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Resumen

El aguacate Hass (Persea americana Mill.) por su aporte nutricional y sus propiedades
organolépticas es un fruto muy apetecido a nivel mundial, lo que representa un alto impacto
econdmico en su produccién. El aumento en la demanda internacional ha incentivado a los
paises productores como Colombia aumentar su produccion y asi satisfacer esta necesidad
identificando una oportunidad econdémica. El alcance en el mercado mundial se ha visto
limitado por factores como el manejo de las enfermedades postcosecha que llegan a
representar pérdidas de hasta el 70%, estas son producidas por agentes flngicos como
Colletotrichum gloeosporioides y Lasiodiplodia theobromae que causan la antracnosis y
pudricion del extremo del tallo (Bowen et al., 2018). Asi mismo, se han empleado métodos
para combatir la afectacion del fruto por medio del empleo de fungicidas de naturaleza
quimica en busca de mejorar la admisibilidad sanitaria, en vista de que se necesitan
aprobaciones y certificaciones de diferentes entidades nacionales e internacionales. Sin
embargo, el frecuente empleo de estos métodos quimicos representa un alza en los costos de
produccidn, desarrollo en la resistencia de los fitopatdgenos y la presencia de estos residuos
de fungicidas en el fruto como alimento acarrea riesgos para la salud del consumidor y el
medio ambiente.

Por lo anterior, en los Gltimos afios se ha impulsado el interés de desarrollar alternativas
sostenibles para prevenir y promover la calidad de inocuidad del fruto, esto mediado por el
biocontrol con microorganismos denominados agentes de control biolégico (BCA) con
capacidad antagonista sobre los patégenos inhibiendo su proliferacion, que ademas de esto,
pueden inducir de manera indirecta la resistencia en el tejido de la planta huésped y reforzarla
contra estos patdgenos (Feliziani & Romanazzi, 2016). Bacterias como las del género
Pseudomonas y Bacillus se han convertido agentes de biocontrol atractivos, este Gltimo
gracias a su capacidad para producir endosporas resistentes y sintetizar compuestos
antimicrobianos que controlan una amplia gama de patogenos vegetales (Shafi et al., 2017).
Bajo este contexto, se propuso llevar a cabo un anélisis preliminar del comportamiento
poblacional de Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp y del aislamiento UA1525 identificado
como una especie del género Pseudomonas sobre la carposfera de aguacate Hass, aplicando
tratamientos de solucion de esporas y bacterias; determinando su indice poblacional en un
rango de 5 tiempos distribuidos en 15 dias, esto, por medio de recuentos en placa a partir de
tejidos de 1 cm? repartidos equitativamente en el fruto. De esto, se determind que estas
bacterias no lograron colonizar la carposfera de Aguacate Hass. y que persistieron a través
de una proporcion de células metabdlicamente activas y esporas por menos de 8 dias, donde
B. amyloliquefaciens FZB42gfp pudo persistir en un indice poblacional mayor que
Pseudomonas sp. UA1525 gracias a su capacidad de producir endosporas que le permiten
sobrevivir a condiciones adversas comportandose de manera fluctuante por su naturaleza al
reproducirse en sus etapas del ciclo vegetativo y de esporulacion.
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1. INTRODUCCION

El aguacate Hass (Persea americana Mill.) es una fruta climatérica y subtropical originada
de la parte central de México y algunas zonas del norte de Guatemala, considerada una fruta
muy saludable y nutritiva (Rodriguez et al., 2011). A la vista internacional el aguacate es
muy apetecido y de gran importancia econdémica, en este mercado mundial se ha desarrollado
un aumento en la demanda, lo que se relaciona con la creciente oferta en la produccion.
Mexico es el principal productor mundial con aproximadamente el 43%, mientras que
Colombia llega al 1.1% (Munhuweyi & Sivakumar, D. 2020). Asi mismo, hay deficiencia en
los paises productores que no alcanzan a satisfacer las necesidades de los paises
consumidores, por lo Colombia despierta el interés de ser participe en exportacion de
aguacate, aumentando sus areas de cultivo con el fin de orientar la oferta a destinos como
Estados Unidos, los Paises Bajos, Francia, Alemania, Espafia, el Reino Unido y China (Arias
et al., 2018; Xion & Song 2018; Sandoval et al., 2021). A nivel mundial el comercio de
aguacate ha generado grandes ingresos, en el 2018 se generd la suma de USD $5.6 mil
millones, a partir de 6.4 millones de toneladas de produccion a nivel mundial, donde 2.4
millones de toneladas de estas se destinaron a exportacion (WAMAFSTI).

En Colombia para mayo del 2020, se logré exportar 30.344 toneladas de aguacate Hass. En
cifras nacionales segun el ministerio de agricultura colombiano, las evaluaciones
Agropecuarias Municipales y ASOHOFRUCO estimé que en el pais existen cerca de 16.500
productores en aproximadamente 39.172 unidades productivas que tienen como principal
actividad economica el cultivo de aguacate, para ese mismo afio 2020 se reportd que el area
de siembra de Aguacate Hass fue de 26.045 hectareas, donde el area cosechada fue de 16.772
hectareas produciendo 167.724 toneladas, equivalente al 26% del total de area sembrada con
aguacate en el territorio colombiano, el departamento de Antioquia es quien actualmente se
consolida como el mayor poseedor de area nacional sembrada y produccién del pais (Orrego
et al., 2021). Antioquia también ha sido el lider en el mercado exterior a nivel nacional
durante el afio 2019 y 2020 con aportes de mas del 58% de la produccion con fines de
exportacion, notificado también por el ministerio de agricultura por medio de los reportes del
Sistema de Informacion de Aduanas para la investigacion de mercados de comercio exterior
SISDUAN. EI inconveniente méas importante que han encontrado los productores
colombianos es el manejo de enfermedades postcosecha, la salud del fruto en esta etapa se
ve afectada por la antracnosis y pudricion del extremo del tallo causada por Colletotrichum
gloeosporioides y Lasiodiplodia theobromae (Bowen et al., 2018), estas enfermedades
causadas por los agentes fungicos se han controlado bajo la implementacion de fungicidas
protectantes de naturaleza quimica, tras los efectos nocivos que acarrean consumir frutos
contenidos de fungicidas de y los residuos que se depositan en el suelo, emerge una
importante estrategia del control de enfermedades del fruto de Aguacate Hass en postcosecha,
los agentes de control bioldgico o BCA, crean antagonismo sobre los patdgenos inhibiendo
su proliferacion, ademas de esto, pueden inducir de manera indirecta la resistencia en el tejido



de la planta huésped y reforzarla contra estos patégenos (Feliziani & Romanazzi, 2016).
Algunas especies del grupo de Pseudomonas spp. fluorescentes y el género Bacillus se han
convertido agentes de biocontrol atractivos, este Ultimo gracias a su capacidad para producir
endosporas resistentes y sintetizar compuestos antimicrobianos que controlan una amplia
gama de patogenos vegetales (Shafi et al., 2017). Estudios anteriores realizados in vitro
usando especies del género Bacillus han demostrado el efecto de antagonismo frente a
diversidad de fitopatdgenos de naturaleza fungica como Fusarium oxysporum, Alternaria
alternata, Botrytis cinérea y Colletotrichum gloeosporioides (Chaurasia et al., 2005; Yuan
et al., 2012; Chaves-Lopez et al., 2015; Gao et al., 2017; Lozano, 2017). En aguacate Hass
(Persea americana Mill.) también se ha estudiado el género Bacillus, Guevara et al. (2019)
demostro que aislamientos de la rizosfera de aguacate suprimieron mediante ensayos de
antagonismo la proliferacion de agentes patdgenos comunes del aguacate como C.
gloeosporioides y Phytophthora cinnamomi causantes de la antracnosis y pudricion de la raiz
respectivamente. Asi mismo, Lozano (2017) realizé pruebas con algunas especies de Bacillus
como B. amyloliquefaciens y B. subtilis, incluyendo cepas modelo B. subtilis UA321, B.
amyloliquefaciens FZB42 y FZB4gfp donde desarrollo pruebas de biocontrol sobre frutos de
mango (Mangifera indica L.) inoculando la carposfera del fruto para el control de la
antracnosis de 3 cepas diferentes de C. gloeosporioides alcanzando niveles de reduccién en
la afectacion mayores del 80%. También se ha registrado que B. amyloliquefaciens FZB42
ha tenido efectos de promocidn de crecimiento y a su vez control bioldgico de enfermedades
en modelos vegetales como tomate, pepino, algodoén, tabaco y lechuga (Guel et al., 2008;
Wang et al., 2009; Chowdhury et al., 2013, 2015). Por otro lado, Guevara et al. (2019)
también expuso en su estudio que especies del grupo de Pseudomonas fluoresentes tuvo gran
actividad antimicrobiana contra hongos como Rhizoctonia solani, Fusarium culmorum y
Pythium ultimum. Este grupo de bacterias se han estudiado como agentes de biocontrol
teniendo un gran desarrollo metabdlico llegando a producir variedad de metabolitos
secundarios como antibioticos y sider6foros (Oni et al., 2015; Santoyo et al., 2012). A partir
de esto, de los antecedentes del potencial antagonismo que se tienen de estas bacterias y bajo
la necesidad de expandir el estudio del comportamiento de microorganismos con interés e
importancia de biocontrol, se cree que el control de las enfermedades por parte de géneros
como Bacillus se puede relacionar con la germinacion y prevalencia de las esporas
inoculadas, que deberian mantenerse metabolicamente activas durante la enfermedad o llegar
a prevenir esta, sumandose con ello la produccion de metabolitos secundarios bioactivos.
Siendo asi, el presente trabajo propone realizar una evaluacion preliminar a la persistencia
de aislamientos bacterianos como la cepa modelo Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp y la
cepa nativa de Pseudomonas sp. UA1525 pertenecientes a la coleccidn de bacterias del grupo
de investigacion en Bacteriologia Agricola y Ambiental BA&A de la Universidad de
Antioquia como potenciales agentes de control biolégico BCA que sobreviven y protegen a
través del tiempo en la carposfera del fruto de Aguacate Hass con fines de exportacién, en
busca de aportar estudios que promuevan la optimizacion del uso y aplicacion de estos
agentes de control biologico en cultivo para el reemplazo de agroinsumos quimicos.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Evaluar la colonizacion y persistencia de dos aislados con potencial biocontrolador en la
carposfera de frutos de Aguacate Hass en postcosecha.

2.2. Objetivos especificos

e Describir la dindamica de sobrevivencia de dos aislados con potencial biocontrolador
en carposfera de Aguacate Hass en postcosecha.

e Analizar la confirmacion de la identificacion a nivel molecular del aislamiento nativo
UA1525 producto de un estudio previo y que posee potencial biocontrol en carposfera
de Aguacate Hass en postcosecha.

3. JUSTIFICACION

La tendencia en aumento del consumo y comercializacién de aguacate Hass en el mercado
internacional se impulsa por el poder de adquisicién del consumidor, asi mismo son la
madurez, apariencia, sabor, calidad y nutricion del fruto. A partir de esto, en un panorama
nacional, el aumento acelerado de las areas de produccion de aguacate en el pais con fines de
exportacion requieren el desarrollo e implementacion de tecnologias adecuadas con el fin de
planificar y gestionar los cultivos de manera Optima, por esta razon, los desafios que se
presentan en la calidad postcosecha del aguacate, se dan por dafios mecanicos durante el
procesado, maduracion desigual, dafio por frio y enfermedades producidas por insectos y
microorganismos fitopatdgenos (Munhuweyi & Sivakumar, 2020). Este Gltimo representa el
mayor obstaculo para conseguir la calidad e inocuidad de los frutos de aguacate Hass en el
proceso de exportacion. Afecciones en el fruto causadas por un agente fungico llegan a
representar el 70% de las pérdidas, entre estas enfermedades la antracnosis y pudricion del
extremo del tallo causada por Colletotrichum gloeosporioides y Lasiodiplodia theobromae
(Bowen et al., 2018) que se pueden adquirir desde el cultivo y evidenciarse durante la etapa
de postcosecha desarrollando pudriciones corporales que provocan imperfecciones en las
partes comestibles, reduciendo la apariencia y valor, que a su vez, genera rechazos en el
mercado internacional que representan graves peérdidas econdmicas del aguacate de
exportacion (Munhuweyi & Sivakumar, 2020). EI manejo de estas enfermedades involucra
una prevencion o un tratamiento en donde el gobierno colombiano busca a través del Instituto
Colombiano Agropecuario ICA mejorar la admisibilidad sanitaria del producto, en vista de
que se necesitan aprobaciones y certificaciones de diferentes entidades nacionales e
internacionales, se trabaja en orientar y consolidar estrategias que permitan lograr el
cumplimiento de los requisitos con énfasis en el control fitosanitario y manejo cultural
adecuado demandados por el mercado internacional (Ministerio de Agricultura, 2020). La
regulacién a nivel nacional esta regida por las Buenas Practicas Agricolas (BPA) otorgada
por el ICA que busca reducir los riesgos bioldgicos en la produccion, cosecha, procesamiento



y acondicionamiento hortofruticola por medio de la gestion del riesgo y prevencion en los
cultivos de Aguacate Hass contando con herramientas necesarias para evitar contaminaciones
en los frutos durante su produccion (Parra & Serrano, 2017).

A raiz de esta problematica, las enfermedades postcosecha del aguacate se han ido
controlando con la aplicacion de diferentes fungicidas de naturaleza quimica, a pesar de que
hoy en dia estos fungicidas sintéticos en campo pueden llegar a ser el método mas eficaz para
controlar enfermedades postcosecha en frutas y hortalizas, constantes solicitudes de
consumidores, el interés de la comunidad cientifica y la industria de los alimentos han
motivado la emergencia de alternativas frente al tratamiento de origen quimico y asi producir
y comercializar frutos libres de residuos de fungicidas sintéticos ya que estos llegan a
repercutir en la salud del consumidor, donde en algunos casos la aplicacion de fungicidas
postcosecha ya no esta permitida debido a varias restricciones normativas. Adicional a esto,
se quiere evitar una excesiva dependencia de los fungicidas dada la aparicion de cepas
patdgenas resistentes a uno o varios fungicidas que desalientan el uso repetitivo, por lo que
se hace muy necesario integrar estos sistemas alternativos al control quimico en pre y
postcosecha siendo igual o mas efectivos en extender la salud del fruto del aguacate con fines
de exportacion. La alternativa de mayor relevancia en investigacion busca integrar o
reemplazar los tratamientos quimicos convencionales son los agentes de control bioldgico
que sean accesibles, de bajo costo, con informacion sobre dosis, tiempo de exposicion, época,
namero de aplicaciones y su mecanismo de accion en contra de los fitopatégenos (Feliziani
& Romanazzi, 2016; Herrera et al., 2020; Munhuweyi & Sivakumar, 2020). Esta es la razon
por la cual se propuso realizar ensayos con microorganismos como los pertenecientes al
género Bacillus y Pseudomonas cuyo potencial de control bioldgico se ha visto respaldado
con antecedentes en gran variedad de microrganismos patdégenos y en diferentes modelos
vegetales buscando aportar estudios que ayuden a promover el uso de estos fungicidas de
naturaleza bioldgica y su optimizacion en el reemplazo de los insumos quimicos, que a su
vez ayudaria alcanzar la admisibilidad sanitaria en los mercados internacionales, por lo que
se crea una cuestion y es ¢Pueden los aislamientos de Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp
y UA1525 perteneciente a Pseudomonas sp. como potenciales agentes de control bioldgico
colonizar y persistir en la carposfera de aguacate Hass? De esta manera se busca una
proteccion al fruto y también ampliar el campo de informacion cientifica acerca del
comportamiento de estos microorganismos y sus interacciones bioldgicas in vitro para que
en base a esto se puedan posteriormente optimizar aplicaciones en campo, pensando en el
aprovechamiento biotecnologico.



4. MARCO TEORICO
4.1. Cultivo de Aguacate

El aguacate tiene como origen a América, a esta especie se le considera que dio origen al
aguacatero proveniente de la zona montafiosa que se sitla en el occidente de México que data
del afio 291 a.C y Guatemala, su distribucién natural recorre desde México hasta Peru,
pasando por toda Centroamérica, Colombia, Venezuela y Ecuador (Hiti-Bandaralage et al.,
2017; Tamayo et al., 2008). En México se han encontrado fosiles de aguacate con méas de
8.000 afios de antigliedad, esto da una idea de que los primeros pobladores de Centro y
Suramérica, alli domesticaron el &rbol centurias atrds del arribo de los europeos a tierras
americanas en el afio 6.400 a.C (Hiti-Bandaralage et al., 2017). La etimologia de la palabra
aguacate proviene de la lengua azteca “nahuatl”, el fruto lo comparaban con un testiculo por
su forma y posicion en el arbol y usaban la palabra “ahuacatl” la cual fue usada por primera
vez por Francisco Cervantes de Salazar en la obra “México en 1554”. Su nombre anglo es
“Avocado” y esta deriva de la palabra en espafol “abogado” que es adaptada de la palabra
de origen azteca. El cultivo se ha domesticado desde la edad precolombina inicialmente por
los Aztecas y distribuido desde México hasta Suramérica, en el periodo colonial esta especie
fue llevada a las Antillas, Brasil y el Sur de Europa en los siglos XVIy XVII, en el siglo XIX
se introdujo a Hawai, La Florida y California. En el caso de Sudafrica, Argentina e Israel
iniciaron los cultivos a nivel comercial en la primera mitad del siglo XX. Posterior a la
conquista europea en America el aguacate se diseminé a otros lugares del mundo (Tamayo
et al., 2008).

A lo largo del tiempo, esta fruta ha arribado y ha sido cultivada en todo el mundo y debido a
su elevada aceptabilidad sensorial y valor nutricional, ha originado considerable atraccion en
la industria alimentaria de diferentes paises (Valdiviezo, 2021), por lo que se tiene en cuenta
la historia del aguacate en diferentes paises dispersos en el mundo.

Tabla 1. Data del afio de arribo del cultivo de Persea americana Mill. en algunos paises
del mundo.

Pais Afio Pais Afio Pais Afio
Espafia 1600 Senegal 1824 Filipinas 1890
Jamaica 1650 Singapur 1830 India 1892

Cuba 1700 Florida 1833 Zanzibar 1892
Ghana 1750 California 1848 Mali 1892
Barbados 1751 Asia 1850 Malasia 1900
Islas Mauricio 1780 Austria 1850 Sudéfrica 1904
Madagascar 1802 Chile 1850 Nueva 1910
Zelanda
Brasil 1809 Uganda 1856 Israel 1924
Hawai 1810 Egipto 1870 Turquia 1932

(Fuente: Tamayo et al.,2008).



4.2. Taxonomia, clasificacion y morfologia

El arbol de Aguacate pertenece al reino Plantae, familia Lauraceae, orden Laurales, género
Persea y especie Persea americana Mill. Este tiene tres razas horticolas o ecoldgicas:
mexicana (Persea americana var. drymifolia, M), guatemalteca (P. americana var.
guatemalensis, G) y antillana (P.americana var. americana, A). La familia de las Lauraceas
la cual estd formada por 52 géneros y 3.500 especies, es una de las familias mas antiguas de
las dicotileddneas (Alberti et al., 2018; Yasir et al., 2010). EI género Persea es la Unica
especie frutal con gran importancia comercial dentro de la familia y se conforma por 150
especies que se distribuyen en regiones tropicales y subtropicales principalmente en zonas
calidas de América, Islas Canarias y Asia en donde existen alrededor de 80 especies (Tamayo
et al., 2008).

El &rbol de P. americana es frondoso, siempre verde y de tamafio mediano a grande, en
condiciones naturales puede llegar a medir entre 9 a 20 metros de altura, con una copa extensa
en donde puede llegar a unos 25 metros de diametro cuando el arbol es adulto (Tamayo et
al., 2008; Araujo et al., 2018). La raiz es muy ramificada, las raices secundarias y terciarias
se distribuyen de manera superficial con una extension de 60 cm en donde la raiz principal
Ilega a superar un metro de profundidad. EI aguacate no llega a formar pelos radiculares muy
visibles y se pueden encontrar micorrizas. En cuanto al tallo crece de forma cilindrica, erecto
y lefioso que se ramifica; Este tiene una corteza aspera y las ramas pueden ramificarse con
patrones extensivo, intensivo o ambos (Tamayo et al., 2008).

Las hojas del arbol se clasifican en perennes, aunque hay variedades que pueden llegar a
perder sus hojas por poco tiempo antes de la floracion (Yasir et al., 2010), las hojas pueden
Ilegar a medir entre 8 y 40 cm de largo por 3 a 10 cm de ancho, su forma varia entre eliptica,
ovalada, redondeada, cordiforme y lanceolada, el margen puede ser ondulado o entero y la
forma del &pice puede llegar a ser agudo u obtuso (Tamayo et al., 2008). El haz de las hojas
amenudo es de coloracidn entre rojizas y verdes cuando son jovenes, cuando maduran llegan
a ser suaves, correosas Yy de color verde, donde su envés es de un verde opaco; poseen de 4 a
10 pares de nervaduras laterales, estas hojas estan dispuestas en espiral y brotan en racimos
(Tamayo et al., 2008; Yasir et al., 2010).

Cada arbol de P. americana tiene la capacidad de generar hasta un millon de flores en donde
solo entre 0.01% y 1% se transforma en fruto, es decir que solo una de cada mil de estas
flores, esto por la absicion de numerosas flores y frutos en desarrollo; por otro lado, un solo
arbol puede llegar a producir hasta mil aguacates por afio (Araujo et al., 2018; Litz et al,
2007). Las flores varian su color entre verde amarillento, crema, café y rojo con un diametro
de1al.3cm (Yasiretal., 2010); se agrupan en una panicula o racimos y son hermafroditas,
en donde particularmente se aplica el concepto tradicional de floracion bajo protoginia, las
flores se abren en dos momentos diferentes, primero como flor femenina y posteriormente
los 6rganos masculinos, de esta manera se evita la autofertilizacion (Litz et al, 2007; Tamayo
et al., 2008). Para la primera cosecha del arbol de aguacate se debe esperar cerca de cinco



afios, esto a partir de las semillas en donde se obtienen cerca de 50 frutos y esta produccion
va aumentando a medida que transcurre el tiempo. Una produccion méxima por arbol se
obtiene después de 10 afios y como se mencion0 anteriormente cada arbol puede producir
cerca de mil frutos. Si los &rboles son injertados, la produccion de frutos se puede adelantar
hasta 2 afios donde la reproducibilidad y calidad se garantizan, asi mismo el &rbol de aguacate
tiene la capacidad de crecer en diferentes condiciones y esto dependera de su variedad, en
condiciones de invierno, climas secos subtropicales, zonas tropicales frescas y regiones de
gran altitud, pero no lo hara en condiciones desérticas (Zafar & Sidhu, 2011; Araujo et al.,
2018).

Figura 1. Arbol de Aguacate Hass. (Persea americana Mill.) cultivado en el departamento
de Antioquia.

4.3. Condiciones climaticas y requerimientos edaficos del cultivo

En el cultivo de aguacate se deben tener en cuenta mdultiples factores, estos resaltan la
importancia de una adecuada eleccion del terreno donde se establecerd una plantacion, con
esto se evita una baja productividad causada por alguna eventualidad climética o problemas
a partir del suelo.

4.3.1. Temperatura. Depende de la altitud, por lo que se hace necesario conocer el lugar en
donde se planea establecer el cultivo y también la influencia de la época del afio y la posicién



de la tierra con respecto al sol, esto también depende de la variedad de P. americana, para
asi seleccionar la adecuada y garantizar su maximo desarrollo. La temperatura en donde el
cultivo se desarrolla de manera normal oscila entre 17°C a 24°C y para un 6ptimo desarrollo
se alcanza con una temperatura de 20°C. De manera general el &rbol de aguacate requiere de
entre 10°C a 17°C como temperatura minima y de 28°C a 33°C como su méaximo de
temperatura. De las tres razas que se han mencionado, la raza mexicana Persea americana
var. drymifolia se adapta a climas muy frios, puede llegar a soportar temperaturas de hasta
2.2°C con una optima en el rango de 5°C a 17°C. Persea nubigena var. guatemalensis, que
es la raza guatemalteca se adapta a las condiciones de las zonas subtropicales que tienen una
temperatura optima de 4°C a 19°C y la raza Antillana Persea americana var. americana a
temperaturas entre 18°C a 26°C. No obstante, antes de que se establezca el cultivo se debe
tener en cuenta los datos anteriores de la zona para evitar problemas con las exigencias
térmicas de madurez y calidad (Tamayo, 2008; Bernal, 2016; Sanchez et al., 2001; INTAGRI
2019).

4.3.2. Humedad relativa. El aguacate se adapta a climas humedos y semihimedos, donde
se adapta muy bien bajo condiciones de humedad atmosféricas bajas. Entre las tres razas
mexicana, guatemalteca y antillana respectivamente tienen mejor adaptacion en el sentido de
menor a mayor humedad (Tamayo, 2008).

4.3.3. Precipitacion. Se necesitan lugares con régimen de lluvias entre 1.000 a 2.000 mm de
lluvia por afio. En las tres razas los requerimientos difieren, la raza mexicana necesita
precipitaciones sobre 1.500 mm/afio, la raza guatemalteca menos de 1.500mm/afio y el caso
de la raza antillana necesitan menos de 1.000 mm/afio (Tamayo, 2008; INTAGRI, 2019). La
época productiva se puede prolongar por medio de riegos localizados en donde se puede
aumentar el rendimiento hasta un 30% mejorando asi mismo las cualidades organolépticas
del fruto, no obstante, el cultivo de aguacate es muy sensible al encharcamiento y puede
llegar a producirse asfixia radicular que favorece el desarrollo de Phytophthora cinamonni
quien es responsable de la pudricién en raises (INIA, 2011).

4.3.4. Viento. Teniendo en cuenta que las ramas del arbol de aguacate son muy fragiles y
pueden romperse con facilidad, el terreno que se usara para el cultivo debe contar con una
proteccion al viento, por ejemplo, el uso de cortinas rompevientos. El viento no puede ser
constante ni alcanzar velocidades superiores de 20 km/hora, de esta manera evitar la ruptura
de las ramas, caida de frutos y flores, reduccion de la humedad que impide la formacion de
frutos y la deshidratacion que impide la fecundacion. (Tamayo, 2008; Bartoli & Angel,
2008).

4.3.5. Altitud. El aguacate se puede cultivar a partir del nivel del mar hasta 2.500 msnm,
aunque se recomienda un rango de altitud de entre 800 y 2.500 msnm evitando enfermedades
radiculares (Bartoli & Angel, 2008). Entre las tres razas que se han tratado la mexicana se
adapta a pisos técnicos frios que son superiores de los 2.000 msnm; la raza guatemalteca
tiene un rango de adaptacion en altitudes de entre 800 a 2400 msnm situada en pisos frios



moderados; por otro lado, la raza antillana se sitGa en un piso calido, donde se puede adaptar
a altitudes de 0 hasta 800 msnm (Tamayo, 2008).

En lo que respecta al aguacate y sus requerimientos edaficos, este cultivo necesita suelos muy
bien drenados debido a que sus raices son susceptibles a problemas a nivel de raiz como la
asfixia radicular (Tamayo, 2008). Las diferentes caracteristicas del suelo como el contenido
de materia organica se requieren en porcentajes de 2.5 a 5%. La textura debe ser liviana para
favorecer el sistema radicular denso y ramificado del aguacate, a pesar de que tiene la
capacidad de adaptarse a una gran variedad de suelos, el éptimo debe ser de consistencia
media, el caso de los suelos arcillosos no se ve conveniente por la deficiencia en el drenaje y
los suelos arenosos requieren un programa de riego y fertilizacion intensos. La profundidad
va de la mano con la textura con relacién a la cantidad de agua que puede retener el arbol,
estos necesitan un suelo moderadamente profundo por sus raices superficiales. El aguacate
con una profundidad de 30 a 40cm puede producir cosechas de manera abundante. En
términos de pH el &rbol de aguacate toma los nutrientes de manera 6ptima a niveles de 5.5 a
7, por otro lado, es muy sensible a la salinidad, los valores normales de conductividad
eléctrica deben ser menores a 2 0 3 dS/m, si se sobrepasan estos niveles se puede producir
quemaduras en las puntas y bordes de las hojas (Bartoli & Angel, 2008; Tamayo, 2008; INIA,
2011).

4.4. Propagacion

Existen diferentes métodos de propagacion del aguacate, se puede de una forma sexual por
medio de las semillas o de manera vegetativa a partir de estacas, in vitro o efectuada por
injertos. Este ultimo se usa para la propagacion en plantaciones comerciales para asegurar
precocidad, homogeneidad y calidad de la fruta, este injerto puede ser por enchapado lateral,
yema, la cual puede ser en escudete o parche y de hendidura de una variedad mejorada para
un mayor rendimiento y calidad, se introduce sobre una planta criolla o regional que tenga la
capacidad de resistir condiciones adversas como sequias, salinidad o enfermedades como la
pudricion radicular causada por el Oomycete Phytophthora cinnamomi que también afecta
el desarrollo, longevidad y produccion de las plantas la cual es denominada portainjertos o
patrdn, estos pueden ser oriundos de semillas o clonales (Tamayo, 2008; Alberti et al., 2018;
Rojas et al., 2012).

Este método puede llevarse a cabo en vivero o en el sitio definitivo de la plantacion, no
obstante, se recomienda realizar la propagacion en vivero, el injerto se aplica cuando el tallo
del portainjerto o planta patron tiene por lo menos 1 cm de diametro y esta a 10 cm de la
base. ElI ambiente del lugar debe ser fresco y aireado para lograr una buena union a nivel
vascular entre el portainjerto y el injerto. Entre los diferentes métodos de injerto donde el
mas difundido o practicado es el injerto de union lateral, también es muy comun usar con
buenos resultados el injerto de pta terminal y por otro lado se practica el injerto por hendidura
que no resulta con el mismo éxito que las demas. Las plas o varetas a injertar deben provenir



de arboles seleccionados y que representen la variedad que se ha escogido, se recomienda
elegir plas de diferentes grosores para contar con un material adaptable a los didmetros de
los patrones. El injerto de union lateral se realiza a una altura del portainjerto aproximada de
entre 20 a 30 cm procurando que el cambium, el cual es la franja de células que da lugar tanto
a xilema como floema del injerto o vareta y el portainjerto queden en contacto. Posterior a
esta union cubierta con cinta, entre 4 a 8 semanas se elimina progresivamente la parte
superior del patrén, finalmente cuando el injerto obtenga una altura de 20 a 25 cm se podra
trasplantar de invernadero al campo definitivo (Tamayo, 2008; Bartoli & Angel, 2008;
INTAGRI, 2018).

4.5. Fruto de Aguacate

El fruto de P. americana es una baya que puede variar de piriforme, globosa, obovada o
claviforme dependiendo de la variedad, esta conformada por una sola semilla grande que se
rodea por una pulpa mantecosa. La piel o corteza del fruto es variable en grosor y textura,
entre ser muy lisa y luego papilada o con prominencias, ahuecada, lustrosa, opaca, estriada,
lobulada, rugosa, surcada o abollada. Su color en la madurez puede ser verde, verde claro u
oscuro, amarillento, negro, morado o rojizo, esto segun su variedad (Yasir etal., 2010; Araujo
et al., 2018). Puede llegar a pesar desde 120 g a 2.5 kg y su fructificacion puede darse en
frutos solitarios o en racimos (Tamayo, 2008).

La composicion nutricional del aguacate es conocida por el alto contenido nutricional y
beneficios para la salud, este fruto contiene de 12 a 30% de lipidos, 1.5 a 3% en proteinas,
contenido de carbohidratos entre 0.8 y 4.8%, cenizas en rango de 0.8 y 1.5%, entre 1.4y 3%
de fibra y aporte de energia entre 140 y 228 kcal por aguacate. Todas estas caracteristicas le
dan a este fruto grandes posibilidades de aumentar su consumo en la dieta humana (Bartoli
& Angel, 2008; Araujo et al., 2018). Haciendo referencia en su alto contenido de lipidos, es
muy importante al compararse con otras frutas, el aguacate es rico en lipidos polares como
glicolipidos y fosfolipidos (Ranade & Thiagarajan, 2015). Dentro de los aceites vegetales, el
del aguacate contiene grandes niveles de acidos grasos monoinsaturados como los acidos
oleico y palmitoleico, en el caso de los &cidos grasos poliinsaturados como el acido linoleico
proporcionan niveles bajos, caso contrario de la cantidad significativa de acido palmitico y
eicosenoico siendo acidos grasos saturados (Duarte et al., 2016). La cantidad de minerales
contenidos en el fruto de aguacate es muy abundante, se incluyen el potasio, fosforo, calcio,
sodio y magnesio, en cantidades menores de 1 mg el hierro y zinc. Otra gran ventaja en
cuanto al aporte nutricional de esta fruta es el aporte vitaminico, 3-caroteno, vitamina E,
acido ascorbico, retinol, tiamina niacina, piridoxina, riboflavina y &cido folico las cuales
tienen relevancia para la salud y bienestar del consumidor (Zafar & Sidhu, 2011; Araujo, et
al., 2018; Duarte et al., 2016). Cabe resaltar que la composicién de las frutas en general varia
dependiendo de la variedad, el grado de maduracion, el clima, la composicion del suelo y los
fertilizantes que se usen.
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Figura 2. Partes del fruto de Aguacate Hass.
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(Garcia et al., 2020).

4.6. Variedades del aguacate

El fruto de aguacate presenta diferentes caracteristicas dependiendo de la variedad, tanto
como su forma, peso, coloracion y tamafio, al igual influyen las condiciones climaticas y
précticas agricolas durante el cultivo. En la actualidad se han llegado a identificar mas de 500
variedades de aguacate, pero la mayoria no tiene éxito en su produccion comercial (Yahia &
Woolf, 2011). Como se ha mencionado en anteriores veces, a nivel botanico el aguacate se
clasifica en tres grupos o razas como lo son la mexicana, guatemalteca y la antillana, esto
para resaltar que actualmente las variedades que mas se comercializan son basados en
cultivos hibridos como por ejemplo el aguacate de variedad Hass, el cual es un hibrido
guatemalteco-mexicano (Cowan & Wolstenholme, 2016; Araujo, et al., 2018).

4.6.1. Variedad de Aguacate Hass, es el principal cultivar a nivel mundial, originario de
Habra Heights, California a responsabilidad de Rudolph G. Hass quien a partir de una semilla
establecida en el siglo XX con mayor cercania a progenie guatemalteca y se piensa que
proviene del antiguo cultivar Lion (Tamayo, 2008). Esta variedad hibrida posee un 10 a 15%
de las caracteristicas de la raza mexicanay el restante, 85 a 90% de la raza guatemalteca, esta
variedad es autofértil, aun asi, se obtienen mejores resultados cuando se poliniza con las
variedades Fuerte y Ettinger (Bartoli & Angel, 2008). Los frutos son de tamafio mediano con
forma oval o piriforme con un peso promedio entre 150 y 400g con un largor de 8 a 10cm.
La cascara 0 exocarpo es gruesa y con textura rugosa con una coloracion verde que se
oscurece hasta el negro al madurar, esta coloracion es normal en el proceso y ayuda como
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indicador natural de la madurez del consumo. La pulpa tiene una coloracion amarilla con
textura cremosa y sin fibras con una semilla pequefia y esférica adherida a este mesocarpio,
adicional a esto el contenido de grasa de esta pulpa puede ir desde el 17% hasta el 21%. La
relacion de la cascara, semilla'y pulpa es de 8.5, 11.5y 72 % respectivamente, en Colombia
bajo condiciones del clima moderadamente frias que van de 1.800 a 2.600 m.s.n.m son las
mejores para la siembra de esta variedad de aguacate (Tamayo, 2008; Araujo, et al., 2018;
Zafar & Sidhu, 2018).

4.7. Desarrollo del fruto y su fisiologia postcosecha

Dentro del crecimiento, desarrollo y maduracion, el aguacate Hass es un fruto climatérico,
este particularmente no produce etileno mientras esta adherido al arbol, es decir, madura solo
en el momento posterior a su cosecha, no obstante, la produccidon de etileno en la postcosecha
y durante la maduracion puede presentar niveles muy altos. Los frutos se cosechan cuando
se estan maduros pero verdes y firmes, cuando se recolecta inmaduro, el fruto madurara de
una forma no adecuada, caso contrario si se recolecta mucho tiempo después de la
maduracion, este se va descomponer rapido posterior a la cosecha (Herrera et al., 2017).

El proceso de maduracién del aguacate por su climaterio implica cambios metabdlicos que
se inician por la produccion hormonal del etileno, esto causa una alta tasa de respiracion y se
encarga de alterar la bioquimica y fisiologia de la fruta, como se evidencia en el
ablandamiento de la pulpa y cambios tanto en la coloracion como en el sabor. Algunos
parametros de calidad y almacenamiento para la cosecha mencionan que se debe alcanzar un
minimo en variedad Hass de 21.5% en materia seca en la pulpa o mesocarpio, humedad
relativa de entre 90 a 95%, una temperatura optima de refrigeracion de 5.5°C y un rango en
la tasa de respiracion de 10 a 100mL CO; kg h'* con produccion de etileno a 20 °C > 100
uL C2Hskg™t h! (YYahia & Woolf, 2011; Zafar & Sidhu, 2018).

4.8. Factores de manipulacion en postcosecha que afectan la calidad de la fruta

Las perdidas postcosecha en aguacate méas importantes son causadas por dafio mecanico
donde las frutas de variedad de piel lisa son méas propensas a padecer de lesiones fisicas
durante la manipulacion y el transporte, el dafio que se produce por la friccion causa
oxidacion del tejido hasta volverse necrético, los cortes que se pueden producir en medio de
la manipulacién rompen esta proteccion provocando que se acelere la perdida de agua y
exponiendo el tejido al ambiente exterior, también se incluyen los trastornos fisioldgicos
como el dafio por el frio y aceleracion del metabolismo interno que puede causar el aumento
en los niveles de respiracion resultando el mal desarrollo de sabores y olores. La
descomposicion por insectos y algunos microorganismos patogenos como Colletotrichum
gloeosporioides quien causa la antracnosis, una de las principales enfermedades de pudricion
en la postcosecha (Yahia & Woolf, 2011; Zafar & Sidhu, 2018).
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4.9. Plagas y enfermedades del fruto

El aguacate tiene una alta aceptabilidad en la dieta a nivel mundial y en Colombia, al ser un
fruto tan apetecido y las propiedades alimenticias que posee demandan una gran
responsabilidad en la toma de decisiones de tipo fitosanitarias en el manejo de las plagas y
enfermedades al ser un producto que se consume directamente como alimento fresco, por
ende, la sanidad de un cultivo comercial y con finalidad de exportacion como el aguacate es
importante su control. Presencia de insectos o acaros, diferentes microorganismos como
bacterias, hongos o virus inciden sobre las distintas etapas de los cultivos en donde las
afectaciones mas evidentes son en la etapa de maduracion del fruto (Bartoli & Angel, 2008).

4.9.1. Insectos del fruto

Los insectos asociados al fruto de aguacate tienen gran importancia econdémica ya que afecta
los rendimientos y la calidad del fruto a cosechar, adicional a esto estas plagas son vectores
y transmisoras de enfermedades, no obstante, existen algunos insectos que presentes en los
cultivos no representan peligro y afectacion en la produccion. A continuacion, se presentan
insectos que atacan directamente el fruto de aguacate.

4.9.1.1. Pasador del fruto de aguacate, Stenoma catenifer Walsingham (Lepidoptera:
Stenomidae). En su estadio adulto son polillas pequefias que poseen alas anteriores con
coloracion pardo amarillento que se cruzan y tienen puntos oscuros. Esta polilla deposita los
huevos sobre la corteza del fruto, estos huevos son transparentes semiesféricos y pequefios.
En el estadio larval son blancas que con el tiempo pasan a ser verde cenizo con franjas
transversales de color rosado sobre el dorso y poseen quitinosa en los segmentos toracico y
abdominal. Cuando recién eclosionan estas larvas penetran el fruto a través de la pulpa
formando galerias hasta llegar a la semilla y la perforan, alli completan su desarrollo para
posteriormente abandonar el fruto y transformarse en pupa (Lynce, 2015).

Este insecto generalmente se presenta cuando inicia la fructificacion en los huertos llegando
a provocar pérdidas de hasta el 60% de la cosecha en algunos huertos, la sintomatologia que
se presenta inicialmente es la deteccion de la presencia del insecto al identificar sus
excrementos en los frutos que se eliminan a través de los orificios provocados por las larvas,
de igual forma se presentan halos blancos caracteristicos en estas zonas (Tamayo, 2008;
Cardona & Urrea, 2020).

4.9.1.2. Picudo o Barrenador del aguacate, Hielipus lauri Boheman (Coleoptera:
Curculionidae). Se considera como la plaga de mayor impacto econdémico en la exportacion
de Persea americana variedad Hass en Colombia (Zapata ét al., 2018). Es un cucarrén de
color negro brillante con dos bandas amarillas en su dorso que posee un pico curvado cuando
es adulto, estos realizan un agujero rompiendo la corteza del fruto y parte de la pulpa en
donde depositan sus huevos, en este proceso llegan hasta la semilla y la destruyen llegando
a producir pudricion secundaria de la pulpa y semilla. Posterior a la oviposicién al nacer las
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larvas se introducen en la semilla donde estas se alimentan durante todo su estadio (Tamayo,
2008; Bernal ét al., 2013; Lynce, 2015).

Este escarabajo ataca el aguacate cuando el cultivo esta en produccion tempranay el tiempo
seco favorece su proliferacion, la sintomatologia se aprecia en los frutos caidos o
descompuestos que aun cuelgan del arbol, aqui se puede sospechar de la presencia de la plaga.
Adicional a esto las afectaciones se caracterizan por la aparicion de escoriaciones en forma
de media luna en el fruto, esta produce la podredumbre de la pulpa y la parcial o total de la
semilla que ocasiona la caida del fruto (Tamayo, 2008).

4.9.2. Enfermedades que afectan el fruto

Al igual gue las plagas tienen un mayor impacto econémico, por el tipo de dafio que producen
en los cultivos las restricciones cuarentenarias que esto trae para la exportacion.

4.9.2.1. La rofia (Sphaceloma perseae Jenk.), es una enfermedad comdn en los cultivos de
aguacate colombianos, es favorecida por las abundantes precipitaciones y altos niveles de
humedad relativa en el ambiente. Este hongo afecta las hojas y los frutos deteriorando su
calidad, la rofia puede verse favorecida si hay presencia de trips que exponen mas el cultivo
a la entrada del patogeno. Variedades como la Hass se han visto muy afectadas y se han
reportado en departamentos como Antioquia, Cundinamarca, Risaralda, Caldas y Quindio.
Los sintomas en el fruto se expresan por lesiones redondas o irregulares con una coloracion
para o café presentando también una apariencia corchosa y erupentes, estas pueden unirse y
aumentar la afectacion del fruto. Cabe resaltar que la rofia llega a lesionar la superficie y no
Ilega afectar la pulpa (Tamayo, 2008).

4.9.2.2. Mancha negra del fruto (Cercospora purpurea Cooke), enfermedad que en
condiciones altas de precipitacion y plantaciones con deficiencias nutricionales o débiles es
mas severa. Particularmente este hongo produce infecciones latentes y solo se manifiesta en
los frutos en la etapa postcosecha llegando a causar pérdidas de hasta el 2% si se tiene un mal
almacenamiento donde la lesion se puede tornar de color gris 0 negra que se genera por la
esporulacion del hongo causando la enfermedad a tal punto de deteriorar la pulpa (Tamayo,
2008; Cardona & Urrea, 2020).

4.9.2.3. Pudricién del fruto por Rhizopus (Rhizopus stolonifer), esta pudricion es una
enfermedad que se ha detectado en su mayoria de los cultivos antioquefios. R. stolonifer se
considera como fitopatdgeno débil en la postcosecha, aun asi, puede llegar a provocar
pérdidas del 30% al deteriorar la calidad del aguacate bajo condiciones de mal
almacenamiento, adicional a esto, se favorece el ataque del hongo en frutos que se cosechan
sin peddnculo. Los sintomas que se presentan pueden presentarse cuando hay altos niveles
de humedad, donde se puede observar la aparicion de un moho de color gris en el punto de
insercion del pedunculo, el hongo ocasiona una pudricion de color café que llega a invadir la
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cascara y la pulpa del fruto de manera progresiva hasta cubrirlo en su totalidad (Tamayo,
2008).

4.9.2.4. Pudricion del fruto por Dothiorella (Dothiorella Sacc.), esta enfermedad se ha
detectado en etapa de postcosecha al deteriorar el fruto, este hongo produce infecciones
latentes y solo se manifiesta en la postcosecha. La sintomatologia es muy parecida a la
causada por R. stolonifer, a excepcion que en los ataques por Dothiorella sp. no se presenta
un crecimiento micelial sobre el fruto ni la unién del pedunculo, aqui se observa un
necrosamiento en los haces vasculares en su interior (Tamayo, 2008).

4.9.2.5. Antracnosis del fruto (Glomerella cingulata, anamorfo de Colletotrichum
gloeosporioides), la antracnosis es de amplia distribucion y de gran importancia econémica,
este hongo puede llegar afectar los éarboles produciendo muerte descendente. C.
gloeospoirioides ocasiona una pudricién en los frutos de aguacate en el campo y puede
perdurar hasta la postcosecha al permanecer latentes estas infecciones. A nivel nacional se
ha detectado en gran amplitud del territorio, por ejemplo, en departamentos como Antioquia,
Cesar, Caldas, Cundinamarca, Quindio, Tolima, Cérdoba y Tolima.

El hongo inicia afectando la unién del pedinculo cuando se empieza a formar el fruto
causando lesiones de color café o pardas oscuras que pueden provocar la caida prematura del
fruto, esto se promueve en condiciones de humedad relativa alta, lluvias frecuentes y por
lesiones mecanicas hechas por insectos. Este fitopatdgeno penetra la epidermis y puede
permanecer latente hasta la maduracién, en la postcosecha los sintomas se presentan como
manchas de tamafio variable, de color café claro y levemente deprimidas en el centro, esta
lesion puede avanzar cubriendo gran parte del fruto. Adicionalmente también causa una
pudricion a nivel de la pulpa donde el hongo puede llegar a colonizar la semilla (Tamayo,
2008; Bartoli & Angel, 2008).

4.9.2.6. Pudricién del fruto (Lasiodiplodia theobromae o Botryodiplodia theobromae),
produce secamiento descendente, pudre las raices y retrasa el desarrollo de los arboles. Su
afectacion en el fruto es ocasional, cuando es el caso L. theobromae causa la pudricion del
fruto, observandose lesiones en la insercion del peddnculo con una coloracién café que
avanza gradualmente, posteriormente se puede identificar crecimiento micelial del hongo que
también afecta con una pudricion interna avanzando por toda la pulpa hasta afectarlo
completamente (Tamayo, 2008).

4.10. Enfermedades frecuentes en la postcosecha

La calidad y desarrollo del fruto postcosecha es de gran importancia, en base a lo
anteriormente mencionado y haciendo enfasis en esta etapa posterior a la cosecha
normalmente y en alta frecuencia se presentan dafios de antracnosis causada por el hongo
fitopatdgeno Colletotrichum gloesporioides quien ataca en el momento en que el aguacate
inicia el reblandamiento de su pulpa presentando manchas de color negro y oxidacion en la
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pulpa hasta causar una pudricion total, otro hongo presente en la postcosecha es
Lasiodiplodia theobromae produciendo también una pudricion, pero localizada en el
pedinculo avanzando hasta cubrir la totalidad del fruto (Bartoli & Angel, 2008) y el
ablandamiento acelerado de los frutos causada por la infeccion de las especies Fusarium
solani y Fusarium sambucinum (Yahia & Woolf, 2011; Herrera et al., 2020).

Figura 3. Frutos de Aguacate Hass. afectados con las enfermedades mas frecuentes en la
postcosecha.

A. Frutos con sintomas de antracnosis; y B. Pudricion peduncular ocasionado por Colletotrichum spp. y
Lasiodiplodia theobromae, respectivamente (Herrera et al., 2020).

4.11. Control quimico de enfermedades

En la busqueda de mantener la calidad del aguacate durante los procesos de empague,
almacenamiento y transporte hasta el consumo en la postcosecha y teniendo en vista los
niveles de perdida en esta etapa a cargo en su mayoria por hongos patégenos, surgieron los
fungicidas sintéticos con el objetivo de erradicar estos fitopatogenos del fruto a fin de encajar
en las regulaciones de exportacion (Everett, 2019). Algunos agroquimicos que se
recomiendan en el cultivo de aguacate como fungicidas contra L. theobromae y C.
gloeosporioides para controlar la antracnosis son Azoxystrobin, Azoxystrobin + fludioxonil,
Piraclostrobina, Sulfato de cobre y Tiabendazol (APEAM, 2016; Herrera et al., 2020). No
obstante, a nivel internacional el parlamento europeo con el reglamento 396/2005 y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura FAO mediante
el Codex alimentario establecieron los limites maximos de residuos de pesticidas (LMR), que
busca prevenir que altas concentraciones de estos residuos se propaguen en altos niveles de
manera que pueden llegar afectar la salud con repercusiones carcinogénicas y genotoxicas,
por ende, el tratamiento que se ha llevado a cabo en los Gltimos tiempos por medio de agentes
quimicos se quiere reducir por parte de los productores, agencias reguladoras, comunidad
cientifica y los mismos consumidores tienen gran interés en consumir estos frutos libres de
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residuos quimicos, por esta razon es necesario integrar sistemas alternativos para el control
de plagas y enfermedades en postcosecha (Feliziani & Romanazzi, 2016; Herrera et al.,
2020).

Tabla 2. Limites maximos de residuos (LMR) de fungicidas cominmente empleados para
controlar L. theobromae y C. gloeosporioides.

Fungicida LMR
Azoxystrobin 0.7 mg/kg
Fludioxonil 1.5 mg/kg
Tiabendazol 15 mg/kg
Carbendazim 5 mg/kg

(Fuente: Codex alimentario, 2019)

4.12. Control biologico

El biocontrol de enfermedades de las plantas por medio de la aplicacion de microorganismos
se considera como una de las alternativas mas factibles y deseables en el manejo de plagas
en la agricultura, ya que de esta manera se puede establecer un control de manera adecuada
y dentro de los conceptos de la agricultura sostenible (Bettiol et al., 2014). Los denominados
BCA por sus siglas en ingles “Biological Control Agents”, que traducida al espafiol son
agentes de control bioldgico son microorganismos antagonistas que principalmente son
bacterias, levaduras y hongos que actlan sobre los patégenos que causan deterioro en la
postcosecha. De manera indirecta los BCA llegan a competir con los patdgenos por el espacio
y la disponibilidad de nutrientes, también sobre la planta pueden inducir o aumentar la
resistencia contra infecciones de patdgenos. En la interaccion directa tienen la capacidad de
parasitar o crear antibiosis con la produccion de metabolitos secundarios sobre estos
patdgenos, los hiperparasitos invaden eliminando el micelio, esporas y estructuras en reposo
de los hongos fitopatdgenos y en el caso de bacterias patdgenas radican su poblacion celular.
(Feliziani & Romanazzi, 2016; Kohl et al., 2019)

La accion de los microorganismos antagonistas se basa principalmente en su habilidad de
colonizar rapidamente la superficie de la fruta y heridas que pueda tener esta, persistiendo
alli en niveles efectivos, su capacidad de superar al patdgeno en la adquisicion de nutrientes
y la capacidad de sobrevivir y desarrollarse bajo una amplia gama de condiciones
ambientales. Por otro lado, también se considera que un agente de control biologico debe
poseer unas caracteristicas optimas como ser genéticamente estable, ser efectivo en bajas
concentraciones, tener exigencias minimas en requerimientos nutricionales, tener la
capacidad de sobrevivir en condiciones adversas, ser efectivo contra una amplia gama de
microorganismos patogenos, que sea facil de manipular, de facil produccion en medios de
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cultivo de bajo costo, que sea compatible con otros procesos, no ser patogénico en su
hospedero y que no produzca algun tipo de elemento como metabolitos secundarios que
repercutan en el consumo humano (Bautista 2006).

4.13 Los agentes de control biologico (BCA) en la comunidad microbiana

La eficacia de cualquier BCA depende del nimero de células microbianas involucradas y en
la expresion de los genes involucrados en el control bioldgico de patégenos. La eficacia, asi
como la estabilidad de un BCA a lo largo del tiempo depende también de la estructura
microbiana residente después de la aplicacion de BCA. La colonizacion exitosa de un
microorganismo en una comunidad microbiana depende de la disponibilidad de nutrientes,
las condiciones abidticas y hospedantes y la estructura e historia microbiana residente. Es por
esto, que se introducen BCA en una comunidad microbiana compleja donde una red de
interaccion ecolégica como comensalismo, mutualismo, amensalismo, competencia y
parasitismo ocurre entre microorganismos. La persistencia de BCA es fundamental para su
eficacia. Existen muchos factores importantes a la hora de un buen biocontrol, como es la
concentracion de BCA, el tiempo de aplicacion y la estructura del microbioma residente. Para
mantener BCA en grandes cantidades en la comunidad de residentes se deben hacer
aplicaciones repetidas o adicionar moléculas especificas para fomentar la supervivencia. Lo
que se tiene muy claro hasta ahora, es que el microbioma de la planta puede tener un impacto
potencial en la eficacia de los BCA, debido a las interacciones que se presentan, afectando el
fenotipo del biocontrol (Razack, 2021).

4.14. El género Bacillus spp. como agente de control biologico

El género Bacillus se reportd por primera vez en el afio 1872 por Cohn, lo describié como
bacterias que producen endosporas resistentes al calor, estas especies de Bacillus pertenecen
al filo Firmicutes y a la familia Bacilliaceae, en el que actualmente se incluyen dentro del
género mas de 336 especies (Villareal et al., 2018). Estas bacterias gram positivas en forma
de bastdn son catalasas positivas, formadoras de endosporas y con metabolismo aerobio o
anaerobio facultativo, poseen movilidad flagelar y un tamafio que varia entre 0.5 a 10 um. El
Optimo crecimiento de estas bacterias esta en un pH neutro con intervalos amplios de
temperatura de crecimiento, en su mayoria las bacterias de este género son mesofilas
comprendiendo rangos de entre 30 a 45°C. Las endosporas que producen tienen forma oval
o cilindrica, estas se producen como mecanismo de resistencia, adicional a esto, este género
logra una rapida colonizacién y multiplicacion, con distribucion en un gran nimero de
ecosistemas y teniendo una alta capacidad de sobrevivir en ambientes hostiles (Fira et al.,
2018; Pedraza et al., 2020).
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Figura 4. Ciclo reproductivo del género Bacillus.
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El ciclo reproductivo del género Bacillus se conforma por una fase donde se genera la célula vegetativa, la cual
es la forma de reproduccién en condiciones favorables mediante fision binaria y la otra fase donde se produce
la formacion de endosporas junto con las vegetativas, estas como estrategia de supervivencia ante condiciones
limitantes o de estrés (Villareal et al., 2018,).

La ecologia del género Bacillus es muy amplia, ya que este grupo de bacterias son muy
ubicuas, tienen la capacidad de habitar una gran variedad de nichos como lo son el suelo, el
agua y el aire, incluyéndose también las superficies de las plantas y su rizosfera, gracias a su
habilidad de formar endosporas lo cual le confiere resistencia, potencia su aislamiento en esta
variedad de habitats (Tejera et al., 2011). No obstante, el suelo es considerado el reservorio
principal de este género bacteriano, ya que la mayoria de especies de Bacillus son saprofitas
que usan una gran variedad de sustratos organicos presentes en estos ambientes terrestres,
siendo el suelo una matriz muy compleja en el establecimiento funcional de especies
microbianas y de gran diversidad genética (Villareal et al., 2018). Segin Vargas et al. (2000)
algunas especies de Bacillus tienen la capacidad de desarrollarse en el suelo en magnitudes
cultivables de entre 3 a 6 unidades logaritmicas por gramo de peso fresco de suelo, aun asi,
son escasos los seguimientos que se le han dado a la dinamica y diversidad poblacional en
entornos rizosféricos y carposfera, por ejemplo, en el suelo tienen respuesta a la fertilidad al
igual que los exudados de las raices de las plantas, por estas razones de interaccion se han
visto estas bacterias como capaces de asociarse de manera enddfita y en procesos simbidticos
con potencial inoculante microbiano (Villareal et al., 2018).

La actividad antagdnica que poseen estas especies contra microorganismos fitopatoégenos que
atacan a los cultivos agricolas como algunos cereales, frutas y verduras de gran importancia
han sido ampliamente estudiadas en la mitigacion de la incidencia de las enfermedades de
relevancia agricola, algunas de estas son B. subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens y B.
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licheniformis (Raaijmakers & Mazzola, 2012). Las caracteristicas méas relevantes desde el
nivel biotecnoldgico de las especies de Bacillus es la diversidad del metabolismo secundario
que llegan a producir sustancias antagonistas, estas especies pueden evitar el establecimiento
y desarrollo de organismos fitopatdégenos por medio de diferentes mecanismos como la
expresion de antibidticos, sideroforos, toxinas, enzimas liticas y hasta inducir de manera
sistémica en la planta huésped resistencia. Algunos ejemplos son B. subtilis que tiene hasta
el 5% de su genoma dedicado a la sintesis de metabolitos secundarios con naturaleza de
compuestos antimicrobianos, otra especie asociada a las plantas es B. amyloliquefaciens
FZB42, que tiene involucrado aproximadamente el 8% de su genoma en la produccion de
bacteriocinas, lipopéptidos, policétidos y sideroforos, que a la vez muestra propiedades que
promueven el crecimiento vegetal (Tejera et al., 2011; Chowdhury et al., 2013; Fira et al.,
2018).

Adicionalmente a las diferentes caracteristicas aprovechables que tienen algunas especies del
género Bacillus que se han mencionado, por parte de organismos como la FDA (Food and
Drug Administration) tienen asignacion de GRAS (Generally Recognized As Safe) como
organismos seguros para la salud y el ambiente para su comercializacién y uso (Olmos &
Paniagua, 2014; Pedraza et al., 2020).

4.14.1. Mecanismos de accidn del género Bacillus spp. como agente biocontrolador

Dentro de las bacterias benéficas como las especies de Bacillus existen varios mecanismos
de accion que se aplican en el desarrollo del control biolégico sobre organismos
fitopatdgenos, estos mecanismos estdn modulados por las interacciones que se establecen
entre el hospedero, el fitopatogeno, el agente biocontrolador, las comunidades bacterianas
establecidas o residentes y el ambiente. Con la gran habilidad que tienen estas bacterias para
colonizar tejidos, se desarrollan la competicion de manera muy eficiente por el espacio y
nutrientes disponibles, la fuerte actividad antagonica sobre fitopatdgenos por medio de la
produccién de compuestos antimicrobianos y la capacidad de inducir a la resistencia de la
planta huésped como respuesta a ser menos susceptible a infecciones. EI mecanismo con
mayor relevancia en las especies de Bacillus para el control bioldgico es la antibiosis,
respaldada por el conocimiento de las bases genéticas y bioquimicas del género (Droby &
Chalutz, 1994; Lozano, 2017).

4.14.1.1. Antibiosis

Las sustancias antimicrobianas estan definidas como un grupo de compuestos organicos de
bajo peso molecular que son producidos por microorganismos, estos ejercen una actividad
linhibitoria en el crecimiento y proliferacion de otros microorganismos, gracias a los estudios
gue se han desarrollado a partir de la secuencia del genoma de diferentes especies de Bacillus
se permitio hallar la presencia entre 4 a 8.5% de genes asociados a la sintesis de estos
compuestos antimicrobianos (Raaijmakers et al., 2002; Aleti et al., 2015; Lozano, 2017), las
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sustancias antimicrobianas producidas por estas especies se pueden clasificar segin su
naturaleza en: péptidos de sintesis ribosomal, pequefias moléculas peptidicas de sintesis no
ribosomal (NRPs) y policétidos (PK) (Pedraza et al., 2020).

Dentro de esta clasificacion mencionada, los péptidos sintetizados ribosomalmente se
encuentran muy distribuidos en la naturaleza y son conocidos como bacteriocinas, Rea et al.
(2011) los clasifico en lantibioticos de tipo A, tipo B y lantibioticos peptidicos, estos
compuestos tienen la capacidad de inhibir bacterias grampositivas por formacion de poros en
las membranas citoplasmaticas como la Subtilina y Ericina, del mismo grupo la inhibicion
de biosintesis de pared celular por parte de la Mersacidina e inhibicion de bacterias gram
positivas causada por Subtilosina A y Sublacina. Dentro de los compuestos no peptidicos o
policétidos (PKs), se conforman los poliquetidos como la Dificidina, Bacilena y
Macrolactina; los fosfolipidos como la Bacilicina que posee capacidad inhibitoria contra
bacterias gram positivas y hongos no filamentosos (Raaijmakers et al., 2010; Ramirez, 2010;
Chowdhury et al., 2015; Lozano, 2017; Pedraza et al., 2020).

El grupo de compuestos antimicrobianos producidos por Bacillus spp. con mayor estudio e
importancia en su desarrollo son los péptidos que no son sintetizados ribosomalmente o mejor
conocidos como lipopéptidos, moléculas bioactivas contra un rango amplio de
microorganismos fitopatdgenos y se clasifican en Surfactinas, Iturinas y Fengicinas (Pedraza
etal., 2020). El grupo de Surfactinas son heptapéptidos con una alta capacidad biosurfactante
poseen acido graso B-hidroxi junto a entre 13 y 15 atomos de carbonos. Las lturinas,
conformadas por la Iturina A, Micobsutilina y Bacilomicina, son heptapéptidos que se unen
a una cadena de acido graso f-amino con una longitud de 14 a 17 carbonos, particularmente
estos compuestos tienen arraigada una actividad contra gran variedad de hongos. Por ultimo,
las Fengicinas relacionadas a la inhibicion de hongos filamentosos son decapéptidos que se
ensamblan a una cadena de acido graso B-hidroxi con longitudes entre 14 y 18 carbonos
(Moyne et al., 2001; Romero et al., 2007; Villegas-Escobar et al., 2013; Zeriouh et al., 2014;
Lozano, 2017).

4.15. Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp

Las rizobacterias formadoras de endosporas y aerobias que pertenecen a B. amyloliquefaciens
subsp. plantarum se conocen por su rendimiento en el biocontrol dirigido contra patdgenos
en plantas de cultivo. La cepa de Bacillus amyloliquefaciens FZB42 es una gram positiva que
es aplicada a una amplia variedad de plantas hospedantes, en el control biolégico es muy
eficaz contra patogenos bacterianos y fungicos (Borriss et al., 2011; Fan et al., 2011). La
secuencia completa de su genoma estuvo disponible en el 2007 (Chen et al., 2007) donde se
describe un genoma de 3.918 kb, revelando un gran potencial para producir metabolitos
secundarios con efectos antimicrobianos con mas del 8.5% de su genoma dedicado a
sintetizarlos por vias donde no se involucran los ribosomas (Chowdhury et al., 2015).
Estudios realizados in vitro como los de Chen et al. (2006, 2009) y Scholz et al. (2011, 2014)
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mostraron que la actividad bacteriana por parte de Bacillus amyloliquefaciens FZB42 es
causada por la sintesis no ribosémica de los policétidos, bacilicina y bacteriocinas
sintetizadas ribosémicamente. Mientras que Koumoutsi et al. (2004) mostraron que la gran
actividad antifungica directa se debe a la sintesis no ribosomica de lipopéptidos como las
Surfactinas destacandose en este grupo la Bacilomicina D y la familia de las Fengicinas.

El etiquetado de B. amyloliquefaciens FZB42 con la proteina verde fluorescente GFP de la
medusa Aequoria victoria, la cual es un valioso marcador molecular con décadas de estudio

(Errampali et al., 1999). Con una copia del gen gfp enlazada con el promotor Pspac Y
flanqueada por las secuencias terminales amyE de FZB42 se vinculo de manera estable
mediante recombinacion homologa en el cromosoma de esta bacteria promotora de
crecimiento, Fan et al. (2011) disefié de esta manera un mutante que emitia fluorescencia
encontrandola como ideal para el estudio de la colonizacién de esta bacteria modelo en
plantas bajo condiciones ambientales.

4.16. El género Pseudomonas spp. y sus mecanismos de accion como agente de control
bioldgico.

El género Pseudomonas comprende el grupo de bacterias gramnegativas, en forma de baston,
rectas o ligeramente curvadas con flagelos polares. Habitan en ecosistemas acuaticos y el
suelo, no forman esporas y la temperatura optima de crecimiento es de 25 a 30°C. Requieren
un pH acido y no crecen en pH < a 4,5. Son catalasa positivas y quimioorganotroficas, con
un metabolismo estrictamente aerdbico. Su clasificacion taxonémica esta subdividida como
Proteobacterias, a, B, y y. Actualmente hay mas de 10 géneros en Pseudomonadales en 10s
que se incluyen Stenotrophomonas, Burkholderia, Sphingomonas, Caulobacter,
Xanthomonas y Ralstonia (Pérez, 2015; Sah, 2021).

Pseudomonas esta ampliamente estudiada en cuando a la produccién de metabolitos
secundarios bioactivos, generando efectos positivos en las plantas, entre lo que se conocen
el control biologico de enfermedades, promocion de crecimiento y la induccion de resistencia
sistémica. Las especies con mayor implicacion en el proceso de biocontrol incluyen a P.
fluorescens, P. aureofaciens, P. chlororaphis, P. putida, P. aeruginosa y P. syringae. La
biosintesis de metabolitos secundarios en Pseudomonas esta regulada por el sistema de
transduccion de sefiales de dos componentes GacS/GacA. Los componentes que estan
implicados en el biocontrol por las cepas de Pseudomonas son fenazinas, floroglucinoles,
pioluteorinas, pirrolnitrinas, lipopétidos ciclicos, cianuro de hidrégeno, enzimas liticas y
compuestos volatiles organicos. Estos compuestos, como el caso de las fenazinas, se
encargan de inhibir el crecimiento microbiano ya sea por la interrupcion de la replicacion del
ADN, alteracion en las reacciones redox y dafio en la membrana. Pseudomonas tambiéen
produce sider6foros, como la piocianina que tiene la capacidad de secuestrar Fe* en la
rizosfera, lo limita la disponibilidad de este nutriente para los patégenos (Dimkic, 2022).
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5. METODOLOGIA
5.1. Disefio experimental

En el presente estudio se planted un disefio completamente aleatorizado en bloques de
tiempo. El cual consistié en la aplicacion de tres tratamientos con la inoculacion por aspersion
de esporas de Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp, células bacterianas del aislamiento
Pseudomonas sp. UA1525 y como control sin inoculacion, agua destilada estéril (ADE). Con
el fin de evaluar la colonizacion y persistencia poblacional de dos aislamientos con potencial
control biolégico sobre la carposfera de aguacate Hass en 5 tiempos distribuidos en 15 dias,
donde se dispuso de un total de 25 frutos de Aguacate Hass como unidades experimentales
que incluyen dos repeticiones en el ensayo del tratamiento con B. amyloliquefaciens
FzZB42gfp y una sola repeticion para Pseudomonas sp. UA1525 que tuvieron condiciones
ambientales homogéneas. En el analisis estadistico, las variables a medir fueron la densidad
poblacional, que en el caso de B. amyloliquefaciens FZB42gfp al ser un microorganismo
esporulado se midieron células totales y esporas producidas bajo choque térmico, calculando
las células vegetativas por medio de la diferencia de estas dos, mientras que para
Pseudomonas sp. UA1525 se midio su poblacidn bacteriana, de esta manera se hizo el
seguimiento a los tratamientos aplicados a través del tiempo, estas poblaciones halladas por
medio de recuento en placa a partir de diluciones seriadas de una suspension de tejidos de la
carposfera.

5.2. Cepas y material vegetal

Los experimentos se realizaron por medio de inoculos, suspensiones de esporas de
aislamientos de la cepa modelo Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp y suspensiones
bacterianas de la cepa nativa UA1525, ambas pertenecientes a la coleccién de cepas del grupo
de investigacion en Bacteriologia Agricola y Ambiental BA&A de la Universidad de
Antioquia, en el caso de B. amyloliquefaciens FZB42 con la etiqueta gfp fue proporcionada
a la coleccion por medio del Dr. Rainner Borris (Humboldt - Universitat zu Berlin, ABIiTEP
GmbH) (Fan et al., 2011) y el aislado UA1525 se origin6 de estudios desarrollados en un
proyecto en el marco de regalias por parte del grupo de investigacion en el 2017 con titulo
“Desarrollo y oferta de materiales certificados de aguacate para Antioquia con calidad
genética, fisiologica y sanitaria”, por medio de secuenciamiento de préxima generacion
(NGS) buscaron determinar grupos bacterianos en la rizosfera de plantaciones con diferentes
niveles de fertilidad de Aguacate Hass provenientes del Oriente y Norte antioquefio, a partir
de aqui se obtuvieron aislamientos de grupos bacterianos reportados con potencial
biotecnologico y control biologico de fitopatogenos, entre estos grupos se hallaron
Pseudomonas spp. fluorescentes.

A ambos aislamientos se les realizé una previa verificacion de su morfologia macro en medio
de cultivo TSA y microscépica bajo tincién de gram, asi como concentracion y pureza
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mediante conteo en placa con un posterior ajuste de la concentracion a 1x108 esporas/mL y
1x10® bacterias/mL para B. amyloliquefaciens BZB42gfp y AU1525 respectivamente. Los
frutos de Aguacate Hass (Persea americana Mill.) fueron adquiridos de cultivos situados en
los departamentos de Antioquia y Quindio, donde estos presentaron fisiologia normal y
saludable, sin ningun rasgo de enfermedad ni herida, asi mismo no fueron tratados
previamente con algun tipo de fungicida protectante.

5.3. Evaluacion del marcador de seleccion en la cepa modelo Bacillus amyloliquefaciens
FZB42gfp.

Teniendo en cuenta que la cepa Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp posee dos marcadores
de seleccion de antibidtico, Eritromicina y Lincomicina (Fan et al., 2011), se realiz6 siembra
por agotamiento en medio de cultivo tripticasa de soja agar (TSA) con adicion de
Eritromicina a concentracion de 1upg/mL. Paralelamente se realizaron siembras por
agotamiento con la cepa silvestre de Bacillus amyloliquefaciens FZB42 con el objetivo de
contrastar y evidenciar la posesion del casete del marcador de seleccion de la cepa modelo
usada, de esta manera se identific6 con mayor facilidad el crecimiento Unico del
microorganismo inoculado inicialmente en los recuentos posteriores en medio de cultivo con
adicion de antibiotico.

5.4. Confirmacion de la identificacion a nivel molecular del aislamiento UA1525

A partir de los resultados de los estudios desarrollados previamente por parte del grupo de
investigacion en BA&A de la Universidad de Antioquia referente al aislamiento UA1525, se
procedio a realizar su identificacion a nivel molecular bajo la especulacion de ser parte del
grupo de Pseudomonas spp. fluorescentes y asi llegar de manera méas concisa a su especie.

5.4.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN del aislamiento UA1525 se llevd a cabo empleando el kit DNeasy ®
blood and tissue kit de QIAGEN® siguiendo las indicaciones del fabricante para la
purificacién de ADN de bacterias gram negativas. Se recolectd colonias bacterianas en medio
TSA en un microtubo centrifugando durante 10 minutos a 7500 rpm en la centrifuga universal
de alta capacidad y refrigerada Labnet Hermle Z400 K. Seguidamente se desechd el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 180uL de tampon ATL. Siguiendo el protocolo de
“SpinColumn”, para aplicar la lisis, esta suspension se adicion6 20uL de Proteinasa K
mezclando mediante vortex y llevando a incubar a 56°C por 2 horas con agitaciones
intermitentes de vortex cada 30 minutos para dispersar la muestra. Seguidamente se
adicionaron 200ul de Buffer AL y otros 200ul de Etanol a la muestra con una agitacion por
vortex intermedia en las adiciones. Posterior a esto, se transfirié la muestra en la columna de
centrifugacion DNeasy Mini posicionada en un tubo de recoleccion de 2 ml, llevandose a
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centrifugacion a 8000 rpm durante 1 minuto desechando el tubo colector. La columna de
centrifugacion se introdujo en un nuevo tubo de recoleccion y se adicioné 500uL de Buffer
AW1 llevandose a centrifugacion durante 1 minuto a 8000 rpm descartando en este paso
también el tubo de recogida. Se coloco la columna nuevamente en otro tubo de recoleccién
y se adiciond 500uL de Buffer AW2 seguido de una centrifugacion a 14000 rpm por 3
minutos y se colocd la columna de centrifugacion en un tubo de microcentrifuga para pipetear
100puL de tampon AE directamente sobre la membrana, esto se centrifugé a 8000 rpm durante
1 minuto repitiéndose este paso nuevamente.

5.4.2. Amplificacién de la region del ADNr 16S por reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) y electroforesis en gel de agarosa.

El ADN extraido fue usado como molde para amplificar mediante PCR el gen 16S ribosomal
con los primers universales 8F (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAGS3) y 1492R
(5GGTTACCTTGTTACGACTTS") (Turner et al., 1999). La mezcla de reaccion de PCR se
prepar6 con 1uL de ADN producto de la extraccion, 0.25uL de Taq ADN polimerasa
recombinante GoTagq® G2 Flexi (Promega), 5uL del Buffer 5X Colorless GoTag® Flexi
(Promega), 1.5 pL de solucion de MgCl, 25 mM (Promega), 2.5uL de dNTPs y 0.27uL de
cada uno de los primers, en 25uL de volumen final.

Las condiciones de reaccién en el termociclador (Bio-Rad modelo T100™) tuvo un ciclo de
desnaturalizacion de 3 min a 94°C, seguidos de 31 ciclos de 94°C por 1 min, alineamiento a
57°C por 45 segundos y un ciclo de 70°C por 2 min y al final, un ciclo de extension por 8
min. A partir del producto de PCR se tomd un volumen de 3 pL para analizarlo mediante
electroforesis, usando un buffer de carga Blue/Orange Loading Dye, 6X (Promega) y un
marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific™) en gel de
agarosa de 1% (p/v) usando buffer TAE (Tris-acetato-EDTA) 1X suplementado con 3pL de
bromuro de etidio (10mg/mL). Finalmente, la visualizacion de las bandas se realiz6 sobre un
transiluminador con luz UV (Labnet Enduro™ GDS) donde el tamafio del amplicon esperado
fue de 1484pb.

5.4.3. Secuenciacion e identificacion

El producto de PCR del aislamiento fue secuenciado en Macrogen Inc. (Sedl, Corea del Sur
Website: www.macrogen.com) por medio del método Sanger. La secuencia nucleotidica
obtenida por los primers 8F (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3) vy 1492R
(5GGTTACCTTGTTACGACTTS") (Turner et al., 1999) fue tratada manualmente con el
software BioEdit (Hall, 1999), la secuencia del gen ARNr 16S en cuestiéon fue analizada
bioinformaticamente por alineamiento local basico, mediante la herramienta BLAST usando
megablast (algoritmo de secuencias muy similares) contrastandose con las bases de datos
GenBank del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica de los Estados Unidos
(www.ncbi.nlm.nih.gov), Proyecto de base de datos ribosomal RPD
(rdp.cme.msu.edu/html/) y del laboratorio europeo de biologia molecular EMBL-EBI.
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5.5. Comportamiento poblacional de Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp vy
Pseudomonas sp. UA1525 en carposfera de Aguacate Hass.

La metodologia para la evaluacion del comportamiento poblacional en B. amyloliquefaciens
FZB42gfp se baso en el protocolo estipulado por Lozano (2017) con algunas modificaciones.

Frutos de aguacate Hass que fueron recibidos sin algin sintoma de afeccién microbiana o
mecénica fueron desinfectados en su superficie con lavados mediante inmersién en solucion
de hipoclorito de sodio al 1% y abundante agua destilada estéril seguido de un secado con
servilletas estériles. Posteriormente los frutos de aguacate Hass fueron asperjados con 12 mL
de una solucion de esporas a una concentracion de 1x10® esporas/mL en el caso de Bacillus
amyloliquefaciens BZB42gfp y esta misma concentracion de bacterias/mL del aislado
Pseudomonas sp. UA1525, como control sin inoculo también se asperjaron frutos con 12mL
de agua destilada estéril. Luego de asperjados y secados los frutos se depositaron de manera
aleatoria en canastas de embalaje y en los dias 1, 3, 5, 8 y 15 posterior a la inoculacion.
Tomando un fruto por cada tratamiento, se estimd las poblaciones bacterianas totales,
esporuladas y vegetativas. A partir de los frutos se tomaron cuatro porciones de tejidos de
aproximadamente 1 cm? en los cuatro puntos cardinales del fruto usando una cuchilla estéril,
estos tejidos se introdujeron en bolsas de polipropileno estériles contenidas de 5 mL de agua
destilada estéril y se maceraron de forma mecanica durante 2 minutos para su homogenizado.
Previo a la estimacion de los recuentos en placa se recolectd de la muestra macerada una
alicuota de 2 mL para someterla a ultrasonido o sonicacion con ayuda del sonicador
Elmasonic Easy a 35°C durante 5 minutos con el fin de agitar y separar las particulas
celulares. Posterior a esto y para la estimacion de bacterias totales (esporas y vegetativas) de
B. amyloliquefaciens FZB42gfp, a las muestras homogenizadas se realizaron diluciones
seriadas (1:10) y una alicuota de 100 pL de las tres Gltimas diluciones fueron plateadas en
medio de cultivo TSA con adicion de Eritromicina (TSAeri) 1pg/mL. La proporcién de
células esporuladas se obtuvo mediante tratamiento de choque térmico usando un
minitermostato de bafo seco digital AccuBlock ™ a 80°C por 15 minutos de los tubos que
contenian las diluciones seriadas, al igual que las alicuotas de bacterias totales, estas se
platearon 100 uL en TSA Eritromicina 1ug/mL. Las cajas de Petri fueron incubadas durante
24 horas a 37°C y los conteos se hicieron basados en las morfologias tipicas de las colonias
de interés, teniendo en cuenta las estimaciones temporales para cada aislado. De la misma
manera se realizo el tratamiento para la bacteria Pseudomonas sp. UA1525 a excepcion de
que solo se hizo el proceso de sonicacion sin choque termico y el plateado se realiz6 en medio
de cultivo Agar B de King (BK) que permite la produccion de fluoresceina o pioverdina, que
es fluorescente bajo luz ultravioleta en algunas cepas de Pseudomonas. El plateado del
control se realizé en ambos medios de cultivo mencionados anteriormente, TSAeri y BK para
tener en cuenta un control para ambos microorganismos.

6. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
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Tabla 3. Cronograma de actividades realizadas durante la estancia en el grupo de
investigacion en Bacteriologia Agricolay Ambiental BA&A de la Universidad de Antioquia.

ACTIVIDAD

AGO

SEP

OCT

NOV

DIC

Semana

Semana

Semana

Semana

Semana

Diagnostico  fitopatolégico ~ por  taxonomia
microscopica de muestras radiculares, foliares y de
tallo de aguacate Hass.

Identificacién molecular de aislados bacterianos de la
coleccion BA&A.

Diagnostico  fitopatolégico y  estimacién de
proporcion de afectacién fitopatoldgica en muestras
radiculares de aguacate Hass.

Revision bibliogréfica de la aplicacién de bacterias
ACC desaminasa como PGPR en variedades de
Crisantemo (Chrysanthemum) como proyecto inicial.

Recuento bacteriano total y de esporas con
aislamiento de bacterias en un producto
bioformulado.

Identificacién molecular de aislados bacterianos a
partir de un producto bioformulado.

Diagnostico  fitopatolégico ~ por  taxonomia
microscopica de esquejes ornamentales (i.e. Aster,
Craspedia, Gypsophila y Veronica)

Identificacién molecular de aislados bacterianos
pertenecientes al género Bacillus.

Preparacién de material, indculos y seguimiento a
recuentos microbianos INBACTER.

Revision bibliografica del proyecto de evaluacién
dindmica poblacional de dos bacterias en Aguacate
Hass (Persea americana Mill.)

Planteamiento del disefio experimental del proyecto
de evaluacién dindmica poblacional de dos bacterias
en Aguacate Hass (Persea americana Mill.)

Acondicionamiento de las cepas B. amyloliquefaciens
FZB42gfp y UA1525 usadas en el trabajo de grado.

Identificacién molecular del aislamiento UA1525
usada en el trabajo de grado.

Recepcion de frutos de Aguacate Hass usados en el
trabajo de grado.

Preparacion del material requerido para el desarrollo
del trabajo de grado.

Aplicacion de los tratamientos bacterianos en los
frutos de aguacate Hass como unidades
experimentales.
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Estimacion de recuentos bacterianos sobre la

carposfera de aguacate Hass usados en el trabajo de X X | X]| | X|X
grado.

Andlisis y redaccion del trabajo de grado. XX X[ X[ XX X[ XX
Entrega de avances del escrito del trabajo de grado. X
Diagnostico  fitopatolégico ~ por  taxonomia

microscopica de muestras foliares y de tallo de X [ X| X

Hortensia (Hydrangea).

Identificacion molecular de aislados bacterianos de la
coleccion BA&A incluyendo la cepa UA1525 usada X[ X
en el trabajo de grado.

Diagnostico  fitopatolégico ~ por  taxonomia
microscopica de muestras radiculares y de tallo de XX
Hortensia (Hydrangea).

Identificacion molecular de aislados bacterianos de
muestras foliares y de tallo de Hortensia (Hydrangea) X
y de la coleccion BA&A.

Diagnostico ~ fitopatolégico ~ por  taxonomia
microscopica de muestras vegetales.

Aislamiento de microorganismos fijadores de
nitrogeno y que solubilizadores de fosforo a partir de
productos bioformulados.

Apoyo en capacitaciéon de produccion vegetal La
Estrella.

7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Descripcion y acondicionamiento de aislamientos bacterianos

Los aislamientos PGPR seleccionados de la coleccion del grupo de investigacion en
Bacteriologia Agricola y Ambiental BA&A de la Universidad de Antioquia, por su potencial
de control bioldgico pertenecientes a Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp y Pseudomonas
sp. UA1525 se replicaron a partir de su conservado bajo congelacién en medio de cultivo
TSA. Posterior a su incubacion se inspeccioné la morfologia macro y microscopica (Figura
5) de cada uno de los aislados, de esta manera, se corroboré en primera instancia la estabilidad
y correspondencia de los aislamientos a partir de los crioviales conservados a -80°C.
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Figura 5. Vista morfoldgica de la macro y microscopia en ampliacion total de 1000x de los
aislamientos usados en los ensayos del estudio.

Ay B. Morfologia macroscdpica y microscopica con una ampliacion total de 1000x de la cepa Bacillus
amyloliquefaciens FZB42gfp; y C y D. Morfologia macroscopica y microscopica con una ampliacion total
1000x del aislado Pseudomonas sp. UA1525. Para este analisis fueron cultivados en medio de cultivo TSA
(Fuente: Autor).

Tras aplicar tincion de gram para cada uno de los aislamientos se obtuvo tanto morfologia
macroscopica como microscopica tipica para cada uno de estos géneros bacterianos. En el
caso de Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp se observo bacilos gram positivos con
formacion de esporas internas (Figura 5; B), estas endosporas les confieren a las especies de
Bacillus la capacidad de resistencia a condiciones adversas, asi mismo, la diseminacion y
prevalencia en los ecosistemas (Villareal et al., 2018). Por otro lado, en el aislado UA1525
se identificaron bacilos gram negativos en forma de bastéon corto (Figura 5; D). A raiz de que
el aislamiento nativo codificado como UA1525 tuvo procedencia de la rizosfera de aguacate
Hass y determinado como parte del grupo de Pseudomonas spp. fluorescentes gracias al
estudio de secuenciamiento de proxima generacion (NGS) hecho previamente por el grupo
de investigacion BA&A, se verificd en primera medida mediante siembra en medio de cultivo
diferencial para Pseudomonas spp. King B agar (KB) (King et al., 1954) con el objetivo de
acercarse al posible grupo bacteriano perteneciente.
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Figura 6. Vista macroscépica del aislamiento nativo Pseudomonas sp. UA1525 en medio de
cultivo KB bajo irradiacion UV en el transiluminador (Labnet Enduro™ GDS).

(Fuente: Autor)

A través del medio de cultivo KB se permitid la deteccion de la sintesis de pioverdina o
también conocida como fluoresceina, pigmento producido por algunas especies de
Pseudomonas gracias a la presencia de sulfato de magnesio aportando cationes necesarios
para la activacion de esta pioverdina produciendo una coloracién amarilla-verdosa
fluorescente en el medio de cultivo (King et al., 1954). De esta forma, se podria dar con el
indicio de que probablemente si se trata de una especie de Pseudomonas spp. fluorescente
como se establecio en el estudio hecho por el grupo de investigacién en el 2017. Teniendo
en cuenta que para llegar a una identificacion de género y especie mas exacta se requiere de
métodos moleculares como la comparacion de secuencias a partir del ARN ribosomal 16S, a
las especies que producen pigmentos fluorescentes son denominadas ‘“Pseudomonas
fluorescentes” (Alvarez et al., 2016)

7.2. Evaluacion del marcador de seleccion en la cepa modelo Bacillus amyloliquefaciens
FZB42gfp.

Por otro lado, con el fin de mostrar la estabilidad de la cepa modelo Bacillus
amyloliquefaciens FZB42gfp poseedora del marcador de seleccion a antibidticos como
Eritromicina (Fan et al., 2011) y su cultivo en medio de cultivo TSA con adicion de este
antibidtico a concentracion de 1ug/mL en los posteriores ensayos, se contrastd con la cepa
B. amyloliquefaciens FZB42 silvestre que no posee este marcador de seleccion, la cepa
disefiada y etiquetada con gfp y poseedora del gen del marcador de seleccién a tolerancia a
antibidticos, entre los que se encuentra Eritromicina crecid sobre el medio de cultivo a
diferencia de la cepa wilt type de B. amyloliquefaciens FZB42, siendo inhibido su
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crecimiento en el medio de cultivo contenido de antibi6tico. De esta manera también se
asegurd que posterior a la inoculacion, se estuvo haciendo el recuento de esta cepa en los
experimentos del seguimiento al crecimiento poblacional sobre la carposfera del fruto por
parte de B. amyloliquefaciens FZB42gfp.

7.3. Confirmacion de la identificaciéon del aislamiento UA1525

Como fue mencionado anteriormente, este aislado codificado como UA1525 se clasifico en
el grupo de las Pseudomonas spp. fluoresentes por medio del secuenciamiento de préxima
generacion (NGS), gracias a esto, el grupo de investigacion en el 2017 pudo determinar los
grupos bacterianos, incluyéndose aquellos que no son cultivables en el laboratorio presentes
en las rizosferas de aguacate Hass muestreadas en ese entonces y originarias del territorio
antioquefio, esto, en busca de caracterizar la diversidad de dos grupos asociados al
microbioma de sistemas productivos agricolas como las bacterias aerobias formadoras de
endospora BAFE y las Pseudomonas spp. Fluorescentes, que tienen implicaciones
importantes no solo desde el punto de vista bioldgico, sino también biotecnoldgico, dado que
el potencial agricola e industrial podria estar influenciado por su ecologia y diversidad. En el
estudio previo, las comunidades totales de bacterias fueron caracterizadas por medio de
(NGS), un método que permite determinar todos los grupos bacterianos presentes y no solo
aquellos cultivables en laboratorio. Estos analisis originados de plantaciones de Aguacate
Hass con diferentes niveles de fertilidad revelaron una alta diversidad de bacterias
rizosféricas, con mas de 20 phyla, 70 6rdenes, 130 familias y 170 géneros bacterianos,
muchos de ellos de reconocida importancia en la ecologia del suelo. Dentro de cada una de
las comunidades totales de las plantaciones muestreadas, en el 2017 se evalu6 el porcentaje
de las bacterias benéficas en estudio (BAFE y Pseudomonas spp. fluorescentes), las cuales
poseen un alto potencial biotecnolégico.

A partir de estos aislamientos obtenidos y almacenados en la coleccion de cepas del grupo
BA&A y ya que no se tenia con precision la identificacion de algunas de las especie ubicadas
en el grupo de Pseudomonas sp. fluorescentes, se quiso confirmar a nivel molecular mediante
amplificacion de la region del ADNr 16S por reaccion en cadena de la polimerasa PCR, este
polirribonucledtido codificado por el gen rrs presenta un alto grado de conservacion y
proporciona el suficiente polimorfismo interespecifico para ayudar a diferenciar e identificar
el aislamiento en cuestion (Bou et al., 2011). Los amplicones sometidos a electroforesis
(Figura 7) presentaron un patrén de bandeo cercano a las 1500 pb en referencia con el
marcador de peso molecular y donde también se tuvo en cuenta la corrida electroforética de
un control de reaccion el cual demostro no tener alguna interferencia en esta misma.
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Figura 7. Patron de bandeo de amplicones del aislamiento UA1525 en gel de agarosa 1%.

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
bp ng/0.5pg %

Los pozos para la corrida electroforética en gel de agarosa 1% se distribuyeron de la siguiente manera: 1.
Marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific™); 2. Producto de PCR del
aislamiento UA1525; y 3. Control de reaccion de PCR (Fuente: Autor).

Posterior a esta amplificacion, el producto de PCR se envié a Macrogen Inc. (Seul, Corea del
Sur Website: www.macrogen.com) para su secuenciacion a través del método Sanger, donde
se trato bioinformaticamente la secuencia recibida y al ser tratada manualmente mediante el
software BioEdit (Hall, 1999) se obtuvo la secuencia consenso:

“>UA1525
TACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGC
CTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGT
CTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGA
AGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCT
GTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
AGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAG
TTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTA
CGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA”.

Al ser analizada por alineamiento local basico, mediante el algoritmo de secuencias muy
similares megablast de la herramienta BLAST fue contrastada en primera instancia con
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GenBank del NCBI, adicional a esto, también se us6 la base de datos curada RDP
(rdp.cme.msu.edu/html/) la cual es una de las principales bases de datos de secuencias de
ADNIr, no so6lo 16S, sino también 23S de procariotas y la base de datos del laboratorio
europeo de biologia molecular EMBL-EBI (www.embl.org/).

Tabla 4. Identificacion del aislamiento UA1525 asociado a la rizosfera de aguacate Hass a
partir de analisis en las bases de datos GenBank de la NCBI, RDP y EMBL-EBI.

Longitud Bases de datos
Aislamiento de la Conelusisn
secuencia NCBI RDP EMBL-EBI
Pseudomonas d Pseudomonas
utida Pseudomonas putida
P plecoglossicida
UA1525 644 pb Pseudomonas Pseudom_o_nas Género:
e Pseudomonas monteilii Pseudomonas
monteilii .
monteilii
Pseudomonas
Pseudomonas sp. :
aeruginosa

Anadlisis de la secuencia obtenida a partir de la amplificacion de la region ARNr 16S del aislamiento UA1525,
tratada manualmente con el software BioEdit (Hall, 1999) contrastada en la base de datos GenBank de la NCBI
por alineamiento local basico mediante la herramienta BLAST (algoritmo megablast), al igual que la base de
datos curada RDP y EMBL-EBI con una longitud de consulta de 644pb (Fuente: Autor).

La secuencia del aislamiento UA1525 tuvo resultados dentro del analisis taxondmico a través
del contraste con la base de datos GenBank de la NCBI que indicaron que posee un 100% de
identidad en el 100% de su longitud con secuencias parciales del gen 16S de ARN ribosémico
pertenecientes a las especies del género Pseudomonas como P. monteilii, P. putida y P.
viridiflava. Este mismo analisis al aplicarse en la base de datos EMBL-EBI también indicd
la similitud del 100% en el 100% de la secuencia con el gen 16S de ARN ribosémico de
especies del género Pseudomonas, P. putida, P. monteilii y P. aeruginosa. Por otro lado, al
realizar el andlisis a esta secuencia del aislamiento UA1525 en la base de datos curada RDP
indico que su ubicacion taxonomica pertenece al género Pseudomonas y encontrandose una
puntuacion méaxima de seqmatch con especies como P. plecoglossicida y P. monteilii.

A pesar de que los resultados de los diferentes andlisis taxondmicos concluyeron que el
aislamiento UA1525 pertenece al genero Pseudomonas, no alcanzan a discernir con mayor
confianza entre la posible especie de este, ya que existe estrecha semejanza en los porcentajes
de identidad y de cobertura, lo que lleva a una identificacion fallida mas alla del género, en
referencia a los resultados anteriormente registrados por medio de NGS con la asignacion de
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este aislamiento dentro del grupo de las Pseudomonas spp. fluorescentes. En este punto, se
puede llegar a dudar sobre el poder resolutivo que tiene el analisis del gen 16S de ARN
ribosomal en especies del género Pseudomonas, algunos autores como Pon Antona (2016)
en su estudio de caracterizacion taxondmica de nuevas cepas del género Pseudomonas,
indicd que la secuenciacion del gen ARNr 16S usado para la identificacion de especies del
género Pseudomonas no es suficientemente discriminatorio para que llegue a tener alta
resolucion debido a que este presenta muy pocos polimorfismos entre especies de este genero
y el ritmo evolutivo es lento. Sin embargo, otros genes “housekeeping” como los genes gyrB
y rpoD, que sintetizan la girasa B y la subunidad D de la RNA polimerasa, respectivamente
lo que llega a permitir un mayor nivel de resolucién en la identificacion de especies dentro
del género Pseudomonas. Estos genes poseen un ritmo de evolucion mas rapido y un poder
mas discriminatorio que los que posee el gen ARNr 16S (Yamamoto et al., 2000; Mulet et
al., 2010; Scotta et al., 2012). Por lo que se debe realizar un andlisis taxonémico del
aislamiento en cuestion teniendo en cuenta otros genes mas resolutivos, donde estudios como
el de Matthijs et al. (2013) evidencio que el andlisis en genes como oprly oprL, que codifican
la lipoproteina I de la membrana externa y la lipoproteina asociada a peptidoglicano OprL,
respectivamente, pueden llegar a ser igual de confiables como la clasificacion basada en
secuencias de genes ARNr 16S, gyrB , rpoB y rpoD de Mulet et al. en 2010 empleados en la
identificacion taxondmica de especies del genero Pseudomonas.

En ese orden de ideas y teniendo en cuenta que los anteriores resultados no pudieron definir
una especie concisa para el asilamiento UA1525 dada la semejanza en los porcentajes de
identidad y cobertura, llevan a que en este caso solo se pueda afirmar que el aislamiento
UA1525 pertenece al género Pseudomonas, las especies del género Pseudomonas son bacilos
moviles gram negativos, sin produccion de espora y que algunas llegan a producir pigmentos
fluorescentes como se evidencio anteriormente bajo radiacion UV en medio BK (Elomari et
al., 1997; Anzai et al., 2000; Lalucat et al., 2020). Estas especies desde el punto de vista del
control bioldgico constituyen una combinacién de diferentes mecanismos que ejercen esta
actividad antagonista, en estos se incluyen la supresion directa frente a una variedad de
patdgenos como hongos, bacterias y nematodos que afectan los cultivos de gran importancia
econdmica y a su vez induce la resistencia de la planta (Pérez et al., 2015), la capacidad que
tiene este género de bacterias para producir compuestos antimicrobianos, polisacaridos y
sideroforos es de vital importancia en el biocontrol, Pseudomonas spp. en los ultimos afios
ha sido muy conocido y estudiado por su potencial inhibiendo a fitopatdgenos y sus
enfermedades (Santoyo et al., 2012). Estudios en el grupo de Pseudomonas putida al cual
pertenece P. monteilii realizados por Sun et al. en el 2017 con la cepa P. putida Al en plantas
de tomate mostro la capacidad de formar biopeliculas in vitro y asi mismo el desarrollo de la
actividad antimicrobiana contra algunas bacterias fitopatdgenas como Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas oryzae pv. oryzae, X. 0. pv. oryzicola y X. citri subsp. citri en
donde se redujo el grado de afectacion por estos patdégenos. Por otro lado, en el mismo afio
2017 Sandhya et al. analizaron en un ambiente de estrés por sequia en maiz los rasgos de
promocion de crecimiento y la actividad antifingica de 39 aislamientos, donde de las 10
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cepas con potencial PGPR se identifico a P. monteilii quien demostré el manejo de
enfermedades y su promocion al crecimiento de la planta bajo estres.

Haciendo referencia mas especifica al marco en el que se ha desarrollado este estudio, el cual
se quiso evaluar microorganismos que protejan el fruto de aguacate Hass de sus tipicos
agentes patogenos en la etapa postcosecha como el causante de antracnosis Colletotrichum
gloeosporioides, la cepa Pseudomonas monteilii se vio referenciada en el estudio, el cual se
baso en la evaluacion de la capacidad PGPR de aislamientos de gran variedad de especies de
Pseudomonas a partir de la rizosfera de café (Coffea arabica L.) para hacerle frente a hongos
fitopatdgenos como C. gloeosporioids y Fusarium oxysporum, aqui uno de los aislados fue
identificado a través de la secuencia del ADNr 16S como Pseudomonas monteilii que
presentd inhibicion méaxima mediante antagonismo directo de estos dos patdgenos
mencionados con porcentajes de 70 y 72% respectivamente, adicional a esto, esta cepa
también logro evidenciar la produccion de fitohormonas como el Acido indolacético (IAA)
y Acido giberélico o también conocida como Giberelina (GA3), al igual que produccion de
sideroforos y enzimas liticas (Kejela et al., 2017)

7.4. Comportamiento poblacional de Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp y
Pseudomonas sp. UA1525 en carposfera de Aguacate Hass.

En la disposicion de los frutos de aguacate Hass inoculados por aspersion y su posterior
evaluacion de la densidad poblacional a través del tiempo de los tratamientos microbianos
aplicados fue medido mediante recuentos en placa en medios de cultivo especificos como lo
fueron TSAeri y KB de manera estratégica, B. amyloliquefaciens FZB42gfp al poseer un
marcador de seleccion de tolerancia a Eritromicina tuvo la capacidad de crecer en el medio
TSAeri donde se inhibio la microbiota acompafiante que en este estudio no fue de interés al
momento de realizar los recuentos (ver anexo 3y 4). Para contrastar e identificar las colonias
correspondientes a Pseudomonas sp. UA1525 se realizaron recuentos en medio KB que
fueron expuestos a radiacion UV para observar las colonias que transmitieron fluorescencia
con ayuda del transiluminador (ver anexo 5), de esta manera se aseguro6 que en los diferentes
tiempos en los que se hizo el ensayo se contd el microorganismo inoculado inicialmente
desde el tiempo 0.

La evaluacion de la densidad poblacional a través del tiempo de las dos bacterias analizadas
se expresd en UFC/cm?, esto, partiendo de la idea que los recuentos que se realizaron
representaron lo contenido en los 5mL de suspension entre los 4 tejidos que se tomaron y
fueron suspendidos, asumiendo asi, que todas las celulas estuvieron en la superficie,
estimando el nimero de colonias en cada area de 1 cm? de aguacate Hass inspeccionada,
incluyendo de esta misma manera los respectivos controles no inoculados (ver anexos 6, 7'y
8).
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Figura 8. Densidad poblacional de células vegetativas y esporas de B. amyloliquefaciens
FZB42gfp en carposfera de aguacate Hass durante 8 dias.
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Comportamiento poblacional de B. amyloliquefaciens FZB42gfp sobre la carposfera de aguacate Hass. Cada
uno de los frutos fue asperjado con una solucion de esporas ajustada a una concentracion de 108 esporas/mL.
En cada tiempo un fruto fue procesado tomando 4 fracciones de tejido de 1 cm?, estos tejidos en conjunto se
suspendieron en agua destilada estéril. La concentracion de células vegetativas y esporas (choque térmico) se
estimo a partir de diluciones seriadas y conteos en placas de TSAeri, la proporcion de células vegetativas se
calculd a partir de la sustraccién entre el recuento de las células totales y esporas. Los puntos correspondientes
en la grafica hacen referencia al promedio de las UFC/cm? del total de dos frutos en los dos experimentos en
donde también se muestran las desviaciones estandar producto de las repeticiones realizadas cada tiempo de
andlisis que expresaron la densidad poblacional de células vegetativas y esporas de B. amyloliquefaciens
FzB42gfp (Fuente: Autor).

El tratamiento aplicado con esporas de Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp se midio a
partir de los recuentos obtenidos cada uno de los dias establecidos, como se vio evidenciado
en la figura 8, desde el primer dia postinoculacion la poblacién se redujo hasta en dos
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unidades logaritmicas referente a las células vegetativas y tres unidades logaritmicas en la
poblacion de esporas con referencia a la concentracion inoculada inicialmente, en el lapso de
tiempo entre los dias 1 y 3 de andlisis se alcanz6 el méximo de células metabdlicamente
activas, donde la concentracion de esporas producidas empezd a mostrar su tendencia en alza
hasta alcanzar su indice maximo en el dia 3, mientras que las células vegetativas de B.
amyloliquefaciens FZB42gfp ya marcaban una tendencia de disminucion desde el dia 1 en la
estimacion de la poblacion manteniendo esta constante en descenso hasta no ser detectada en
el dia 8. Particularmente posterior al dia 3 las esporas fueron disminuyendo en su
concentracion hasta perder su deteccion de igual forma que las vegetativas en el dia 8, por lo
que no fue necesario seguir la experimentacion hasta el dia 15.

El comportamiento fluctuante que mostrd tanto las células vegetativas como las esporas
evidencian la naturaleza del ciclo reproductivo de las especies del género Bacillus, como por
ejemplo en el dia 3 las células vegetativas se encontraron en un notable descenso mientras
que el nimero de esporas indicé su méaximo indice para este mismo dia. El contraste también
se observé en el dia 1 donde la densidad de células vegetativas fue mas alta que la de esporas.
Esto deja en evidencia que las esporas inoculadas en el inicio del experimento tuvieron la
capacidad de germinar y a partir de esto se produjeron las células vegetativas que se
detectaron y que la bacteria crece mediante fision binaria mientras en su entorno se
encuentran condiciones favorables para su desarrollo, por otro lado, la esporulacion se ve
inducida cuando se busca una estrategia de sobrevivencia en presencia de algun tipo de
limitacion o estrés como la escasez de nutrientes, alta densidad poblacional en el microbioma
residente y las interacciones con estos (Errington, 2003; Tejera et al., 2011; Villareal et al.,
2018). Asi mismo, en la figura 8 se reflejo la desviacion estandar de los dos ensayos
realizados con B. amyloliquefaciens FZB42gfp, que particularmente mostraron que el dia 5
mayor nivel de desviacion se tuvo entre los dos ensayos.
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Figura 9. Comportamiento poblacional de Pseudomonas sp. UA1525 en carposfera de
aguacate Hass durante 8 dias.
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Comportamiento poblacional de Pseudomonas sp. UA1525 sobre la carposfera de aguacate Hass. Cada uno de
los frutos fue asperjado con una solucidn de células ajustada a una concentracion de 108 bacterias/mL. En cada
tiempo un fruto fue procesado tomando 4 fracciones de tejido de 1cm?, estos tejidos en conjunto se suspendieron
en agua destilada estéril. La concentracién de células se estimd a partir de diluciones seriadas y conteos en
placas de BK sometidos posteriormente a radiacién UV para evaluar la emision de fluorescencia (Fuente:
Autor).

En el caso de Pseudomonas sp. UA1525 la estimacion de las UFC/cm? también se hizo de la
misma manera como con B. amyloliquefaciens FZB42gfp, evaluando la densidad de la
poblacién sobre la superficie del fruto a través del tiempo, asi mismo incluyendo un control
sin inoculo para esta bacteria. El contraste del inoculo inicial de Pseudomonas sp. UA1525
se vio reducido hasta en 4 unidades logaritmicas de las UFC/cm?. A partir de aqui la densidad
poblacional tuvo una tendencia ascendente muy significativa a través de los tiempos de
analisis, donde se vio la disminucion de sobrevivencia hasta no ser detectada en el dia 8.
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Independientemente de las condiciones de cultivo el éxito en el uso de inoculantes
microbianos se es modulado principalmente por la colonizaciéon por ejemplo en sistemas
como la rizosfera y filosfera (Chin-A-Woeng et al., 2000). De igual forma la eficiencia de
los agentes de control bioldgico depende de varios factores, como lo son la concentracion
adecuada de células microbianas que se inoculan, la colonizacion y disposicion de nutrientes
teniendo en cuenta las condiciones abidticas y bidticas, la expresion de los genes
involucrados en el control biolégico y asi mismo, la estabilidad de este microorganismo a
través del tiempo (Sare et al. 2021). De esta manera en el seguimiento del comportamiento
poblacional de las bacterias B. amyloliquefaciens FZB42gfp y Pseudomonas sp. UA1525 se
quiso evaluar la habilidad de estos microorganismos para persistir en un ambiente particular
que puede llegar a determinar su actividad biocontroladora en ambientes con condiciones tan
extremas como la filosfera de las plantas. En este caso, los resultados mostraron la drastica
disminucion inicial de la densidad poblacional de las dos bacterias aplicadas que
posiblemente se deba a este proceso de adaptacion que toma vincular un microorganismo
exogeno a condiciones de crecimiento diferentes y un microbioma o microambiente ya
establecido, estudios han demostrado esa resistencia interpuesta por parte del microbioma
autoctono en plantas, por ejemplo, el realizado por Lahlali et al. (2008), quienes tras la
aplicacion de la cepa K de Pichia anomala en frutos de manzana observaron un descenso
rapido en la concentracion del agente biocontrolador, de un inoculo inicial de 108 a 104
UFC/cm2 en tan solo 24 horas posterior a su aplicacién, comportamiento comparado como
el que se mostro en este estudio. Otro caso fue el de ensayos realizados en frutos de drupa
con la inoculacion de Penicillium frequentans que desde el momento de su aplicacion empez6
a reducir constantemente su poblacion hasta desaparecer por completo (Guijarro et al., 2019),
comportamiento en comun que obtuvo Kohl et al. (2019) con la rapida decadencia de Pantoea
agglomerans en citricos y de Bacillus amyloliquefaciens en melocot6n. Esto se relaciona a
la capacidad de recuperacion que tienen los microorganismos residentes en estos
microbiomas que pueden inducir la tendencia de la disminucion del agente biocontrolador
que se esta aplicando, rasgo que se evidencio en lo experimentado con B. amyloliquefaciens
FZB42gfp y aun mas en Pseudomonas sp. UA1525. Los estudios en el marco del control
bioldgico se han enfocado principalmente en entender las interacciones que se establecen
como planta-patogeno-agente biocontrolador. En esto, se ha ido ignorando el papel que juega
el microbioma residente que puede llegar a sesgar la aplicacion de bioinoculantes de manera
Optima (Caro et al., 2018). Por lo que bajo este concepto se ve influenciada la capacidad de
prevalencia a lo largo del tiempo de las poblaciones microbianas que se inocularon, todo esto
se podria concentrar en un comin denominador y es dependiente de la estructura del
microbioma residente posterior a la aplicacion de un agente de control biolégico que pueden
reaccionar y crearse una variedad de interacciones ecoldgicas como la competencia por
espacio o disposicion de nutrientes, parasitismo, como también podrian establecerse el
comensalismo y mutualismo (Massart et al., 2015; Zhimo et al., 2021).

Los resultados también demostraron que las poblaciones de B. amyloliquefaciens FZB42gfp
y Pseudomonas sp. UA1525 inoculadas en el fruto de Aguacate Hass persistieron con
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variaciones poblacionales en descenso a través de al menos 8 dias de seguimiento
evidenciando un declive de la poblacién por centimetro cuadrado de tejido hasta no ser
detectada. Por ejemplo, el género Bacillus el cual esta ampliamente distribuido en gran
variedad de nichos y que el suelo es considerado su principal reservorio ya que pueden usar
diversidad de sustratos organicos dispuestos en el suelo que aun asi puede ser complejo el
establecimiento de gran diversidad genética y funcional de especies microbianas. No
obstante, algunas especies de Bacillus pueden desarrollarse en este nicho bajo recuentos
cultivables entre 3 a 6 unidades logaritmicas por gramo de peso fresco de suelo (Villarreal et
al., 2018), aun asi, estudios como los de Kumar et al. (2011) sobre el ARNr en suelo revelaron
que la abundancia de especies cultivables y no cultivables del género Bacillus no son altas.
Lo que puede dejar en duda los niveles de la capacidad de colonizacidn que posee este género,
por otro lado, Rudrappa et al. (2008) reportaron que la especie B. subtilis FB17 produjo
biopeliculas como mecanismo de colonizacidn gracias a su atraccion por el acido L-maélico
secretado por las raices de Arabidopsis thaliana. De esta forma, en un enfoque que se dirige
a la sustentabilidad agricola existen escasas investigaciones con la idea de comprender la
diversidad y dindmica poblacional especifica de Bacillus en diferentes ambientes, en donde
por ejemplo en la carposfera a diferencia de la rizosfera requerird mayor esfuerzo para lograr
una colonizacion y persistencia. En carposfera o filosfera se han encontrado antecedentes en
donde Lozano, 2017 en carposfera de Mango observo cuatro especies de Bacillus persistieron
a lo largo de 15 dias disminuyendo 2 unidades logaritmicas de densidad en el tejido del fruto,
de igual forma indic6 que la dindmica poblacional de Bacillus en mayor medida permanece
como esporas seguido de una germinacion de una pequefia subpoblacion de células que
permanece metabdlicamente activas, lo que se contrasta con lo estudiado por Crane et al.,
(2013) en el desarrollo poblacional de B. amyloliquefaciens en la filosfera de trigo donde
obtuvo una tendencia en descenso de 2 unidades logaritmicas durante 15 dias.

A través del comportamiento que mostraron las cepas de B. amyloliquefaciens FZB42gfp y
Pseudomonas sp. UA1525, en la disminucion del nivel poblacional posterior a la aplicacion
se ve limitado su potencial biocontrol a largo plazo que, desde un punto de vista agronémico,
estos microorganismos al no tener la capacidad de persistir en un ecosistema como el de la
carposfera de aguacate Hass requieren de aplicaciones periddicas como estrategia para
mantener estos agentes de control bioldgico en abundancia y que pueda equiparar todo el
fruto. A partir de esta idea, estudios previos como los de Lozano (2017), Crane et al. (2013)
y Zeriouh et al. (2014) coinciden en que la mayoria de poblacion microbiana sobre los tejidos
se mantienen como esporas, el cual es su fase metabdlica inactiva, en el caso del género
Bacillus, lo que trae a discusion sobre la capacidad de la actividad biocontroladora de estas
especies, como sugieren algunos antecedentes sobre el potencial de biocontrol se cuestiona
la capacidad de las células metabdlicamente activas de llegar a producir la cantidad necesaria
de metabolitos antimicrobianos que lleguen a inhibir la proliferacion de agentes patdgenos.
La relacion entre los cambios de la densidad poblacional y la produccion de estos metabolitos
se vio evidenciada en investigaciones in situ, como las de Ongena et al. (2005) en la
evaluacion del potencial biocontrolador de la cepa M4 de Bacillus subtilis contra
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enfermedades fungicas de las plantulas de frijol causado por Pythium ultimum y contra el
moho gris de la manzana en poscosecha, demostrando la actividad de control biol6gico con
metabolitos como lipopéptidos y fengicinas en tejidos infectados. Al igual que Toure et al.
(2004), con el estudio de la cepa GA1 de Bacillus subtilis en el control de la enfermedad del
moho gris de la manzana causada por Botrytis cinérea evidenciando su potencial para reducir
la enfermedad mediante el tratamiento de frutos heridos artificialmente con suspensiones de
endosporas, manteniendo un nivel de proteccion de hasta el 80% durante 10 dias gracias a la
produccion de lipopetidos antifungicos. Lo anterior sumado con la idea de que las células
metabolicamente activas son las que tienen la capacidad de producir estos metabolitos
antimicrobianos se podria hipotetizar que hasta los 2 dias postinoculacion se puede llegar
alcanzar el indice méximo de celulas vegetativas, con el potencial de llegar a controlar
hongos fitopatdgenos como C. gloeosporioides, L. theobromae y especies de Fusarium, los
cuales son los mas frecuentados en la postcosecha del Aguacate Hass. esperando que en este
lapso de tiempo se acumule la mayor cantidad posible de metabolitos antifingicos, segun lo
evidenciado por Lozano (2017), Crane et al. (2013) y el seguimiento del comportamiento
poblacional en este estudio preliminar.

Por otro lado, el género Pseudomonas también ha sido asociado en mayor medida con el
suelo como su nicho ecolégico, en donde su colonizacion esté influenciada por los exudados
radiculares, diferentes estudios recopilan reportes relevantes sobre actividades antagénicas y
de biocontrol de fitopatdgenos por parte de este género (Alvarez et al., 2020), sin embargo,
es escaso el estudio a la evaluacion del comportamiento poblacional sobre la carposfera con
interés biocontrolador, teniendo en cuenta que el género Pseudomonas también posee la
capacidad de formar biopeliculas y producir metabolitos secundarios bioactivos como
fenazinas, floroglucinoles, pioluteorinas, pirrolnitrinas y lipopétidos (Dimkic, 2022). Por
ende, es necesario fortalecer estos estudios preliminares sobre especies de Pseudomonas con
potencial biocontrol. No obstante, en busca de la optimizacién una alternativa para mejorar
la eficiencia y la persistencia de estos microorganismos es la aplicacion de mas de un agente
de control bioldgico o usando ensamblajes microbianos como los mencioné Razack (2021),
que también expuso sobre las relaciones ecoldgicas positivas bajo interacciones sinérgicas
que pueden llegar a ser mas ventajosas considerando que el biocontrol de las enfermedades
postcosecha es un proceso complejo para que solo un microorganismo se haga cargo.
Algunos estudios que han mostrado una mayor eficiencia cuando se aplican cepas
complementarias han sido como los de Rivas et al. (2019) que evalud el potencial
biocontrolador en individual y en conjunto de una levadura marina Debaryomyces hansenii
y una bacteria marina Stenotrophomonas rhizophila contra Fusarium proliferatum en frutos
de melon en etapa postcosecha, donde evidencié la reduccion significativa del crecimiento
del patogeno cuando se aplicé el tratamiento combinado. Por otro lado, Gotor et al. (2017) a
través de evaluaciones de diferentes tratamientos de coinoculacion de Bacillus
amyloliquefaciens CPA-8 y Penicillium frequentans mostro resultados interesantes contra
Monilinia laxa y Monilinia fructicola sobre drupas llegando a registrar indices de control
bioldgico iguales de efectivos como el de algunos productos de origen quimico. Sin embargo,
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la eficiencia y estabilidad de los agentes de control bioldgico de forma individual o en
combinacidon necesitan de estudios a profundidad de los factores que constituyen las
condiciones bioticas y abidticas que permiten consolidar esta actividad antagonista.

Figura 10. Comportamiento poblacional de B. amyloliquefaciens FZB42gfp frente a
Pseudomonas sp. UA1525 en carposfera de aguacate Hass durante 8 dias.

B. amyloliquefaciens FZB42gfp y Pseudomonas sp.
UA1525

Log10 UFC/cm?
S

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (dias)

—O— B. amyloliquefaciens FZB42gfp Pseudomonas sp. UA1525

Comparacién de la densidad poblacional a través del tiempo de B. amyloliquefaciens FZB42gfp frente a
Pseudomonas sp.UA1525 en carposfera de aguacate Hass durante 8 dias, los puntos sobre la grafica indican el
recuento de la densidad de células totales en el caso de B. amyloliquefaciens FZB42gfp, la cual abarca células

vegetativas y esporas, frente al recuento de las células bacterianas de Pseudomonas sp. UA1525 (Fuente:
Autor).

La comparacion directa del comportamiento de la densidad poblacional entre los dos
tratamientos aplicados fue muy significativa, las primeras particularidades fueron el descenso
muy desmedido y rapido de Pseudomonas sp. UA1525 en comparacion a B.
amyloliquefaciens FZB42gfp, se ve evidenciada las grandes diferencias en la naturaleza para
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cada uno de estos microorganismos, pero, la que méas sobresale para este caso de la
evaluacion de la sobrevivencia es la ventaja que tiene B. amyloliquefaciens FZB42gfp al
producir endosporas, esta espora interna le proporciona a la especie del género Bacillus la
capacidad de propagacion y prevalencia en diversos ecosistemas, su ciclo reproductivo
consta de una fase de crecimiento vegetativo y otra en la que se produce la esporulacion
(Villareal et al., 2018). Esta etapa de esporulacion probablemente le permitio sobrevivir en
una mayor densidad poblacional y persistiendo sobre la carposfera del fruto. Por esta razon
la relevante caracteristica de formacion de endosporas resistentes a condiciones bidticas y
abioticas le da un interés extra para la formulacion de productos biotecnoldgicos, mientras
que las especies de Pseudomonas a pesar de demostrar actividad de control biol6gico, no
tiene la capacidad de producir esporas de resistencia, lo que limita su formulacion, estabilidad
y perdurabilidad para uso comercial. No obstante, esta serie de experimentos necesitan mas
replicas para recopilar mas informacién sobre la colonizacion y el comportamiento
poblacional que demuestran estos microorganismos benéficos mientras se establecen y
persisten en la superficie del fruto que se quiere proteger, asi mismo se obtendran mas
indicios de como se podra optimizar el uso y aplicacion de estos agentes de control bioldgico
en cultivo como alternativa conveniente para el consumidor, medio ambiente y llegar a
potenciar la calidad del fruto en el mercado internacional.

8. CONCLUSIONES

La cepa modelo Bacillus amyloliquefaciens FZB42gfp y el aislamiento nativo Pseudomonas
sp. UA1525, bacterias con potencial control bioldgico no tuvieron la capacidad de colonizar
la carposfera de Aguacate Hass, donde solo persistieron hasta antes del dia 8 de analisis.

El comportamiento de la densidad poblacional que marca la sobrevivencia de B.
amyloliquefaciens FZB42gfp sobre la carposfera de Aguacate Hass. fue fluctuante,
probablemente gracias a su resistencia adquirida por la produccion de endospora, donde
prevalecio a traves de un tiempo anterior a los 8 dias. Adicional a esto, B. amyloliquefaciens
FZB42gfp mostro la habilidad de germinar a partir de sus esporas y sobrevivir, mientras que
Pseudomonas sp. UA1525 mostrd un descenso poblacional mas marcado durante los 8 dias
de analisis posiblemente al no poseer un mecanismo de resistencia y sobrevivencia como lo
es producir espora. De igual forma desde el punto de vista agrondmico estos
microorganismos evidenciaron que en los primeros dos dias postinoculacion pueden producir
el mayor nivel de células metabolicamente activas que puedan llegar a cumplir con la
capacidad biocontroladora.

La identidad del aislamiento nativo UA1525, producto de los estudios previamente
desarrollados por parte del grupo de investigacién en bacteriologia agricola y ambiental
BA&A en el 2017 y dispuesto para los ensayos del presente estudio, que bajo analisis
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taxondmico de su secuencia del gen ARNr 16S contrastada en bases de datos como GenBank
de la NCBI, RPD y EMBL-EBI no se pudo precisar en el orden de especie, donde solo se
lleg6 a definir como parte del género Pseudomonas, esto, posiblemente a la baja resolucion
del gen en estudio para este genero bacteriano.

9. GLOSARIO

PGPR: Rizobacterias o bacterias promotoras de crecimiento vegetal. Tienen la capacidad de
colonizar el sistema radicular de las plantas o su entorno mas cercano, facilitando el
enraizamiento y crecimiento de las plantas.

Biocontrol: Hace referencia al uso de organismos que solos 0 en combinacién son capaces
de disminuir los efectos negativos que causa una poblacion patdgena sobre el crecimiento o
productividad de un cultivo. Este mecanismo depende de las interacciones que ocurren entre
la planta, el patdgeno, el organismo biocontrolador y el ambiente en el que se desarrolla la
interaccion.

Carposfera: Microambiente desarrollado en la fruta de una planta.

Postcosecha: Se refiere al manejo adecuado para la conservacion de diversos productos
agricolas, con el fin de determinar la calidad y su posterior comercializacion o consumo

Fungicida: Herbicidas e insecticidas son plaguicidas utilizados en la proteccion de cultivos
contra plagas y enfermedades.

Planta huésped: Planta que sirve de albergue, hébitat o fuente de alimento como parte del
ciclo vital de otros organismos.

Hongo fitopatdgeno: Especies de hongos que producen enfermedades en las plantas

Interaccion bioldgica: Son las interacciones entre organismos de una comunidad biol6gica
dentro de un ecosistema

Colonizacion: Accion por la cual los microorganismos se asientan establemente en un nuevo
nicho biolégico.

Endospora: Sustancia inactiva, resistente, no reproductiva producida por una pequefia
cantidad de bacterias de la familia Firmicute.

Secuenciacién: Proceso que determina la secuencia de bases de los nucleétidos

Amplicon: Conjunto de moléculas de ADN idénticas, resultado de una reaccion en cadena
de polimerasa PCR.
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10. ANEXOS
Anexo 1. Medio de cultivo B de King (KB) (King et al., 1954).

COMPOSICION TEORICA (9/L de agua destilada)
Proteasa peptona No. 3 20.0
K2HPO4 1.5
MgSO4 1.5
Agar Bacterioldgico 15
Glicerol 10mL

Anexo 2. Medio de cultivo Tripticasa de Soja Agar (TSA) Eritromicina.

COMPOSICION TEORICA (o/L de agua destilada)
Tripticasa de Soja Agar 40
Eritromicina lug/mL*

*Esta concentracion se aplico a partir de una solucion stock de 500ppm preparada con 5mg de Eritromicina
comercial (originalmente en presentacion de 500mg) en 10 mL de estanol grado reactivo al 70% y teniendo
en cuenta que 1pg/mL es equivalente a 1ppm.

Anexo 3. Recuento en placa de las diluciones 103, 10-* y 10 por duplicado (en direccion
izquierda a derecha) de esporas de B. amyloliquefaciens FZB42gfp en el primer tiempo de
analisis en medio TSAeri

(Fuente: Autor)
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Anexo 4. Recuento en placa de las diluciones 103, 10* y 10 por duplicado (en direccion
izquierda a derecha) de células totales de B. amyloliquefaciens FZB42gfp en el primer tiempo
de andlisis en medio TSAeri.

(Fuente: Autor)

Anexo 5. Recuento en placa de las diluciones 102, de Pseudomonas sp. UA1525 en
exposicion bajo UV en el transiluminador.

(Fuente: Autor)
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Anexo 6. Informes de los recuentos en placa obtenidos en los ensayos del comportamiento

de B. amyloliquefaciens FZB42gfp en carposfera de Aguacate Hass.

Recuento
Ensayos Tiempo Tratamiento Dilucion en placa Informe
(UFC)
B. amyloliquefaciens 10° 92 | 91 6 2
FZBA2qfp 109 c1 | 6 | 5¥10°UCF/em
: B. amyloliquefaciens 103 80 77
T(IeDr?apflJ)l FZB42gfp con 04 ) 3.7x10° UCF/cm?
choque térmico 1 4
Control sin inoculo 10" 0 0
F 2
B. amyloliquefaciens 10° 157 | 139
FZB42gfp 107 20 | 12 3.1x10® UCF/cm?
. B. amyloliquefaciens 103 94 83
T('g}‘apg)z FZB42gfp con w0r | 30 | 1p | 26¥10° UCF/em?
choque térmico
Control sin inoculo 10" 0 0 ,
i i 10°® 20 16
5 amé"zoéle‘g;gc'ens o o o] L5¥0° UCFlem?
. B. amyloliquefaciens 103 83 30
T('E)Tapg)3 FZB42gfp con ot | g | g | 87X10°UCFem?
choque térmico
Control sin inoculo 101 0 0 )
(ADE) 102 0 0 0 UCF/cm
B. amyloliquefaciens 103 0 0 ,
FzB42gfp 104 0 0 0 UCF/cm
. B. amyloliquefaciens 103 0 0
T(IEJTapg)4 FZB42gTp con 0 | o | o 0 UCF/cm?
choque térmico
Control sin inoculo 10 0 0 )
(ADE) 102 0 0 0 UCF/cm
B. amyloliquefaciens 103 123 | 136
FZB42gfp 0% 0 | 31 3.8x10° UCF/cm?
. B. amyloliquefaciens 103 126 | 96
T(Ig?ap](?)l FZB4ngp con 10+ 23 19 2 6x10° UCF/cm?
£ ) choque térmico
nsayo — 107 0 0
Control sin inoculo _2 0 UCE/crm?
(ADE) 10 0 0
. B. amyloliquefaciens 103 246 | 289 6 )
Tlerppo 2 FZB42gfp 104 5 45 6.1x10° UCF/cm
(Dia 3)
10°® 196 | 150 | 3.5x10° UCF/cm?
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B. amyloliquefaciens
FZB42gfp con 10+ 31 25
choque térmico
Control sin inoculo 10 0 0
F 2
(ADE) 107 | o | o | CUcHem
B. amyloliquefaciens 103 0 ,
FZB42gfp 10 0 0 0 UCF/cm
. B. amyloliquefaciens 103 0 0
T(IeDr?ap;s))3 FZB42gfp con 0 | o | o 0 UCF/cm?
choque térmico
Control sin inoculo 10" 0 0
F 2
(ADE) 107 | o | o | OUCHem
B. amyloliquefaciens 10° 0 0 ,
FZB42gfp 10 0 0 0 UCF/cm
. B. amyloliquefaciens 103 0 0
T(Ig};pgf FZB42gfp con 104 0 0 0 UCF/cm?
choque térmico
Control sin inoculo 101 0 0 X

Los recuentos por duplicado de cada dilucién analizada que correspondieron a cada uno de los tiempos de
andlisis, se promediaron para posteriormente multiplicarlo por el inverso de su dilucién, multiplicando este por
5 y dividiendolo en 4, de esta manera, se hizo la relacion de los recuentos en placa a partir de las células
contenidas en la superficie de los 4 tejidos, cada uno de un cm? suspendidos en 5 ml de ADE para informar en
UCF/cm? (Fuente: Autor).

Anexo 7. Informe final de los ensayos del comportamiento de B. amyloliquefaciens
FZB42gfp en carposfera de Aguacate Hass.

Tiempo Tratamiento Idnforme (e Informe (Log10)
e los dos ensayos)
Células totales de B.
amyloliquefaciens 6.9x108 UCF/cm? 6.84
FZB42gfp
Esporas de B.
amyloliquefaciens 5.3x10° UCF/cm? 5.75
Tiempo 1 (Dia 1) FZB42gfp
Células vegetativas de
B. amyloliquefaciens 6.3x10° UCF/cm? 6.80
FZB42gfp
Control sin inoculo 2
(ADE) 0 UCF/cm 0
Células totales de B.
Tiempo 2 (Dia 3) amyloliquefaciens 6.2x10® UCF/cm? 6.79
FZB42gfp
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Esporas de B.
amyloliquefaciens
FZB42gfp

3.9x10°% UCF/cm?

6.59

Células vegetativas de
B. amyloliquefaciens
FZB42gfp

2.2x10°% UCF/cm?

6.35

Control sin inoculo
(ADE)

0 UCF/cm?

Tiempo 3 (Dia 5)

Células totales de B.
amyloliquefaciens
FZB42gfp

1.5x108 UCF/cm?

6.17

Esporas de B.
amyloliquefaciens
FZB42gfp

1.3x10°% UCF/cm?

6.11

Células vegetativas de
B. amyloliquefaciens
FZB42gfp

1.8x10° UCF/cm?

5.27

Control sin inoculo
(ADE)

0 UCF/cm?

Tiempo 4 (Dia 8)

Células totales de B.
amyloliquefaciens
FZB42gfp

0 UCF/cm?

Esporas de B.
amyloliquefaciens
FZB42gfp

0 UCF/cm?

Células vegetativas de
B. amyloliquefaciens
FZB42gfp

0 UCF/cm?

Control sin inoculo
(ADE)

0 UCF/cm?

0

Los recuentos informados y expuestos en el Anexo 6 y que pertenecen a los dos ensayos realizados con B.
amyloliquefaciens FZB42gfp se unificaron bajo promedio para su informe final, también se calcul6 la densidad
poblacional de las células vegetativas de B. amyloliquefaciens FZB42gfp mediante la sustraccién entre los
recuentos de las células totales y el recuento de esporas. A estos informes finales se les hallé su logaritmo en
base 10 para su graficado (Fuente: Autor).

Anexo 8. Informes de los recuentos en placa obtenidos en los ensayos del comportamiento
de Pseudomonas sp. UA1525 en carposfera de Aguacate Hass.

. . A Recuento en Informe
Tiempo Tratamiento Dilucion placa (UEC) Informe (Log10)
Pseudomonas sp. 10 19 15 . ,
oo 1 (0l 1) UA1525 10° 1 0 2.1x10* UCF/cm 4.32
P Control sin inoculo 10" 0 0 0 UCE/em? 0
(ADE) 10 0 0
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Pseudomonas sp. 10 10 8 \ ,
_ ] UA1525 102 0 0 1.1x10° UCF/cm 3.05
Tiempo 2 (Dia 3) — gl
Control sin inoculo 10 0 0 0 UCF/em? 0
(ADE) 1072 0 0
Pseudomonas sp. 10 6 3 , ,
_ ] UA1525 102 0 0 6.2x10° UCF/cm 2.79
Tiempo 3 (Dia 5) — gl
Control sin inoculo 10 0 0 0 UCF/em? 0
(ADE) 1072 0 0
Pseudomonas sp. 10 0 0 ,
_ ] UA1525 102 0 0 0 UCF/cm 0
Tiempo 4 (Dia 8) — gl
Control sin inoculo 10 0 0 0 UCF/em? 0
(ADE) 1072 0 0

Los recuentos por duplicado de cada dilucion analizada que correspondieron a cada uno de los tiempos de
andlisis, se promediaron para posteriormente multiplicarlo por el inverso de su dilucion, multiplicando este por
5 y dividiendolo en 4, de esta manera, se hizo la relacién de los recuentos en placa a partir de las células
contenidas en la superficie de los 4 tejidos, cada uno de un cm? suspendidos en 5 ml de ADE para informar en
UCF/cm? (Fuente: Autor).
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