrobiana (Van Loon y Van Strien, 1999; Madhusudhan et al., 2008; Aryal et 

al., 2011; Thakur y Sohal, 2013).  

Se ha reportado que los metabolitos bacterianos son capaces de inducir el sistema 

de defensa en plantas (De Veesschauwer y Hofte, 2009; Cawoy et al., 2014; 

Pieterse et al., 2016; Kulimushi et al., 2017). De acuerdo con esto, en el presente 

estudio se evaluó el efecto que provocan los metabolitos producidos por bacterias 

rizosféricas, sobre la inducción de la resistencia sistémica en frutos de aguacate 

cv. Hass frente al patógeno C. gloeosporioides.  
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CAPÍTULO II. ANTECEDENTES 
 
2.1 Generalidades del aguacate 
 

El aguacate (Persea americana) es originario de América y pertenece a la familia 

de las Lauráceas. El fruto puede presentar variaciones en su forma dependiendo 

la raza (Bernal y Díaz, 2005). Se han determinado 3 razas de aguacate; Mexicana, 

Guatemalteca y Antillana.  

Los frutos de aguacate Hass se encuentran dentro de la raza Guatemalteca y es 

una de las especies más importantes que se produce en el campo mexicano junto 

con la variedad Criollo y Fuerte (SIAP, 2016). 

El aguacate es rico en proteínas y grasas con un contenido de aceite que va de 

10-20% el cual, una vez procesado puede emplearse en la industria cosmética y 

farmacéutica (SIAP, 2016). La pulpa y el aceite son ricos en ácidos grasos 

monoinsaturados, principalmente ácido oleico. Contiene vitaminas A, C, D, E, K, 

B1, B2, B6, niacina, ácido pantoténico, biotina y ácido fólico, además de minerales 

como calcio, hierro, fósforo, sodio, potasio, magnesio, manganeso, cobre, azufre y 

cloro (Bergh, 1992; Frias, 1994; Maldonado et al., 2007). 

 

 2.2 Producción nacional de aguacate 
 

El cultivo de aguacate tiene gran importancia económica para el país, el cual se 

encuentra dentro de los principales productores y exportadores a nivel mundial. 

Durante el 2018, se registró una superficie sembrada de 231,524.02 ha y una 

producción obtenida de 2,184,663.13 ton, con una estimación en el aporte 

monetario de aproximadamente 41,908,121.26 de pesos (SIAP, 2018). Entre los 

estados que más contribuyen en la producción de aguacate mexicano son 
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Michoacán, Jalisco, Estado de México, Nayarit y Morelos (SIAP, 2018). El 

aguacate es comercializado internacionalmente a mercados como Estados 

Unidos, Japón, Canadá, Costa Rica, El Salvador, Honduras, Francia, Guatemala, 

España, China, Países Bajos, Hong Kong, Reino Unido, Alemania, Singapur y 

Bélgica (SENASICA, 2017). 

 
 2.3 Problemas fitosanitarios en el cultivo de aguacate 
 

Existen más de 800 especies de hongos fitopatógenos que infectan a uno o más 

tipos de plantas, incluso de diferentes familias. Existen 10 principales hongos 

fitopatógenos en términos de importancia científico/económica que son: 

Magnaporthe oryzae, Botrytis cinerea, Puccinia spp., Fusarium graminearum, F. 

oxysporum, Blumeria graminis, Mycosphaerella graminicola, Colletotrichum spp., 

Ustilago maydis, Melampsora lini, entre otros (Dean et al., 2012). Su clasificación 

puede ser en base a los órganos de la planta que infectan, fruto, vasos conductores 

del tallo y el sistema radical (Sandoval, 2004). En el fruto de aguacate uno de los 

hongos de mayor importancia es C. gloeosporioides el cual causa la enfermedad 

denominada antracnosis; los síntomas de esta enfermedad se caracterizan por el 

hundimiento necrosado del tejido donde se producen masas de conidios dentro de 

un acérvulo (Freeman et al., 2000). En frutos infectados aparecen manchas 

circulares de color café oscuro durante la maduración, así como también durante 

su almacenamiento (Pruski et al., 2000; Pruski et al.,  2001).  
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 2.4 Antracnosis en el fruto de aguacate por C. gloeosporioides 
 

La enfermedad antracnosis afecta el 20% de la producción de aguacate y en 

algunas huertas, la calidad se ve reducida hasta en 60%. Esta enfermedad afecta 

al fruto cuando se encuentra en el árbol, durante su traslado, maduración, 

almacenamiento y comercialización. Adicionalmente la enfermedad afecta hojas, 

flores y ramas, disminuyendo la capacidad fotosintética del árbol (INIFAP, 2017). 

Cuando la enfermedad tiene lugar en las flores, éstas se tornan oscuras, se 

marchitan y se caen, en las hojas se presenta como manchas de color café 

(SAGARPA, 2015). 

C. gloeosporioides es un patógeno que puede permanecer latente, produce un 

apresorio que penetra en el fruto de aguacate, provocando la degradación de la 

cutícula y produciendo una hifa subcutícular que se desarrolla hasta que las 

condiciones del entorno son adecuadas (Beno y Prusky., 2000). La enfermedad en 

el fruto de aguacate se hace evidente con la presencia de manchas circulares color 

café oscuras en el epicarpio, daños por el ablandamiento y la pudrición de la pulpa 

o mesocarpo (Yakoby et al., 2000; Prusky et al., 2001). 

Este problema fitosanitario es crítico pues el fruto de aguacate es exportado a 

diferentes países y debe cumplir con normas internacionales. 

 

2.5 Control de enfermedades fúngicas en frutos  
 

Los fungicidas sintéticos representan el método más utilizado para el control de 

enfermedades fúngicas. Estos productos son aplicados durante la precosecha y 

postcosecha; sin embargo, provocan contaminación ambiental y tienen un largo 

período de degradación (Tripathi y Dubey, 2004). Además, el continuo uso de 

fungicidas químicos han provocado la resistencia de los patógenos (Tripathi y 
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Dubey, 2004; Panebianco et al., 2015; Vitale et al., 2016). El uso de estos 

productos representa un peligro toxicológico para la salud humana por su posible 

residualidad en los productos agroalimentarios.  

Existe una creciente necesidad de consumir productos más saludables y seguros, 

esto ha propiciado una disminución del uso de productos químicos potencialmente 

dañinos, razón por la cual se han desarrollado políticas regulatorias más estrictas 

y la búsqueda de nuevas estrategias ecológicas como alternativas para el control 

fúngico (Liu et al., 2013). De esta manera se ha implementado el uso de agentes 

de biocontrol como un sistema integral para el control de enfermedades (Spadaro 

y Guillino., 2004).  

 

2.6  Control biológico antifúngico en postcosecha 
 

El control biológico mediante el empleo organismos antagónicos implica el uso de 

un proceso biológico o el producto del mismo (Pedapati et al., 2015), como el 

empleo de levaduras y bacterias, lo cual ha sido una alternativa al uso de fungicidas 

sintéticos (Janisiewicz y Korsten, 2002; Korsten, 2006). Los agentes bacterianos 

de biocontrol más empleados y estudiados pertenecen a los géneros de Bacillus, 

Pseudomonas y al grupo de las Actinomicetos, los cuales desempeñan un papel 

importante contra los fitopatógenos (Shanu et al., 2016). 

La aplicación de antagonistas para el control biológico en frutas y hortalizas es un 

método útil y práctico en etapa postcosecha. El tratamiento puede ser en forma de 

aerosol o por inmersión (Barkai, 2001; Irtwange, 2006). 

Se han publicado varias investigaciones con aplicaciones de antagonistas 

microbianos para el control de enfermedades en etapa postcosecha para diversos 

frutos; algunos de estos  trabajos se muestran en el Cuadro 2.1. 
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Cuadro 2. 1. Antagonistas microbianos usados para el control de enfermedades 
postcosecha. 
 

Antagonista Enfermedad (Patógeno) Frutas/Vegetales Referencia  
 

 

Bacillus subtilis 

 

 

 

 

 

Pudrición marrón  (Botrytis 

cinerea) 

Cereza Utkhede y Sholberg 

(1986) 

Pudrición del tallo 

(Botryodiplodia 

theobromae Pat.) 

Aguacate Demoz y Korsten 

(2006) 

Moho verde (Penicillium 

digitatum) 

 

Cítricos 

 

Singh y Deverall 

(1984) 

Pudrición (Alternaria 

alternata) 

Melón Yang cols. (2006) 

B. pumilus Moho verde (B. cinerea) Pera Mari y cols. (1996) 

Burkholderia 

cepacia 

Antracnosis (C. musae) Banana Costa y Erabadupitiya 

(2005) 

Pseudomonas 

fluorescens 

Moho gris (B. mali Ruehle) Manzana Mikani y cols. (2008) 

P. syringae Moho Azul (P. expansum) Manzana Janisiewicz (1988), 

Zhou et al., (2002) 

Pseudomonas sp. Pudrición de la corona        

(C. musae) 

Banana Costa y Subasinghe 

(1998) 

 

 

2.7 Criterios de selección de un microorganismo antagonista 
 

Para la selección de un antagonista microbiano, se deben tomar en cuenta las 

siguientes consideraciones; a) debe ser genéticamente estable, b) eficaz a bajas 

concentraciones, c) sus requerimientos nutricionales no deben ser exigentes, d) 

capaz de sobrevivir bajo condiciones adversas, e) eficaz contra un rango amplio 
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de patógenos, f) resistente a pesticidas, g) no debe producir metabolitos nocivos 

para el ser humano, h) no debe ser patógeno en el hospedador, i)  puede ser 

almacenado y dispensado, j) compatible con tratamientos físicos y químicos, debe 

tener una ventaja adaptativa sobre patógenos específicos (Wilson y Wisniewski, 

1989). Por ejemplo, en el caso del patógeno Rhizopus stolonifer que es más 

sensible a baja temperatura en comparación con otros patógenos,  su antagonista 

microbiano debe ser capaz de crecer, multiplicarse y suprimir al patógeno a baja 

temperatura. (Wilson y Wisniewski, 1989). De acuerdo con esto, es necesario llevar 

a cabo la búsqueda y estudio de los microorganismos con potencial biocontrolador. 

Hay reportes de que las bacterias rizosféricas tienen potencial de ser aplicadas 

como agentes biocontroladores (Goswami et al., 2016). 

 

2.8 Bacterias rizosféricas  
 

A la porción de suelo influenciada por raíces de las plantas, se denomina rizosfera 

(Harttmann et al., 2008), en la cual se produce el intercambio de compuestos, 

nutrientes y la comunicación química entre la planta y los microorganismos 

presentes del suelo (Peiffer et al., 2013; Pieterse et al., 2016).  

En la rizósfera habitan rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, 

por sus siglas en inglés Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (Kloepper y 

schroth., 1978). Las PGPR incluyen géneros bacterianos diversos como 

Azospirillum, Alcaligenes, Arthrobacter, Aconetobacter, Bacillus, Burkholderia, 

Enterobacteria, Pseudomonas, Rhizobium y serratia (Arora, 2015; Goswami et al., 

2016).  

Las PGPR promueven el crecimiento de las plantas directamente, facilitando la 

adquisición de nutrientes, incluyendo elementos como nitrógeno, fósforo y hierro, 

(Calvo et al., 2017). Adicionalmente modulan los niveles de fitohormonas, como la 
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síntesis auxinas, citoquininas y giberelinas (Bhattacharyya et al., 2015; Pérez et 

al., 2017). Además, inciden en la disminución de los niveles del etileno al sintetizar 

la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa que escinde el 

compuesto ACC precursor inmediato del etileno en plantas superiores (Glick, 1995; 

Glick, 2012).  

Algunas PGPR han sido usadas como agentes de biocontrol ya que 

indirectamente, disminuyen los daños en las plantas después de la infección con 

un patógeno (Compant et al., 2005; Ryan et al., 2008; Santoyo et al., 2012; Santoyo 

et al., 2016). Esto lo llevan a cabo a través de la síntesis y excreción de antibióticos, 

proteasas, quitinasas, bacteriocinas, sideróforos, lipopéptidos (Iturina A, 

Bacilomicina D y Micosubtilina) (Leclére et al., 2005; Santoyo et al., 2012; Glick, 

2012; Hernández et al., 2015; Martínez et al., 2014). Además, al competir por 

nutrientes y espacio, limitan el crecimiento del patógeno. Por otro lado se ha 

reportado que propician en el hospedero, el mecanismo de resistencia sistémica 

inducida (ISR) contra algunas bacterias, hongos y virus, lo cual implica las rutas de 

señalización de a través de jasmonato y etileno dentro de la planta, donde estas 

hormonas estimulan las respuestas de defensa de la planta (Glick, 2012; 

Lugtenberg y Kamilova, 2009). La síntesis de metabolitos antifúngicos como HCN, 

fenazinas, pirrolnitrina, 2,4-diacetilfloroglucinol, pyoluteorin y lipopéptidos entre 

otros, son uno de los principales modos de acción de control biológico (Lugtenberg 

y Kamilova, 2009; Bhattacharyya y Jha., 2012). Así mismo las bacterias 

rizosféricas producen  metabolitos secundarios capaces de inducir el sistema de 

defensa vegetal, sin embargo, los mecanismo por el cual esto se lleva a cabo no 

están completamente dilucidados, particularmente en lo que se refiere a los frutos 

durante la postcosecha. En este sentido, se ha sugerido la inducción del sistema 

de defensa en el fruto de aguacate mediada por metabolitos bacterianos 

producidos por el género Bacillus (Guardado et al.,  2017).  
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2.9 Características del género Bacillus sp. 
 
En la rizósfera se pueden encontrar distribuidas especies de bacterias del género 

Bacillus. Estas bacterias presentan una alta tolerancia térmica, crecen rápido en 

cultivos líquidos, forman esporas que son resistentes a tratamientos térmicos y 

químicos como desecación, calor, radiación UV, a los disolventes orgánicos y 

algunas son capaces de producir biofilm (Leelasuphakul et al., 2008).  

Cepas de Bacillus expresan actividades que suprimen a los patógenos o 

promueven el crecimiento de las plantas, mediante tres mecanismos principales; I) 

Antagonismo de plagas y patógenos, II) Promoción de la nutrición y crecimiento 

del hospedador, III) Estimulación de la defensa del hospedador (Devendra y 

Bhavdish, 2009).  

Se ha reportado que cepas de Bacillus producen lipopéptidos (LP) biosurfactantes 

de surfactina, iturina y familias de fengicina (Gudiña et al., 2015; Paraszkiewicz, 

2016). La surfactina muestra propiedades antibacterianas, antivirales, 

antiparasitarias y desencadena la formación de biopelículas que es esencial para 

la colonización en las raíces (Fan et al., 2011). La Iturina y fengicina muestra una 

actividad antifúngica contra una amplia gama de levaduras y hongos filamentosos; 

además, se han identificado como compuestos de inducción del ISR en plantas 

hospederas (Cawoy et al., 2014; Kulimushi et al., 2017).  

Recientemente se realizó un estudio donde se aisló B. licheniformis (MH48) de la 

rizósfera y se observó que el 50% de la concentración del filtrado del cultivo 

bacteriano libre de células de esta cepa, mostró actividad antifúngica significativa 

contra Rhizoctonia solani, C. gloeosporioides y Phytophthora capsici. En el filtrado 

se identificó el ácido benzoico, el cual transformó la morfología del C. 

gloeosporioides, inhibió la germinación de los conidios y degradó el micelio de R. 

solani (Jeong et al., 2017).  
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En otro estudio, se evaluó la actividad antifúngica de los metabolitos contenidos en 

el sobrenadante, producto del cultivo de la cepa de B. atrophaeus B5. El 

sobrenadante redujo la severidad e incidencia de la antracnosis, enfermedad 

causada por C. gloeosporioides en frutos de guanábana y aguacate. Esta bacteria 

alberga genes implicados en la producción de antibióticos como surfactina, 

bacilomicina e iturina,  sugiriendo que estos compuestos participaron en el 

biocontrol del hongo en los frutos (Guardado et al., 2017).  

Se han descrito posibles mecanismos de control biológico en frutos durante la 

postcosecha como pueden ser; competencia por nutrientes y espacio, antibiosis, 

parasitismo, la interacción directa con el patógeno y la inducción de la resistencia 

(Droby et al., 2002; Barkai, 2001; El-Ghaouth et al., 2004). La presente 

investigación se centra en el biocontrol basado en la inducción de la resistencia del 

sistema vegetal. 

 
2.10 Activación del sistema de defensa vegetal por agentes microbianos de 
biocontrol antifúngico en postcosecha 
2.10.1 Inducción de la resistencia vegetal 
 

La pared celular o la cutícula de las plantas, dificultan la entrada de diferentes 

fitopatógenos e impiden su ingreso al citoplasma celular, siendo este mecanismo 

de importancia para el control de los patógenos biotróficos (Mauch y Slusarenko., 

1993). Las barreras químicas presentan un mecanismo de defensa que involucra 

cambios bioquímicos inducidos después de la interacción de un microorganismo 

patogénico por una vía de reconocimiento realizada por una molécula, denominada 

elicitor, en la interacción planta-patógeno (Ebel y Cosio, 1994). Durante esta 

interacción se pueden sintetizar fitoalexinas, se fortalece la pared celular y existe 

la producción de proteínas antifúngicas (Jackson y Taylor, 1996). La acumulación 
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de fitoalexinas sintetizadas por la planta permite la deposición de componentes 

fenólicos, lignina o calosa, incrementa la actividad de las proteínas relacionadas 

con la patogénesis, como las que presentan actividad hidrolítica (quitinasas y 

glucanasas) y respuesta de hipersensibilidad (HR), con lo cual se reduce el 

crecimiento del patógeno (Trouvelot, 2008).  

La acumulación de fitoalexinas incluye la síntesis de proteínas y compuestos 

fenólicos que refuerzan la pared celular y la producción de un conjunto de proteínas 

denominadas PRs, que son proteínas de defensa relacionadas con la patogénesis, 

ya que actúan en la percepción del patógeno y generación de la señal que es 

convertida y transmitida en el orden de activación de respuesta (Conejero, 1996). 

Las proteínas PR se clasifican en 17 familias de acuerdo a sus propiedades y 

funciones que incluyen β-1,3 glucanasas, quitinasas, proteínas similares a la 

traumatina, peroxidasas, proteínas de defensa inactivadoras de ribosomas, 

tioninas, proteínas de transferencia de lípidos no específicas, oxalato oxidasa y 

proteínas de tipo oxalato-oxidasa (Van Loon y Van Strien, 1990). 

Al estar en contacto el patógeno con la planta, se desencadena un sistema de 

comunicación molecular con la inducción de mecanismo de defensa en la planta 

(Desender et al., 2007). Los Patrones Moleculares Asociados a Patógenos 

(PAMPs), son moléculas presentes en el patógeno que inducen la respuesta 

defensiva en la planta (Mackey y McFall., 2006; Jones y Dang, 2006). Algunos 

ejemplos de PAMPs pueden ser flagelina, lipopolisacáridos o peptidoglicanos de 

bacterias Gram-negativas o componentes de paredes de células fúngicas como 

glucano o quitosano (Jones y Dangl, 2006). Los PAMPs son reconocidos por 

receptores de reconocimiento de patrones de superficie celular distintos que 

activan las respuestas inmunitarias basales o innatas, lo que se denomina como 

inmunidad desencadenada por PAMPs (Jones y Dangl, 2006). En las células 

vegetales se desencadenan cambios como variaciones en el potencial de 
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membrana, producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), peroxidación de 

lípidos y fosforilación de proteínas, que alteran la fisiología celular y generan la 

resistencia local o sistémica (Desender et al., 2007). 

 

2.10.2 Resistencia sistémica adquirida e inducida en sistemas vegetales 
 

Las plantas son capaces de desarrollar una mejor capacidad de resistencia frente 

al ataque de patógenos cuando se encuentran bajo estímulos ambientales 

específicos. Las dos formas de resistencia son llamadas resistencia sistémica 

adquirida (SAR) e ISR en la cual las plantas mediante estímulos bióticos a través 

de una infección y/o tratamiento previo, se acondicionan para resistir cuando son 

atacadas por fitopatógenos. Tanto la ISR como SAR en su modo de acción, activan 

rutas bioquímicas diferentes que se les asocia con los mecanismos de defensa 

(Riveros, 2010). 

Estas dos formas de resistencia ISR y SAR, son inducidas por “elicitores”. Estas 

activan diferentes moléculas intermediarias en forma de cascada para la formación 

de una red de vías de señalización interconectadas, que regularán la defensa 

inducida en la planta contra patógenos (Choudhary et al., 2007; Jain et al., 2013) 

(Figura 2.1). 
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Figura 2. 1. SAR inducida por patógenos y vías de transducción de señal ISR 
mediada por rizobacterias.Tomada de Jain et al., 2014. 
 

La inducción de la SAR implica la exposición de la planta a microbios virulentos, 

avirulentos y no patógenos, requiere un periodo de tiempo específico para su 

establecimiento dependiendo del tipo de planta y elicitor. Esta vía es dependiente 

de ácido salicílico (SA) y  se acumulan proteínas PRs (Choudhary et al., 2007) 

La inducción de la ISR es desencadenada por las PGPR, no implica la acumulación 

de proteínas PR y se basa en las vías reguladas por el Jasmonato (JA) y el etileno 

(ET) (Pieterse et al., 2001; Yan Z et al., 2002; Choudhary et al., 2007).  
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Estudios realizados de PGPR implican una variedad de señales implicadas que 

incluyen proteínas, lípidos, lipopéptidos cíclicos (CLPs), carbohidratos y 

metabolitos secundarios que se asocian con la activación de la ISR (De 

Vleesschauwer y Hofte, 2009).  

Aunque las surfactinas y fengicinas se han estudiado por su actividad de antibiosis, 

se ha sugerido que puedan inducir la ISR en diferentes sistemas vegetales como 

son melon, frijol, tabaco y tomate (Cawoy et al., 2014; García et al., 2013; Henry et 

al., 2011; KyungSeok et al., 2013; Ongena et al., 2007; Rahman et al., 2014). Se 

ha reportado que la capacidad de inducción de la ISR está correlacionada con la 

producción de fengicina en cepas de Bacillus (Cawoy et al., 2014). 

La resistencia inducida puede ser activada por varias sustancias, previniendo o 

retrasando la entrada o la actividad del patógeno en los tejidos de la planta (Abdel 

et al., 2013; Shah et al., 2014). Varios agentes pueden inducir la producción de 

“signos” en tejidos de la planta, desencadenando reacciones que terminan en una 

protección duradera contra una amplia gama de patógenos (Graham y Myers, 

2011). 

 

2.10.3 Mecanismo general de la ISR 
 

En la ISR, el inductor activa la resistencia en la planta a partir de células ubicadas 

a distancia, enviando señales bioquímicas que alertan en forma sistémica a todos 

los tejidos de la planta, conocido como “priming” (Goellner y Conrath, 2008; 

Conrath et al., 2002). El tejido donde se desarrolla la ISR debe contar con algún 

grado de predisposición a la defensa para que la inducción se generalice 

rápidamente, lo cual es evidenciado mediante la expresión sistémica de las 

proteínas PRs para ciertas formas de ISR (Van Loon, 1997).  
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Después de que la planta percibe al “elicitor”, se activan las vías de transducción 

de señales que generalmente conducen a la producción de ROS, fitoalexinas, el 

refuerzo de la pared celular con compuestos fenilpropanoides, deposición de 

calosa, síntesis de enzimas de defensa y la acumulación de PRs, algunas de las 

cuales presentan actividad antimicrobiana (Madhusudhan et al., 2008; Aryal et al., 

2011; Thakur y Sohal., 2013). Las ROS conducen a la respuesta de 

hipersensibilidad (HR) en las plantas lo cual provoca la muerte rápida de una o 

pocas células en el sitio de infección para delimitar el crecimiento del patógeno 

(Agrios, 2005). La fenilalanina amonio liasa (PAL) es una enzima clave que da 

como resultado la regulación de la biosíntesis de fenoles que conduce a la 

acumulación de lignina y fitoalexinas induciendo así la resistencia a la enfermedad 

(Abhayashree et al., 2016). Las enzimas oxidorreductasas como las peroxidasas 

(POD), relacionadas con la defensa y la Polifenol oxidasa (PPO), están 

involucradas en la formación de barreras físicas como lignina y la producción de 

especies reactivas de oxígeno, que tras el ataque por patógenos actúan como 

antimicrobianos (Li y Steffens, 2002; Ramamoorthy et al., 2002).  

Se ha sugerido que las PRs como la β-1,3 glucanasa y la quitinasa, están 

implicadas en la resistencia de las plantas frente al ataque por diversos hongos 

fitopatógenos mediante la degradación de la pared celular del hongo lo que 

conduce a la lisis celular (Lebeda et al., 2001; Mahesh et al., 2017). Estas dos 

enzimas hidrolíticas son abundantes en muchas especies de plantas después de 

la infección por diferentes patógenos al degradar la pared celular en las cuales la 

quitina y el β-1,3 glucano son los componentes estructurales principales. Las β-1,3 

glucanasas parecen expresarse coordinadamente junto con las quitinasas 

después de la infección por hongos. Así como también proteínas activas de la 

lisozima o proteínas de refuerzo de la pared celular tales como glicoproteínas ricas 

en hidroxiprolina (Ebrahim et al., 2011).  
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A partir de los avances en la investigación de la ISR en plantas, han surgido 

algunos productos comerciales con buena eficiencia, estabilidad y menor impacto 

en el medio ambiente, los cuales pueden aumentar la productividad de los cultivos 

y reducir pérdidas causadas por fitopatógenos además de aumentar el crecimiento 

vegetal (Farouk y Osman, 2011). 

 

2.11 Aplicación de las PGPR en cultivos de importancia agroalimentaria 
 

Existen diversos trabajos donde se han aplicado bacterias PGPR en diferentes 

sistemas vegetales. Se ha reportado la reducción del daño en el tejido causado por 

B. cinérea en células de Vitis vinífera con la aplicación de rizobacterias no 

patogénicas de P. fluorescens CHA0, P. fluorescens WCS417 y P. aeruginosa 

7NSK2, por la acumulación de fitoalexinas (resveratrol y viniferina) mediante la 

inducción de ISR (Verhagen et al., 2009). Por otra parte, la cepa bacteriana               

B. amyloliquefaciens SQRT3 aislada de la rizósfera de plantas de jitomate, mostró 

una inhibición del crecimiento in vitro de R. solanacearum causante de la marchitez 

bacteriana en tomate, mismo que se demostró en condiciones de invernadero. Se 

propuso como uno de los posibles mecanismos de supresión del patógeno a la 

inducción de la ISR (Li et al., 2017). 

 
2.12 Las PGPRS aplicadas durante la postcosecha 
 

En lo que respecta a la postcosecha, poco se ha estudiado sobre la ISR mediada 

por bacterias antagonistas.  

Rajaofera et al.,  evaluaron el extracto crudo antimicrobiano obtenido de la cepa  

B. atrophaeus HAB-5, sobre frutos de mango fue efectivo para reducir la incidencia 

de la antracnosis causada por C. gloeosporioides al no mostrar síntomas de la 
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enfermedad 5 días pos inoculación. En otro estudio se reportó que los metabolitos 

contenidos en el sobrenadante libre de células de la cepa B. subtilis EA-CB0015, 

específicamente Iturina A y Fengicina C sobre frutos de tamarillo en etapa 

poscosecha, redujeron el 76% de los síntomas de la antracnosis causada por C. 

acutatum (Arroyave et al., 2017). 

En un estudio realizado, se probó el efecto de supresión del moho verde causado 

por Penicilium digitatum después de la aplicación de B. subtilis ABS-S14 en frutos 

de mandarina en etapa postcosecha. Se evaluó la capacidad para elicitar la 

acumulación de enzimas relacionadas con la defensa, tales como Peroxidasa 

(POD) y L-fenilalanina amonio liasa (PAL), tras la aplicación de endosporas de la 

cepa ABS-S14, el extracto crudo del medio de cultivo y lipopéptidos cíclicos (CLPs) 

obtenidos de esta cepa y otro tratamiento evaluado fue con quitosano. El extracto 

crudo mostró efecto antifúngico tanto in vitro como in vivo, lo que se le atribuyó  a 

la presencia de iturinas y fengicinas. Además, el extracto crudo y el quitosano 

mostraron un aumento significativo en la vida de anaquel la fruta, así mismo se 

demostró que el extracto crudo de B. subtilis ABS-S14 en combinación con el 

quitosano, indujo las actividades de la POD y PAL en tejidos infectados 

(Waewthongrak et al., 2014). 

En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado un cepa de B. atrophaeus B5, la cual 

produce metabolitos antifúngicos contenidos en el sobrenadante del cultivo 

bacteriano. Estos metabolitos son capaces de reducir la severidad y la incidencia 

de la enfermedad causada por Colletotrichum sp., sobre frutos de aguacate y 

guanábana, con lo cual se ha sugerido que los metabolitos bacterianos producidos 

por esta cepa, son capaces de inducir el sistema de defensa en frutos, tema central 

en el desarrollo de esta investigación (Guardado et al., 2017). 

A pesar de contar con estos estudios, hasta el momento poco se sabe sobre los 

mecanismos de resistencia que pudieran desencadenarse al tratar los frutos con 



 
 

 21 
 

los metabolitos bacterianos, lo cual abre nuevas oportunidades de estudio en estos 

sistemas biológicos. 
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CAPÍTULO III. JUSTIFICACIÓN 
 

El cultivo de aguacate tiene gran importancia económica para el país, pero al igual 

que otros cultivos, se encuentra amenazado por el ataque de diversos 

microorganismos como son los hongos fitopatógenos, los cuales provocan grandes 

pérdidas económicas durante la etapa de postcosecha. Una manera de controlar 

estos fitopatógenos, es mediante el empleo de compuestos fúngicos sintéticos, los 

cuales provocan daños al ambiente, a la salud humana y su aplicación 

indiscriminada ha propiciado la generación de resistencia por parte de estos 

patógenos.  

 

Debido a la necesidad de disminuir el empleo de estos compuestos químicos, se 

ha buscado el desarrollo de nuevas alternativas de control fúngico y una de ellas 

es mediante el empleo de metabolitos secundarios de microorganismos 

antagonistas, como es el caso de bacterias pertenecientes al género Bacillus. 

Estas bacterias provienen de la rizósfera de las plantas y sus metabolitos pueden 

actuar como inductores del sistema de defensa vegetal por mecanismos poco 

conocidos. Por lo tanto, el presente estudio se enfoca en el estudio de la actividad 

inductora de los metabolitos producidos por la cepa de B. atrophaeus B5, 

analizando la actividad de enzimas y la expresión de genes involucrados en el 

sistema de defensa inducido en el fruto de aguacate cv. Hass frente al ataque de 

C. gloeosporioides. Con esto se pretende generar conocimiento que sustente el 

empleo de los metabolitos de B. atrophaeus B5 como una alternativa viable en la 

reducción de la antracnosis en aguacate. 
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CAPÍTULO IV. HIPÓTESIS 
  

Los  metabolitos bacterianos producidos por de B. atrophaeus B5 activarán la 

expresión de genes y modificarán la actividad de enzimas involucradas en la 

resistencia sistémica inducida en frutos de aguacate cv. Hass durante la 

postcosecha, haciendo al fruto más resistente a la infección por el hongo                    

C. gloeosporioides. 
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CAPÍTULO V. OBJETIVOS 
 
5.1 Objetivo general 
 

Analizar el efecto de los metabolitos bacterianos producidos por Bacillus 

atrophaeus sobre la inducción del sistema de defensa de frutos de aguacate cv. 

Hass contra Colletotrichum gloeosporioides. 

 
5.2 Objetivos específicos 
 

Obtener y aplicar los metabolitos bacterianos producidos por la cepa Bacillus 

atrophaeus en frutos de aguacate cv. Hass en etapa postcosecha. 

  

Evaluar la expresión de los genes NPR1, PAL, EIN3 y POD involucrados en el 

sistema de defensa de frutos de aguacate tratados con metabolitos bacterianos 

de B. atrophaeus y retados con C. gloeosporioides. 

 
Evaluar la actividad de enzimas Polifenol oxidasa (PPO) y Peroxidasa (POD) 

involucradas en el sistema de defensa de frutos tratados con metabolitos 

bacterianos y retados con C. gloeosporioides. 
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CAPÍTULO VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
6.1 Material biológico 
 
6.1.1 Material vegetal 
 
Para el desarrollo de la presente investigación, se utilizaron frutos de aguacate 

(Persea americana) cv. Hass en estado de madurez fisiológica, provenientes del 

estado de Michoacán, México. Los frutos se transportaron al LIIA en el Instituto 

Tecnológico de Tepic. 

 
6.1.2 Cepa bacteriana 
 

Se utilizó la cepa de B. atrophaeus B5 para la producción de los metabolitos 

bacterianos. Esta cepa fue reactivada en medio King B (KB) sólido y 

posteriormente se incubó a 25 °C durante 24 h. 

 

6.1.3 Cepa fúngica 
 

Para evaluar el efecto inductor de los metabolitos bacterianos, se utilizó la cepa 

fúngica reactivada C. gloeosporioides aislado de frutos de aguacate. 
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6.2 Evaluación in vivo del efecto del sobrenadante bacteriano en frutos de 
aguacate en el desarrollo de la enfermedad causada por C. gloeosporioides. 
 
6.2.1 Preparación del inóculo fúngico  
 

A una caja de petri con el hongo crecido durante 7 días, se agregaron 10 mL de 

agua destilada estéril y se recuperó el micelio del hongo con ayuda de una varilla 

de vidrio. La suspensión de micelio se filtró a través de una gasa estéril para la 

obtención de las esporas. Se contó el número de esporas presentes con ayuda de 

una cámara de Neubauer y se visualizó en microscopio óptico. Se preparó una 

suspensión de esporas conteniendo 1x106 esporas/mL para la infección de los 

frutos. 

 
6.2.2 Obtención del sobrenadante bacteriano 
 

A partir de un preinóculo bacteriano crecido durante 24h, alcanzando una densidad 

óptica de 0.01 a una longitud de onda de 600 nm, se inocularon 1.7mL del 

preinóculo en 1500mL de medio King (KB). El medio de cultivo se incubó a 25°C 

durante 24h con agitación constante. El cultivo bacteriano fue centrifugado 3 veces 

a 11,000 rpm durante 3 min a 4°C. El sobrenadante obtenido fue almacenado a 

4°C hasta su uso. 

 
6.2.3 Desinfección de los frutos de aguacate bajo estudio  
 
Para ser tratados con el sobrenadante bacteriano los frutos de aguacate fueron 

lavados con agua corriente y posterior a esto, se desinfectaron con una solución 

de hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% durante 1 min. Transcurrido el tiempo de la 
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desinfección, se lavaron con agua de consumo para eliminar cualquier residuo de 

la solución. Se dejaron secar los frutos para su posterior tratamiento. 

 

Se trabajaron dos lotes distintos de frutos, tal como se muestra en la Figura 6.1. El 

primer lote compuesto por 45 frutos, se usó para los análisis de severidad, 

incidencia y actividad enzimática, a partir de los cuales se tomaron muestras y se 

llevaron a cabo mediciones a los 0, 1, 3, 6 y 9 días. El segundo lote integrado por 

36 frutos, se usó para el análisis genético, tomando muestra a los tiempos 0, 30, 

60 y 120 min. A su vez, ambos lotes de frutos se dividieron en tres grupos:  

Grupo 1: frutos tratados con el sobrenadante e inoculados con el patógeno. 

Grupo 2: frutos control. Tratados con medio KB líquido e inoculados con el 

patógeno. 

Grupo 3: frutos control. Únicamente inoculados con el patógeno.  
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A A 

B 

 
Figura 6. 1. Frutos empleados para los ensayos de severidad e incidencia y 
actividad enzimática. (A) frutos empleados para obtener las muestras para el 
análisis enzimático; (B) frutos empleados para obtener las muestras para el análisis 
genético. 
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6.2.4 Tratamiento de los frutos de aguacate 
 

Una vez desinfectados, los frutos fueron sumergidos durante 1 min en las 

soluciones correspondientes a los tratamientos, los cuales consistieron en: a) 

Medio KB líquido como tratamiento control y b) sobrenadante bacteriano. Se 

dejaron secar los frutos durante 2h. 

 

6.2.5 Inoculación del patógeno en los frutos de aguacate 
 

Transcurrido el tiempo de inducción (2h) con el sobrenadante bacteriano, los frutos 

se inocularon con el patógeno, para lo cual se les realizaron heridas con ayuda de 

un punzón estéril. En cada herida se colocaron 20 µL de la suspensión de esporas 

del patógeno a una concentración de 1x106 esporas/mL. Los frutos se 

almacenaron a 25°C por 9 días durante los cuales se obtuvieron muestras para el 

análisis enzimático. Se determinó la efectividad de los metabolitos bacterianos a 

través de la evaluación de la incidencia y severidad de la enfermedad. 

Para el análisis de la expresión de genes, se tomaron muestras de los frutos 

tratados con el sobrenadante bacteriano (SOB) y los respectivos controles a los 

tiempos de 0, 30, 60 y 120 min post-tratamiento, después de la infección con el 

patógeno. 

 
6.2.6 Análisis de la severidad e incidencia de la antracnosis en el aguacate 
 

Una vez que los frutos fueron inoculados se almacenaron a 25ºC. Se monitoreó el 

desarrollo de la enfermedad por 9 días, haciendo las mediciones a los días 0, 1, 3, 

6 y 9. Se midió el diámetro de la lesión desarrollada y se calculó el % de severidad 

utilizando la ecuación propuesta por Hernández et al., (2007) (Ecuación 1).  
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Ecuación 1 

Ecuación 2 

%	𝑆𝑒𝑣𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑 = +,-
+,.

∗ 100 

En donde: 

DLA: Diámetro promedio de las lesiones de las heridas  en el fruto control. 

DLC: Diámetro promedio de las lesiones en las heridas en el fruto tratado. 

en donde el Diámetro de la lesión= Diámetro de la zona afectada-Diámetro de la 

herida. 

 

Para el análisis de la incidencia de la enfermedad, se registró el número de heridas 

inoculadas con el patógeno que desarrollaron la enfermedad y se calculó utilizando 

la siguiente ecuación (Ecuación 2).  

%	𝑑𝑒	𝑖𝑛𝑐𝑖𝑑𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 = 45.78	98:;7<=	;4>8?@<7<=
45.78	98:;7<=	@5@<A8=

∗ 100 

 

 

6.2.7 Análisis de la expresión de genes relacionados con el sistema de 
defensa 
 

Para determinar la inducción del sistema de defensa en frutos tratados con el SOB, 

se llevó a cabo un análisis de la expresión de genes que se ha reportado que 

participan en el sistema de defensa vegetal. Se evaluó la expresión mediante 

análisis semicuantitativo (RT-PCR) de los genes NPR1, PAL,  EIN3 y POD, los 

cuales sirven como marcadores para predecir la inducción global del sistema de 

defensa del fruto. Como control de expresión constitutiva se evaluó el gen de 

actina. Los oligonucleótidos empleados para el análisis de expresión se muestran 

en la Cuadro 6.1.  
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Cuadro 6. 1. Oligonucleótidos empleados para el análisis de la expresión 
genética. 
 
Oligo Nombre Secuencia pb %GC tm pb 

NPR1 
F S34 GTGGAAAGGTGAGACA

GCCGCCTG 
24 62.5 64.7 

450 R S35 CGACATCATCAGAATCA
AGAGCCCTG 

26 50 61.8 

PAL 
F S38 CCTTGCACTTGTCAACG

GCACTG 
23 56.5 61.3 

600 R S39 GCTCCCTTGAACCCATA
ATCCAAGC 

25 52 61.8 

EIN3 
F S40 GCAATCTCAAGAACAGG

CTCGACG 
24 54.2 61 

520 R S41 CGCAGTGAGGACGCTC
ACCTTC 

22 63.6 60.7 

POD 
F S46 GACTGTGCTGTCCAGTC

ATGTGATGC 
26 53.8 61.6 

390 R S47 CCAACACTGTGAGCTCC
TAGAAGGG 

25 56 59.3 

Actina 
F S58 CCAAAAGCCAACAGGGA

GAAGATGAC 
26 50 62 

597 R S59 ATCAGCAATGCCTGGGA
ACATGG 

23 52.2 61.6 

 
 
6.2.7.1 Obtención de rna total para los ensayos de expresión genética 
 
La extracción de RNA total se realizó mediante el reactivo TRIzol® Reagent, 

deacuerdo a la siguiente metodología. 

En un mortero estéril se trituraron de 200-350 mg de pulpa, la cual fue tomada en 

uno de los extremos contrarios al área peduncular y distante del sitio de infección, 

se colocó en tubo estéril y se le adicionó 1mL del reactivo TRIzol®, se homogenizó 

y se incubó a temperatura ambiente durante 5min. Se añadieron 0.2mL de 
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cloroformo y se homogenizó hasta formar una sola fase. Se incubó a temperatura 

ambiente durante 3min y se centrifugó a 11000 rpm/4°C/15 min. La parte acuosa 

fue recuperada en un nuevo tubo, adicionaron 0.5 mL de isopropanol frío. Se 

incubó a temperatura ambiente durante 10 min y se centrifugó a 11000 rpm/4°C/10 

min. Se desechó el sobrenadante y se agregó 1 mL de etanol al 75%, se agitó 

suavemente en vortex. Posteriormente se centrifugó a 8000 rpm/4°C/5 min y se 

desechó el sobrenadante. La pastilla se dejó secar a temperatura ambiente durante 

4min. La muestra de RNA se disolvió en 30 µL de agua libre de RNasas, se incubó 

durante 15 min entre 55-60°C y finalmente se almacenó a -20°C hasta su uso.  

 

Análisis de integridad y pureza de las muestras de RNA 
 

Para verificar la integridad del RNA total obtenido, éste se visualizó en geles de 

agarosa al 1% mediante electroforesis a 75V. El RNA fue teñido utilizando el 

colorante Gel Red, y se visualizó mediante un transiluminador adaptado a un 

equipo fotodocumentador  Kodak Gel Logic 100 Imaging System.  

 

6.2.7.2 Tratamiento del RNA con DNasa I 
 

Para llevar a cabo el análisis de expresión de genes es necesario que el RNA 

obtenido se encuentre libre de DNA. Para esto se utilizó la enzima DNase I, 

Amplification Grade (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del proveedor y de 

acuerdo al siguiente protocolo: 

Para la mezcla de reacción se tomó 1 µL del RNA total, 1 µL 10X DNase 1 Reaction 

Buffer, 1 µL DNase I Amplification Grade 1U/ µL y agua DEPC hasta completar un 

volumen total de 10 µL. La mezcla de reacción se incubó a temperatura ambiente 
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durante 15min. Para la inactivación de la enzima, se adicionó 1 µL de EDTA 25mM 

y se incubó 10min a 65°C.    

Para verificar la integridad de las muestras de RNA total tratado con DNasa, las 

muestras obtenidas se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1% a 

75V. El RNA se tiñó  utilizando el colorante Gel Red, y se visualizó mediante un 

transiluminador con luz ultravioleta adaptado a un equipo fotodocumentador  

Kodak Gel Logic 100 Imaging System.  

 

6.2.7.3 Cuantificación del RNA 
 

La Cuantificación se llevó a cabo en un equipo Genoma-nano usando una longitud 

de onda de 260 nm. Para verificar la pureza del RNA obtenido se tomó en cuenta 

la relación de absorbancias 260/230 nm y 260/280 nm. Una vez verificada la 

integridad y la concentración del RNA se procedió a llevar a cabo los análisis de 

expresión genética mediante la técnica de RT-PCR. 

 

6.2.7.4 Análisis de la expresión de genes mediante RT-PCR 
 
6.2.7.4.1 Síntesis del cDNA 
 

Para realizar la Transcripción Reversa (RT), se utilizó RNA purificado libre de DNA, 

usando la enzima SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (Invitrogen®), de 

acuerdo a las especificaciones del proveedor y usando los oligonucleótidos 

previamente diseñados. El procedimiento fue el siguiente:  

Se realizó una mezcla con los siguientes componentes; 0.5 µL oligonucleótido 

dT20, 100ng RNA tratado con DNasa I, 0.5 µL dNTP´s 10 mM y agua libre de 

nucleasas. La mezcla fue incubada a 65°C durante 5 min. Transcurrido el tiempo, 



 
 

 38 
 

se colocó en hielo de 2-3 min y después la mezcla se centrifugó brevemente. Se 

preparó una segunda mezcla conteniendo 2 µL 5X First-Strand Buffer, 0.5 µL DTT 

0.1M, 0.5 µL RNase OUT (40U/µL) y 0.5 µL SSIII-RT (200 U/µL). Esta mezcla se 

adicionó a la anterior y se incubó a 55°C durante 50min. Finalmente, para inactivar 

la enzima  se incubó a 70°C durante 15min. El cDNA obtenido fue usado como 

molde para la amplificación de los genes específicos NPR1, PAL,  EIN3 y POD 

mediante PCR. 

 

6.2.7.4.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 

Los PCR´s se llevaron a cabo usando la enzima DreamTaq DNA Polymerase 

(ThermoFisher Scientific®), conforme a las especificaciones del proveedor.   

Brevemente en un tubo se realizó la mezcla de reacción con los siguientes 

componentes: 7.0 µL Agua desionizada, 1 µL 10X DreamTaq Buffer, 0.2 µL dNTPs´ 

10 mM, 0.25 µL oligo Forward 10 µM y Reverse 10 µM, 100ng cDNA y 0.25 µL 

DreamTaq DNA Polymerase. La reacción de PCR se llevó a cabo a 94°C durante 

5 min, 30 ciclos de [94°C durante 30s, 60°C durante 30s, 72°C durante 30s] y 

finalmente 72°C durante 10 min.  

 

En las reacciones de PCR realizadas para cada gen, incluyeron controles 

negativos, los cuales fueron; componentes de la mezcla de reacción de PCR sin 

cDNA y componentes de la mezcla de reacción de PCR más RNA tratado con 

DNasa I para descartar posible contaminación con DNA y así asegurar la 

amplificación a partir de cDNA obtenido.  

Para verificar el nivel de amplificación de cada gen bajo estudio, los productos de 

PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1% de acuerdo a las 

condiciones antes mencionadas.  
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6.2.8 Ensayos de actividad de enzimas relacionadas con el sistema de 
defensa en el fruto de aguacate    
 

Se determinó la actividad de la POD y PPO. Para ello  se obtuvieron los extractos 

crudos a partir de los frutos bajo los diferentes tratamientos. 

 
 6.2.8.1 Obtención del extracto crudo 
 

La obtención del extracto crudo, se realizó siguiendo la metodología propuesta por 

Wang y cols. (2011) con algunas modificaciones. 

En un mortero se trituraron 2 g de pulpa de aguacate con 0.2 g de 

polivinilpolipirrolidona (PVPP), utilizando nitrógeno líquido. Las muestras se 

homogenizaron con 10mL de buffer de fosfato de sodio 100 mM, pH 6.4 a 4°C. La 

mezcla se centrifugó a 11,000 rpm durante 15min a 4°C. Se recuperó el 

sobrenadante y nuevamente se centrifugó bajos las condiciones mencionadas 

anteriormente. Se recuperó el sobrenadante y se utilizó para la determinación de 

la actividad enzimática, manteniendose en todo momento a 4°C. 

 

6.2.8.2 Determinación del contenido de proteína en el extracto enzimático 
 

La concentración de proteína en el extracto crudo se determinó de acuerdo al 

método de Bradford 1976 (Bradford, 1976). Para esto se mezclaron 50 µL del 

extracto crudo con 1.5 mL del reactivo de Bradford de acuerdo a las 

especificaciones del proveedor (SIGMA®) y se agitó en vórtex durante 30 s. La 

mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 20min en obscuridad. Se midió 

la absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotómetro UV/Visible JENWAY 

6305. 
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La concentración de proteína se determinó mediante una curva estándar 

construida con concentraciones conocidas de albúmina de suero bovino (BSA): 

0.0; 0.15; 0.25; 0.50; 0.75 y 1.0 mg/mL. Mediante regresión lineal se obtuvo el valor 

de la concentración de proteína que fue empleado para determinar la actividad 

específica de las enzimas bajo estudio. 

  

6.2.8.3 Actividad enzimática de la polifenol oxidasa (PPO) 
 

La actividad de la PPO se determinó de acuerdo al método propuesto por Tian y 

cols. (2006) con algunas modificaciones.  

La mezcla de la reacción consistió en 0.5 mL del extracto crudo y 3 mL de una 

solución de sustrato de catecol (100 mM de fosfato de sodio, pH 6.4, y 500 mM de 

catecol). Se midió el incremento de la absorbancia a 420 nm cada minuto durante 

3 min. 

 

6.2.8.4 Determinación de la actividad enzimática de la peroxidasa (POD) 
 

La actividad enzimátca de la POD se realizó de acuerdo a la metodología 

propuesta por Tian y cols. (2006) con modificaciones.  

La mezcla de reacción consistió en 0.5 mL del extracto crudo y 2 mL de una 

solución de sustrato de guayacol (100 mM de fosfato de sodio, pH 6.4 y 8 mM de 

guayacol) la cual se incubó durante 5 min a 30 °C.   

La reacción se detuvo añadiendo 1 mL de H2O2 (24 mM) y la actividad enzimática 

se determinó utilizando un espectrofotómetro UV/visible marca JENWAY 6305, 

midiendo el incremento de la absorbancia a 470 nm cada min durante 3 min.   
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Ecuación 4 

Ecuación 3 

Para el cálculo de la actividad enzimática de ambas enzimas, se utilizó la ecuación 

propuesta por Ambatkar y Mukundan., 2014 de acuerdo con la siguiente ecuación 

(Ecuación 3):  

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑	𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎	 G
𝑈
𝑚𝐿J =

(∆𝑂𝐷𝑚𝑖𝑛) ∗ (𝑅𝑚𝑉) ∗ (𝑑𝑓)
(𝜀) ∗ (𝐸𝑉)  

Dónde: 
∆𝑂𝐷
𝑚𝑖𝑛 = 𝐶𝑎𝑚𝑏𝑖𝑜	𝑒𝑛	𝑙𝑎	𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎	𝑑𝑒	𝑙𝑎	𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎	𝑝𝑜𝑟	𝑚𝑖𝑛 

𝑅𝑚𝑉 = 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛	𝑑𝑒	𝑙𝑎	𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎	𝑑𝑒	𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 

𝑑𝑓 = 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟	𝑑𝑒	𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 

𝜀 = 𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒	𝑑𝑒	𝑒𝑥𝑡𝑖𝑛𝑐𝑖ó𝑛	𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟: 

1,2	Benzoquinona	(1300	M-1cm-1)	(Albarran	et	al.,	2010;	Sharma	et	al.,	2018).	
Tetraguayacol	(26,	600	M-1cm-1)	(Abed	et	al.,	2017).	
𝐸𝑉 = 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛	𝑑𝑒𝑙	𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜	𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑜 

 

Para la determinación de la actividad específica (U/mg de proteína) de ambas 

enzimas, se utilizó la ecuación siguiente (Ecuación 4). 

 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑	𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 G
𝑈

𝑚𝑔	𝑑𝑒	𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎J =
𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑	𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛	𝑑𝑒	𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 
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6.2.9 Diseño estadístico 
 
6.2.9.1 Análisis de la actividad enzimática 
 
Para el análisis de la actividad enzimática de la PPO y POD se utilizó un diseño 

unifactorial, donde se tomó como factor el tratamiento aplicado a los frutos como  

variable de respuesta, las actividades específicas para cada enzima.  

 

6.2.10 Análisis estadístico 
 
Los datos obtenidos fueron analizados mediante un análisis de varianza (ANOVA), 

p<0.05 y se compararon las medias utilizando una prueba LSD Fisher con el 

programa Statistica Versión 10. 
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CAPÍTULO VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
  
7.1 Efecto in vivo del sobrenadante bacteriano de B. atrophaeus B5 sobre la 
severidad e incidencia de la antracnosis causada por C. gloeosporioides en 
frutos de aguacate Hass. 
 

Se evaluó el efecto de los metabolitos contenidos en el sobrenadante de la cepa 

B. atrophaeus B5 sobre la severidad e incidencia de la enfermedad causada por 

C. gloeosporioides sobre frutos de aguacate. Como control negativo se utilizó 

medio KB líquido libre de metabolitos, para descartar el efecto que el propio medio 

estuviera ejerciendo. Como control adicional, se incluyeron frutos no tratados. En 

todos los casos los frutos se infectaron con el patógeno. 

 

Se observó que los frutos tratados con el sobrenadante bacteriano e infectados 

con el patógeno mostraron una reducción de la antracnosis (Figura 7.1A) en 

comparación con los controles empleados que fueron los frutos tratados con medio 

KB e inoculados con el patógeno (Figura 7.1B) y frutos únicamente inoculados 

(Figura 7.1C). La enfermedad se hizo evidente por la aparición del tejido necrosado 

o una mancha color marrón alrededor del sitio de inoculación, indicando así que el 

medio KB no tiene efecto inhibitorio del crecimiento y desarrollo de C. 

gloeosporioides.  

A partir de los análisis realizados, se mostró que el SOB tuvo la capacidad de 

reducir la severidad e incidencia de la enfermedad en un 64.19 % y 50% 

respectivamente, en comparación con los frutos tratados con medio KB, este efecto 

observado al aplicar el sobrenadante podría atribuirse principalmente a la 

presencia de los metabolitos sintetizados por la bacteria B. atrophaeus.   
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Figura 7.1. Efecto in vivo de los metabolitos bacterianos de B. atrophaeus B5 sobre 
la antracnosis causada por C. gloeosporioides en frutos de aguacate cv. Hass. Las 
mediciones se realizaron durante los días 0, 1, 3, 6 y 9 post-tratamiento e infección 
con el patógeno. A: frutos tratados con sobrenadante e inoculados con el patógeno 
B: frutos tratados con KB e inoculados con el patógeno C: frutos inoculados con el 
patógeno.  
 

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Guardado et al., 2018 

en cuanto a la reducción de la severidad e incidencia de la antracnosis ocasionada 

por C. gloeosporioides sobre frutos de aguacate, los cuales de igual manera fueron 

tratados con el sobrenadante libre de células de la cepa B5 y mostraron una 

reducción del 47 y 40% respectivamente. Sin embargo, la diferencia numérica 

entre este estudio y el nuestro, pudo deberse principalmente a las condiciones de 

crecimiento de la cepa bacteriana, donde la incubación fue realizada con 

temperatura y agitación controlada. Se ha reportado que en la producción de 

metabolitos a partir de cepas de Bacillus con efecto biocontrolador influyen 

diferentes condiciones, como el medio de cultivo, la disponibilidad de oxígeno, 

temperatura, etc. (Cosby et al., 1998; Peypoux et al., 1999; Jacques et al., 1999). 

Por otra parte en nuestro estudio, la cantidad de inóculo que se colocó en el fruto 

para su infección fue mayor a la reportada por Guardado et al., 2018.  
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Así mismo, Wang et al., 2014, reportaron el efecto de una suspensión celular de 

B. cereus AR156 aplicada a frutos de níspero y retados con C. acutatum. 

Observaron una reducción de la severidad e incidencia de 63% y 73%, 

respectivamente. La posible acción biocontroladora se atribuyó principalmente al 

efecto inductor del sistema de defensa en el fruto de níspero por parte de la 

suspensión celular. De manera similar para nuestro estudio, los resultados 

obtenidos indican la posible inducción del sistema de defensa en el fruto a través 

de la aplicación de los metabolitos de la cepa B5, mediante la ISR en donde el 

huésped se vuelve más resistente cuando es atacado por un patógeno (Ongena y 

Thonart, 2006; Van Loon, et al., 2006). Dicho mecanismo puede ser comprobado 

analizando el modo de acción del agente inductor y el patógeno para poder 

descartar el efecto antagonista entre ambos (Ongena y Jaques, 2008). 

 

La eficacia de B. subtilis SM21 para controlar la podredumbre ocasionada por R. 

stolonifer sobre frutos de durazno durante un periodo de inducción de 12 h ha sido 

reportada. El tratamiento con la cepa bacteriana redujo el área lesionada y la 

incidencia de la enfermedad en un 37.2% y 26.7%, respectivamente. De acuerdo 

con esto se sugirió que el mecanismo involucrado en la resistencia fué a través de 

la inducción del sistema de defensa (Wang et al., 2013). En nuestro caso, el 

periodo de inducción con el sobrenadante bacteriano de fue de solamente 2 h y se 

obtuvieron resultados similares de resistencia. Se ha reportado que la inducción 

del sistema de defensa ocurre a tiempos cortos dada la premura de la respuesta 

que debe ostentar el sistema vegetal frente al ataque de un patógeno. No obstante 

en ambas investigaciones dentro de los posibles mecanismos biocontroladores se 

considera que hay una inducción del sistema de defensa en el fruto.   
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Indudablemente, el género Bacillus produce una gran cantidad de moléculas 

biológicamente activas con gran potencial inhibitorio de fitopatógenos. Dentro de 

estas moléculas se  encuentran los componentes antimicrobianos denominados 

lipopéptidos cíclicos o CLPs, donde se incluyen las familias de la surfactina, iturina 

y fengicina, confiriendo así, ciertas ventajas biocontroladoras de patógenos como 

el efecto antagonista e inductor del sistema de defensa (Ongena y Jacques., 2007).  

Estas moléculas pueden contener de 4-16 residuos de aminoácidos, las cadenas 

son lineales, cíclicas o mixtas y  se clasifican dependiendo la secuencia de 

aminoácidos y ramas de ácidos grasos (Ongena et al., 2005). La familia de la 

surfactina presenta estructuras de heptapéptidos interconectadas  con un ácido 

graso bihidroxilado, formando una estructura de anillo de lactona cíclica, lo que la 

hace un potente biosurfactante. Además, debido a su naturaleza anfifílica, pueden 

asociarse fácilmente en capas lipídicas e intervenir con la integridad de la 

membrana biológica del patógeno. La familia iturina incluye a las principales 

variantes de Iturina A y C; bacilomicina D, F, L y LC, y micosubtilina, son 

heptapéptidos unidos a una cadena de ácido graso β-amino con longitud de 14-17 

carbonos. Estos han mostrado acción antifúngica in vitro contra levaduras y 

hongos, debido a las propiedades de permeabilización de la membrana, basada 

en la perturbación osmótica por la formación de poros conductores de iones 

(Bonmatin et al., 2003; Aranda et al., 2005; Waewthongrak et al., 2014). En la 

familia de la fengicina, se encuentran fengicina A y B, son lipodecapéptidos con un 

anillo interno de lactona unido a un residuo peptídico y con una cadena de β-hidroxi 

ácido graso, saturada o insaturada, presentan actividad fungitóxica 

específicamente contra hongos filamentosos. Interactúan con la capa de lípidos y 

alteran la permeabilidad de la membrana (Vanittanakom  et al., 1986; Hofemeister 

y cols, 2004; Deleu et al., 2005). El poder antibiótico de estos lipopéptidos está 

asociado a la capacidad que tienen de formar micelas en medios acuosos y la 
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propiedad anfifílica, lo cual interrumpe el funcionamiento normal de las membranas 

debido a su integración en la bicapa lipídica y la formación de poros.  

Existe evidencia que estas moléculas también puedan activar la expresión de 

genes relacionados con la defensa, a concentraciones bajas (Falardeau et al., 

2013; Aranda et al., 2005; Dixon et al., 2002).  

Los metabolitos presentes en el SOB bacteriano de la cepa B5 fueron capaces de 

disminuir del desarrollo de la antracnosis en los frutos de aguacate. Para conocer 

si el mecanismo por el cual los metabolitos bacterianos inhiben el desarrollo del 

patógeno es debido a la inducción del sistema de defensa, es necesario estudiar 

su efecto a nivel molecular, mediante la evaluación de la expresión de genes y la 

actividad de enzimas específicas que participan en la defensa del fruto.  

 

7.2 Análisis de la expresión de genes involucrados en el sistema de defensa 
 

Para conocer el efecto que los metabolitos bacterianos ejercen sobre la expresión 

de genes relacionados con la defensa como son NPR1, PAL, EIN3 y POD, fue 

necesaria la obtención del RNA total. Las muestras de RNA obtenidas fueron 

sometidas a electroforesis. Los resultados se muestran en la Figura 7.2.   
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Figura 7. 2. Electroforesis del RNA total de muestras. Carril 1, 5, 8 y 12 muestras 
tratadas con sobrenadante + patógeno (tiempo 0, 30, 60 y 120 min), Carril 2, 6, 9 
y 13 muestras tratadas con medio KB líquido + patógeno como control (tiempo 0, 
30, 60 y 120 min), Carril 3, 7, 10 y 14 muestras de fruto + patógeno como control 
(tiempo 0, 30, 60 y 120 min). 
 

De acuerdo a lo esperado, se observaron las bandas correspondientes a las 

subunidades 28S y 18S del RNA ribosomal presente en células eucariotas, las 

bandas se mostraron íntegras, sin degradación y sin presencia aparente de DNA 

genómico contaminante (Figura 7.2).  

 

Las muestras de RNA total, fueron sometidas a un tratamiento con DNasa I, para 

asegurar que quedaran libres de DNA genómico. Estas muestras tratadas con 

DNasa I fueron sometidas a electroforesis (Figura 7.3).  
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Figura 7. 3. Tratamiento de las muestras obtenidas de RNA´s con DNasa I. Carril 
1, 5, 9 y 13 muestras tratadas con sobrenadante + patógeno (tiempo 0, 30, 60 y 
120 min), Carril 2, 6, 10 y 14 muestras tratadas con medio KB líquido + patógeno 
como control (tiempo 0, 30, 60 y 120 min), Carril 3, 7, 11 y 15 muestras de fruto + 
patógeno como control (tiempo 0, 30, 60 y 120 min). 
 

Nuevamente, se observaron las bandas correspondientes a las 2 subunidades 

ribosomales 28S y 18S, aparentemente íntegras, sin DNA genómico contaminante. 

Estas muestras tratadas con DNAsa I fueron usadas para obtener al patrón de 

expresión de genes específicos.  

 
7.2.2 Análisis de la expresión de genes NPR1, PAL, EIN3 y POD, mediante 
transcripción reversa acoplada a PCR (RT-PCR) 
 

Se llevó a cabo el análisis de RT-PCR para analizar la expresión de los genes 

NPR1, PAL, EIN3 y POD. Como control se analizó la expresión del gen ACT. 

Parar comprobar que el cDNA fue obtenido y que los productos amplificados fueran 

a partir del cDNA sintetizado de la muestra de RNA y no de DNA genómico, se 

utilizaron dos controles negativos; en uno, se utilizó como molde RNA total más los 

componentes de la mezcla de reacción y para el segundo control, se utilizó como 
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molde, muestra de RNA total tratado con DNasa I. Los productos amplificados se 

sometieron a electroforesis y los resultados se muestran en la Figura 7.4.  

 

 
Figura 7. 4. Verificación de la amplificación genética a partir de cDNA obtenido. 
Muestra sobrenadante + patógeno t=0, genes NPR1, PAL, EIN3 y actina 
respectivamente. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carriles: 2- gen NPR1, 3-
gen PAL, 4-gen EIN3, 5-gen actina. Carriles: 7-gen NPR1, 8-gen PAL, 9-gen EIN3, 
10-gen actina (control negativo, amplificación a partir de RNA total). Carriles: 12-
gen NPR1, 13-gen PAL, 14-gen EIN3, 15-gen actina (control negativo, 
amplificación a partir de RNA total tratado con DNasa I).   
 

No se observó amplificación utilizando como molde al RNA no tratado y tratado 

con DNasa I (carriles 7-10 y 12-15), solo se observó amplificación a partir de 

muestra de cDNA (carriles 2-5). Esto indicó que las muestras de RNA se 

encontraban libres de DNA y eran aptas para continuar con el análisis de la 

expresión genética.  

 

Para evaluar el efecto de los metabolitos contenidos en el SOB de la cepa B5 sobre 

la indución de la expresión de los genes involucrados en el sistema de defensa en 

aguacate, se analizó la expresión de NPR1, PAL, EIN3, POD y como control de 
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expresión al gen ACT, el cual codifica para la actina y se expresa de manera 

constitutiva. Los análisis se llevaron a cabo a partir de las muestras tomadas a los 

tiempos 0, 30, 60 y 120 min post-tratamiento e infección con C. gloeosporioides. 

En la Figura 7.5 se muestra el patrón transcripcional de los genes analizados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 7. 5. Expresión de NPR1, PAL, EIN3, POD y ACT. A) Aguacate+patógeno, 
frutos inoculados con el hongo (control) B) KB+patógeno.- frutos tratados con 
medio KB líquido e inoculados con el patógeno (control). C). SOB+patógeno.-frutos 
tratados con sobrenadante e inoculados con el patógeno. 
 

Al tratar los frutos con el SOB e inocularlos con el patógeno se obtuvo una mayor 

expresión de los genes PAL, EIN3 y POD (Figura 7.5A), en comparación con los 

controles empleados. Lo anterior indica que la inducción de la expresión de estos 

genes es debida a los metabolitos bacterianos. Se puede observar que los 

tratamientos control que son medio KB/patógeno inoculado y el fruto de 

aguacate/patógeno inoculado, no inducen la expresión de los genes evaluados en 

los diferentes tiempos de medición (Figura 7.5B y 7.5C), sugiriendo que si bien la 

presencia  del patógeno puede significar un estrés biótico, este estímulo perse no 

es suficiente para inducir eficientemente el sistema de defensa del fruto.  

  A                                 B                                  C 
   SOB B5                      Control                          Control 

SOB+pat                     KB+pat                     Aguacate+pat 
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En los frutos tratados con el SOB e inoculados con el patógeno se observó una 

mayor expresión de los genes evaluados principalmente al tiempo 0 y 60min, se 

observó que al tiempo 0 los genes mayormente expresados fueron PAL y EIN3 

(Figura 7.5A). El gen PAL codifica para la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) 

la cual está involucrada en el primer paso para la vía de los fenilpropanoides, dando 

como resultado la síntesis de compuestos fenólicos, fitoalexinas y lignina, 

moléculas que están asociadas con los procesos de resistencia (Hahlbrock et al., 

1989; Wang et al., 2014). En la Figura 7.5A se puede observar que el SOB induce 

en mayor medida la expresión del  gen PAL, en comparación con el resto de los 

genes analizados. Este patrón de expresión podría explicarse argumentando el  

papel central de PAL en la producción de diversos metabolitos que se biosintetizan 

en el fruto  para su defensa, por lo tanto dada su importancia en este proceso, su 

transcripción es más requerida por el fruto. Además, esto sugiere que la expresión 

del gen PAL pudiera ser uno de los principales genes activados por la vía de ISR 

y por la importancia de la enzima en diversos procesos.  

Con lo que respecta a EIN3, en la Figura 7.5A se puede observar que al aplicar el 

SOB este gen tiene mayor expresión a los 60 min. lo que sugiere que en este 

tiempo los metabolitos han sido sensados y el sistema de defensa se encuentra 

activado. EIN3  está involucrado en la vía de transducción de señales dependientes 

de etileno, y participa en la regulación de genes de respuesta a esta hormona. El 

gas etileno, es percibido por una familia de receptores ETR1, ERS1, ETR2, EIN4 

y ERS2 ubicados en la membrana celular (Ohme et al., 1995; Rodríguez et al., 

1999). En presencia de etileno, cuando éste se une a los receptores, se inhibe 

CTR1 que es un regulador negativo de la vía de señalización, posteriormente se 

activa EIN2, el cual a su vez, activará la familia de factores de transcripción río 

abajo de esta vía como EIN3/EIL3 (Chao et al., 1997; Solano et al., 1998; Chang 
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et al., 1993). EIN3 es un regulador positivo que induce la expresión de factor de 

transcripción llamado ERF1, el cual es un regulador positivo de los genes 

regulados en respuesta a etileno. Los ERFs son factores de transcripción que 

inducen la expresión de genes relacionados a la patogénesis, como la β-1-3-

glucanasa, la quitinasa básica y la defensina (Ohme et al., 1995; Solano et al., 

1998). Lo anterior puede explicar la importancia EIN3 en las respuestas de defensa 

en la planta a través de la inducción de proteínas relacionadas con la defensa 

(Abeles et al., 1992).  

 

Por otra parte, se obtuvo una ligera expresión del gen que codifica para POD 

(Figura 7.5A). La enzima peroxidasa se encuentra implicada en los procesos de 

lignificación para el reforzamiento de las paredes celulares vegetales ante la 

infección con un patógeno. La baja expresión de este gen obtenida en nuestro 

estudio podrían atribuirse al tiempo en el que fue evaluado, ya que se ha reportado 

que esta enzima se activa por percepción del patógeno en el fruto, y posiblemente 

para la expresión de este gen sea conveniente evaluarlo en tiempos más 

prolongados como en estudios reportados por Waewthongrak et al., 2014.  

El SOB, al menos en los tiempos evaluados, no logró inducir al gen NPR1, se ha 

reportado que este  gen es un regulador central de las vías de señalización de 

defensa involucrado mayormente con RSA por la respuesta generada en la planta 

ante el ataque de un patógeno, sin embargo ha sido implicado en las vías del JA/ET 

dependientes de ISR. En mutantes npr1 de Arabidopsis, se observó que no 

mostraron habilidad para expresar la ISR cuando fueron colonizadas por bacterias 

PGPR (Pieterse et al., 1998; Kinkema et al., 2000; Dong, 2004; Ahn et al., 2007). 

La nula expresión de NPR1 que se observa en nuestro estudio, puede ser debida 

a que  el tiempo en que el fruto estuvo en contacto con el patógeno fue corto, así 

como también al área donde se tomó muestra para su análisis, ya que fue distante 
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del sitio de infección, probablemente la expresión del gen en el área contigua fuera 

mayor debido a la cercanía con el patógeno.  

Estos resultados podrían indicar que el posible mecanismo de inducción genética 

a partir de los metabolitos aplicados en los frutos de aguacate es la resistencia 

sistémica inducida (ISR). 

 

Waewthongrak et al., 2014, analizaron el efecto de lipopéptidos cíclicos (CLP) 

obtenidos de B. subtilis ABS-S14 sobre la transcripción de genes relacionados con 

la defensa y la actividad de enzimas en naranja cv. Valencia, infectada con P. 

digitatum. En lo que respecta al efecto individual observado de cada lipopéptido, la 

surfactina indujo una alta expresión de los genes que codifican para la Peroxidasa 

y Lipoxigenasa, sin embargo, durante las 48h la combinación de surfactina e iturina 

indujo una mayor expresión de estos genes. En este estudio se confirmó el efecto 

de la surfactina sobre la activación de genes que codifican para peroxidasa y 

lipoxigenasa, las cuales tienen un papel importante como moléculas señal para la 

activación de la ISR. Tal como se ha reportado, las peroxidasas protegen a células 

del cambio de radicales libres y especies reactivas de oxígeno a compuestos 

fenólicos, H2O y O2, los cuales se encuentran involucrados en procesos fisiológicos 

como la lignificación, suberización, sanación de heridas, mecanismo de defensa 

contra infecciones por patógenos, etc. (Horaga et al., 2001). Entre el reporte de 

Waewthongrak et al., 2014 y nuestro estudio, existe una gran diferencia en cuanto 

al tiempo en que se analizó la expresión del gen POD de más de 48h de su análisis 

con la aplicación de los lipopéptidos. La enzima peroxidasa es muy importante en 

el mecanismo de defensa, ya que participa en el proceso de lignificación. El fruto 

al estar en contacto con las esporas de C. gloeosporioides activa el gen que 

codifica para la POD, nuestro estudio sugiere que en periodos cortos de  

confrontación fruto-patógeno, éste no logra tener una densidad poblacional 
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adecuada para que el fruto lo sense y se induzca de manera significativa la 

expresión de este gen.   

 

Se ha reportado que los metabolitos bacterianos capaces de inducir respuesta de 

defensa en plantas son los lipopéptidos cíclicos y la surfactina, molécula que se le 

ha atribuido un papel como inductor de la ISR. Jourdan et al., 2009 sugirieron que 

esta molécula puede actuar causando alcalnización del pH extracelular como 

resultado del intercambio de K+/H+ a través de la membrana. Se cree que la 

surfactina y posiblemente otros lipopéptidos cíclicos de la cepa B. subtilis, 

interactúan con la membrana plasmática de las células vegetales, pero la evidencia 

de si se unen a los receptores o si se insertan directamente en la membrana, no 

está comprobada (Pérez et al., 2011). En estudios realizados por Harry et al., 

(2011), sobre la inserción directa de la surfactina en el dominio lipídico de la 

membrana, reportan que una segunda adición de surfactinas en células de plantas 

de tabaco, produjo una segunda activación ISR. Debido a esto, se planteó la 

hipótesis de si la ISR inducida por surfactina, resulta en pequeñas interrupciones 

causadas por la inserción de estas moléculas a la membrana lipídica que aunque 

no sea lo suficiente grande como para afectar la integridad de la membrana, estas 

alteraciones pudieran ser suficientes para inducir en las células vegetales la 

activación del mecanismo de defensa.  

 

Wang et al., 2014, reportaron el efecto en la inducción de la resistencia en frutos 

de níspero, empleando el agente de biocontrol B.cereus AR156 durante 12h de 

inducción y posterior inoculación C. acutatum. Se analizó la expresión de los genes 

EkNPR1, EjPAL2, EjEin3 a las 3, 6 y 12h post-inoculación. Como resultados 

obtuvieron una mayor expresión de los genes analizados en los frutos que fueron 

tratados con la suspensión celular y retados con el patógeno. Estos resultados 
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concuerdan con los que obtuvimos en nuestro estudio, donde al tratar los frutos de 

aguacate con el sobrenadante de la cepa B5 e inocularlos con el patógeno, se 

observó mayor expresión de los genes que codifican para PAL y EIN3. Sin 

embargo, en relación al gen NPR1 no se observó expresión debida probablemente 

a que los tiempos analizados fueron cortos (0, 30, 60 y 120min), es posible pensar 

que en un análisis de expresión a tiempos largos (6h), se induce la expresión de 

este gen.  

El fenómeno llamado priming es un proceso fisiológico que prepara a la planta para 

una respuesta más rápida o efectiva ante una situación de estrés yestá asociado 

con la ISR. La ISR mediada por bacterias PGPR´s mejora la respuesta de defensa 

basal una vez que la planta se encuentra en contacto con el patógeno, debido a 

que la planta reconoce diferentes patrones moleculares asociados a los microbios 

benéficos (MAMPs), dando como resultado una efectiva respuesta inmune 

sistemática en los tejidos de la planta (Conrath et al., 2002; García et al., 2013) al 

potenciar la expresión genes y la síntesis de enzimas relacionadas con la defensa. 

En este sentido, Los resultados de nuestro estudio se atribuyeron al fenómeno 

denominado priming, inducido a partir del sobrenadante obtenido de la cepa B5, 

puesto que se obtuvieron mayores aumentos en la expresión de genes lo cual se 

vio reflejado en la reducción de la enfermedad antracnosis en comparación con los 

controles analizados.  

 

Dada la importancia mencionada de los genes bajo estudio y de acuerdo al patrón 

de expresión obtenido, se puede proponer un efecto inductor por  los metabolitos 

contenidos en el sobrenadante, sugiriendo así, la activación del mecanismo de 

defensa en el aguacate, contribuyendo a la resistencia del fruto ante el ataque del 

hongo. 
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Para corroborar que el sistema de defensa está siendo activado por los metabolitos 

bacterianos, se midió la actividad de enzimas que se ha reportado están 

involucradas en este proceso.  

 

7.3 Efecto del sobrenadante bacteriano de B. atrophaeus B5 sobre la 
actividad enzimática de la PPO y POD en frutos de aguacate. 
 

Se evaluó el efecto de los metabolitos bacterianos de la cepa B. atrophaeus B5 en 

frutos de aguacate infectados con C. gloeosporioides, sobre la actividad específica 

de las enzimas Polifenol oxidasa (PPO) y Peroxidasa (POD). Las evaluaciones se 

realizaron durante los días 0, 1, 3, 6 y 9. Como control se monitoreó el 

comportamiento de la actividad enzimática de frutos infectados con el patógeno y 

frutos tratados con medio KB líquido e infectados con el patógeno. Los 

comportamientos enzimáticos fueron analizados gráficamente.  

La concentración de proteína fue determinada mediante una curva estándar 

construida de suero bovino (BSA) de acuerdo a las concentraciones mencionadas 

anteriormente. La gráfica obtenida se muestra en la Figura 7.6. 
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Figura 7. 6. Curva estándar BSA para la determinación del contenido de proteína. 
La curva fue construida con diferentes concentraciones del estándar BSA y 
midiendo la absorbancia a 595nm.  
 
7.3.1 Evaluación de la actividad enzimática PPO  
 

Para determinar la actividad enzimática de la PPO se partió del extracto crudo 

obtenido de cada muestra analizada como fuente enzimática y como sustrato el 

catecol. El método se basa principalmente en la oxidación del sustrato catecol 

(incoloro) en presencia de oxígeno a 1,2 benzoquinona (color pardo) y es medido 

mediante espectrofotometría. La reacción es catalizada por la enzima polifenol 

oxidasa. En nuestro estudio, en cada muestra analizada se observaron distintas 

intensidades del color característico que se indica para dicha reacción, se 

obtuvieron valores de absorbancia los cuales fueron utilizados para  el cálculo de 

la correspondiente actividad específica.  

Se observó que los frutos tratados con los metabolitos contenidos en el 

sobrenadante bacteriano, modificaron la actividad enzimática de la PPO durante 

y = 0.6623x - 0.01
R² = 0.9989

-0.1

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

A
B

SO
R

B
A

N
C

IA

[BSA, mg/mL]



 
 

 60 
 

todos los días de evaluación hacia valores mayores respecto de los controles 

empleados, como se muestra en la Figura 7.7. La mayor actividad se observó en 

los días 1 y 9, con un aumento considerable de 2.84 (284.48%-14.35±3.24 U/mg 

proteína) y 2.54 (254.55%-6.48±0.29 U/mg proteína) veces más comparando con 

los frutos tratados con medio KB, lo cuan indica que los metabolitos contenidos en 

el sobrenadante están ejerciendo un efecto inductor sobre el sistema de defensa 

del fruto al aumentar la actividad de enzimas relacionadas con la defensa vegetal 

y que el medio KB perse no ejerce efecto alguno sobre el mismo. 

Para el caso de los controles empleados, las actividades enzimáticas obtenidas 

durante todos los días de medición, se mantuvieron por debajo de los valores 

obtenidos para el tratamiento con el sobrenadante. Estos resultados indican que 

las actividades enzimáticas obtenidas al tratarse los frutos con el sobrenadante 

bacteriano, presentaron un aumento mayor debido a los metabolitos contenidos en 

el mismo y no al efecto que cada control pudiera estar ejerciendo en el fruto. Estos 

resultados concuerdan con los trabajos que se han reportado, en los cuales se 

hace mención que tras la aplicación de inductores, se obtienen incrementos en la 

actividad de enzimas relacionadas con la defensa de las plantas (Ramamoorthy et 

al., 2002; Thakur y Sohhal., 2013).  

 



 
 

 61 
 

 
Figura 7. 7. Efecto de los metabolitos bacterianos contenidos en el SOB de la cepa 
B. atrophaeus B5 sobre la actividad específica de la PPO. Las letras en mayúscula 
indican comparación entre los tratamientos por día, en minúscula indican 
comparación al paso de los días en cada tratamiento. Letras diferentes, 
representan diferencia estadística significativa, P<0.05.  
 

En el cuadro 7.1 se concentran los datos de las actividades enzimáticas evaluadas 

para la PPO en los diferentes días de prueba. Se observó que existe diferencia 

estadística significativa al aplicar el tratamiento con el SOB respecto de los 

controles empleados. Entre los controles, no existió diferencia estadística 

significativa, lo cual indicó una vez más que el medio KB en el cual se encuentran 

los metabolitos bacterianos, no influye  en los resultados obtenidos y el incremento 

en la actividad de la enzima se atribuye al efecto inductor de éstos.  
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Cuadro 7.  1. Actividad específica de la Polifenol oxidasa (PPO). 
ACTIVIDAD ESPECÍFICA 

 Polifenol oxidasa PPO (λ420nm, U/mg proteína) 
DÍA SOB+Pat KB+Pat Aguacate + Pat  

0 7.59 ± 0.46Ba 4.48 ± 0.23Ca 7.08 ± 1.06ABb  
1 14.35 ± 3.24Bb 5.04 ± 1.17Aab 7.02 ± 0.75Ab  
3 8.55 ± 2.22Ba 5.80 ± 0.94Ab 4.67 ± 0.43Aa  
6 7.39 ± 0.38Ca 4.83 ± 0.78ABa 4.36 ± 0.86Aa  
9 6.48 ± 0.39Ca 2.54 ± 0.28Bc 3.02 ± 0.33Ac  

 
Letras mayúsculas indican comparación en fila entre tratamientos, letras 
minúsculas indican comparación por columna entre los días por  tratamiento. 
Letras diferentes, representan diferencia estadística significativa, P<0.05. 
 
Los tiempos donde se presentaron aumentos más significativos de la actividad 

enzimática para la PPO en frutos tratados con el sobrenadante bacteriano, fueron 

durante los días 1 y 9, la cual se comparó con frutos tratados con medio KB como 

su respectivo control bajo ese mismo tiempo de análisis. Las diferencias entre las 

actividades enzimáticas obtenidas durante cada día de medición pueden ser 

debidas a que el fruto es un sistema biológico en donde continuamente ocurren 

diversos procesos generando cambios y que en nuestro modelo de estudio se 

puede mencionar desde el tipo de tratamiento dado, el estado de madurez, el 

desarrollo del patógeno en su infección en el fruto, el área tomada para el análisis 

de su actividad enzimática, etc.  Todos estos factores podrían estar influyendo en 

nuestros resultados, sin embargo el efecto observado al aplicar el SOB se está 

reflejando en estos.  

 
7.3.2 Evaluación de la actividad enzimática POD 
 

De igual manera, para el análisis enzimático de la POD se partió del extracto crudo 

obtenido, el cual fue usado como fuente enzimática y como sustrato el guayacol-
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peróxido de hidrógeno. Este método consiste en la oxidación del guayacol 

(incoloro) a tetraguayacol (rojo ladrillo) y la velocidad de formación del color rojo 

ladrillo se utiliza como medida de la actividad enzimática por lecturas 

espectrofotométricas de las absorbancias respecto al tiempo, y la reacción es 

catalizada por la enzima peroxidasa. En nuestro estudio, las muestras analizadas 

presentaron diferentes intensidades del color característico desarrollado en esta 

reacción, dependiendo del tratamiento dado en los frutos. Los valores de las 

absorbancias obtenidas fueron empleados para los correspondientes cálculos de 

la actividad específica. Se observó que en los frutos tratados con el sobrenadante 

conteniendo los metabolitos bacterianos, se modificó la actividad de esta enzima 

durante los distintos días evaluados hacia valores mayores respecto de los 

controles empleados, tal y como se muestra en la Figura 7.8.  

La mayor actividad obtenida en los frutos que se trataron con el sobrenadante fue 

en los días 1 y 9. Se presentaron aumentos considerables de 2.56 (256.97%-

61.2±17.68 U/mg proteína) y 2.09 (209.06%-43.73±8.15 U/mg proteína) veces más 

respecto al control de los frutos tratados con medio KB líquido. Las actividades 

enzimáticas obtenidas en los frutos tratados con el sobrenadante fueron 

significativamente mayores en comparación con los controles empleados lo cual 

indica que el sobrenadante bacteriano que contiene los metabolitos bacterianos se 

encuentran ejerciendo un efecto inductor sobre el sistema de defensa del fruto al 

aumentar la actividad de enzimas relacionadas con el sistema de defensa vegetal 

y la aplicación de solo medio KB libre de metabolitos no ejerce efecto alguno sobre 

el mismo. Por otra parte, los frutos que fueron únicamente inoculados con el 

patógeno, de igual manera que el control con medio KB, se observa que su 

actividad se encuentra por debajo de aquellos frutos tratados con el SOB indicando 

que la sola infección del fruto con el patógeno no influye en el aumento de la 

actividad de dicha enzima.  Los resultados de la actividad enzimática obtenidos en 
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este trabajo concuerdan con lo previamente reportado para otros estudios al aplicar 

inductores, en donde se muestran incrementos en las actividades de enzimas 

relacionadas con la defensa en plantas (Ramamoorthy et al., 2002; Thakur y 

Sohhal., 2013).  

 
 

 
Figura 7. 8. Efecto de los metabolitos bacterianos contenidos en el SOB de la cepa 
B. atrophaeus B5 sobre la actividad específica de la Peroxidasa POD. Las letras 
en mayúscula indican comparación entre los tratamientos por día, en minúscula 
indican comparación al paso de los días en cada  tratamiento. Letras diferentes, 
representan diferencia estadística significativa, P<0.05.  
 

En la el cuadro 7.2 se concentran los datos de las actividades enzimáticas para la 

POD evaluadas en los diferentes días de análisis. Como se observa en la tabla, 

existe diferencia estadística significativa al aplicar el tratamiento con el 

sobrenadante respecto de los controles empleados, el cual presentó mayor 
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actividad enzimática en cada uno de los días medidos. Entre los controles no se 

presentó diferencia estadística significativa, lo cual indica que el medio KB no 

influye en los resultados esperados y el efecto inductor se atribuye a los 

metabolitos contenidos en el sobrenadante bacteriano. En los frutos únicamente 

inoculados con el patógeno de igual manera que en el control con medio KB, las 

actividades enzimáticas se mantuvieron por debajo de las obtenidas para los frutos 

tratados con el SOB y no presentaron diferencias estadísticas significatiivas 

respecto al control con KB puesto que se observó un comportamiento similar, esto 

demuestra una vez más el efecto propio que los metabolitos bacterianos ejercen 

debido a que se ha reportado al aplicar inductores, un aumento en la actividad de 

enzimas relacionadas con el sistema de defensa vegetal.  

 

Cuadro 7.  2. Actividad específica de la enzima Peroxidasa (POD). 
ACTIVIDAD ESPECÍFICA 

Peroxidasa POD (λ470nm, U/mg proteína) 
DÍA SOB+Pat KB+Pat Aguacate + Pat  

0 54.24 ± 10.77Ccd 23.66 ± 2.70Aa 28.79 ± 5.50Abc  
1 61.2 ± 17.68Bd 23.81 ± 1.86Aa 32.69 ± 5.52Ac  
3 24.02 ± 1.09Da 14.40 ± 1.07Bc 16.94 ± 1.49Ca  
6 33.83 ± 1.50Cab 18.61 ± 4.09Bb 14.49 ± 2.43Aa  
9 43.73 ± 8.15Cbc 20.92 ± 3.88Aab 24.44 ± 2.10Ab  

 
Letras en mayúscula indican comparación en fila por día, letras minúsculas indican 
comparación por columna al paso de los días por tratamiento. Letras diferentes, 
representan diferencia estadística significativa, P<0.05. Igual, las letras del análisis 
estadístico las veo raras.  
 

De igual manera para la actividad enzimática obtenida de la POD, los tiempos 

donde se presentaron aumentos más significativos en los frutos tratados con el 

sobrenadante bacteriano fueron en los días 1 y 9, estas actividades fueron 
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comparadas con frutos tratados con medio KB como su respectivo control bajo ese 

mismo tiempo de análisis. En nuestro estudio tanto para la actividad enzimática 

obtenida para la PPO como para la POD, estas diferencias obtenidas durante cada 

día de medición pueden ser debidas a que el fruto es un sistema biológico en donde 

continuamente ocurren diversos procesos generando cambios en el fruto, de lo 

cual se puede mencionar desde el tipo de tratamiento dado, el estado de madurez, 

el desarrollo del patógeno en su infección en el fruto, el área tomada para el análisis 

de su actividad enzimática, etc.  Sin embargo el efecto observado al aplicar el SOB 

se reflejó en los aumentos obtenidos.  

 

En el estudio realizado por Wang et al., 2014, evaluaron el efecto de la cepa B. 

cereus AR156, sobre la inducción de la resistencia de la antracnosis causada por 

C. acutatum en frutos de níspero. Analizaron el comportamiento de las actividades 

enzimáticas de la Quitinasa, β-1,3 Glucanasa, Fenilalanina amonio liasa, 

Peroxidasa, Polifenol oxidasa, Superoxido dismutasa, Catalasa y Ascorbato 

peroxidasa. Para el caso de las enzimas PPO y POD, obtuvieron incrementos 

durante los días de medición 0, 2, 4 y 6, siendo este último día, en donde se mostró 

un incremento aproximado de 250 U/mg proteína y 150 U/mg proteína 

respectivamente comparado con el testigo empleado. Por lo que se sugirió que 

este aumento podría estar asociado con el priming inducido por la cepa B. cereus 

AR156 para la resistencia a la enfermedad en el fruto. En nuestro estudio se obtuvo 

para el día 6 aumento de 7.39 U/mg proteína para PPO y 33.83 U/mg para POD 

comparado con el estudio previamente mencionado para este mismo día Las 

diferencias de nuestro estudio en comparación con el realizado por Wang et al., 

2014, se pueden explicar porque el fruto analizado no es el mismo, así como 

también la cepa y el periodo de inducción son diferentes, pero a pesar de esto 

mostraron comportamientos similares en los aumentos de dichas enzimas debidas 
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al efecto inductor que se estaba ejerciendo. Se han reportado aumento de 

diferentes enzimas tales como hidrolasas, glucanasas, quitinasas, peroxidasas, 

entre otras, cuando las plantas son sometidas a tratamientos con cepas PGPR 

(Chittoor et al., 1999; Mayer., 1987). Enzimas como la POD y PPO contribuyen con 

la defensa en plantas, debido a que pueden catalizar la formación de lignina, la 

formación de barreras para el reforzamiento de las células y la oxidación de 

compuestos fenólicos generando quinonas, las cuales pueden actuar como 

antimicrobianos (Chittoor et al., 1999; Mayer., 1987), así como también participan 

en la biosíntesis de fitoalexinas tal es el caso de la enzima fenilalanina amonio liasa 

(PAL) (Mohammadi et al., 2002; Niranjan et al., 2012). En varios estudios se ha 

indicado que enzimas como la PPO pueden participar en reacciones de defensa e 

hipersensibilidad en plantas resistentes a virus, bacterias y hongos. También se 

encuentra dentro de las enzimas involucradas en reacciones de obscurecimiento 

del tejido inducido por la herida y participar en la síntesis de barreras físicas contra 

parásitos. Estas actividades se han correlacionado con la resistencia a las 

enfermedades en plantas (Goodman et al., 1986; Leina et al., 1996; Mohammadi 

et al., 2002). Se ha reportado que la actividad de estas enzimas de defensa 

favorecen la deposición de calosa y lignina, así como la rápida formación de papilas 

directamente por debajo de los apresorios de los hongos invasores en las paredes 

celulares epidérmicas con lo cual se restringe la penetración de hongos en los 

tejidos vegetales que han sido inducidos (Kovats et al., 1991). En este mismo 

sentido se ha observado en las plantas una correlación positiva entre los niveles 

de PPO y la resistencia a patógenos y herbívoros, es decir la inducción de PPO 

por condiciones de estrés y el ataque de patógenos incluyendo la función del 

jasmonato en el proceso de inducción (Mayer, 2006). Por lo tanto nosotros 

consideramos que en nuestro modelo de estudio se podría estar induciendo el 

sistema de defensa mediante el tratamiento con el sobrenadante bacteriano, al 
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probarse su efecto a través de la infección con el patógeno y la respuesta dada en 

el fruto. 

 

Waewthongrak et al., 2014, analizaron el efecto de los lipopéptidos cíclicos (CLP) 

obtenidos de B. subtilis ABS-S14 sobre la transcripción de genes relacionados con 

la defensa y la actividad de enzimas involucradas en el sistema de defensa en 

naranja valencia. El experimento se realizó probando el efecto de los lipopéptidos 

Iturina A, fengicina y surfactina sobre frutos de naranja sin infectar e infectadas con 

P. digitatum. La actividad de la POD a las 48 y 72 h presentó aumentos de 

610±22.0 y 796±50.4 U/mg proteína respectivamente en los frutos que fueron 

tratados con surfactina e inoculados con el patógeno. Para el efecto sinérgico de 

la surfactina más iturina, se obtuvieron aumentos de 479±51.3 U/mg proteína 

durante las 48h después de su aplicación. Los resultados obtenidos en nuestro 

estudio difieren con el previamente mencionado. Al día 3 se obtuvo un aumento de 

la POD de 24.02 U/mg proteína, muy por debajo de lo obtenido por Waewthongrak 

et al., 2014, lo cual se puede explicar ya que en nuestro estudio se aplicó el 

sobrenadante crudo, es decir, no se fraccionaron los metabolitos para obtener su 

efecto por separado y no se probó cada lipopéptido por separado, además, la 

concentración de metabolitos producidos no es la misma debido a que la cepa 

bacteriana es diferente. No obstante estas diferencias los metabolitos bacterianos 

de la cepa B. atrophaeus B5 mostraron un posible efecto inductor del sistema de 

defensa al modificar favorablemente la actividad enzimática. Durante la reacción 

de defensa en las plantas contra agentes patógenos, las POD, enzimas oxido-

reductoras, participan en los procesos de construcción de la pared, oxidación de 

fenoles, la suberizacion y lignificación de las células de la planta (Chittoor y Leach., 

1999; Naglaa y Heba., 2011). Las POD están involucradas en funciones 

fisiológicas importantes de las plantas como la síntesis de polímeros de pared 
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celular como la lignina y suberina, las cuales constituyen barreras físicas contra el 

estrés biótico y abiótico (Cosgrove, 1997; Quiroga et al., 2000).  

 

De acuerdo con lo mencionado anteriormente y con base en los resultados 

obtenidos en este estudio, se sugiere que el efecto que ejerció el SOB bacteriano 

sobre los frutos de aguacate, podría estar asociado a la inducción del sistema de 

defensa del fruto mediante la ISR.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

 70 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO VIII. CONCLUSIONES  
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CAPÍTULO VIII. CONCLUSIONES  
 

El sobrenadante bacteriano obtenido a partir del crecimiento de B. atrophaeus B5 

logró reducir la severidad e incidencia de la antracnosis ocasionada por C. 

gloeosporioides sobre frutos de aguacate cv. Hass, en un 64.19% y 50% 

respectivamente.  

 

Las actividades de las enzimas Polifenol oxidasa (PPO) y Peroxidasa (POD) las 

cuales se ha reportado su aumento cuando se induce el sistema de defensa 

vegetal, presentaron un mayor aumento en los frutos que fueron tratados con el 

sobrenadante bacteriano respecto de los controles empleados a lo largo de los 

días de medición, lo que sugirió el posible efecto inductor ejercido sobre el sistema 

de defensa del fruto, mismo que fue infectado con el patógeno 

 

Se propone que los metabolitos bacterianos están ejerciendo una inducción del 

sistema de defensa en el fruto a través de la inducción de la ISR. Esto se sustenta 

por el aumento en la actividad de las enzimas PPO y POD, además, el aumento 

en la expresión de los genes NPR1, PAL, EIN3 y POD en los frutos tratados con el 

sobrenadante.  

 

Con base en las actividades enzimáticas y la inducción de genes específicos, se 

puede concluir que B. atrophaeus B5 es una bacteria candidata para llevar a cabo 

estrategias que permitan reducir la antracnosis en frutos de aguacate cv. Hass 

durante la postcosecha.  
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CAPÍTULO IX. PERSPECTIVAS  
 
* Evaluar diferentes tiempos para la obtención del sobrenadante bacteriano debido 

a que se pueden estar biosintetizando metabolitos con diferente capacidad de 

inducción de la ISR dependiendo de la etapa de crecimiento bacteriano, de esta 

manera se podría obtener el sobrenadante con mejor efecto en el control de la 

antracnosis. 

 

* Extender un poco más el periodo de inducción de los frutos debido a que en 

estudios reportados, el periodo dado con suspensiones celulares de cepas del 

genero Bacillus son mayores que el de nuestro estudio.  

 

* Probar el efecto del sobrenadante bacteriano de esta cepa en plántulas de 

aguacate con el fin de evaluar si les favorece en su desarrollo, o inclusive, en 

plántulas de otros cultivos y evaluar su efecto contra fitopatógenos.  

 

* Identificar los metabolitos en el SOB que estén ejerciendo el efecto ISR para 

llegar a desarrollar productos de mayor actividad inductora. 

 

* Evaluar la expresión del gen NPR1 en tiempos más largos para que el patógeno 

se encuentre mayor tiempo en el fruto.  

 

* Analizar la actividad enzimática o la expresión de la lipoxigenasa, debido a su 

importancia directa en la síntesis de ácido jasmónico, que es la hormona 

involucrada en la ISR. 
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*Realizar pruebas de calidad en frutos tratados con el sobrenadante, puesto que 

en el estudio realizado, cuando se tomó la correspondiente muestra para el análisis 

enzimático del día 9, los frutos de este tratamiento se mostraron más firmes y en 

mejor estado a comparación de los controles.  
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