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EXPRESIÓN DE GENES DE AGUACATE ANTE VARIANTES DEL Avocado sunblotch 

viroid 

Luis Alberto López Rivera, M. en C. 

Colegio de Postgraduados, 2017 

 

RESUMEN 

Gran parte de la respuesta inmune en las plantas es asignada a las proteínas 

relacionadas con la patogénesis. En aguacate, su participación se ha demostrado en 

defensa contra algunos de sus patógenos más importantes. Sin embargo, en la 

enfermedad de la mancha de sol (Avocado sunblotch viroid, ASBVd) aún queda algunos 

componentes de la respuesta de defensa por aclarar. En particular, la infección por 

ASBVd presenta variantes asintomáticas que generan incógnitas sobre la defensa del 

aguacate a la infección. En este sentido, esta investigación analiza la expresión de genes 

codificantes de proteínas de defensa, NPR1, EREBP, PR-5 y PR-6 en la infección de dos 

variantes del ASBVd en hojas y frutos de aguacate. Nuestro análisis muestra que la 

infección de ASBVd es capaz de modificar la expresión de los genes PR-5 y PR-6, 

mientras que NPR1 y EREBP no se modifican. Encontramos diferencias significativas en 

la expresión de frutos, siendo notable con PR-5 en frutos asintomáticos; a su vez, PR-6 se 

expresa significativamente en los frutos infectados pero sin diferencias entre sintomático 

y asintomático. La expresión coordinada de ambos genes en frutos sugiere la activación 

de un mecanismo sinérgico de respuesta de defensa a la infección de ASBVd. 

 

Palabras clave: Avocado sunblotch viroid, Persea americana, genes PR, mancha de sol, 

árboles sintomáticos, árboles asintomáticos. 
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AVOCADO GENE EXPRESSION IN VARIANTS OF Avocado sunblotch viroid 

Luis Alberto López Rivera, M. en C. 

Colegio de Postgraduados, 2017 

 

ABSTRACT 

Immune response in plants depends on pathogenesis-related proteins. In avocado, their 

involvement has been shown in defense against some of its most important pathogens. 

However, in sunblotch disease (Avocado sunblotch viroid, ASBVd) there are some 

components of the defense response to be elucidated. In particular, ASBVd infection 

presents symptomless variants that raise questions about avocado defense to infection. 

To address this, this research analyzes expression changes in genes encoding defense 

proteins, NPR1, EREBP, PR-5 and PR-6, in leaves and fruits infected with two variants of 

ASBVd. Our analysis shows that ASBVd infection is capable of modifying the 

expression of PR-5 and PR-6 genes, while NPR1 and EREBP are not modified. We found 

significant differences in gene expression in fruits, particularly on PR-5 in symptomless 

fruits; in contrast, PR-6 is expressed significantly in infected fruits but no significant 

differences were observed between symptomatic and symptomless trees. The 

coordinated expression of both genes in fruits suggests the activation of a synergistic 

mechanism of defense response to ASBVd infection. 

 

Keywords: Avocado sunblotch viroid, Persea americana, PR genes, symptomatic trees, 

syptomless trees
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1. INTRODUCCIÓN 

El aguacate (Persea americana Mill.) es un cultivo frutícola de importancia en 

México con una producción en 2015 de 1.6 millones de toneladas que representaron un 

valor de producción de 22 mil millones de pesos (SIAP, 2015). A pesar del éxito que el 

cultivo ha tenido, este sucumbe ante plagas y patógenos originados en sus ambientes 

naturales o introducidos  que afectan negativamente el crecimiento y desarrollo, 

reducen el rendimiento agronómico y perjudican la calidad de frutos (Dann et al., 2013).  

Las plantas son incapaces de moverse para escapar de los desafíos del ambiente 

obligándolas a proceder alternativamente para defenderse; por ello las plantas han 

evolucionado mecanismos pasivos (barreras físicas y químicas) (Nühse, 2012), 

fisiológicos (Taiz y Zeiger, 2002), bioquímicos (Martin et al., 2003), moleculares 

(Schreiber et al., 2016) y genéticos (Wiesner-Hanks y Nelson, 2016) para resistir el 

embate de patógenos y otros tipos de estrés. La carencia de células defensoras móviles y 

de un sistema inmune circulatorio en plantas las obliga a que confíen en la inmunidad 

innata de cada célula y en un sistema de señales resultado de la infección (Jones y 

Dangl, 2006; Spoel y Dong, 2012). Entonces, las plantas han desarrollado estrategias para 

percibir dichos ataques y traducirlos a una respuesta adaptativa. Esta habilidad para 

detectar microorganismos y organizar una respuesta ha sido fundamental para la 

evolución y supervivencia de las plantas (Conrath et al., 2015; Hilker et al., 2016).  

Afinar los mecanismos de respuesta para controlar efectivamente la propagación 

de plagas y patógenos requiere la inversión de un alto costo de energía (Cipollini et al., 

2014). Los factores de transcripción tienen un rol importante en los mecanismos de 

defensa coordinando la expresión de genes (Garner et al., 2016). La proteína NPR1 

(NON-EXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES1) es un co-regulador 

transcripcional de diversos genes involucrados en la respuesta inmune de las plantas 

(Mukhtar et al., 2009), actúa como un modulador en la expresión de genes de proteínas 

PR (Pathogenesis-Related) al interactuar con los factores de transcripción (Pieterse y van 

Loon, 2004). Así mismo, NPR1 modula la inter-comunicación entre  la ruta del ácido 

salicílico y la ruta ácido jasmónico/etileno ( Spoel et al., 2003; Leon-Reyes et al., 2009).  
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Otro gen relacionado con defensa es el que codifica la proteína de unión al 

elemento de respuesta al etileno (EREBP) que pertenece a la familia de factores de 

transcripción AP2/ERF (APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTORS) cuya 

regulación de genes mantienen el balance entre las rutas de respuesta al estrés y 

desarrollo (Dietz et al., 2010; Phukan et al., 2017) y se caracterizan por su afinidad en la 

unión con la caja GCC (AGCCGCC), que es una secuencia conservada en la región del 

promotor de los genes PR inducidos por etileno (Ohme-Takagi y Shinshi, 1995). 

Un papel importante dentro de las respuestas de defensa es asignado a las 

proteínas PR (Bol et al., 1990; Stintzi et al., 1993; Ebrahim et al., 2011). Estas se han 

definido como proteínas codificadas por una planta hospedera pero inducidas solo en 

situaciones patológicas o relacionadas (van Loon et al., 1994). Se clasifican en 17 familias 

de acuerdo a sus funciones y propiedades (van Loon et al., 2006). 

En la búsqueda de destacar genes regulados durante las respuestas de defensa a 

patógenos en aguacate se han elaborado estudios de perfiles de expresión que han 

revelado las bases moleculares de la interacción planta-patógeno, enfocadas 

principalmente en infecciones causadas por Colletotrichum gloeosporioides (Djami-

Tchatchou et al., 2012) y Phytophthora cinnamomi (Mahomed y Van Den Berg, 2011). En 

aguacate han destacado los genes PR por favorecer un mecanismo inmune inducido de 

defensa de la planta conocido como resistencia sistémica adquirida (Fu y Dong, 2013). 

En este trabajo se seleccionaron genes codificantes de proteínas PR, que actúan en 

respuesta al etileno y ácido salicílico, y que son regulados transcripcionalmente por 

NPR1 y EREBP, para ser evaluados en la infección del Avocado sunblotch viroid (ASBVd), 

causante de la enfermedad de la mancha de sol en aguacate (Palukaitis et al., 1979; 

Desjardins, 1987). 

El ASBVd es un agente infeccioso formado por una molécula de RNA circular de 

cadena sencilla con una variación de secuencia de 246 a 251 nucleótidos (Symons, 1981; 

Rakowski y Symons, 1989; Schnell et al., 2001). Las diferencias en secuencia se han 

asociado a una diversificación de síntomas que también incluye una variante 

asintomática (Semancik y Szychowski, 1994). Los síntomas de la mancha de sol se 
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caracterizan por presentar daños severos en los frutos, que incluyen heridas deprimidas 

en la superficie del fruto que van desde color amarillo, verde-amarillento, rosado, hasta 

llegar a manchas necróticas (Desjardins, 1987); además afecta la fisiología y calidad 

postcosecha en características de valor comercial (Vallejo-Pérez et al., 2015).  

La variante asintomática toma relevancia debido a que su producción es continua 

en todo el hospedante (Semancik y Szychowski, 1994); esto es importante 

particularmente para la transmisión por semilla (Wallace, 1967), y a pesar de que no se 

presentan síntomas visibles, esta se caracteriza por una marcada reducción en la 

producción de fruta (Saucedo-Carabez et al., 2014). 

La principal forma de transmisión de este patógeno es por injertos (Haas, 1952) lo 

que limita el control efectivo de la enfermedad. La detección es fundamental para 

aplicar manejo preventivo de diseminación (Barrera y Rojas, 2007; Luttig y Manicom, 

1999); donde algunas recomendaciones son la remoción de árboles con síntomas y su 

destrucción (Schnell et al., 2011), y la desinfección de herramientas (Desjardins et al., 

1987).  

En México, la producción comercial de plantas de aguacate se basa en utilizar 

portainjertos originados de semilla, lo que genera una alta heterogeneidad (Salazar-

García et al., 2004). En la búsqueda de patrones tolerantes a enfermedades, los análisis 

comparativos de expresión de genes, que incluyen interacciones planta-patógeno, han 

provisto información para priorizar los genes candidatos para una caracterización 

funcional (Engelbrecht y Van Den Berg, 2013; Zhang et al., 2016; Zhu et al., 2016). 

El manejo de enfermedades en el cultivo de aguacate ha manifestado la necesidad 

de desarrollar variedades y portainjertos resistentes como parte de un acercamiento 

integrado a la reducción de la incidencia, por lo que se requiere un entendimiento de las 

respuestas de defensa en los diferentes patosistemas. 

En este trabajo se partió de la hipótesis que la cascada de expresión en respuesta de 

defensa del aguacate al ASBVd, causante de la enfermedad de la mancha de sol en 

aguacate (Palukaitis et al., 1979; Desjardins, 1987) es diferente en árboles asintomáticos 

de aquellos que presentan síntomas, lo que posiblemente indica una capacidad de 
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defenderse del ataque de esta enfermedad. El objetivo de este estudio es describir los 

cambios en niveles de expresión de los genes de defensa seleccionados en en plantas 

infectadas sintomáticas y asintomáticas de la infección de ASBVd en aguacate para 

explicar las respuestas de defensa determinantes en este patosistema. 

 

1.1. Objetivos 

Distinguir los niveles de expresión de genes relacionados con defensa en árboles 

de aguacate infectado con variantes sintomáticas y asintomáticas de ASBVd. 

 

1.1.1. Objetivos particulares 

a. Evaluar la expresión de un gen perteneciente a NPR1 en aguacate infectado con 

ASBVd. 

b. Evaluar la expresión de un gen miembro de la familia de factores de 

transcripción AP2/ERF. 

c. Evaluar la expresión de genes codificantes de proteínas PR-5 y PR-6 en aguacate 

infectado con ASBVd. 

d. Diferenciar los niveles de expresión de los genes relacionados con defensa entre 

los árboles sanos, sintomáticos y asintomáticos. 

 

1.2. Hipótesis 

Los genes relacionados con defensa son expresados durante la infección con 

ASBVd sin importar la aparición de síntomas o no. Sin embargo, los niveles de 

expresión varían entre árboles sintomáticos y asintomáticos. 

 

 

2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Particularidades del aguacate 

El aguacate es una de las frutas más cultivadas en países tropicales y subtropicales 

tanto a nivel de subsistencia como comercial (FAO, 2011b), esta considerada dentro del 
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grupo de frutas tropicales mayores ocupando el quinto lugar de producción mundial 

(FAO, 2011a). México se ha consolidado como el principal consumidor y productor de 

esta fruta a nivel mundial (Macías, 2011). Tiene una superficie sembrada de 187 mil 

hectáreas, produce 1,644,226 ton, y se exportan mas de 900 mil toneladas, 

principalmente a EUA, con ingresos de 1,920 millones de USD (SIAP, 2016). Además, el 

sector aguacatero en México genera 42 mil empleos permanentes y 31 mil temporales 

(Arana et al., 2015). 

El cultivo comercial de aguacate actual corresponde a la especie Persea americana 

Mill., perteneciente a la familia Lauraceae (Chanderbali et al., 2013). Se cree que su 

domesticación en Mesoamérica pudo ocurrir incluso antes que algunos cultivos anuales 

(Galindo-Tovar et al., 2008). Esta especie es referente del sub-genero Persea, cuya 

mayoría de miembros se cree son originarios de México, Guatemala y América Central 

(Sánchez-Pérez, 1999), pero su distribución se ha extendido mundialmente debido a su 

adaptabilidad y productividad en un amplio rango de ambientes (Bost et al., 2013). Se 

han descrito tres razas ecológicas de P. americana distinguibles entre ellas: raza mexicana 

(P. americana var. drymifolia), raza guatemalteca (P. americana var. guatemalensis) y raza 

antillana (P. americana var. americana) (Bergh y Ellstrand, 1986). 

El aguacate es una fruta de gran valor nutricional para el consumo humano 

(Ortega, 2003), como fuente natural de ácidos grasos monoinsaturados (Duester, 2001), 

con actividad antioxidante (Wang et al., 2010) y con efectos potenciales favorecedores a 

la salud debido a su composición (Dreher y Davenport, 2013).  

 

2.2. Sistema inmune de las plantas 

Las plantas han desarrollado un sistema inmune de varios niveles en cada célula 

para poder defenderse del ataque de patógenos. Los patógenos potenciales deben 

primero acceder a la planta, ya sea penetrando la superficie de las hojas o raíces o a 

través de heridas y aberturas naturales.  

La primera barrera física presentada por las células es la pared celular 

(Underwood, 2012). Muchos patógenos disponen de diversas estrategias para superar la 
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pared celular (Bellincampi et al., 2014). Al penetrar la pared celular, la membrana 

extracelular queda expuesta y se genera una interacción muy cercana (Hématy et al, 

2009; Underwood, 2016). Esta irrupción contribuye a la inducción de la defensa donde 

los patrones moleculares derivados del daño (damage-associated molecular patterns o 

DAMPs) activan las señales de defensa (Nühse, 2012).  

La primera línea de respuesta inmune (PTI o PAMP-triggered immunity) es activada 

por los patrones moleculares asociados a patógenos o microbios (PAMPs o pathogen-

associated molecular patterns; MAMPs o microbe-associated molecular patterns) (Wu et al., 

2014). Estos patrones moleculares son reconocidos por receptores asociados a la 

membrana del hospedante (pattern recognition receptors o PRRs) (Macho y Zipfel, 2014), 

que generalmente consisten de un dominio extracelular LRR (leucine-rich repeat) y un 

dominio intracelular de quinasa (Dodds y Rathjen, 2010). Usualmente esta respuesta 

inmune detiene la infección, sin embargo, diversos patógenos han evolucionado para 

suprimir la PTI (Degrave et al., 2015; Li et al., 2016; Lin et al., 2016).  

La secreción de proteínas patogénicas, llamadas efectoras, es un elemento clave 

para el desarrollo de la patogénesis (Toruño et al, 2016). Estas proteínas modifican la 

respuesta inmune de la planta y facilitan la infección (Dagdas et al., 2016; Sperschneider 

et al., 2016). Las proteínas efectoras secretadas por los patógenos son reconocidas por 

receptores específicos intracelulares del hospedante (Ellis, 2016; Kroj et al., 2016; Sarris et 

al., 2016), conocidos como proteínas de resistencia (R), las cuales se clasifican de acuerdo 

a su dominio (Martin et al., 2003) y son las responsables de accionar  la inmunidad 

activada por los efectores (effector-triggered immunity o ETI) (Chisholm et al., 2006).  

Los eventos tempranos que ocurren a continuación, activados tanto por la PTI 

como por la ETI, incluyen: incremento en el flujo de iones (Brauer et al., 2016), 

producción de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Camejo et al., 2016; Huang et al., 

2016), activación de las MAP quinasas (MAPKs) (Meng y Zhang, 2013), cambios en la 

fosforilación de proteínas (Couto et al., 2016; Durian et al., 2016) síntesis de etileno (Mase 

et al., 2012).  
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Estos eventos tempranos están involucrados en la señalización de respuestas de 

defensa intermedias y tardías, incluyendo la inducción de proteínas PR (Kitajima y Sato, 

1999), deposición de callosa (Shetty et al., 2009), reforzamiento de la pared celular 

(Delaunois et al., 2014), biosíntesis de fitoalexinas (Jeandet et al., 2013) y respuestas 

hipersensitivas (Hernández et al., 2016); esta última es, en esencia, una muerte celular 

programada que elimina los sitios de infección (Heath, 2000; Mittler et al., 1997).  

 

2.3. Expresión de genes en aguacate 

El crecimiento, el desarrollo, y las respuestas ambientales están programadas en 

los genes. La expresión o represión de estos genes requiere de señales internas y 

externas (Sultan, 2000) que llevan a cabo normalmente su señalización por medio de 

secuencias de reacciones bioquímicas, llamadas rutas de transducción de señales (Xing y 

Jordan, 2000). 

En la búsqueda de destacar genes regulados en aguacate durante las etapas de 

maduración de fruto han sido elaborados destacados estudios. El incremento de mRNAs 

de frutos con el aumento de respiración y producción de etileno permitió relacionar la 

maduración con genes específicos (Christoffersen et al., 1982). Partiendo de aquí se han 

aislado y caracterizado aquellos genes que codifican para celulasa, cuya acumulación de 

transcriptos juega un papel mayor en la maduración del fruto (Christoffersen et al., 1984; 

Cass et al., 1990). Por ejemplo, la actividad enzimatica de citocromo P-450 está 

relacionada con cambios en la textura y sabor (Bozak et al., 1990); ACC sintasa actúa 

como reguladora de la síntesis etileno (McGarvey et al., 1992); y poligalacturonasa 

interviene en el reblandecimiento del tejido del mesocarpio (Kutsunai et al., 1993). 

La acumulación de mRNAs cel1, un miembro de la familia de genes de celulasa, 

esta involucrada en el proceso de abscisión (Tonutti et al., 1995). Algo similar ocurre con 

tres genes de la familia 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa, PaNCED1, PaNCED2 y 

PaNCED3, que están involucrados en la síntesis de ácido abscísico durante la 

maduración (Chernys y Zeevaart, 2000). En el reblandecimiento de la fruta en 

postcosecha están implicados los genes PaGAL2, PaGAL3 y PaGAL4 codificantes de -
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galactosidasa, que participan en el metabolismo de la galactosa durante el desarrollo y 

maduración (Tateishi et al., 2007).  

El gen AVOe3 opera en la síntesis de etileno durante la madurez del fruto 

(McGarvey et al., 1992). Por su parte, PA-ACCS1 y PA-ACCS2 despliegan regulación 

positiva y negativa, respectivamente de la ACC sintasa, mientras que PA-ACO, 

codificante de ACC oxidasa, muestra regulación positiva inducida por heridas (Owino 

et al., 2002). 

La secuencia total del cDNA de poligalacturonasa fue obtenida por Dopico et al. 

(1993) y precisaron su retraso en la aparición de mRNAs durante el almacenamiento a 

bajas temperaturas. Asociado a esto, García-Rojas et al. (2012) identificaron seis genes 

relacionados con pérdida de calidad en postcosecha: poligalacturonasa (PamPG), 

putativo NAD+-dependiente sorbitol dehidrogenasa (PamSDH), stearoyl-ACP 

desaturasa (SAD) y tres putativos de acil-CoA sintetasa (PamACoAS1, 2, 3). 

El metabolismo de lípidos, se basa en la expresión de PamACCase-BC y 

PamACCase-BCCP, codificantes de una multi-subunidad de la enzima acetil-CoA 

carboxilasa. Esta enzima es clave en la síntesis de ácidos grasos y es regulada en 

desordenes fisiológicos del desarrollo en el almacenamiento en frío (Gudenschwager et 

al., 2013). 

En cuanto a genes implicados en el desarrollo, se han identificado los cDNAs de 

PaCYCA1, PaCYCB1 y PaPCNA, que codifican dos ciclinas mitóticas y un antígeno 

nuclear de células proliferantes en tejidos mitóticamente activos. A contraparte está 

Pafw2.2-like, que funciona como regulador negativo de la división celular en frutos 

(Dahan et al., 2010). Más recientemente el aislamiento del gen FLOWERING LOCUS T-

like, PaFT, proporcionó evidencia de su rol en la inducción floral en la alternancia de 

producción (Ziv et al., 2014) 

El gen homólogo en aguacate avfad9, que codifica 9-estearoil-ACP desaturasa 

facilita la concentración de ácidos grasos e incrementa la expresión en tratamientos con 

etileno. De esta manera refuerza la resistencia contra Colletotrichum gloeosporioides (Madi 

et al., 2003). Algo similar ocurre con avdf12 y avfae1, que toman parte de la biosíntesis de 
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1-acetoxi-hidroxi-4-oxo-heneicosa-12, 15 dieno (AFD), el cual tiene acción antifúngica 

(Wang et al., 2004a; 2004b). 

 

2.4. NPR1: regulador de la inmunidad en plantas 

El gen NPR1 fue descrito por primera vez en Arabidopsis thaliana, actuando como 

un importante regulador de la resistencia sistémica adquirida. Este fue caracterizado a 

partir de un mutante que bloquea la expresión de ácido salicílico y ácido 2,6-

dicloroisonicotinico (INA), esta mutación inhabilita la respuesta de genes PR (Cao et al., 

1994; Glazebrook et al., 1996). NPR1 requiere una señal, que puede ser ácido salicílico, 

INA, BTH (ácido benzo (1,2,3) tiadiazol-7-carbotiónico S-metil e ́ster) o un patógeno para 

poder ser funcional (Vernooij et al., 1995; Lawton et al., 1996; Wu et al., 2012; Pajerowska-

Mukhtar et al., 2013). 

 Ha sido demostrado que la sobreexpresión de NPR1 confiere distintos grados de 

resistencia a diferentes patógenos (Malnoy et al., 2007; Zhang et al., 2010; Silva et al., 

2015; Pant et al., 2016); sin embargo, la sobreexpresión no activa la resistencia sistémica 

adquirida ni la expresión constitutiva de genes PR hasta que sea estimulado por un 

patógeno o un inductor bioquímico (Cao et al., 1998). 

 

2.4.1. Propiedades biológicas 

La secuencia del gen NPR1 en Arabidopsis se compone de cuatro exones y tres 

intrones (Cao et al., 1997), codifica una proteína que contiene repeticiones de ankirina y 

un dominio BTB/POZ (broad-complex, tramtrack , and bric- à-brac /poxvirus, zinc finger) en 

el extremo N-terminal, y residuos de cisteína y una señal de localización nuclear (NLS) 

en el extremo C-terminal (Kinkema et al., 2000; Rochon et al., 2006; Vo et al., 2015). 

Usando la técnica de doble hÍbrido en levadura se demostró la interacción de 

NPR1 con diversos factores de transcripción TGA miembros de la subclase bZIP (basic 

leucine zipper) (Després et al., 2000; Zhou et al., 2000). Estos se unen al elemento as-1 like 

del promotor del gen PR-1 en A. thaliana (Lebel et al., 1998; Zhang et al., 1999). El 

promotor contiene elementos de caja W, con un núcleo TGAC, que se unen a las 



 10 

proteínas WRKY de unión al DNA en plantas tratadas con ácido salicílico (Yu et al., 

2001). 

 

2.4.2. Mecanismos y ocurrencia  

La actividad de NPR1 esta directamente relacionada con diversas rutas de 

señalización inmune como la defensa basal (Dong, 2004), la resistencia sistémica 

adquirida (Somssich, 2003), la resistencia sistémica inducida (Pieterse et al., 1998), ETI 

(Wu et al., 2014), como receptor de la hormona de defensa ácido salicílico (Wu et al., 

2012) y como mediador en la comunicación entre el ácido salicílico y otras fitohormonas 

(Caarls et al., 2015). Pero también ha sido involucrada en otras funciones tales como 

promover la división celular reprimiendo la endoreplicación durante el desarrollo foliar 

(Vanacker et al., 2001), y regular la muerte celular asociada a las respuestas 

hipersensitivas (Aviv et al., 2002; Devadas y Raina, 2002). 

Algunos de los componentes de la señalización de NPR1 y de la ruta de 

transducción del ácido salicílico han sido identificados mediante análisis de mutantes de 

Arabidopsis. Es el caso de Pieterse et al. (1998), utilizando los mutantes jar1 (respuesta a 

jasmonato), er1 (respuesta de etileno) y npr1 (regulador de la resistencia sistémica 

adquirida), y en asociación con la rizobacteria, no patogénica, Pseudomonas fluorescens, 

revelaron la ruta de señalización de la resistencia sistémica inducida, controlada por 

NPR1 dependiente del etileno y jasmonato e independiente del ácido salicílico.  

Por otro lado, el mutante recesivo sni1 (supresor of npr1-1, inducible 1) restaura la 

expresión inducible de los genes PR y la resistencia a patógenos en npr1-1 (mutación de 

ácido salicílico no inducible). A su vez, el tipo silvestre SNI1 es un represor de los genes 

PR y del rol de NPR1, y por tanto un regulador negativo de la resistencia sistémica 

adquirida (Li et al., 1999).  

Algo similar pasa con el dominante ssil (suppressor of SA insensitivity) que es un 

regulador positivo de la señal de la ruta de transducción del ácido salicílico y activa los 

genes PR dependientes del ácido salicílico. Sin embargo, es independiente de NPR1 

(Shah et al., 1999), esto representa una ruta diferente de defensa. Lo contrario ocurre con 
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sai1 (SA insensitive), alélico a npr1, que no expresa los genes endógenos PR-1, PR-2 y PR-

5 en respuesta al ácido salicílico ni a otros inductores químicos. La naturaleza recesiva 

de esta mutación sugiere que el dominante silvestre SAI1 actúa como regulador positivo 

de la vía de transducción de la señal del ácido salicílico (Shah et al., 1997).  

La proteína NPR1 esta presente normalmente en el citoplasma de células no 

estimuladas como un oligómero de gran peso molecular que es estabilizado por enlaces 

intermoleculares disulfuro entre las cisteínas conservadas (Kinkema et al., 2000; Mou et 

al., 2003). En estado de reposo, NPR1 es fosforilada en las serinas 55 y 59 (Ryals et al., 

1997), lo cual promueve su interacción con el factor WRKY70 que funciona como 

inhibidor de la expresión de genes PR-1 (Saleh et al., 2015).  

El incremento de concentración de ácido salicílico resultado de la infección por 

patógenos provoca cambios en el potencial redox celular y activa la reducción de 

cisteínas mediada por tiorredoxinas y libera monómeros de NPR1 para trasladarlos al 

núcleo utilizando la NLS de la C-terminal (Tada et al., 2008). Además de las 

modificaciones en las cisteínas, la fosforilación de la serina 589 mediada por SnRK2.8 

(SNF1-related kinase 2.8) es necesaria para la importación nuclear (Lee et al., 2015).  

El último paso antes de la activación de los genes PR, es la modificación 

posttranscripcional de NPR1 mediada por SUMO3 (small ubiquitin-like modifier 3) (Saleh 

et al., 2015). La sumolización y la fosforilación de las serinas 11 y 15 facilitan la 

interacción con el factor de transcripción TGA3, lo que promueve la inducción de la 

expresión de genes de defensa (Withers y Dong, 2016). Subsecuentemente, la NPR1 

modificada es ubiquitinada y etiquetada para su degradación por el proteasoma 26S 

mediado por la interacción con NPR3, esto asegura que la respuesta inmune sea más 

fuerte pero transitoria (Spoel et al., 2009; Fu et al., 2012; Withers y Dong, 2016) 

 
2.5. EREBP: proteína de unión al elemento de respuesta al etileno 

Los factores de transcripción EREBP, actualmente llamados ERFs (Ethylene 

Responsive Factors), pertenecen a la familia de factores AP2/ERF (Nakano et al., 2006). 

Estos tienen un dominio conservado AP2 (APETALA2) de alrededor de 60 aminoácidos 
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que comprende una única estructura de -hoja de unión al DNA, sin embargo la 

conservación de dominios exceptuando este, es muy limitada (Ohme-Takagi & Shinshi, 

1995; Gutterson y Reuber, 2004). Generalmente contienen dominios que funcionan como 

activadores transcripcionales de la expresión de genes involucrados en resistencia a 

enfermedades, tolerancia a estreses abióticos, respuestas a hormonas de señalización y 

desarrollo de órganos (Nakano et al., 2006). 

 

 

2.5.1. Propiedades biológicas 

EREBP es una proteína de unión al DNA específica para la secuencia de la caja 

GCC, que es una región conservada en genes de proteínas PR inducibles por etileno, 

originalmente identificada en tabaco (Ohme-Takagi y Shinshi, 1995). La estructura de la 

proteína de la unión entre la secuencia de la caja GCC y el fragmento de DNA objetivo 

consiste de una -hoja de triple cadena antiparalela y una -hélice empacada 

aproximadamente paralela a la -hoja (Allen et al., 1998). 

 

2.5.2. Mecanismos y ocurrencia 

La fosforilación por quinasas es una de las formas como se activan los factores 

AP2/ERF. Esta fosforilación resulta en cambios funcionales, localización celular y 

asociación con diferentes proteínas (Phukan et al., 2017). Por ejemplo, MPK6, una MAP 

quinasa de respuesta a patógenos, fosforila AtERF104 en respuesta al efector FLG22,  a 

través de la señalización del etileno (Bethke et al., 2009). BWMK1 actúa sobre OsEREBP1 

para activar su función de unión al DNA, especialmente al elemento de la caja GCC 

relacionada con genes PR.  

Los ERF siguen la ruta de señalización del etileno. Inicialmente, el etileno es 

percibido por una familia de receptores localizados en endomembranas que tienen 

similitud con un sistema de dos componentes histidina quinasa (Mount y Chang, 2002). 

Cuando el etileno se une a los receptores causa la inactivación del regulador negativo 

CTR1 (Constitutive Triple Response1) (Clark et al., 1998), permitiendo que la señal proceda 
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a través de EIN2, una proteína homologa a la familia de transportadores de metales 

Nramp (Alonso et al., 1999).  

En ausencia de ET, CTR1 fosforila a EIN2 y previene la señalización; mientras que 

la inhibición de CTR1 en presencia de etileno, es señal para la escisión de EIN2 en la C-

terminal y la translocación al núcleo (Ju et al., 2012). EIN2 regula la cascada 

transcripcional que inicia con la acumulación de EIN3 y EIL1, proteínas de unión al 

DNA (Chao et al., 1997; Kendrick y Chang, 2008). Las respuestas al etileno se activan 

cuando EIN3 se une al promotor de ERF (Solano et al., 1998) que codifica los activadores 

transcripcionales de unión a la caja GCC de diversos genes de respuesta al etileno (Ohta 

et al., 2000) 

 

2.6. Genes de proteínas PRs 

La expresión de genes de proteínas de estrés es un fenómeno común en plantas 

como reacción a condiciones desfavorables en su ambiente. Para que una proteína sea 

clasificada dentro del grupo de las PR, esta debe ser codificada por la planta hospedante 

pero inducida solo en condiciones patológicas o relacionadas (van Loon, 1990). Las 

condiciones patológicas incluyen todo tipo de estados de infección, no solo resistencia o 

respuestas hipersensitivas, en donde son muy comunes, pero también incluyen ataques 

parasíticos por nemátodos, insectos y herbívoros (Edreva, 2005). Por situaciones 

relacionadas se entiende condiciones de estrés provocadas por patógenos o por 

aplicación de químicos que simulan el efecto de una infección o de situaciones de estrés 

similares, así como inducidas por heridas (van Loon, 1990).  

El contraste son aquellas proteínas estimuladas por la infección de patógenos pero 

que ya están presentes en plantas sanas y se someten principalmente a la modulación 

por factores ambientales de desarrollo, estas no son proteínas relacionadas con la 

patogénesis (van Loon, 1990). Estas consideraciones implican que las características de la 

inducción de las proteínas PR tienen prioridad sobre otras características de 

identificación, como las propiedades químicas o la localización celular ( van Loon, 1990, 

1999; Edreva, 2005). 
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Las proteínas PR fueron observadas por primera vez en hojas de tabaco inducidas 

por la infección del virus del mosaico del tabaco (TMV) (van Loon y van Kammen, 

1970). Generalmente son de relativo bajo peso molecular, en el rango de 5 a 75 kDa (Sels 

et al., 2008), estables a pH bajo y altamente resistentes a proteasas endógenas (van Loon, 

1985). Dependiendo de su punto isoeléctrico, pueden ser acidas o básicas (van Loon y 

van Strien, 1999), esto también determina su localización, ya sea en el apoplasto o la 

vacuola (van Loon, 1999). Gradualmente se han ido identificado nuevas proteínas PR, a 

la fecha se han reconocido 17 familias en base a sus secuencias de aminoácidos, 

actividades enzimáticas, o sus propiedades biológicas, y numeradas en el orden que se 

han descubierto (Sinha et al., 2014). 

 

2.6.1. Proteínas PR-5: similar a taumatina 

Debido a su similitud en secuencia con la proteína taumatina (extraída de 

Thaumatococcus daniellii) se les ha denominado proteínas similares a taumatina o TLP 

por sus siglas en inglés (thaumatin-like proteins). Permatinas, zeamatinas, osmotinas y 

proteínas similares a osmotina (osmotin-like, OLPs) son isoformas básicas (Anžlovar y 

Dermastia, 2003). Estas fueron identificadas por primera vez en extractos foliares de 

plantas infectadas con TMV (Cornelissen et al., 1986). 

 

Propiedades biológicas. De acuerdo a su peso molecular, se agrupan en dos tipos: 

el tipo largo (L), en el rango de 21 a 26 kD, que contiene 16 residuos de cisteína 

conservados; y el tipo pequeño (S), entre 16 y 17 kD y solo tienen 10 cisteinas 

conservadas; los puentes disulfidos entre las cisteínas mantienen estable la molécula 

(Liu et al., 2010). En la N-terminal tienen una señal peptídica que la dirige a su 

maduración por la vía secretora; la osmotina y OLPs tienen en la C-terminal un 

propéptido que marca su dirección a la vacuola (Anžlovar y Dermastia, 2003). 

La estructura se compone por tres dominios, el dominio I es un -barril similar a 

lectina y forma el núcleo compacto; por un lado está el dominio II que se forma por tres 

-hélices y dos -hojas, al otro lado, el dominio III consiste de un bucle pequeño y una 
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-hoja; además de una hendidura localizada entre los dominios I y II (Velazhahan et al., 

1999; Min et al., 2004; Ghosh y Chakrabarti, 2008; Liu et al., 2010). 

 

Mecanismos y ocurrencia. La regulación de la expresión de genes PR-5 en plantas 

ocurre por factores como infección microbiana y elicitores patogénicos, estrés osmótico, 

heridas y fitohormonas (Velazhahan et al., 1999). Algunas TLPs son expresadas 

constitutivamente obedeciendo a patrones dependientes de los órganos y etapas del 

desarrollo (Regalado y Ricardo, 1996; Skadsen et al., 2000; Kim et al., 2002; Van Damme 

et al., 2002). 

Las proteínas PR-5 parecen tener diversos mecanismos anti-microbianos. Para 

desplegar acción antifúngica se supone que la hendidura entre los dominios I y II es 

necesario que sea ácida para su unión específica al receptor en la membrana de hongos 

(Min et al., 2004). Para los hongos filamentosos, que poseen una pared celular de quitina 

y glucano, y oomycetos, con paredes celulares ricas en -1,3-glucanos y celulosa, la 

actividad de PR-5 se basa en la unión a los componentes de la pared celular fúngica (1, 

3)-β-D-glucanos y proteínas receptoras de la membrana que llevan al incremento de la 

permeabilidad de la membrana y la inducción de apoptosis en el hongo (Abad et al., 

1996; Trudel et al., 1998; Grenier et al., 1999; Narasimhan et al., 2001; Osmond et al., 2001). 

También se les ha atribuido inhibición de actividades enzimáticas de hongos como 

xilanasa, tripsina, -amilasa y -glucanasa (Roberts y Selitrennikoff, 1990; Grenier et al., 

1999; Schimoler-O’Rourke et al., 2001). Igualmente se ha insinuado que tiene actividad 

antiviral (Cornelissen et al., 1986; Edelbaum et al., 1991). 

En estrés abiótico la expresión de TLPs muestra sobrerregulación significativa. Se 

acumulan en grandes niveles cuando las células empiezan a adaptarse a ambientes de 

bajo potencial hídrico, conjuntamente tienen roles importantes en respuestas a frio, 

inundación y salinidad (Barthakur et al., 2001; Griffith y Yaish, 2004; Parkhi et al., 2009; 

Misra et al., 2016). 

 

2.6.2. Proteínas PR-6: inhibidor de proteasas 
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Las proteínas dentro de la familia PR-6 se definen como inhibidores de proteasas 

(IPs) relacionadas con el “Inhibidor del tomate/papa I” (Pin1), que es el inhibidor 

caracterizado más extensivamente y para el cual se han encontrado muchos homólogos 

en diversas especies vegetales (Ryan, 1992; Heitz et al., 1999). El primer miembro de la 

familia Pin1 fue descrito por Ryan y Balls (1962) inhibiendo quimotripsina y tripsina en 

papa. La clasificación de la familia PR-6 es debatible, ya que esta limitada a una sola 

subclase de inhibidores de serina proteasas, por lo que no todos los IPs están 

estrictamente clasificados como proteínas tipo PR-6 (Christeller y Laing, 2005; Sels et al., 

2008). Sin embargo, todos los IPs tienen actividad potencial en la defensa de plantas, 

todos los tipos conocidos pueden interactuar con proteasas de organismos que atacan 

plantas (Haq et al., 2004). 

 

Propiedades biológicas. El gen del inhibidor de proteasa I en papa y tomate 

comparten más del 90% de su secuencia de nucleótidos, poseen dos intrones y tres 

exones, codifican un pre-pro-inhibidor de 96 aminoácidos (Lee et al., 1986; Cleveland et 

al., 1987). El inhibidor Pin1 esta formado por cuatro protómeros, la masa molecular de 

los protómeros se ha calculado en alrededor de 8 kDa, mientras que la del oligómero se 

ha estimado en 39 kDa, es estable al calentamiento y a la digestión proteolítica en pH 

neutro (Van Den Broek et al., 2004). Cuenta con un sitio reactivo que muestra una gran 

variabilidad le permite reaccionar con diferentes serina proteasas de microbios o 

animales, como la tripsina, quimotripsina o subtilisina (Heitz et al., 1999). Pin1 consiste 

de una -hoja paralela y antiparalela de cuatro cadenas contra la cual una -hélice se 

compacta para formar un núcleo hidrófobico; un bucle amplio que conecta las cadenas 

paralelas dos y tres de la -hoja contiene el punto de unión con el sitio reactivo 

(McPhalen et al., 1985; Bode y Huber, 1992). La mayoría de miembros carecen de puentes 

disulfuro actuando como estabilizadores, excepto por los de tomate y papa. Se cree que 

la estabilidad la proporcionan las uniones de hidrógeno formadas por la interacción 

entre la arginina y otros residuos que están a cada lado del sitio reactivo (McPhalen et 

al., 1985; Turra y Lorito, 2011) 
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Mecanismos y ocurrencia. Los miembros de los inhibidores de serina proteasas 

han sido reportadas en una gran variedad de plantas y su acumulación demostró ser 

impulsada por diversos estímulos externos incluyendo heridas, alimentación por 

insectos e infecciones microbiales (Christeller y Laing, 2005; Habib y Fazili, 2007; Turra y 

Lorito, 2011). Por lo tanto, se han considerado durante mucho tiempo importantes 

actores de las respuestas de defensa de las plantas (Valueva y Mosolov, 2004; Tuzun y 

Somanchi, 2006). Mediante análisis de inmunohistoquímica a frutos de tomate silvestre 

se confirmó la localización y almacenamiento de Pin1 como agregados de proteínas en 

las vacuolas de las células del parénquima (Wingate et al., 1991). 

La mayoría de inhibidores de serina proteasas reaccionan siguiendo un mecanismo 

estándar similar a un substrato (Christeller y Laing, 2005); interactúan con sus proteasas 

afines a través de un bucle de unión expuesto, el complejo resultante es transitorio y 

colapsa con la liberación de una forma escindida de diferente estructura y estabilidad 

(Bode y Huber, 1992). Su actividad se debe a la habilidad de formar complejos estables 

con las proteasas objetivo, bloqueando, alterando o previniendo el acceso al sitio activo 

de la enzima para formar el núcleo hidrofóbico (Bode y Huber, 1992; Beuning et al., 1994; 

Rawlings et al., 2004). 

La expresión de genes Pin1 puede ser inducida por aplicaciones exógenas de metil 

jasmonato y ácido abscísico, deficiencia de agua, heladas (Wang et al., 2003), heridas, 

ataque de insectos (Tamayo et al., 2000) y nemátodos (Turra et al., 2009), virus (Geoffroy 

et al., 1990), bacterias (Pautot et al., 1991) e infecciones de hongos y oomycetos ( Peng y 

Black, 1976; Cordero et al., 1994). Otros miembros de la familia Pin1 son 

constitutivamente transcritos en hojas o pueden acumularse en diferentes etapas del 

desarrollo de frutos, órganos de reserva y órganos florales (Kuo et al., 1984; Wingate et 

al., 1991; Wang et al., 2008; Weeda et al., 2009; Turra y Lorito, 2011). 

 

 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 
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3.1. Extracción de RNA total del material vegetal 

Se colectaron hojas maduras y frutos inmaduros no cosechados de árboles de 

aguacate cv. Hass establecidos en un huerto comercial (19º26’6”N 101º52’28”O, 1610 

msnm). Se muestrearon árboles sanos, árboles positivos con síntomas visibles y árboles 

positivos asintomáticos, previamente identificados  por Vallejo-Pérez et al. (2015). El 

tejido recién colectado fue inmediatamente almacenado en nitrógeno líquido para evitar 

la degradación del RNA, y así ser transportado al laboratorio para los análisis 

pertinentes.  

Debido al alto contenido de fenoles y polisacáridos en el tejido se requirió la 

utilización conjunta de los métodos PureLink Plant RNA Reagent (Invitrogen) y Direct-

zol RNA MiniPrep (Zymo Research) para la extracción de RNA total, de acuerdo a los 

manuales de cada kit.  

El tejido se molió en morteros pre-enfriados hasta conseguir un polvo fino, 

aproximadamente 100 mg. El polvo resultante se suspendió en 0.5 mL de PureLink 

Plant RNA Reagent en un microtubo de 0.2 mL; se agitó brevemente hasta que la muestra 

quedo completamente resuspendida; la muestra se incubó por 5 min a temperatura 

ambiente, colocando el tubo de manera horizontal para maximizar el área de contacto; la 

solución se clarificó centrifugando la muestra a 12,000 x g por 2 min (Hermle 

Labortechnik, Z 446 K, Germany); el sobrenadante se transfirió a un microtubo limpio; 

se agregó 0.1 mL de 5 M NaCl y se mezcló en vórtex (Scientific Industries, Vortex-Genie 

2 G560, USA) ; seguido se añadieron 0.3 mL de cloroformo y se agitó por inversión; 

consecutivamente se centrifugó a 12,000 x g por 10 min para separar las fases; la fase 

acuosa superior se transfirió a la columna Zymo-Spin IIC Column en un tubo colector y 

se centrifugó a 10,000 x g por 1 min; la columna se trasladó a un tubo colector nuevo; se 

añadió 400 µL de RNA Wash Buffer a la columna y se centrifugó (12,000 x g por 2 min).  

Para eliminar el DNA genómico, se agregó directamente a la matriz de la columna 

una mezcla de 5 µL de DNase I y 75 µL de DNA Digestion Buffer, después se incubó a 

temperatura ambiente por 15 min; a continuación, se añadieron 400 µL de Direct-zol 

RNA PreWash a la columna y se centrifugó a 10,000 x g por 1 min, se desechó el liquido 
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del tubo colector y se duplicó este paso; luego se añadieron 700 µL de RNA Wash Buffer a 

la columna y se centrifugó por 1 min a 10 000 x g; la columna se transfirió a un tubo 

nuevo libre de RNasas; para colectar el RNA se cargaron 25 µL de agua libre de RNasas 

directamente a la columna y se centrifugó a 10 000 x g por 1 min. La concentración y 

calidad del RNA se midieron en un NanoDrop 8000 (Thermo Scientific, EUA). Laa 

integridad se verificó en gel de agarosa al 2%/TAE con cloro conforme al protocolo de 

Aranda et al. (2012). 

 

 

3.2. Selección de genes 

Se eligieron cuatro genes documentados relacionados con defensa en aguacate: 

PaNPR1 (Persea americana NPR1) (Backer et al., 2015); PR5 y PR6 (Djami-Tchatchou et al., 

2013); y el gen de la proteína de unión al elemento de respuesta al etileno (ethylene 

responsive element binding protein, EREBP) (Djami-Tchatchou et al., 2013). El gen de actina 

(Reeksting et al., 2014) se usó como control endógeno. Como iniciador para detección del 

ASBVd se empleó el diseñado por Schnell et al. (1997). 

 

3.3. Análisis molecular 

Para la retrotranscripción y amplificación en un solo paso se empleó la 

SuperScript® III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen). Para un volumen final de 10 µL por reacción se mezclaron: 1X de Reaction 

Mix buffer (contiene 0.2 mM de cada dNTP y 1.6 mM de MgSO4), 0.2 M de iniciador 

sentido, 0.2 M de iniciador antisentido, 0.4 L de SuperScript III RT/ Platinum® 

TaqMix, 100 ng de RNA total y se completó el volumen con agua tratada con DEPC 

(dietil pirocarbonato). Las reacciones se corrieron en el termociclador (Applied 

Biosystems, Mod. 2720, USA) con las siguientes condiciones: síntesis de cDNA 1 ciclo de 

32 min a 50 ºC; desnaturalización 1 ciclo de 2 min a 94 ºC; seguido de 40 ciclos de 15 s a 

94 ºC (desnaturalización), 15 s con la temperatura de alineamiento calculada (TA) para 

cada iniciador (Cuadro 1), 15 s a 68 ºC; por ultimo un paso de elongación final por 5 min 
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a 68 ºC. Los productos obtenidos de la RT-PCR se separaron por electroforesis en gel de 

agarosa al 2%/TAE a 80 V por 60 min. Después de la electroforesis, los geles fueron 

expuestos a luz UV en el fotodocumentador (Vilber Lourmat , Infinity-1000/26MX, 

France) para observar los productos finales. 

 

3.4. Detección e identificación del ASBVd 

La prueba de detección del patógeno se ejecutó con RT-PCR dúplex en un solo 

paso empleando los iniciadores del ASBVd y de actina; este último da certidumbre en la 

detección. La mezcla utilizada para un volumen final de 10 L de reacción fue: 1X 

Reaction Mix buffer, 0.2 M de ambos iniciadores, sentido y antisentido; 0.4 L de 

SuperScript III RT/ Platinum® TaqMix; 100 ng de RNA total y se completó el volumen 

con agua tratada con DEPC. Las condiciones y la mezcla de reacción para la RT-PCR de 

detección son exactamente iguales a las ya mencionadas.  

 

Cuadro 1. Temperaturas de alineamiento empleadas para ejecutar la RT-PCR de un 
solo paso y tamaño de los productos esperados. 

Iniciador TA (ºC) 
Tamaño del 

producto (pb) 

ASBVd 52* 250 
Actina 57.1 103 

PaNPR1 56.3 119 
PR-5 55.6 171 
PR-6 52 158 

EREBP 61.6 96 

*, Temperatura de alineamiento para la prueba de detección por RT-PCR dúplex. pb, 
pares de bases.  
 

Para complementar la identificación del viroide se utilizo Zymoclean Gel DNA 

Recovery Kit (Zymo Research) para extraer las bandas del gel de agarosa, conforme al 

protocolo del fabricante. Los productos se enviaron para su secuenciación a la compañía 

Macrogen Inc (Seúl, Corea) y los resultados se introdujeron en la herramienta de 

alineamiento y búsqueda de secuencias BLASTn del National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) para su comparación con otras accesiones de la base de datos 
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GenBank. Posteriormente se realizó un alineamiento múltiple de secuencias con el 

programa MUSCLE 3.8 (EMBL-EBI) para la identificación de residuos conservados 

críticos. 

 

3.5. Cuantificación de la expresión por análisis de imagen y densitometría 

El fotodocumentador Infinity-1000/26MX utiliza un sistema de adquisición de 

imágenes con una cámara digital CCD (dispositivo de carga acoplada), que permitió 

obtener imágenes de alta resolución y con mayor homogeneidad de iluminación para 

poder ser procesadas. 

Utilizando el software de análisis de imágenes ImageJ se comparó la densidad 

(intensidad) de bandas en gel de agarosa a través de la visualización de la imagen 

digital (Ferreira y Rasband, 2012). Para poder comparar bandas en diferentes geles fue 

necesario calibrar a estándares conocidos; para este caso se usó la tabla calibrada de 

pasos Kodak No. 3 (disponible en línea: 

https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration). El procedimiento experimental 

de calibración de densidad óptica se hizo con las recomendaciones de Tan y Ng (2008). 

Las consideraciones generales y las bases técnicas para la densitometría son abordadas 

por Gassmann et al. (2009). 

ImageJ genera gráficos y devuelve valores de área y porcentaje expresados como 

valores relativos. Las gráficas resultantes indican un perfil de intensidad que representa 

la intensidad media de los pixeles tomada de una región de interés constante.  

 

3.6. Análisis estadístico  

Los valores de densidades de las bandas fueron normalizados por transformación 

de datos (x+1) y comparados con los valores de densidad de actina y después 

graficados. Los gráficos resultantes indican un perfil de intensidad relativa media 

tomada de una región de interés constante. Los datos se presentan como medias  error 

estándar de tres repeticiones. Las diferencias entre los tejidos y los árboles se analizaron 

por la prueba t de Student. La significancia estadística se consideró en p≤0.05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Aislamiento, identificación y análisis de la variación de secuencias del 

ASBVd 

El contenido de polisacáridos, polifenoles y fenol-oxidasas en los tejidos maduros 

de aguacate pueden interferir en la extracción de RNA total y por consiguiente en la 

detección del ASBVd (Luttig y Manicom, 1999). Como resultado de conjunción de los 

protocolos PureLink Plant RNA Reagent (Invitrogen) y Direct-zol RNA MiniPrep 

(Zymo Research) para contrarrestar la composición del tejido se consiguió la extracción 

de RNA de buena calidad e integridad para ser utilizado en la detección del patógeno, 

en la síntesis de cDNA y el análisis de expresión de genes de defensa (Figura 1).  

 

 
Figura 1. Prueba de integridad del RNA total. La prueba de integridad en las 

muestras de RNA es indispensable para el análisis de expresión de genes. Los 

indicadores de calidad de la extracción de RNA total son las dos subunidades 

del RNA ribosomal, esto es imprescindible para lograr ensayos exitosos de 

PCR y sus variantes. Los carriles 1-3 corresponde a tejido foliar  y los carriles 

4-6 a frutos. 

 

 
Figura 2. Detección del viroide de la mancha de sol en aguacate. Productos 

amplificados por RT-PCR dúplex de un solo paso. Los tejidos positivos para 
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la infección con ASBVd muestran dos productos, el que pertenece al viroide 

de 250 pb y el de la amplificación del gen de actina de 103 pb. El carril 1 

corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb. Los carriles 4 y 7 son 

muestras de tejido de árboles asintomáticos, hoja y fruto respectivamente; 

mientras que los carriles 5 y 8 provienen de tejido de árboles con síntomas 

visibles, hoja y fruto respectivamente. Los tejidos procedentes de árboles 

sanos solo expresan la banda de actina, los carriles 2 y 3 son de tejido foliar, y 

el carril 6 es de fruto.  

 

El método de identificación del ASBVd por RT-PCR dúplex de un solo paso y el 

posterior análisis por electroforesis en gel de agarosa 2%/TAE con los iniciadores 

específicos diseñados por Schnell et al. (1997), derivaron en productos de 

aproximadamente 250 pb de peso, tamaño coincidente con el patógeno en cuestión, y 

además esta banda está ausente en tejido sano. La amplificación del gen de actina que 

sirvió para comprobar el acierto en la reacción y dar certeza de la detección, se muestra 

como un producto de 103 pb que aparece en todas las muestras analizadas (Figura 2).  

 

Las cadenas de nucleótidos producto de la secuenciación de nueve diferentes 

muestras se introdujeron en el programa BLASTn para su comparación con las 

accesiones de la base de datos GenBank del NCBI. Todas las secuencias invariablemente 

tuvieron tres coincidencias principales correspondientes con aislamientos del ASBVd 

reportados en zonas productoras de aguacate (Beltrán-Peña et al., 2014), y exhiben un 

elevado porcentaje de identidad de nucleótidos y valores E (valores de expectación) 

importantes (Cuadro 2).  

El valor E representa el número de diferentes alineaciones con puntuaciones 

iguales o menores de un limite predefinido que se espera ocurra en una búsqueda en la 

base de datos, que es una cantidad estadística (Karlin y Altschul, 1990). Cuanto menor 

sea el valor de E, más significativo será el puntaje y la alineación. La identidad se define 
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como la medida en que dos secuencias de nucleótidos o aminoácidos tienen los mismos 

residuos en las mismas posiciones en el alineamiento y se expresa como porcentaje. 

 

Cuadro 2. Valores E y porcentaje de identidad de nueve secuencias obtenidas de la 
banda de 250 pb en muestras de árboles infectados con ASBVd. 

Accesión KF562705.1 KF562706.1 KF562704.1 

ID Valor E Identidad Valor E Identidad Valor E Identidad 

ASBVd_F_1 3e-75 98% 2e-73 97% 7e-67 95% 

ASBVd_F_2 7e-80 93% 3e-78 92% 1e-71 90% 

ASBVd_F_3 1e-96 98% 1e-91 96% 3e-88 95% 

ASBVd_F_4 5e-91 96% 2e-89 95% 1e-82 93% 

ASBVd_F_5 1e-87 95% 5e-86 95% 2e-79 93% 

ASBVd_F_6 5e-81 95% 1e-77 94% 1e-72 93% 

ASBVd_F_7 5e-81 95% 1e-77 94% 1e-72 93% 

ASBVd_F_8 2e-90 97% 2e-85 95% 9e-84 95% 

ASBVd_F_9 9e-94 97% 9e-89 96% 2e-85 95% 

 

La accesión # KF562705.1, que se identifica como el aislamiento Uruapan-1 del 

ASBVd (Beltrán-Peña et al., 2014), mantuvo los valores E y la identidad más 

significativos al ser comparadas con las nueve secuencias. El otro par de accesiones 

también tiene gran similitud con las secuencias aquí presentadas. Sin embargo, no está 

especificado si estas accesiones corresponden a aislamientos sintomáticos o 

asintomáticos. 

Para el análisis de alineamiento de múltiples secuencias se empleó la herramienta 

informática MUSCLE 3.8 (EMBL-EBI) y como referencia se usó la accesión # KF562705.1 

(Figura 3). Este alineamiento múltiple permite advertir regiones conservadas entre todas 

las secuencias evaluadas (Edgar, 2004). 

 

KF562705.1      AGTCTCGCAAGGTTTATTCCTCTATCTTCATTGTTTTTTTACAAAATCTTGTTTATTAGA 

ASBVd_F_1       AACCTTGCGAGACTCA-----------TCAGTGTTCTTCC----CATCTT-TCCCTGAAG 

ASBVd_F_7       AACCTTGCGAGACTCA-----------TCAGTGTTCTTCC----CATCTT-TCCCTGAAG 

ASBVd_F_8       AACCTTGCGAGACTCA-----------TCAGTGTTCTTCC----CATCTT-TCCCTGAAG 

ASBVd_F_3       AACCTTGCGAGACTCA-----------TCAGTGTTCTTCC----CATCTT-TCCCTGAAG 

ASBVd_F_9       AACCTTGCGAGACTCA-----------TCAGTGTTCTTCC----CATCTT-TCCCTGAAG 

ASBVd_F_2       AACCTTGCGAGACTCA-----------TCAGTGTTCTTCC----CATCTT-TCCCTGAAG 

ASBVd_F_6       AACCTTGCGAGACTCA-----------TCAGTGTTCTTCC----CATCTT-TCCCTGAAG 

ASBVd_F_4       AACCTTGCGAGACTCA-----------TCAGTGTTCTTCC----CATCTT-TCCCTGAAG 

ASBVd_F_5       AACCTTGCGAGACTCA-----------TCAGTGTTCTTCC----CATCTT-TCCCTGAAG 

                *  ** ** **  * *           *** **** **       ***** *   * *    

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558762110?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=M0928M2X01R
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Figura 3. Alineamiento de múltiples secuencias. Se usó MUSCLE 3.8 (EMBL-EBI) y 

como referencia la accesión # KF562705.1. (*) Indica los nucleótidos 

conservados en todas las secuencias analizadas. (–) Es un espacio introducido 

en el alineamiento para compensar las inserciones o deleciones en una 

secuencia relativa a otra. En negritas la región conservada a la que se refiere 

como determinante para la expresión de síntomas por la inserción de una U 

(115-118). 

 

La secuencia referente de 247 pb del ASBVd (GenBank accesión # J02020) se 

compone de 68 A (27.5%), 43 C (17.4%), 51 G (20.6%), y 85 U (34.4%), con un contenido 

de G+C de 38% (Flores et al., 2000; Symons, 1981). Estas proporciones son muy similares 

a la accesión KF562705.1 de 249 nucleótidos, 71 A (28.5%), 40 C (16%), 51 G (20.4%), 87 T 

(34.9%), y contenido G+C de 36.5%. A estas secuencia se le han sumado numerosas 

variantes de aislamientos de regiones geográficas distintas (De la Torre et al., 2009; 

Pallás et al., 1988; Rakowski y Symons, 1989; Schnell et al., 2001). Estas variaciones se han 

asociado a síntomas diferenciales; en la clorosis foliar predominan secuencias de 249 a 

250 nucleótidos, donde también es alta la concentración del viroide, mientras que los 

tejidos que presentan variegado y los asintomáticos portadores se asocian a secuencias 

de 247 a 248 nucleótidos (Semancik y Szychowski, 1994).  

La variante asintomática toma relevancia debido a que su producción es continua 

en todo el hospedante (Semancik y Szychowski, 1994); esto es importante 

particularmente para la transmisión por semilla (Wallace, 1967), y a pesar de que no se 

presentan síntomas visibles, ésta se caracteriza por una marcada reducción en la 

producción de fruta (Desjardins, 1987).  

Según un mecanismo supuesto, la variante asintomática puede dar lugar a la 

reactivación de la variante sintomática por el alargamiento de su bucle terminal derecho 

(Semancik y Szychowski, 1994). Sin embargo, existen aislamientos hechos a partir de 

tejido verde con los mismos cambios en el bucle terminal derecho que aquellos 
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aislamientos de tejidos con síntomas, mas específicamente se atribuye a la inserción de 

una U entre los pares 115 y 118 como responsable de la condición de clorosis (Schnell et 

al., 2001).  

 

4.2. Evaluación de la expresión de genes de defensa 

Para caracterizar las diferencias en la expresión de genes relacionados con defensa 

se detectaron productos mediante amplificación por RT-PCR. Los genes expresaron en 

las tres condiciones de árboles con las que se trabajó. Los productos de la amplificación 

separados por electroforesis se presentan en la Figura 4. Como ocurre expresión 

constitutiva en los tejidos sanos, aquí se decidió comparar el efecto de la infección del 

ASBVd entre las dos condiciones patológicas de árboles sintomáticos y asintomáticos 

con respecto al sano. 

 

 

Figura 4. Productos de la amplificación de genes de defensa. Los primeros tres 

carriles corresponden a tejido foliar, los tres restantes son de tejido de frutos. 

(H) sano, (S) sintomático, (A) asintomático. 

 

4.3. Análisis de densitometría 

El efecto de la infección del ASBVd en la expresión de genes de defensa fue 

evaluada por densitometría utilizando ImageJ. Las imágenes evaluadas son de los 
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productos en electroforesis obtenidas mediante el fotodocumentador. Los datos de área 

y porcentaje que arroja ImageJ se usaron para obtener densidades relativas de cada 

banda; los ajustes se hicieron tomando como referencia el gen de actina. Los datos de 

densidades ajustadas se transformaron para realizar el análisis estadístico t de Student. 

Se compararon las muestras sanas vs. sintomáticas y asintomáticas; y sintomáticas vs. 

asintomáticas. En la Figura 5 se presentan gráficas de los promedios de densidades 

relativas ajustadas para cada gen diferencialmente expresado. Es conveniente recordar 

que esta densidad es la cantidad relativa de amplificación del DNA, considerando que 

se usó la misma cantidad de RNA (calculada en el espectrofotómetro) en la reacción de 

RT-PCR, lo que quiere decir que es la cuantificación de la expresión relativa de cada gen. 
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Figura 5. Análisis cuantitativo de las intensidades de los productos de la RT-PCR de 

los genes relacionados con defensa. Se muestran los promedios de las 

densidades relativas ajustadas, los cambios en la intensidad son negativos o 

positivos a partir del valor de la expresión basal asignada como 1. La línea 
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vertical sobre cada barra representa el error estándar. S, tejido sintomático; A, 

tejido asintomático; *, diferencia significativa con respecto al sano; †, 

diferencia significativa entre sintomático y asintomático. 

 

El gen del cofactor PaNPR1 y del factor EREBP no mostraron diferencias 

significativas en la expresión diferencial entre los árboles infectados, sintomáticos y 

asintomáticos, con respecto a la expresión basal en los tejidos sanos. Ambas proteínas 

son reconocidas por actuar arriba en la ruta de expresión de genes PR, incluyendo PR-5 

y PR-6. Sin embargo, parecen no actuar sobre la expresión de estos genes. 

El comportamiento de PR-5 en el fruto asintomático es muy interesante, porque 

sufre una sobrerregulación que es significativamente diferente a la de los frutos 

sintomáticos y a la expresión basal, mientras que en los frutos con síntomas no hubo 

diferencias. Esto mismo ocurrió con el tejido foliar infectado.  

La expresión de PR-6 en frutos infectados tuvo regulación positiva, y aunque se 

aprecia un incremento marcado en frutos asintomáticos, no existe diferencia 

significativa con los frutos sintomáticos. El tejido foliar sufre regulación negativa con 

efectos significativos en los árboles asintomáticos. 

 

 

5. DISCUSIÓN 

La resistencia fitopatogénica se fundamenta en el rápido despliegue de una 

respuesta de defensa de múltiples componentes (Spoel y Dong, 2012). Estas respuestas 

incluyen la inducción de la expresión de genes relacionados con defensa y señales que 

pueden guiar a un tipo de resistencia de amplio espectro conocido como resistencia 

sistémica adquirida (Kachroo y Robin, 2013). Algunos avances se han logrado en la 

biología de la interacción de viroides con sus hospederos desde las estructuras 

determinantes para la patogénesis hasta la defensa de la planta para evitar la infección, 
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y cómo el viroide evita esta defensa (Flores et al., 2005a; Ding, 2009; Navarro et al., 2012; 

Kovalskaya y Hammond, 2014).  

En el presente estudio examinamos el efecto de la infección de ASBVd en aguacate. 

El objetivo es diferenciar valores de expresión de genes de defensa en aguacate para 

conocer más sobre los mecanismos  de defensa y las rutas de infección que sigue el 

ASBVd. Para este fin se tomaron como base genes que han sido estudiados en la 

infección de otros fitopatógenos en aguacate, bajo tres situaciones patológicas, árboles 

sanos, árboles infectados sintomáticos y árboles infectados asintomáticos. 

 

5.1. Análisis de las secuencias aisladas 

Se ha predicho una estructura similar a una varilla para el ASBVd (Symons, 1981), 

sin embargo, dado que posee RNA de ambas polaridades, con formas multiméricas en 

la cadena (+), y monoméricas y diméricas en la cadena (-) (Hutchins et al., 1985), se han 

propuesto modelos de estructuras secundarias para cada polaridad basados en 

diferencias biofísicas que existen entre ambas, una estructura de varilla en la cadena 

ASBVd (+) y una estructura ramificada en la cadena ASBVd (-), lo cual se especula 

podría jugar distintos roles durante el ciclo de vida del viroide (Delan-Forino et al., 

2014).  

Pero, en el trabajo de Giguère et al. (2014), no encontraron grandes diferencias entre 

ambas polaridades, y reportaron una estructura similar a una varilla que incluye un 

gran bucle en el dominio izquierdo, un bucle central con nucleótidos conservados y un 

bucle terminal relativamente grande en el dominio derecho; la única diferencia estaba en 

la cadena ASBVd (-) donde el dominio central aparenta más un dominio de doble 

cadena.  

Otra estructura importante en los miembros de la familia Avsunviroidae son los 

ribozimas de cabeza de martillo, estructura que adoptan en las cadenas de ambas 

polaridades para catalizar la autoescisión durante la replicación (Flores et al., 2000; 

2005b). Esta estructura se forma por un núcleo central de secuencias conservadas 

rodeada por tres tallos usualmente cubiertos por bucles cortos (Flores et al., 2009).  
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Delan-Forino et al. (2014) sugieren la existencia de una interacción conocida como 

kissing-loop entre los dos bucles terminales de la cadena ASBVd (-) y que es conservada 

entre algunas variantes, en la que la interacción se da entre los nucleótidos 

5'82AAAAA863' y 5'189UUUUU1933'. Cuando examinaron el emparejamiento de bases 

entre 96 secuencias diferentes de ASBVd, 90 variantes incluían un tramo de seis 

adeninas consecutivas y seis uracilos consecutivos, involucrados en la interacción 

kissing-loop, de las seis restantes, dos presentan un tramo de cinco en lugar de seis 

uracilos, y otro tiene G en el tramo de A y están identificados como árboles 

asintomáticos; los dos restantes muestran importantes deleciones y también se 

identifican como árboles asintomáticos, aunque no descartan que estas dos ultimas 

representen viroides defectuosos.  

En otros miembros de la familia Avsunviroidae, como Chrysanthemum chlorotic mottle 

viroid (CChMVd) se ha identificado un tetrabucle GAAA en las posiciones 82 a 85 

característico de la variante asintomática y determinante en la patogenicidad; en la 

variante sintomática este tetrabucle se forma por UUUC (De La Peña y Flores, 2002). 

Malfitano et al. (2003) diferenciaron dos grupos de variantes en el Peach latent mosaic 

viroid (PLMVd), el primero de 336-338 nt de tamaño, típico de las variantes 

asintomáticas y la inductora de mosaico, el segundo de 348-351 nt debido a la inserción 

de un fragmento de 12-13 nt que es determinante en la inducción de calicó, considerado 

un síntoma más severo.  

Estos autores han coincidido en algunos puntos, la secuencia, más que las 

estructuras que adoptan los viroides, y la conservación de estos motivos son factores 

categóricos de la patogenicidad y la aparición de síntomas; además, las variantes 

asintomáticas pueden evolucionar a una variante sintomática, y que hasta se les pudiera 

considerar como aislamientos latentes; y por ultimo, la aparición de síntomas no es 

consecuencia de los altos niveles que puede llegar a alcanzar la acumulación de viroides 

en la planta hospedante (De La Peña y Flores, 2002; Malfitano et al., 2003; Schnell et al., 

2001; Semancik y Szychowski, 1994).  
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Aun conociendo estos contextos, no podemos asegurar que las secuencias que 

aislamos y presentamos en este trabajo sean consistentes con estas condiciones para 

poder explicar que se trata de variantes sintomáticas o asintomáticas, pues se necesita 

un análisis más refinado donde incluso se puedan comparar las estructuras secundarias 

que formarían. 

 

5.2. PaNPR1 en respuesta a la infección del ASBVd  

Los resultados hacen constar que existe expresión constitutiva de PaNPR1 en los 

tejidos infectados. Sin embargo, la expresión constitutiva no es capaz por sí sola de 

inducir la expresión de genes PR sin la presencia de ácido salicílico (Meur et al., 2008). 

En las hojas de árboles asintomáticos y en frutos sintomáticos y asintomáticos la 

expresión de PaNPR1 fue regulada positivamente. Sin embargo, a pesar de que NPR1 

puede inducir la expresión de PR-5 (Shah et al., 2001), nuestros resultados muestran que 

ante la infección por ASBVd, los cambios de expresión de PR-5 no son inducidos por 

PaNPR1, debido a que los niveles de expresión de éste no muestran diferencias 

significativas con respecto a la expresión basal. 

Backer et al. (2015) reportaron expresión constitutiva de PaNPR1 en raíces, tallos, 

hojas y frutos; pero los niveles basales fueron más altos en tejidos maduros que en 

jóvenes, y la expresión es más alta en hojas que en frutos inmaduros; además, y a 

diferencia del conocimiento que se tiene donde el ácido salicílico es activador de NPR1, 

ellos encontraron una baja en la regulación de PaNPR1 en el tratamiento con ácido 

salicílico a las 12 h después de la aplicación, lo que sugiere una función alternativa en las 

respuestas de defensa. 

 

5.3. Factor de transcripción ERF  

Los viroides son capaces de inactivar algunos FT, incluyendo EREBP, 

generalmente al suprimir las vías de regulación de los mRNA asociados a estos factores 

(Diermann et al., 2010; Owens et al., 2012; Matoušek et al., 2015; Katsarou et al., 2016). En 
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los frutos infectados en esta investigación ocurre una regulación negativa, pero 

estadísticamente no existieron diferencias.  

EREBP es un factor de transcripción que tiene un rol crucial en la respuesta de las 

plantas a estrés de patógenos, al regular la expresión de genes relacionados con la 

patogénesis de manera dependiente del etileno (Ohme-Takagi et al., 2000). A pesar de 

que el etileno es una hormona muy común que puede simular el ataque de patógenos y 

promover la expresión de algunas proteínas PR, este juega un rol limitado en el 

desarrollo de síntomas inducido por viroides (Hu et al., 2011), lo cual es consistente con 

los resultados obtenidos. 

 

5.4. Genes de proteínas PR  

Con respecto a la inducción de los genes PR-5 y PR-6, los resultados obtenidos 

permiten suponer que el mecanismo que activa la expresión de genes PR funciona como 

un set de genes coordinado, no específico, que solo varía en magnitud pero que puede 

llegar a detener la infección primaria (Rodrigo et al., 1991; Fister et al., 2016).  

El comportamiento de la expresión de PR-5 en los frutos asintomáticos fue 

particularmente notable: estos se diferenciaron de los demás tejidos por una expresión 

elevada, apuntando hacia una respuesta de defensa más activa. La inducción de los 

genes PR-5 puede ocurrir por la acción de ácido abscísico, etileno, salicilato, metil 

jasmonato o algunos elicitores (Velazhahan et al., 1999). Es así, como inferimos que en la 

infección con ASBVd la inducción de PR-5 en frutos asintomáticos proviene de la 

activación por la señalización de otro mensajero diferente al etileno, en consecuencia a la 

baja regulación que encontramos del factor de transcripción EREBP. 

La acumulación vacuolar de estas proteínas ya se ha demostrado en otras 

infecciones causadas por viroides, estas se asocian con densos cuerpos de inclusión 

causando síntomas foliares (Rodrigo et al., 1991, 1993). La función biológica de las 

proteínas PR-5 en infecciones fúngicas se basa en la unión a -glucanos y envuelve la 

permeabilización de la membrana (Osmond et al., 2001); pero no todas las PR-5 son 

capaces de unirse a estos glucanos y probablemente están involucradas en 
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reconocimiento (Osmond et al., 2001). La acumulación en la vacuola, sugiere que su 

presencia es complementar un mecanismo sinérgico de defensa con otras PR (Rodrigo et 

al., 1993). 

La expresión de PR-6 también resulta interesante, pues los tejidos infectados 

manifiestan una regulación positiva, similar a lo que ocurrió con PR-5. Las proteínas PR-

6 son miembros del grupo de inhibidores de proteasas reportadas en una gran variedad 

de plantas en respuesta a diversos estímulos externos incluyendo heridas, alimentación 

por insectos e infecciones microbiales (Christeller y Laing, 2005; Habib y Fazili, 2007; 

Turra y Lorito, 2011). 

La expresión de PR-6 puede ser regulada por etileno y activada en hojas durante la 

maduración de frutos (Margossian et al., 1988); también puede ser inducida por 

aplicaciones exógenas de metil jasmonato y ácido abscísico (Wang et al., 2003). De 

acuerdo con la escasa expresión de EREBP en los frutos infectados, la expresión de PR-6 

en frutos asintomáticos parece relacionada con la inducción por ácido jasmónico o a 

través de una ruta alterna (Koiwa et al., 1997). 

Gadea et al. (1996) describieron la expresión ectópica de un miembro de los 

inhibidores de proteasas en plantas de tomate infectadas con un viroide y estimulada 

con etefón, un precursor del etileno, aunque no relacionaron estos efectos con el etileno 

sino con un efecto adicional del etefón independiente del etileno; pero mejora la 

sensibilidad al ácido salicílico para la activación de genes de defensa (Lawton et al., 

1994), aunque la inducción de inhibidores de proteasas no se ha asociado al ácido 

salicílico.  

Djami-Tchatchou et al. (2013) no encontraron diferencia significativa en la tasa de 

expresión de PR-5 por la infección de C. gloeosporioides entre frutos de aguacate en 

respuestas tempranas y tardías y el testigo, al igual que ocurrió en nuestro análisis de la 

infección postsintomática de ASBVd en el tejido foliar sintomático. La tasa de expresión 

reportada en PR-6, en las mismas condiciones, es significativamente elevada en los 

frutos evaluados en infección tardía. 



 34 

La activación de proteínas relacionadas con la patogénesis constituye el último 

paso en las respuestas de defensa a patógenos. El mecanismo por el que estas proteínas 

son capaces de retardar la aparición de síntomas aún permanece elusivo, considerando 

que la cascada de eventos que lleva a la aparición de síntomas provocados por viroides 

se sigue estudiando. Este estudio establece una diversificación en las rutas de defensa 

del aguacate que son inducidas por la enfermedad de la mancha de sol y su agente 

causante. Resultaría interesante comparar la expresión de un tándem mayor de genes 

PR para destacar algunos de éstos para entender las rutas de defensa involucradas. 

 

 

6. CONCLUSIONES 

Es posible resaltar algunos puntos importantes en estas comparaciones: 1) el tejido 

foliar y el tejido de frutos tienen diferentes mecanismos de respuesta a la infección de 

ASBVd mediante los genes de defensa evaluados en este trabajo; 2) los cambios más 

significativos en la expresión se dan en frutos asintomáticos; 3) las diferencias entre las 

variantes sintomáticas y asintomáticas se entienden por ser representativas en el caso de 

expresión de PR-5 en frutos; sin embargo, ocurre regulación positiva en frutos 

infectados; 4) la expresión de PR-6 en los frutos infectados también es significativamente 

mayor a la expresión del control sano, pero sin significancia entre el sintomático y 

asintomático. 
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