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Pseudomonas chlororaphis PCL1606 (PcPCL1606) es una cepa bacteriana 
aislada de la rizosfera de árboles de aguacate sanos que crecían en un área 
afectada por la podredumbre blanca radicular en la zona de la Axarquía, en 
la provincia de Málaga. Esta rizobacteria muestra capacidad antagonista y 
actividad de biocontrol frente a diferentes hongos fitopatógenos de suelo. 
Esta cepa fue seleccionada inicialmente por su elevada capacidad 
antagonista frente a Rosellinia necatrix, el agente causal de la podredumbre 
blanca radicular (Cazorla et al., 2006). El análisis de la producción in vitro 
de antibióticos antifúngicos, reveló que PcPCL1606 puede producir tres 
compuestos antifúngicos: 2-hexil, 5-propil resorcinol (HPR), cianuro de 
hidrógeno (HCN) y pirrolnitrina (PRN); sin embargo, de entre ellos, el 
principal compuesto implicado de forma directa en el antagonismo y la 
capacidad de control biológico de esta cepa es el HPR (Calderón et al., 
2015).  

Los genes responsables de la producción de HPR son los genes dar, los 
cuales forman un clúster compuesto por tres genes biosintéticos (darA, darB 
y darC) y dos genes reguladores (darR y darS). Las mutagénesis por 
inserción realizadas para dilucidar el papel de cada gen dar encontrado en 
PcPCL1606, demostró el papel fundamental de los genes darA y darB en la 
producción de HPR, siendo los mutantes sobre estos genes los únicos que 
fueron deficientes en la producción de HPR (Calderón et al., 2014a). 

En PcPCL1606, se ha demostrado que HPR participa en la formación de 
biopelícula (Calderón et al.,2019) y que la producción de HPR también 
desempeña un papel clave en la persistencia y colonización en las raíces de 
aguacate, y en las hifas de R. necatrix (Calderón et al., 2014b).  

Por ello, unos de los objetivos fue evaluar si la aplicación de un producto 
formulado semicomercial basado en PcPCL1606 al suelo, además de 
producir un control biológico, puede afectar a las comunidades microbianas 
del suelo y la rizosfera del aguacate, en condiciones naturales y bajo la 
infección por R. necatrix. Para probar los efectos de PcPCL1606 en las 
comunidades eucariotas y procariotas del suelo, se preparó un formulado de 
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PcPCL1606 y se aplicó al suelo de plantas de aguacate que crecían en 
experimentos de mesocosmos, en condiciones ambientales de campo, pero 
bajo condiciones controladas. Bajo estas condiciones, el control biológico 
de PcPCL1606 formulada, permitió observar que con solo una aplicación 
preventiva (50 días antes de la inoculación con R. necatrix), PcPCL1606 
retrasaba la evolución de los síntomas de la podredumbre blanca radicular 
causada por R. necatrix, e incluso reducía significativamente el índice de 
enfermedad (25-30%). Como se esperaba, el tratamiento bacteriano de 
PcPCL1606 formulado en suelos de aguacate infectados con R. necatrix 
resultó en el control biológico del patógeno. 

Se llevó acabo la evaluación de la viabilidad de PcPCL1606 durante todo el 
ensayo. Para ello, se realizó un seguimiento comparando los recuentos 
bacterianos de las muestras bajo un tratamiento preventivo con los recuentos 
con la cepa derivada PcPCL1606-GFP. Los recuentos en placa revelaron la 
persistencia de esta cepa a lo largo de todo el experimento, con niveles que 
oscilaron entre 103 y 105 ufc/g, y casi sin diferencias en las muestras de 
rizosfera y suelo. Estos valores fueron muy similares a los recuentos de esas 
mismas muestras en medio PSM (medio Pseudomonas-like), lo que indica 
que los recuentos bacterianos de las muestras tratadas con PcPCL1606 en 
medio PSM corresponden principalmente a la cepa PcPCL1606 formulada.  

Por otro lado, realizando recuentos en el suelo y la rizosfera de los diferentes 
tratamientos y a diferentes tiempos de muestreo, se observó que la presencia 
en los mesocosmos del hongo R. necatrix, tenía ya un impacto en los 
recuentos de bacterias heterótrófas totales y de bacterias tipo Pseudomonas-
like. La presencia del hongo estimulaba los recuentos de microorganismos 
del tipo Pseudomonas, pero reducía el recuento de bacterias heterotróficas 
totales. 

Para evaluar el efecto de la aplicación del producto formulado 
semicomercial de PcPCL1606 en las comunidades del suelo y rizosfera del 
aguacate, se analizaron muestras de suelo y rizosfera donde se había 
aplicado la rizobacteria, y de macetas control (sin aplicación bacteriana). 
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Posteriormente se realizaron extracciones de DNA de suelo y rizosfera y se 
caracterizaron las comunidades microbianas del suelo mediante 
secuenciación de 16S rDNA e ITS.  

En condiciones naturales no hubo efecto sobre las comunidades procariotas 
en muestras de suelo y rizosfera, tras la aplicación de PcPCL1606, no 
mostrando cambios con respecto al tratamiento control, mientras que en las 
comunidades eucariotas se observaron cambios muy pequeños. Por otro 
lado, en los suelos infectados por R. necatrix, la aplicación de PcPCL1606 
al suelo provocó un aumento de la abundancia relativa de unas pocas 
familias procariotas con características descritas en bibliografía como 
protectoras contra patógenos fúngicos transmitidos por el suelo y 
descomposición de materia orgánica (familias Chitinophagaceae, 
Cytophagaceae). Se observaron variaciones de la abundancia, pero no se 
detectaron apariciones de nuevas familias procariotas con respecto al 
control. Por otro lado, fue relevante la observación de que la introducción 
del patógeno R. necatrix, impactó fuertemente sobre las comunidades 
eucariotas. Sin embargo, este efecto fue menor en aquellos mesocosmos 
bajo el tratamiento con PcPCL1606, que redujo fuertemente la presencia de 
R. necatrix en suelo y de otros hongos saprofitos, minimizando su efecto 
sobre el resto de comunidades microbianas.  

Se analizó este fenotipo de supresión frente a R. necatrix mediante ensayos 
de supresividad, y se concluyó que PcPCL1606 tiene un papel clave en la 
inducción de supresividad, además, este fenotipo depende en gran medida 
de la producción del compuesto HPR. 

Como se ha comentado anteriormente, HPR participa en la formación de 
biopelícula (Calderón et al.,2019) y desempeña un papel clave en la 
persistencia y colonización en las raíces de aguacate y en las hifas de R. 
necatrix (Calderón et al., 2014b). La participación de HPR en estos 
fenotipos, sugiere un posible papel del HPR como molécula reguladora. 
Esto reforzaría lo que se conoce en la actualidad sobre los 
dialquilresorcinoles, grupo al que pertenece el HPR, que actúan como 
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moléculas señal regulando distintos procesos de la biología del 
microrganismo, constituyendo un nuevo sistema regulador similar al 
quorum sensing (Brameyer et al., 2015).  

Por ello, se abordó el estudio del posible efecto de HPR sobre distintos 
fenotipos implicados en la interacción de PcPCL1606 con la rizosfera de 
aguacate. Para ello, se realizó un análisis comparativo entre el transcriptoma 
de PcPCL1606 y el mutante ΔdarB (no productor de HPR) cuando se 
encontraban en interacción con la raíz del aguacate. En la puesta a punto del 
sistema de interacción, se seleccionó un sistema donde las raíces de la planta 
eran desinfectadas, lavadas e inoculadas en una suspensión bacteriana, 
como ya se había realizado en otro tipo de ensayos (Cazorla et al., 2006) y 
posteriormente, se depositó sobre el sustrato (arena de cuarzo), para realizar 
la extracción desde la rizosfera. Tras 48 horas de la interacción, se extrajo 
ARN de la rizosfera, y se llevó a cabo el análisis comparativo 
transcriptómico entre PcPCL1606 y el mutante ∆darB, a partir de los genes 
expresados diferencialmente, 

Del análisis de los genes que se expresaban diferencialmente por HPR, se 
observó que HPR en estas condiciones, sobre la rizosfera de aguacate, 
actuaba mayoritariamente como un inductor de genes, con 298 genes 
sobreexpresado y 88 genes reprimidos por HPR. Dentro de los genes 
sobreexpresados se aprecia un gran número de genes (n=58) que se predicen 
para la categoría COG relacionada con el transporte de aminoácidos y 
metabolismo. Dentro de los genes con una mayor sobreexpresión, fue 
interesante destacar por su posible implicación en la interacción con la 
rizosfera, el gen PCL1606_14510 (Log2FC: 4,15), que mostró homología 
con el gen kgtP, transportador de 2- oxoglutarato (2-OG). El compuesto 2-
OG se ha descrito como un compuesto presente en los exudados de plantas. 
Este hecho animó a continuar el estudio del gen PCL1606_14510 y su papel 
en la interacción con la raíz de aguacate. Simultaneamente, también fue 
interesante el gen PCL1606_46820 (Log2FC: 3,01), homólogo al gen phaG 
de Pseudomonas aeruginosa, que codifica una transacilasa que une la 
biosíntesis de ácidos grasos con la biosíntesis de gránulos de 
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polihidroxialcanoatos (gránulos PHA), gránulos implicados en la 
supervivencia en suelo y rizosfera y en tolerancia a distintos tipos de 
estreses abióticos. 

Para el estudio del transportador del compuesto 2- OG, se realizó un mutante 
por inserción del gen kgtP (PcPCL1606::kgtP), y se realizaron ensayos de 
los fenotipos potencialmente implicados con la expresión del gen. En primer 
lugar se realizaron ensayos de crecimiento con 2-OG como fuente de 
carbono, y los resultados mostraron que el mutante PcPCL1606::kgtP era 
incapaz de crecer con 2-OG como única fuente de carbono, ya que no era 
capaz de transportarlo al interior celular para su metabolismo, sin embargo 
el mutante ∆darB, fue capaz de mantener su crecimiento. También se 
realizaron ensayos de quimiotaxis hacia este compuesto empleando las 
cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::kgtP, y estudiar el posible papel del 
gen kgtP como atrayente y su dependencia de la producción de HPR. El 
desplazamiento que se produce en las cepas ΔdarB y PCL1606::kgtP es 
significativamente menor que en la cepa silvestre PcPCL1606, siendo en el 
mutante defectivo en el transporte de 2-OG, PCL1606::kgtP, el que presenta 
los menores valores de desplazamiento hacia el compuesto 2-OG. También 
se realizaron ensayos de movilidad tipo swimming, en este caso el mutante 
PCL1606::kgtP, mostro el mismo desplazamiento que la cepa silvestre, 
mientras que el mutante ΔdarB, mostro un mayor desplazamiento. Por 
último, se ensayó la actividad de biocontrol en el patosistema aguacate-R. 
necatrix, como se ha descrito en trabajos previos, el mutante ∆darB no 
mostró actividad de control biológico, mostrando una progresión de la 
enfermedad similar al control sin bacterias y el mutante PCL1606::kgtP se 
comportó de manera similar al mutante ∆darB, perdiendo la capacidad de 
biocontrol que muestra la cepa silvestre. Esto podría deberse a la menor 
quimiotaxis hacia el compuesto 2-OG y a un menor uso de este compuesto, 
que podría estar afectando el patrón de colonización sobre las raíces de 
aguacate. 

Para el estudio del gen phaG, se realizó un mutante por inserción del gen 
phaG (PCL1606::phaG), y se realizaron ensayos de los fenotipos 
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potencialmente implicados con la expresión de este gen según la 
bibliografía. En primer lugar se analizó la detección microscópica de 
gránulos PHA, y se observó una gran acumulación e intensidad de los 
mismos en la cepa silvestre PcPCL1606, mientras que en el mutante 
PCL1606::phaG, disminuye significativamente la capacidad de producir 
estos gránulos. El mutante ΔdarB, deficiente en la producción de HPR, se 
observa un fenotipo intermedio entre PcPCL1606 y PCL1606::phaG. Este 
ensayo confirmaría los resultados obtenidos en el análisis RNA-seq, donde 
la producción de HPR afectaría a la expresión del gen phaG. Por otro lado, 
se ha observado, que las cepas que producen gránulos PHA tienen una 
mayor tolerancia al estrés. Por lo que se estudiaron fenotipos relacionados 
con la tolerancia a estreses abióticos, como tolerancia a la desecación, al 
estrés térmico, al peróxido de hidrógeno y supervivencia en arena de cuarzo. 
De todos los ensayos realizados, se observaron diferencias entre el mutante 
PCL1606::phaG y la cepa silvestre en los ensayos de tolerancia al calor y 
de inhibición del crecimiento por peróxido de hidrógeno. PcPCL1606 es 
capaz de tolerar temperaturas de 50°C durante más tiempo que los mutantes 
ΔdarB y PCL1606::phaG, y PcPCL1606 presenta un halo de inhibición a 
peróxido de hidrógeno menor al de las cepas ΔdarB y PCL1606::phaG. 
También se realizaron ensayos de control biológico en el patosistema 
aguacate- R. necatrix, y los resultados mostraron que el mutante afectado en 
la producción de gránulos PHA (PCL1606::phaG) mostraba 
significativamente menor control biológico que la cepa silvestre, mostrando 
niveles similares al mutante ΔdarB. Por lo que el gen phaG parece estar 
implicado en la producción de gránulos PHA, en la mejor tolerancia a la 
temperatura y al peróxido de hidrógeno, y también estarían implicados en 
la actividad de biocontrol de PcPCL1606 

Por otro lado, se estudió el papel regulador que podría tener HPR durante el 
biocontrol en la rizosfera de aguacate, es decir, durante la interacción 
bacteria-planta-patógeno. Para ello, al modelo de interacción descrito 
previamente se le añadió un filtro de nylon sobre las raíces de aguacate y se 
inoculó una suspensión de las hifas del hongo a través del filtro. La 
interacción multitrófica, se comprobó a través de extracciones de DNA de 
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la rizosfera, detectando a R. necatrix y a la bacteria mediante amplificación 
con cebadores específicos. Una vez obtenido el modelo, se realizó 
extracción de ARN de rizosfera a las 48 horas tras la interacción y se llevó 
a cabo un análisis comparativo transcriptómico entre PcPCL1606 y el 
mutante no productor de HPR (ΔdarB). 

Los resultados obtenidos durante el control biológico, muestran que HPR 
actúa principalmente reprimiendo un alto número de genes (86 genes 
sobreexpresado, 179 genes reprimidos). Esto sugiere que HPR podría jugar 
un papel importante como molécula reguladora, y que controlaría distintos 
genes según las condiciones del entorno y del microorganismo. 

En la interacción multitrófica entre bacteria-planta-patógeno, es interesante 
destacar dentro de los genes sobreexpresados por HPR, el gen 
PCL1606_36720 (Log2FC de 2,03), que mostró alta homología con el gen 
pgdA, con una función predicha para una polisacárido desacetilasa, que 
intervendría en la desacetilación del polímero. Según bibliografía, este gen, 
estaría implicado en la formación de biopelícula, colonización y virulencia 
en otros grupos bacterianos (Vuong et al., 2004). Por ello, fue el gen 
seleccionado para su estudio. 

Para el estudio del papel del gen pgdA en la biología de PcPCL1606, se 
realizó un mutante por inserción del gen pgdA (PCL1606::pgdA), y se 
realizaron ensayos de los fenotipos potencialmente implicados con la 
expresión del gen. En primer lugar se realizaron ensayos de formación de 
biopelícula en interfase líquido-aire para las cepas PcPCL1606, 
PCL1606::pgdA y ΔdarB. Los resultados muestran que el mutante ΔdarB no 
fue capaz de formar biopelícula, sin embargo el mutante PCL1606::pgdA 
mostró una biopelícula similar a la cepa silvestre. También es interesante 
destacar, que se ha visto en distintos trabajos que la desacetilación de los 
polímeros están implicados en la morfología rugosa de la colonia y en la 
unión a rojo Congo por parte de los polisacáridos, por ello se realizaron este 
tipo de ensayos. Los resultados mostraron que el mutante ∆darB, mostró 
una superficie lisa y no unió rojo Congo a diferencia de la cepa silvestre 
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(Calderón et al., 2019). Sin embargo, el mutante PCL1606::pgdA tampoco 
mostró el fenotipo que esperábamos, ya que su fenotipo fue igual al 
mostrado por la cepa silvestre, de morfología rugosa y con coloración rojiza, 
debido a la unión del rojo Congo. Se estudiaron otros fenotipos relacionados 
con la biopelícula, como es la adhesión y la movilidad tipo swimming, 
nuestros resultados muestran que el mutante PCL1606::pgdA, muestra una 
mayor adhesión, tanto a corto como a largo plazo, tras la inoculación en una 
placa multipocillo y también mostró una menor movilidad tipo swimming 
que la cepa silvestre. Aunque parece que el mutante PCL1606::pgdA no está 
implicado en los fenotipos habituales de biopelícula, nuestros resultados 
muestran que este mutante está afectado en la capacidad de control 
biológico en el patosistema aguacate-R. necatrix. Sería interesante realizar 
ensayos de colonización en raíz de aguacate para observar si se ve afectado 
el patrón de formación de biopelícula en la raíz de aguacate y por ello 
muestra una menor capacidad de biocontrol. 
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1. Introducción 

1.1. Suelo y rizosfera 

El suelo es la porción más superficial de la corteza terrestre, constituida en 
su mayoría por residuos de roca provenientes de procesos erosivos y otras 
alteraciones físicas y químicas, así como de materia orgánica fruto de la 
actividad biológica que se desarrolla en la superficie. 

Un suelo es básicamente un medio poroso que consiste en minerales, agua, 
gases, materia orgánica y microorganismos. La matriz de minerales, materia 
orgánica, aire y agua, es importante para apoyar el crecimiento de las plantas 
y las comunidades microbianas, asi como para la descomposición química 
de la materia organica (Voroney y Heck., 2007).  

El componente más abundante del suelo es la porción mineral, que 
constituye aproximadamente del 45% al 49% del volumen. Los minerales 
del suelo se derivan de dos tipos principales. Los minerales primarios, como 
los que se encuentran en la arena y el limo, son aquellos materiales del suelo 
que son similares al material original a partir del cual se formaron. Los 
minerales secundarios, por otro lado, resultan de la erosión de los minerales 
primarios, que liberan iones importantes y forman formas minerales más 
estables, como la arcilla de silicato (Bronick y Lal, 2005). Por otro lado, un 
volumen de suelo también esta compuesto por el espacio de los poros, se 
llena con distintas combinaciones de aire y/o agua. Cuando el suelo está 
saturado de agua, todo el aire en sus espacios porosos habrá sido desplazado; 
a la inversa, el suelo desecado solo tiene aire en los espacios entre los sólidos 
del suelo. El agua es el segundo componente básico del suelo, y puede 
representar aproximadamente del 2% al 50% del volumen del suelo. El agua 
es importante para transportar nutrientes a las plantas en crecimiento y a los 
organismos del suelo y para facilitar la descomposición biológica y química 
(Valentin et al., 1999). Los gases son el siguiente componente básico del 
suelo. Debido a que el aire puede ocupar los mismos espacios que el agua, 
puede representar aproximadamente del 2% al 50% del volumen del suelo 
(Moldrup, 2001). Por ejemplo, el oxígeno es esencial para la respiración de 
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las raíces y los microorganismos, lo que ayuda a mantener el crecimiento de 
las plantas. La materia orgánica es otro componente básico que se encuentra 
en los suelos a niveles de aproximadamente 1% a 5%. La materia orgánica 
se deriva de restos de plantas y animales muertos y, como tal, tiene una alta 
capacidad para retener y/o proporcionar los elementos esenciales y el agua 
para el crecimiento de las plantas (Lehmann y Kleber, 2015). Los 
microorganismos son el elemento básico final de los suelos, y se encuentran 
en el suelo en cantidades muy altas, pero representan mucho menos del 1% 
del volumen del suelo, los princiaples microorganismos del suelo se 
agrupan como bacterias, hongos, algas, protozoos y virus. Cada uno de estos 
grupos tiene diferentes características que definen los organismos y 
diferentes funciones en el suelo en el que vive (Moldrup, 2001). Estos 
organismos interactúan y estas interacciones influyen en la fertilidad del 
suelo, tanto o más, que las actividades individuales del organismo (Figura 
1). 

 

Figura 1.  Abundancia en volumen (%) de los principales componentes del suelo. Los gases y 
agua ocupan un espacio del 50% del volumen, pudiendo variar cada uno entre 2 y 50%, ya que 
ocupan el mismo espacio. 

Los suelos se forman por la destrucción de la roca y la acumulación de 
materiales distintos a lo largo de los siglos, en un proceso que involucra 
numerosas variantes físicas, químicas y biológicas, que da como resultado 
el perfil del suelo. Los perfiles del suelo se dividen en capas, llamadas 
horizontes, que generalmente son paralelas a la superficie del suelo 
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(Simonson, 1959). Cada horizonte tiene su propio conjunto de 
características (Gerasimova et al., 2013; Figura 2). 

 
Figura 2.  Esquema del perfil del suelo; distintos horizontes que pueden encontrarse en el suelo. 
El asterisco indica el horizonte donde se encuentra la mayor actividad biológica, ya que en ella 
se encuentran la mayor parte de organismos vivos y raíces de plantas (Modificado de Luján et 
al., 2016). 

De forma resumida, el horizonte 0, es el estrato superficial, está compuesto 
por detritos orgánicos, hojas y materia orgánica parcialmente descompuesta. 
El horizonte A, es el suelo superficial, es la región con la mayor actividad 
biológica ya que muchos organismos viven en esta capa, debido a la gran 
cantidad de materia orgánica y a las raíces de las plantas, que se extienden 
en esta capa, estas ayudan a mantener la capa superior del suelo en su lugar. 
El horizonte E, también denominado horizonte de lavado, presenta 
lixiviación de minerales, arcillas y cationes, y una acumulación de partículas 

Horizonte O (Estrato superficial) 

Horizonte A (Suelo superficial) 

Horizonte E (Zona de lavado) 

Horizonte B (Subsuelo) 

Horizonte C (Roca madre parcialmente 
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de arena y limo. El horizonte B, se conoce como subsuelo, y es una zona de 
acumulación de arcillas, oxidos de hierro y aluminio, principalmente. 
Debido a que este horizonte tiene menor cantidad de materia orgánica, 
soporta poblaciones microbianas relativamente pequeñas y tiene poca 
actividad biológica (Gerasimova et al., 2013).  El horizonte C, está 
compuesto con sedimentos y fragmentos de roca, presenta acumulación de 
sílice, carbonatos y yeso (Soil Survey Staff, 2014). La actividad microbiana 
en este horizonte C es típicamente muy baja, en parte debido a limitaciones 
en el oxígeno (O2) y la materia orgánica (Gerasimova et al., 2013). Y, por 
último, el horizonte R o material parental, es el material rocoso subyacente 
que no ha sufrido ninguna alteración química o física significativa.  

El horizonte donde hay una mayor actividad de los microorganismos, es el 
horizonte A, debido principalmente a la influencia de las plantas, 
mayoritariamente por el efecto de las raíces. La dinámica de los procesos de 
crecimiento y exudación de las raíces cambia la composición química de la 
rizosfera en el espacio y el tiempo, las plantas absorben agua y nutrientes 
minerales a través de sus raíces, y devuelven materia orgánica al suelo a 
través de la caída de hojas, raíces y exudados de raíces (Hobbie, 1992; 
Binkley y Giardina, 1998). 

La zona del suelo que está directamente influenciada por las secreciones o 
exudados de la raíz, recibe el nombre de rizosfera. La rizosfera se describe 
como el área alrededor de la raíz de una planta que está habitada por una 
población de microorganismos que se ven influenciados, por la presencia de 
los compuestos químicos liberados por las raíces de las plantas (Hiltner, 
1904). La rizosfera constituye el hábitat de una gran cantidad de 
invertebrados y microorganismos y se considera uno de los hábitats 
microbianos más dinámicos de la Tierra, debido a que los exudados 
radiculares crean un ambiente modificado en el suelo que las rodea (Hirsch 
et al., 2003). Los exudados de raíz están constituidos mayoritariamente de 
compuestos orgánicos de bajo peso molecular como azúcares, ácidos 
grasos, CO2, diferentes aniones y cationes, terpenoides, tiazoles/pirazidinas, 
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monofosfato de adenosina cíclico (cAMP), ésteres, ácidos alifáticos, 
aminoácidos y proteínas (Badri et al. 2009; Rasmann et al. 2012).  

El patrón de exudación de la raíz puede verse afectado cuantitativa y 
cualitativamente por diferentes factores como son la edad de la planta (De 
la Pena et al., 2010), la especie de planta (Berendsen et al., 2012), la 
diversidad vegetal (Philippot et al., 2013), factores ambientales como altas 
y/o bajas temperaturas, cantidad de precipitación, disponibilidad de luz y 
prácticas agrícolas que se realizan en el medio (Chaparro et al., 2012; 
Mendes et al., 2013; Philippot et al., 2013).  

Los exudados liberados por las raíces de las plantas son la principal fuente 
de alimento para los microorganismos de la rizosfera (Raaijmakers et al., 
2009). Los fitoquímicos secretados por las raíces pueden mediar en una 
serie de interacciones, como planta-planta, planta-microorganismo y planta-
fauna. Estas interacciones pueden variar de neutrales a beneficiosas o 
perjudiciales (Mercado-Blanco y Bakker, 2007; Raaijmakers et al., 2009). 
En el caso de la interacción planta-microorganismos, estos diversos 
compuestos estimulan los procesos de quimiotaxis y hacen que las plantas 
sean capaces de atraer comunidades microbianas para establecer las 
interacciones (Bais et al., 2006; Luscher et al., 2004; Chapman et al., 2006). 
Algunos componentes de los exudados radiculares pueden ayudar a la 
interacción con microorganismos beneficiosos, y desempeñan un papel 
clave en diversas interacciones entre las raíces de las plantas y los 
microorganismos beneficiosos de la rizosfera (Nguema-Ona et al., 2013). 
Los componentes químicos de los exudados de las raíces pueden repeler a 
un organismo mientras atraen a otro, o pueden atraer a dos organismos muy 
diferentes con diferentes consecuencias para la planta. Un ejemplo concreto 
de diversos significados para una señal química es la secreción de 
isoflavonas por las raíces de la soja, que atraen a un mutualista 
(Bradyrhizobium japonicum) y un patógeno (Phytopthora sojae) (Morris et 
al., 1998). También hay compuestos que pueden atraer a microorganismos 
beneficiosos y repeler a patógenos, como, por ejemplo, los 
arabinogalactanos proteicos (AGP), pueden atraer microorganismos 
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beneficiosos (bacterias y hongos) y repeler los patógenos de las raíces de 
las plantas (Cannesan et al., 2012; Gaspar et al., 2004; Vicré et al., 2005; 
Xie et al., 2012). En algunos casos, los microbios pueden pasar de ser 
simbióticos a tener una interacción neutra, dependiendo de las condiciones 
ambientales (Newton et al., 2010). Los rizobios, bacterias simbióticas que 
fijan nitrógeno (N), varían de una interacción simbiótica a neutra con las 
plantas, dependiendo de los niveles de N del suelo (Davidson y Robson, 
1986; Zahran, 1999). También hay otros compuestos en los exudados 
radiculares que pueden repeler a los microbios patógenos de las plantas 
fuera de la rizosfera, compuestos como inositoles, cucurbitacina A, bitienilo 
y sus derivados (Giebel, 1982; Johnson y Nielsen, 2012; Rasmann et al., 
2012; Turlings et al., 2012). 

También hay otros factores que pueden intervenir en el conjunto de 
microorganismos (microbioma) de la rizosfera, como ya se ha comentado 
anteriormente, la naturaleza de la fracción mineral, la materia orgánica y las 
proporciones relativas de aire y agua en el suelo, son factores críticos que 
afectan la actividad microbiana. Por ejemplo, en los suelos donde el espacio 
de poros está muy dominado por el agua, normalmente predominan 
microorganismos anaeróbios y anaeróbios facultativos (Fuhrmann, 2005). 

Otro parámetro es la temperatura a la que esté el suelo, que tendrá diferentes 
efectos sobre la actividad microbiana dependiendo del rango de tolerancia 
de los organismos respectivos (Thies et al., 2006). También es importante 
el pH del suelo, la mayor parte de microorganismos prefieren valores de pH 
casi neutros, entre 6 y 7,5, a este pH la mayor parte de nutrientes del suelo 
están mas disponibles para su absorción por las raíces de las plantas 
(Zhalnina et al., 2018). 

1.2. Microorganismos del suelo y la rizosfera 

Los exudados derivados de la raíz, además de favorecer la proliferación 
microbiana en la rizosfera, también son responsables del predominio de 
distintos conjuntos microbianos entre el suelo y la rizosfera, un fenómeno 
descrito como el “efecto rizosfera” (Hiltner, 1904; Berendsen et al., 2012). 
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Por tanto, los microorganismos que proliferan en la rizosfera están 
expuestos a compuestos derivados de plantas y moléculas de señalización y 
representan un subconjunto de las comunidades microbianas altamente 
complejas del suelo (Berendsen et al., 2012).  

La comparación de los microbiomas de la rizosfera y suelo, entre numerosas 
especies de plantas en diferentes condiciones, ha revelado consistentemente 
el efecto crucial del microbioma de la rizosfera, la fuente del suelo 
(Lundberg et al., 2012, Peiffer et al., 2013) y los rasgos genéticos de las 
plantas (Fitzpatrick et al., 2018; Lu et al., 2018; Turner et al., 2013). Un 
ejemplo de cambios entre el suelo y rizosfera dependiente de la planta, fue 
la comparación de los microbiomas de la rizosfera y del suelo, entre el trigo, 
la avena y el guisante, encontrando un mayor efecto sobre la rizosfera del 
guisante en comparación con los cereales (Turner et al., 2013). En otros 
estudios, también se observaron fuertes efectos sobre el microbioma de la 
rizosfera en la soja, que es dependiente de los exudados radiculares, que 
tienen una alta concentración de flavonoides, que son componentes 
esenciales del intercambio de señales entre la soja y los rizobios simbióticos 
durante la formación de nódulos fijadores de nitrógeno (Liu et al., 2019). 

El efecto de la planta en la composición de la rizosfera puede ser muy 
notable o tener un efecto mas débil o nulo, pero varía según el contexto del 
suelo, condiciones y las especies de plantas estudiadas (Pérez-Jaramillo et 
al., 2016). Por ejemplo, la composición del microbioma de la raíz del arroz 
se vio significativamente influenciada por el genotipo del arroz cuando se 
cultivó en condiciones controladas de invernadero, mientras que no se 
detectó ningún impacto en condiciones de campo (Edwards et al., 2015). 
En otros estudios en condiciones de campo, utilizando diferentes 
variaciones genéticas de la cebada, reveló impactos pequeños pero 
significativos, y estos impactos dependientes del genotipo se manifestaron 
al diferenciar la abundancia de unos pocos taxones específicos en lugar de 
diferencias a nivel de comunidad completa (Bulgarelli et al., 2015).  
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Por otro lado, la presencia de un patógeno causante de enfermedad, puede 
alterar la estructura de las comunidades, tanto procariotas como eucariotas 
del suelo y la rizosfera. Un ejemplo es la presencia del patógeno Rhizoctonia 
solani AG1-IB, que afectó severamente a la estructura de la comunidad 
bacteriana y fúngica en la rizosfera de la lechuga. Estos efectos fueron 
mucho menos pronunciados en presencia del agente de control biológico 
Pseudomonas jessenii RU47 (Adesina et al., 2009).  

Aunque puedan verse muchos cambios en el microbioma de la rizosfera, al 
estudiar las comunidades bacterianas presentes en la rizosfera de varios 
cultivos (como soja, colza, girasol y maíz), los filos bacterianos más 
abundantes encontrados en la rizosfera de todos los cultivos fueron 
Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria y Verrucomicrobia 
(Chauhan et al., 2011; Jesus et al., 2010). Por otro lado, en la rizosfera de 
arroz, las secuencias del gen de ARNr 16S señalaron a las Proteobacterias 
como el filo predominante, seguido de Chloroflexi, Acidobacteria, 
Bacteroidetes y Firmicutes. (Somenahally et al., 2011).  

Dentro de los microorganismos que están habituamente en la rizosfera, es 
interesante destacar el grupo de las rizobacterias promotoras del crecimiento 
vegetal (PGPR). La promoción del crecimiento de las plantas por parte de 
las bacterias que habitan en la rizosfera, podría ser el resultado del 
suministro de nutrientes esenciales para las plantas, que apenas están 
disponibles en el suelo. Los principales mecanismos para una mayor 
absorción de nutrientes son la solubilización de fosfato, la fijación de 
nitrógeno, la solubilización de zinc y la unión de hierro a través de la 
producción de sideróforos. También hay otros mecanismos implicados en 
la mejora del crecimiento de las plantas como, la producción de 
fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas) actividades desaminasa, 
formación de biopelículas, y producción de exopolisacáridos. (Cambardella 
y Eliott., 1992; Collins et al., 1992). 
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1.2.1. Interacciones multitróficas en la rizosfera 

La rizosfera se considera un punto caliente de interacciones microbianas 
(Raaijmakers et al., 2009). Biológicamente, el microbioma de la rizosfera 
constituye el reservorio de varias comunidades microbianas más diverso 
descrito hasta ahora en el planeta (Curtis et al., 2002; Torsvik et al., 2002; 
Gams, 2007; Buée et al., 2009). Los organismos que están presentes en el 
microbioma de la rizosfera pueden interaccionar entre sí y con la planta, y 
pueden tener efectos sobre la nutrición, el crecimiento y la salud de la planta 
(Berendsen et al., 2012; Mendes et al., 2011). Este microbioma puede estar 
compuesto principalmente, por bacterias, hongos, oomicetos, nematodos, 
protozoos, algas, virus, arqueas e incluso artrópodos (Mendes et al., 2013). 
El microbioma de la rizosfera puede también afectar directa y/o 
indirectamente a la composición de las comunidades y la biomasa de plantas 
(Schnitzer et al., 2011). Numerosos organismos contribuyen a estos 
procesos, lo que conduce a innumerables interacciones entre la planta y los 
microorganismos (Bennett y Bever, 2007; Behie et al., 2012).  

La rizosfera alberga muchos organismos que tienen un efecto neutral en la 
planta, pero también atrae organismos que ejercen efectos nocivos o 
beneficiosos sobre la planta. El número y la diversidad de microorganismos 
nocivos y beneficiosos están relacionados con la cantidad y calidad de los 
exudados radiculares y con el resultado de las interacciones microbianas que 
ocurren en la rizosfera (Somers et al. 2004). 

1.2.1.1. Microorganismos perjudiciales 

Los microorganismos del suelo que tienen un efecto deletéreo sobre la 
planta son principalmente hongos parásitos de plantas, bacterias patógenas, 
y nematodos que causan perdidas de importancia económica en plantas de 
cultivo y resultan en serios problemas de reducción de la productividad y 
seguridad alimentaria (Ali et al., 2017). Estos pueden conseguir colonizar 
la rizosfera, atravesar el escudo microbiano protector y superar los 
mecanismos de defensa de las plantas para causar enfermedades. Los 
patógenos del suelo generalmente evolucionan en condiciones difíciles y se 
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adaptan bien a la rizosfera en comparación con otros microorganismos con 
los que comparten hábitat (Ali et al., 2017). 

El principal grupo de microorganismos patógenos de plantas transmitidos 
por el suelo, son hongos y oomycetes. Las plantas y los hongos secretan una 
amplia gama de moléculas en el espacio extracelular, donde juegan un papel 
crucial en la señalización, el desarrollo y las respuestas al estrés (Delaunois 
et al., 2014). Centrándonos en los hongos fitopatógenos, el desarrollo de la 
enfermedad es el resultado de su interacción con las plantas, según una 
secuencia de etapas denominadas patogénesis, y que comprenden la unión 
a la superficie de la planta, la germinación sobre dicha superficie, la 
penetración en el huésped y la colonización de los tejidos del huésped con 
el consecuente efecto deletéreo sobre la planta (Schäfer, 1994). 

Hay muchas especies de hongos que causan enfermedades o podredumbres 
de raíz, del cuello, marchitez, tizón…etc., pero con respecto a la economía 
general, los géneros más dañinos son, Fusarium (Bentley et al., 2006), 
Verticillium (Xu et al., 2010), Rhizoctonia (Lehtonen et al., 2008) y 
Armillaria (Cox et al., 2006) (Figura 3). Y de oomycetes destacan Pythium 
(Verbeek et al., 2016) y Phytophthora (Santini et al., 2013; Figura 3). 

1.2.1.2. Microorganismos beneficiosos 

En cuanto a los microorganismos beneficiosos de la rizosfera, son aquellos 
que pueden estar implicados en la promoción del crecimiento de las plantas, 
la tolerancia contra el estrés abiótico y el antagonismo a los patógenos que 
causan enfermedad (Figura 3; Ali et al., 2017).  

Las rizobacterias asociadas con la promoción del crecimiento de las plantas 
o PGPR (Kloepper et al. 1980) habitan en la rizosfera de las plantas y 
estimulan el crecimiento. Esta promoción del crecimiento podría ser el 
resultado del suministro de nutrientes esenciales para las plantas que apenas 
están disponibles en el suelo, debido a distintos mecanismos como la 
solubilización de fosfato, la fijación de nitrógeno, la solubilización de zinc 
y la unión de hierro a través de la producción de sideróforos. También hay 
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otros mecanismos implicados en la mejora del crecimiento de las plantas 
como, la producción de fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas) 
actividad de la enzima desaminasa del ácido 1-aminociclopropano-1-
carboxílico o ACC desaminasa; formación de biopelículas; y producción de 
exopolisacáridos (Cambardella y Eliott., 1992; Collins et al., 1992). 

Estas bacterias podrian ayudar a las plantas a deshacerse de los efectos 
nocivos del estrés abiótico a través de mecanismos funcionales 
especializados. Algunos mecanismos clave son la producción de ACC 
desaminasa y la disminución de los niveles de etileno, la inducción de 
resistencia sistémica, la formación y agregación de biopelículas y la 
producción de exopolisacáridos (Bakker et al., 2013). 

 Por otro lado, las bacterias que muestran antagonismo a los patógenos que 
causan enfermedad, reciben el nombre de microorganismos o agentes de 
control biológico. Estos microorganismos pueden utilizar una amplia gama 
de mecanismos involucrados en la supresión de los patógenos de plantas, y 
finalmente conducir al control de una enfermedad vegetal (Raaijmakers et 
al., 2009). Algunos de los mecanismos que potencian su uso como agentes 
de control biológico son síntesis de fitohormonas, síntesis de metabolitos 
antibióticos, secreción de sideróforos de unión a hierro, producción de 
enzimas como quitinasa, lipasa y proteasa que pueden hidrolizar las paredes 
celulares fúngicas y producción de enzimas de estrés oxidativo 
(Raaijmakers et al., 2009). El uso de rizobacterias de control biológico se 
considera un complemento y una alternativa para los pesticidas químicos, y 
pueden llegar a contribuir a una reducción en la dosis y frecuencia de 
aplicación de compuestos químicos (Le Mire et al., 2016). 
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Figura 3.  Esquema de la rizosfera, que es una zona estrecha del suelo (unos pocos milímetros 
de ancho) que rodea y está influenciada por las raíces de las plantas. El esquema muestra 
ejemplo de la rizosfera y los microorganismos, que puede contener tanto patógenos como 
beneficiosos. 

La actividad y los efectos de los microorganismos beneficiosos de la 
rizosfera están bien documentados para las bacterias que pertenecen a las 
Proteobacterias (Pseudomonas y Burkholderia) y Firmicutes (Bacillus y 
géneros relacionados), y para algunos hongos del grupo de los 
Deuteromicetos (por ejemplo, Trichoderma, Gliocladium y cepas no 
patógenas de F. oxysporum) (Raaijmakers et al., 2009). Entre ellos, los 
representantes del género Pseudomonas han sido comúnmente asociados 
con la rizosfera y los hábitats del suelo (Lugtenberg & Dekkers, 1999). 

1.3. Bases moleculares en la interacción de los microorganismos en la 
rizosfera 

Existe una creciente apreciación del importante papel que desempeñan los 
microorganismos asociacidos con las plantas. El hábitat rico en nutrientes 
que se produce en la rizosfera, atrae a los microorganismos y, a su vez, 
algunos microorganismos colonizadores proporcionan beneficios a la 
planta. La utilizacion de microorganismos para aumentar el rendimiento de 
los cultivos y proporcionar resistencia a las plantas contra el estrés biótico 
y abiótico, al tiempo que minimiza la aplicación de químicos, se beneficiaría 
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de una comprensión mecanicista más profunda de la interacción planta-
microorganismo (Mine et al., 2014). Los avances tecnológicos en biología 
molecular y las ómicas, incluida la genómica, la transcriptómica, la 
proteómica y la metabolómica, pueden proporcionar conocimientos sobre 
las funciones críticas de los genes de los microorganismos que ayudan a 
mejorar el rendimiento de las plantas (Levy et al., 2018) 

1.3.1. Genes implicados en interacción de bacteria-planta en la 
rizosfera 

La interacción de la bacteria con la raíz es un proceso complejo influenciado 
por muchos factores. A continuación, se resumen los rasgos bacterianos 
principales que intervienen en la interacción con la raíz y las bases geneticas 
implicadas en estas funciones. 

1.3.1.1. Proceso de adhesion a la raiz 

En algunos microorganismos del suelo, como Pseudomonas spp., se ha 
demostrado que los mecanismos de adhesión bacteriana son fundamentales 
para el establecimiento sobre la superficie radicular, y constituirían uno de 
los pasos fundamentales en la interacción con la raíz de la planta. 

Por ejemplo, en la bacteria Herbaspirillum seropedicae se identificaron 
genes inducidos por la interacción con la raíz de la planta mediante análisis 
transcriptómico, incluyendo expresión de adhesinas específicas, 
remodelación de la pared celular para la unión a la raíz (Pankievicz et al., 
2016). Es interesante destacar como unas estructuras adhesivas, los pili tipo 
IV, que pueden juegar un papel crucial en las interacciones huésped-
bacteria, así como su participación directa en la colonización durante las 
interacciones planta-bacteria (Dörr et al., 1998). Los genes para el sistema 
pilus tipo IV en Pseudomonas fluorescens PCL1751 son pilA, pilC, pilD, 
pilE, pilF, pilG, pilH, pilI, pilJ, pilM, pilN, pilO, pilQ, pilT, pilV y pilX (Cho 
et al., 2015). 
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1.3.1.2. Movilidad y quimiotaxis hacia la raiz 

La quimiotaxis y la movilidad desempeñan una serie de funciones 
importantes en las interacciones de las rizobacterias con sus huéspedes 
(Sushma, 2003). Se ha propuesto a la quimiotaxis como el primer paso de 
la colonización bacteriana de las raíces de varias especies de plantas (Zhulin 
et al., 1988; Heinrich y Hess, 1985; Turnbull et al., 2001). Con respecto a 
los principales genes implicados en quimiotaxis, cheY codifica un regulador 
de respuesta de dos componentes, cheA codifica un regulador de respuesta 
de quimiotaxis y pctA que codifica una proteína transductora quimiotáctica 
son relevantes para Pseudomonas aeruginosa PGPR2 durante la 
colonización de la raíz de maíz (Sivakumar et al., 2019).  

La movilidad de las bacterias impulsada por flagelos, es importante para la 
interacción con la planta, ya que es un requisito previo para la adhesión y 
colonización de raíces (Allard-Massicotte et al., 2016). Un ejemplo de genes 
importantes en la movilidad de P. aeruginosa PGPR2 en la raíz de maiz, 
son los genes, flhF, que codifica el regulador de la biosíntesis flagelar y el 
gen flgD, la proteína de modificación del cuerpo basal flagelar, ambos 
implicados en la biosíntesis flagelar. Mutantes en estos genes redujeron la 
movilidad y no fueron capaces de colonizar la raiz (Sivakumar et al., 2019). 

1.3.1.3. Transportadores de compuestos exudados por la raiz 

También es de gran importancia durante la interacción con la raíz, el 
transporte eficiente al interior celular de compuestos exudados por la raíz, 
mediante transportadores, para su posterior metabolismo. Por ejemplo, los 
genes oprF y oprD, son transportadores de tipo ABC, y mutantes en estos 
genes en P. aeruginosa, disminuyen la efectividad de la colonización de la 
raíz (Sivakumar et al., 2019). 

En la identificación de genes inducidos durante la interacción de 
Herbaspirillum seropedicae con la raíz de la planta mediante análisis 
transcriptómico, también se sobreexpresaron una serie de transportadores 
ABC que sugerían la importación de varias fuentes de carbono exudados 



                                                                                  INTRODUCCIÓN 

35 
  

por parte de la planta a la rizosfera, lo que indicaría un papel importante en 
la interacción con la planta (Pankievicz et al., 2016). Entre los compuestos 
presentes en la rizosfera, cabe destacar el 2-oxoglutarato (2-OG), 
compuesto ampliamente conocido por ser un intermediario en el 
metabolismo del carbono y del nitrógeno. En la cepa P. aeruginosa PAO1, 
este compuesto puede ser transportado al interior celular mediante su 
captación por el transportador kgtP, que es una permeasa de tipo simporte 
2-OG/H+, y que resulta esencial para la absorción de 2-OG extracelular 
(Lundgren et al., 2014). 

1.3.1.4. Metabolismo de distintas sustancias  

Por otro lado, también es importante para la colonización efectiva de la 
rizosfera, el metabolismo de sustancias presentes en los exudados de las 
plantas. En P. aeruginosa PGPR2, los genes implicados en el metabolismo 
de las purinas, los ácidos grasos y las vitaminas fueron esenciales para la 
colonización de la raíz. Los mutantes en genes implicados en la biosíntesis 
de purina (purF, purL y purM) se vieron significativamente obstaculizados 
en la capacidad de colonización de la raíz (Sivakumar et al., 2019). 

En el análisis transcriptómico de la bacteria H. seropedicae en interacción 
con las raíces de trigo,  es interesante destacar que también fue activada la 
síntesis de polihidroxibutirato/polihidroxialcanoato (PHB/PHA), que son 
gránulos de reserva de carbono y energía, las bacterias utilizan la 
acumulación y degradación de estos gránulos para mejorar su 
establecimiento, proliferación y supervivencia, y aumentar su tolerancia al 
estrés en entornos competitivos como la rizosfera (Kadouri et al., 2005).  

1.3.1.5. Produccion de hormonas que intervienen en la interacción con 
la planta 

Las bacterias asociadas a las plantas también pueden influir directamente en 
el crecimiento y desarrollo de las plantas al producir o degradar las 
hormonas vegetales u otros factores que modulan los mecanismos 
reguladores de las plantas. Como es el caso del ácido indol-3-acético (IAA), 
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principal auxina en las plantas, y que controla numerosos procesos 
fisiológicos importantes. La producción de IAA por bacterias asociadas a 
las plantas puede tener profundos efectos en el crecimiento y desarrollo de 
las plantas. Genes como el que codifica para el triptófano-2-monooxigenasa 
(IaaM) o el indol-3-acetamida hidrolasa (IaaH), permiten la conversión del 
triptófano en IAA y se encuentran presentes en numerosas cepas bacterianas 
de suelo, como por ejemplo las cepas de Pseudomonas chlororaphis 30-84 
y O6 (Dimkpa et al., 2012). 

1.3.1.6. Producción de sideróforos 

Muchos estudios demostraron que las plantas pueden utilizar sideróforos 
microbianos, como mecanismos que contribuirían a la nutrición de las 
plantas, siendo uno de los mecanismos estudiados en las bacterias de 
promoción de crecimiento vegetal (Crowley et al. 1992; Fernández et al. 
2005; Johnson et al. 2002). 

Por ejemplo, las Pseudomonas fluorescentes se caracterizan por su 
producción de pigmentos fluorescentes debido a las pioverdinas, que 
funcionan como sideróforos para la adquisición de hierro por la célula 
bacteriana. Los genes pvd están involucrados en la biosíntesis, la utilización 
y la regulación del sistema de adquisición de hierro con pioverdina (Mirleau 
et al., 2001). 

1.3.1.7. Formación de biopelícula en la superficie radicular 

La formación de biopelícula sobre la superficie radicular, es una 
característica muy importante para establecerse en la rizosfera. En especies 
de Pseudomonas la formación de biopelícula puede estar influenciada por 
multitud de genes. De entre ellos destacan los genes implicados en la 
producción de exopolisacáridos. Así, el gen pelA, de P. aeruginosa, codifica 
una proteína polisacárido dominio desacetilasa, es importante para la 
producción del polisacárido Pel y la formación de biopelícula (Colvin et al., 
2013). 
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1.3.1.8. Mecanismos de regulación de genes 

La inducción de genes al interaccionar con la raíz de la planta, normalmente 
está regulado entre otros, por la comunicación célula- célula o quórum 
sensing (QS). En bacterias Gram-negativa, típicamente, los sistemas de 
quorum sensing están formados por una acil homoserina lactona sintasa 
(AHL sintasa), generalmente un homólogo a LuxI, produce un autoinductor 
que se une a un activador transcripcional asociado, generalmente un 
homólogo LuxR. Sin embargo, es también conocido el papel adicional que 
pueden tener los antibióticos bacterianos, que pueden servir como 
moléculas señal que regulan fenotipos cruciales del microorganismo 
(Morohoshi et al., 2013; Brameyer et al., 2015). Por ejemplo, en P. 
chlororaphis 30-84, los análisis transcriptómicos identificaron un total de 
802 genes que fueron expresados diferencialmente por la producción de 
fenazina, antibiótico que interviene en la actividad de control biológico y 
que actúa como molécula señal, entre ellos se incluían genes implicados en 
la adhesión celular, en la estructura tridimensional de biopelícula y la unión 
a superficies (Wang et al., 2016) 

1.3.2. Genes implicados en la interacción multitrófica durante el control 
biológico 

La interacción de las rizobacterias con la raíz de la planta y con el patógeno, 
especialmente durante el biocontrol, es un proceso influenciado por muchos 
factores. A continuación de describen algunos procesos bacterianos 
importantes que intervienen en esta interacción multitrófica y algunos genes 
implicados en estas funciones. 

1.3.2.1. Producción de compuesto antifúngicos 

Una amplia variedad de metabolitos secundarios pueden afectar a la 
actividad antifúngica y a la capacidad de control biológico de determinadas 
rizobacterias. Por ejemplo, genes implicados en la producción de 
compuestos antifúngicos, como el cluster de genes que codifica para 2,4-
diacetilfloroglucinol (phlABCDEFGH) o ácido cianhídrico (hcnABC), están 
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implicados en la actividad de control biológico de Pseudomonas 
brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 (Nelkner et al., 2019). En 
la cepa P. chlororaphis 30-84, la producción de tres fenazinas: ácido 
fenazina-1-carboxílico (PCA), ácido 2-hidroxi-fenazina-1-carboxílico 
(2OHPCA) y una pequeña cantidad de 2-hidroxi-fenazina (2OHPHZ), es 
necesaria tanto para la inhibición de patógenos fúngicos, como para la 
competencia en la rizosfera del trigo (Yu et al., 2018). Un efecto similar 
juega la producción del compuesto 2-hexil, 5-propil resorcinol (HPR) en la 
bacteria de biocontrol Pseudomonas chlororaphis PCL1606, este 
compuesto esta implicado en la actividad de antagonismo y biocontrol 
(Calderón et al., 2015), y en la colonización eficiente de la raíz de aguacate 
(Calderón et al., 2014b). 

1.3.2.2. Producción de sideróforos 

Como ya se ha comentado anteriormente, la síntesis de siderofos puede 
participar en la nutrición de la planta, pero también puede intervenir en la 
interacción multitrófica durante el biocontrol. Así, en la cepa Pseudomonas 
fluorescens NBC275, mutantes en los genes, pvdI y pvdD, que intervienen 
en la biosíntesis de pyoverdina, perdieron actividad de control biológico 
(Dutta et al., 2020). Por lo que, los sideróforos de esta cepa, juegan un papel 
importante en la competencia por nicho y en la supresión de la enfermedad 
(Compant et al. 2005). 

1.3.2.3. Mecanismos de regulación de genes 

Los distintos reguladores juegan un papel fundamental en la interacción con 
la planta, pero también durante la interacción durante el biocontrol, por 
ejemplo, en la cepa Chromobacterium sp. C61, un mutante en el gen luxI, 
pierde la capacidad de producción de compuestos antifúngicos, lo que 
redujo drásticamente la capacidad de suprimir a varias enfermedades de 
plantas. Otros fenotipos asociados con el control biológico, incluida la 
movilidad y la secreción de enzimas líticas, también se vieron afectados por 
la mutación en el gen luxI en la interacción multitrófica (Kim et al., 2017). 
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1.3.2.4. Producción de compuestos organicos volátiles 

Los compuestos organicos volátiles (VOC) son metabolitos volátiles que 
pueden ser producidos por los microorganismos y se observó que pueden 
tener control frente a oomicetos, hongos y bacterias fitopatógenos mediante 
las actividades antimicrobianas y otras interacciones (Mercier y Jiménez, 
2004; Fialho et al., 2010; Parafati et al., 2017). Un ejemplo concreto es la 
producción por P. brassicacearum 3Re2-7, del compuesto volátil 2,3-
butanodiol, que se ha relacionado con la resistencia sistémica inducida 
(ISR) (Vitreschak et al., 2002). Este compuesto, también se describió en 
Bacillus subtilis, mostrando también un papel importante en la supresión del 
patógeno de suelo Ralstonia solanacearum, en la rizosfera del pimiento, 
mediante la indución sistémica de la planta (Yi et al., 2016). 

1.3.2.5. Producción de bacteriocinas 

Las bacteriocinas son un ejemplo de compuestos antimicrobianos tóxicos 
para los fitopatógenos, pueden desempeñar un papel importante en la 
capacidad de una cepa de matar o inhibir a microorganismos relacionados y 
que compiten por recursos limitados en el medio ambiente. Por ello, 
también pueden contribuir al control biológico, como por ejemplo el gen 
LLPA codificado por la rizobacteria P. putida BW11M1, que secreta una 
bacteriocina de tipo lectina sensible al calor que mata a P. putida GR12-
2R3 (Parret et al., 2003). 

1.3.2.6. Producción de exoenzimas 

Otro grupo de moléculas importantes en la interacción con la rizosfera, y en 
particular en la interacción durante el biocontrol, son las exoenzimas 
involucradas en la adquisición de nutrientes y las interacciones de las 
rizobacterias con otros microorganismos, con las plantas y otros eucariotas. 
Algunas de las enzimas muy conocidas son celulasas, glucanasas, proteasas 
y quitinasas. Las más relevantes son, probablemente, las quitinasas, 
producidas por ciertos microorganismos, pueden hidrolizar las paredes 
celulares fúngicas, contribuyendo así al control biológico de las 
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enfermedades fúngicas de las plantas. Este es el caso de la quitinasa 
codificada por el gen chiC de P. fluorescens Pf-5 (Zhong et al., 2015). 

1.3.2.7. Formación de biopelícula en la superficie radicular 

La capacidad para formar biopelícula, además de ser fundamental durante 
la interacción con la planta, también es importante durante la interacción en 
el biocontrol. Las biopelículas protegen a los microorganismos que la 
conforman de ambientes extremos y pueden proteger frente a la radiación 
ultravioleta (UV), temperatura extrema, pH extremo, alta salinidad, alta 
presión, deficiencia de nutrientes, antibióticos, etc… (Yin et al., 2019). 
También el biofilm puede actuar como protección frente a patógenos de 
suelo. Esto se ha descrito, entre otros, en cepas de P. fluorescens 
rizosféricas, donde la biopélicula contribuye a su capacidad de control 
biológico al crear una barrera mecánica entre el patógeno y el sitio de la 
herida rica en nutrientes (Wallace et al., 2018).  

1.4. Pseudomonas como agentes de control biológico 

Dentro de los agentes de control biologico en la rizosfera es interesante 
destacar algunos hongos pertenencientes a los géneros Trichoderma y 
Gliocladium. Dentro de las rizobacterias de control biologico, cabe destacar 
a cepas de los géneros Pseudomonas, Serratia, Burkholderia y Bacillus 
(Raaijmakers et al., 2009). Entre ellos, los representantes del género 
Pseudomonas han sido comúnmente asociados con la rizosfera, los hábitats 
del suelo y la actividad de control biológico (Lugtenberg y Dekkers, 1999). 

El género Pseudomonas contiene bacterias aerobias, Gramnegativas, 
ubicuas en los suelos agrícolas y se consideran adaptadas para desarrollarse 
en la rizosfera. Han sido uno de los grupos de microorganismos habituales 
de suelo y rizosfera de plantas ampliamente estudiados por producir una 
gran variedad de metabolitos, algunos implicados en el control biológico 
frente a hongos fitopatógenos (Morrissey et al., 2004; Gross y Loper, 2009; 
Raaijmakers y Mazzola, 2012). Los mecanismos generales de control 
biológico que pueden mostrar las distintas cepas de Pseudomonas, incluyen 
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la producción de antibióticos, enzimas hidrolíticas y compuestos orgánicos 
volátiles, la competencia por el espacio y los nutrientes, y la inducción de 
resistencia sistemática en las plantas (Raza et al., 2013¸ Faheem et al., 2015; 
Yunus et al., 2016). A continuación, se describen estos mecanismos 
principales de control biológico: 

- Competencia por nicho y nutrientes 

Este mecanismo está relacionado con la capacidad de los microorganismos 
para sobrevivir y multiplicarse en la rizosfera de forma efectiva. El efecto 
beneficioso de los microorganismos sobre la planta estaría mediado por la 
competencia por la ocupación de la raíz o del uso de los nutrientes, lo que 
dificulta el desarrollo y la supervivencia de los hongos fitopatógenos en este 
hábitat (de Weger et al., 1995). Los exudados liberados por las raíces de las 
plantas constituirían la fuente principal de nutrientes para los 
microorganismos, lo que hace de la rizosfera un ambiente propicio para ser 
colonizado por microorganismos fitopatógenos, así como por sus agentes 
antagonistas. Esto causa una competencia muy intensa en la rizosfera por el 
uso de estos recursos (Bolwerk et al, 2003; Chin-A-Woeng et al, 2001; 
Kuiper et al, 2002). 

- Inducción de resistencia sistémica 

La inducción de resistencia a enfermedades en plantas se define como un 
proceso de resistencia activa que depende de las propiedades fisicoquímicas 
de la planta huésped y se activa tanto por agentes bióticos como abióticos 
(Kloepper et al., 1992). Hay dos tipos de resistencia generales a 
enfermedades en plantas, la resistencia sistémica adquirida o SAR (Sticher 
et al., 1997) y la resistencia sistémica inducida o ISR (Kloepper et al., 1992; 
van Peer et al., 1991). La SAR está involucrada en la producción y la 
acumulación de ácido salicílico y en ciertas proteínas relacionadas con la 
patogénesis (Hunt et al., 1996). Esta resistencia es inducida particularmente 
por microorganismos patógenos. El otro tipo de resistencia en las plantas, 
ISR, es independiente de la señal del ácido salicílico, y es inducida por 
microorganismos no patógenos que interactúan directamente con las plantas 
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y, por lo tanto, son de gran interés en el campo del control biológico 
(Kloepper et al., 1992).  

- Producción de compuestos antifúngicos 

Este mecanismo, es destacado ya que la producción de compuestos 
antifúngicos, generalmente esta correlacionada con la efectividad biológica 
de la cepa. Las especies de Pseudomonas producen una enorme variedad de 
productos naturales que representan orígenes metabólicos variados y 
exhiben actividades biológicas de gran alcance (Bender et al., 1999a; 1999b; 
Gross y Loper, 2009; Mavrodi et al., 2006; Morrissey et al., 2004; 
Raaijmakers et al., 2006; Raaijmakers y Mazzola, 2012). Estos compuestos 
incluyen ácido fenazina-1-carboxílico (PCA), fenazina carboxamida 
(PCN), 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), pirrolnitrina (PRN), piroluteorina 
(PLT), 2-hexil, 5-propil resorcinol (HPR), cianuro de hidrógeno (HCN), 
sideróforos y algunas enzimas hidrolíticas como las proteasas (Raaijmakers 
et al., 2002; Cazorla et al., 2006; Ligon et al., 2010). 

Las especies de Pseudomonas, que se encuentran más ampliamente en la 
rizosfera y que se han descrito como que actúan de forma beneficiosa para 
la salud de la planta son P. brassicacearum, P. chlororaphis, P. fluorescens, 
P. protegens y P. putida. 

1.4.1. Pseudomonas chlororaphis 

Dentro de las Pseudomonas asociadas a plantas, la especie P. chlororaphis 
son bacterias aerobias, Gramnegativas y que están preferentemente 
asociadas con el suelo y las raíces de las plantas (González-Sánchez et al., 
2010; Calderón et al., 2015; Vida et al., 2017; Arrebola et al., 2019). La 
especie P. chlororaphis se divide en subespecies que se clasifican en 
chlororaphis, aureofaciens, aurantiaca y piscium (Peix et al., 2007; Burr et 
al. 2010), aunque hay cepas en las que esta asignación taxonómica no es 
posible, y están actualmente en revisión (Biessy et al., 2019; Arrebola et al., 
2019). 
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Pseudomonas chlororaphis muestra actividades de la colonización de raíz 
y antagonismo contra los patógenos de plantas transmitidas por el suelo, 
mostrando la producción de una amplia bateria de antifúngicos (Arrebola et 
al., 2019; Biessy et al., 2019), generalmente, regulados por el sistema de dos 
componentes GacS-GacA (Yan et al., 2018; Jahanshah et al., 2019). 
Simultáneamente, la regulación por quorum sensing (QS) participa en el 
rendimiento biológico general de P. chlororaphis, y puede estar involucrado 
en la formación de biopelículas, la secreción de exoenzimas y/o la 
producción de antifungicos. Varios sistemas QS, pueden coexistir dentro de 
la misma célula bacteriana (Morohoshi et al., 2017). Además, también es 
importante destacar la participación de estos metabolitos secundarios 
antifungicos en regulación de QS (como las fenazinas) (Selin et al., 2010). 

 Además, se ha descrito el papel de cepas de esta especie bacteriana como 
inoculantes para fines de biofertilización, fitostimulación y control 
biológico (Bloemberg y Lugtenberg, 2001). Debido a estas características, 
se han desarrollado productos comerciales o formulados de P. chlororaphis 
y especies relacionadas para combatir enfermedades del suelo, 
especialmente aquellas debidas a hongos patógenos de suelo; por ejemplo, 
el producto comercial Cerall®, compuesto por la cepa P. chlororaphis 
MA342 (Koppert Biological Systems, Países Bajos), es eficaz contra varios 
tipos de hongos como Fusarium y Septoria, transmitidos por semillas en el 
trigo, el centeno y el triticale. Otros ejemplos de productos comerciales 
basados en P. chlororaphis y cepas relacionadas son Cedomon® (P. 
chlororaphis MA 342, BioAgri AB, Suecia), Spot-Less® (P. aureofaciens 
Tx-1, Turf Science Laboratories, Carlsbad, Estados Unidos) o AtEze® (P. 
chlororaphis 63-28, Turf Science Laboratories, Carlsbad, Estados Unidos). 
Estas P. chlororaphis formuladas tienen actividades adicionales, ya que 
también pueden usarse como bioinsecticidas (Kupferschmied et al., 2013) o 
como rizobacterias con actividad promotora del crecimiento de las plantas 
(Chen et al., 2015). 
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1.4.1.1. Pseudomonas chlororaphis PCL1606 

Pseudomonas chlororaphis PCL1606 (PcPCL1606) es una rizobacteria 
modelo de control biológico, que fue aislada de raíces de aguacate (Persea 
americana) de plantas sanas que crecían en una zona infectada por el hongo 
fitopatógeno Rosellinia necatrix. La cepa PcPCL1606 fue seleccionada por 
su actividad antagonista y capacidad de control biológico frente a varios 
hongos y oomicetes fitopatógenos del suelo, así como frente a R. necatrix, 
causante de la podredumbre blanca radicular del aguacate (Figura 4; Cazorla 
et al., 2006; González-Sánchez et al., 2013). En estudios previos se ha 
puesto de manifiesto que PcPCL1606 puede producir tres compuestos 
antifúngicos: HPR, PRN y HCN; sin embargo, de entre ellos, el principal 
compuesto implicado de forma directa en el antagonismo y la capacidad de 
control biológico de esta cepa es el HPR (Calderón et al., 2015). La cepa 
PcPCL1606 también es capaz de producir otros compuestos, así como 
algunas exoenzimas como proteasas, quitinasas o fosfatasas y que podrían 
influir sobre otros microorganismos de su entorno (Vida et al., 2017). 

 

Figura 4. Características de la cepa de biocontrol PcPCL1606. A) Actividad antagonista de 
PcPCL1606 frente a Rosellinia necatrix. B) y C) Ensayo de la actividad de control biológico 
de PcPCL1606. B) Plantas de aguacate con sustrato inoculado con R. necatrix, desarrolla la 
enfermedad producida por el hongo. C) Planta de aguacate con sustrato inoculado con R. 
necatrix presenta un aspecto saludable debido a la presencia de PcPCL1606. 

Los genes responsables de la producción de HPR son los genes dar, los 
cuales forman un clúster compuesto por tres genes biosintéticos (darA, darB 
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y darC) y dos genes reguladores (darR y darS; Figura 5). Los genes darA y 
darB realizan un papel crucial en la producción de HPR, dado que darA 
codifica una enzima condensadora de diacilresorcinol mientras que darB 
sintetiza una enzima β-cetoacil sintetasa III que condensa dos tioésteres de 
β-cetoacilo derivados de ácidos grasos. Por último, respecto a los genes 
biosintéticos, darC codifica un portador de intermediarios de acilo en la 
síntesis de ácidos grasos. En cuanto a las proteínas codificadas por darS y 
darR son similares a los reguladores transcripcionales de la familia AraC 
/XylS, siendo reguladores de la producción de HPR. Las mutagénesis por 
inserción realizadas para dilucidar el papel de cada gen dar encontrado en 
PcPCL1606, demostró el papel fundamental de los genes darA y darB en la 
producción de HPR, siendo los mutantes sobre estos genes los únicos que 
fueron deficientes en la producción de HPR (Calderón et al., 2014a). 

 

Figura 5.  Clúster de genes dar responsables de la producción de HPR en la cepa P. 
chlororaphis PCL1606. Las flechas negras indican las unidades transcripcionales y la dirección 
de la transcripción. 

Es interesante destacar que algunos alquilresorcinoles (grupo químico al 
que pertenece el compuesto HPR) se han descrito como moléculas señal 
para la regulación de distintos genes en el género Photorhabdus (Brameyer 
et al., 2015). Paralelamente, ya se ha descrito el papel como molécula señal 
de otros antibióticos antifúngicos, como la fenazina, compuesto implicado 
también en la formación de biopelícula de otra cepa de P. chlororaphis 
(Maddula et al., 2008; Selin et al., 2010; 2012). Así, en PcPCL1606, se ha 
demostrado que HPR participa en la formación de biopelícula (Figura 6.A) 
(Calderón et al.,2019) y que la producción de HPR por PcPCL1606 también 

1 kb

darA darB darC darS darR

Genes biosintéticos Genes reguladores
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desempeñaba un papel clave en la capacidad de persistencia y colonización 
en las raíces de aguacate (Figura 6.B), y en las hifas de R. necatrix CH53 
(Figura 6.C; Calderón et al., 2014b).  

En relación a la colonización de la rizosfera de aguacate por PcPCL1606, 
se ha demostrado que PcPCL1606 es atraída hacia los exudados producidos 
por la raíces de aguacate y liberados a la rizosfera mediante procesos de 
quimiotáxis (Polonio et al., 2017), y tras esta atracción, PcPCL1606 es 
capaz de colonizar eficientemente las raíces de aguacate (Calderon et al., 
2014). Durante la colonización, PcPCL1606 forma microcolonias dispersas 
localizadas principalmente en las uniones de las células epiteliales de la raíz 
de aguacate, que es la zona donde el hongo R. necatrix inicia la invasión. 

Esta competición por colonizar la raíz frente a organismos patógenos u otros 
microorganismos presentes en la rizosfera, está descrito, como uno de los 
mecanismos de acción cruciales para las bacterias consideradas 
beneficiosas. Sin embargo, cuando se estudia el mutante en el gen darB 
(ΔdarB, no productor de HPR), se observa una menor capacidad de 
colonización de la raíz de aguacate en comparación con la cepa silvestre, 
demostrando así que HPR es crucial en el fenotipo de colonización de 
PcPCL1606 en la raíz de plantas de aguacate (Calderón et al., 2014b). 
Además, se ha podido demostrar que producción de HPR también está 
involucrada en la formación de biopelícula. Los mutantes deficientes en la 
producción de HPR mostraron una mayor movilidad tipo swimming que 
PcPCL1606, y además, perdieron su capacidad de adhesión a PVC y fueron 
incapaces de formar biopelícula en la interfaz líquido-aire (Calderón et al., 
2019). 
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Figura 6. Diferentes fenotipos relacionados con la producción de HPR por la cepa silvestre 
PcPCL1606 y el mutante ΔdarB, no productor de HPR. A) Capacidad de formación de 
biopelícula en la interfase líquido-aire en placas multipocillo, en TPG sin agitación a 25°C 
durante 6 días. El tamaño de las barras en las imágenes es de 5 mm. B) Capacidad de 
colonización de la raíz de aguacate mediante visualización de células microbianas marcadas 
con gfp. El tamaño de las barras representa 10 μm. C) Capacidad de alterar el crecimiento de 
hifas durante la interacción multitrófica con R. necatrix en la rizosfera de aguacate, donde se 
observa un crecimiento rizado de hifas, ramificación y aumento en el tamaño de hifas y en el 
número de vacuolas. El tamaño de las barras en las imágenes es de 10 µm (Modificada de 
Calderon et al., 2014 y 2019). 
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1.5. El cultivo del aguacate 

El aguacate (Persea americana Mill.), es un fruto apreciado alrededor del 
mundo, principalmente en las zonas tropicales y subtropicales, que tiene un 
excelente valor nutricional, siendo referido como uno de los frutos con 
mayor valor nutricional (Purseglove, 1968). Ha ganado reconocimiento 
mundial y un volumen significativo en el comercio internacional. Las 
principales zonas productoras y exportadoras de aguacate están ubicadas en 
América del Sur, pero en Europa, podríamos encontrar cultivos de aguacate 
en la región mediterránea, restringidos principalmente al sur de España y 
Portugal. De hecho, España es el principal país europeo productor de 
aguacate, con una producción de 89592 toneladas y contando con un total 
de 12161 ha de área cosechadas en el año 2018. (FAOSTAT, 
http://www.fao.org/faostat/ es / # datos). 

En España, los principales cultivos de aguacate se encuentran en la costa sur 
de Andalucía, concretamente en Málaga y Granada. Aunque, la superficie 
dedicada a este cultivo fuera de Málaga y Granada, ya supone casi el 20% 
del total peninsular. Su producción, comienza en octubre y finaliza en mayo, 
y está repartida de la siguiente manera: Málaga y Granada (15.000 ha), 
Canarias (1.400 ha), Huelva (1.000 ha), Cádiz (800 ha) y Comunidad 
Valenciana (600-800 ha), en el año 2019  
(https://www.asaja.com/publicaciones/nueva_sectorial_del_aguacate_de_a
saja_7241). 

1.5.1. Enfermedades de la podredumbre de la raíz de aguacate 

Una de las principales enfermedades que afecta a los arboles de aguacate, 
son las enfermedades de organismos fitopatógenos transmitidas por el suelo. 
En el sur de España, las enfermedades más destructivas de la podredumbre 
de la raíz del aguacate son causadas por Rosellinia necatrix y Phytophthora 
cinnamomi. P. cinnamomi, es un oomiceto patógeno transmitido por el 
suelo, con una amplia distribución mundial, quien infecta a un largo número 
de plantas en agricultura, horticultura y ecosistemas forestales. La 
podredumbre radicular causada por Phytophtora es una enfermedad que 

https://www.asaja.com/publicaciones/nueva_sectorial_del_aguacate_de_asaja_7241
https://www.asaja.com/publicaciones/nueva_sectorial_del_aguacate_de_asaja_7241
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afecta a los aguacates en todo el mundo y causa graves pérdidas en la 
producción de frutos (Pérez-Jiménez, 2008). Por otro lado, R. necatrix, es 
un hongo que causa la podredumbre blanca radicular en aguacate, y es la 
principal enfermedad radicular en la región mediterránea. Debido a la 
ocurrencia de condiciones ambientales favorables, han convertido a esta 
enfermedad en uno de los principales factores limitantes para la producción 
de aguacate en las zonas de clima mediterráneo. Además, en el sur de la 
Península Ibérica, las áreas actualmente utilizadas para la producción de 
aguacate fueron ocupadas anteriormente por otras plantas hospedantes 
susceptibles como viñedos y cultivos de almendro, y que son hospedadores 
habituales de R. necatrix (Pérez Jiménez, 2008). 

Los primeros síntomas de la podredumbre radicular de R. necatrix, 
consisten en la aparición de micelio blanco en la superficie radicular. El 
hongo progresa por penetración y provoca la podredumbre del tejido. Como 
consecuencia de la podredumbre radicular, los síntomas aéreos que 
muestran los arboles de aguacate afectado por la enfermedad son la 
marchitez y secado de hojas, y una disminución del vigor general del árbol. 
La evolución de los síntomas aéreos ocurre muy rápidamente y la muerte de 
un árbol adulto puede ocurrir a las pocas semanas de la aparición de los 
primeros síntomas foliares (Pérez-Jiménez, 2008). 

1.5.1.1. Control de la podredumbre blanca radicular producida por 
Rosellinia necatrix 

El control de la podredumbre blanca radicular es complejo, ya que R. 
necatrix es resistente a muchos fungicidas comunes, y además porque tiene 
una amplia gama de huéspedes, una distribución extensa en el suelo y puede 
tolerar tanto condiciones secas como suelos ácidos (ten Hoopen y Krauss, 
2006). El control de esta enfermedad en otros huespedes, como en los 
viñedos y manzanos, se ha llevado principalmente mediante la aplicación 
de compuestos antifúngicos. Por ello, estos compuestos, como los 
fungicidas benomil, carbendazim, metil tiofanato y fluazinam son los 
principales que se han probado en los arboles de aguacate, teniendo un 
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mayor éxito el uso de fluazinam, aunque en la actualidad no está permitido 
su uso en España (López-Herrera y Zea-Bonilla, 2007).  

Por otro lado, existe una preocupación por el efecto sobre el medio 
ambiente, el uso de productos químicos en el suelo, que conducen a la 
acumulación de compuestos tóxicos. Así, como alternativa al uso de 
compuestos químicos, se ha desarrollado un tratamiento físico, basado en la 
solarización del suelo en cultivos de aguacate con el fin de eliminar los 
inóculos sensibles a altas temperaturas de R. necatrix en las capas superiores 
del suelo, y que muestra resultados interesantes (López-Herrera et al., 
1998). 

Otra alternativa al uso de compuestos químicos, y poco explorado, es el uso 
de agentes de control biológico en varios sistemas patógenos de plantas 
(Santoyo et al., 2012). Para utilizar este enfoque contra R. necatrix, se 
realizaron aislamientos bacterianos de la rizosfera de árboles de aguacate 
sanos (Cazorla et al., 2006, 2007; Pliego et al., 2007, 2008), con actividad 
antagonista contra R. necatrix (Pliego et al., 2011). Han sido seleccionadas 
varias cepas bacterianas, pertenecientes principalmente a los géneros 
Pseudomonas y Bacillus, estas rizobacterias redujeron la incidencia de la 
enfermedad R. necatrix en plantas de aguacate, principalmente a través de 
dos modos de acción diferentes, el antagonismo (Cazorla et al., 2006, 
Cazorla et al., 2007) y la competencia por nichos y nutrientes (Pliego et al., 
2007). Casi todas las cepas de biocontrol potencial utilizadas contra R. 
necatrix mostraron rasgos de antagónismo, basados en la producción de 
compuestos antifúngicos, enzimas hidrolíticas o compuestos volátiles 
(González-Sánchez et al., 2010).  

Del género Bacillus, se aislaron de la rizosfera de arboles de aguacate sanos, 
las cepas Bacillus subtilis PCL1608 y PCL1612, que mostraron actividad 
de control biológico contra diferentes hongos fitofatógenos del suelo, 
incluido R. necatrix. Estos aislados producieron compuestos antifúngicos 
como las glucanasas o proteasas y los antibióticos lipopéptidicos surfactina, 
fengicina e iturina, que están implicados en su actividad antagonista 
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(Cazorla et al., 2007). Otro aislado de rizosfera de aguacate fue B. subtilis 
CB115, esta cepa también produjo varias exoenzimas y antibióticos, como 
fengicina y surfactina, y fue capaz de inducir la promoción del crecimiento 
de las plantas (González-Sánchez et al., 2010). 

Sin embargo, las cepas del género Pseudomonas fueron ampliamente 
aisladas desde la rizosfera de plantas de aguacate sanas y han mostrado un 
gran potencial de biocontrol frente a hongos fitopatógenos transmitidos por 
el suelo. Por ejemplo, P. chlororaphis PCL1606 produce lipasas, proteasas, 
sideróforos y los metabolitos antifúngicos HPR (2-hexil 5-propil 
resorcinol), PRN y HCN y también puede controlar la podredumbre blanca 
radicular del aguacate compitiendo por el mismo nicho y también por los 
nutrientes del exudado de las raíces (Calderón et al., 2014b). Otro potencial 
agente de biocontrol, fue P. chlororaphis PCL1601, que produce proteasas, 
lipasas, sideróforos, HCN, ácido fenazina-1-carboxílico (PCA) y fenazina-
1-carboxamida (PCN), compuestos que muestran actividad antagonista 
(Cazorla et al., 2006). Por otro lado, la cepa P. pseudoalcaligenes AVO110, 
fue seleccionada debido a su eficiente colonización de las puntas de las 
raíces de aguacate, que mostró proteger la rizosfera de las plantas de 
aguacate mediante la competencia por los nutrientes y ocupando el mismo 
nicho que R. necatrix (Pliego et al., 2008). 

Además, también se han realizado estudios para probar la efectividad de 
aplicaciones únicas y combinadas de Trichoderma spp. y estas rizobacterias 
para controlar la podredumbre blanca radicular. Se observó compatibilidad 
entre las especies combinadas y estas combinaciones de T. atroviride con 
las cepas P. chlororaphis PCL1601 y PCL1606 y P. pseudoalcaligenes 
AVO110 mejoraron significativamente el control de R. necatrix (Ruano-
Rosa et al., 2014). De igual manera, también se ensayaron combinaciones 
del fungicida fluazinam combinado con rizobacterias antagonistas, con el 
fin de disminuir las concentraciones de fungicida aplicado en el suelo. La 
combinación con las cepas de P. chlororaphis PCL1601 y PCL1606, redujo 
la aplicación del fungicida diez veces, logrando un control efectivo de la 
enfermedad (Arjona- Lopez et al., 2019). 
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La aplicación de Pseudomonas chlororaphis PCL1606 (PcPCL1606) ejerce 
efecto de biocontrol frente a la podredumbre blanca radicular del aguacate, 
causada por el hongo fitopatógeno Rosellinia necatrix. En este trabajo, se 
analizará el efecto de la aplicación de un producto formulado semicomercial 
basado en PcPCL1606 en la composición de las comunidades microbianas 
presentes en los suelos de aguacate. El principal responsable del biocontrol 
de esta cepa, es la producción del compuesto antifúngico 2-hexil, 5-propil 
resorcinol (HPR), y se ha comprobado que este compuesto participa en 
distintas actividades como la colonización de la raiz aguacate y la formación 
de biopelícula. Por ello, además de tener función antifúngica, estamos 
interesados en conocer los genes implicados en la interacción multitrófica y 
dependientes de HPR.  

Así, planteamos los siguientes objetivos concretos: 

1.- Caracterizar el efecto de la aplicación de PcPCL1606 formulado en la 
composición del microbioma del suelo y rizosfera de aguacate, en ausencia 
y presencia de R. necatrix (durante el biocontrol).  

2.- Estudiar el papel de genes regulados por HPR, que participan durante los 
procesos de interacción de PcPCL1606 con la rizosfera de aguacate y 
durante la interacción multitrófica en el biocontrol entre la bacteria, la planta 
y el patógeno.  
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2. Material y métodos 

2.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 

La cepa silvestre PcPCL1606 y sus mutantes derivados (tabla 1 y 2) se 
cultivaron a 25°C en medio triptona-peptona-glicerol (TPG, Calderón et al., 
2013), y en presencia del antibiótico kanamicina (50 μg/ ml) en el caso de 
los mutantes ΔdarB, PCL1606::kgtP, PCL1606::phaG y PCL1606::pgdA. 
La cepa DH5α de Escherichia coli y sus derivadas, usadas para la 
construcción y propagación de plásmidos, se cultivaron en medio Luria-
Bertani (LB) a 37°C, en presencia de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-
galactopiranósido (XGal; 40 μg/ ml) y del antibiótico kanamicina (50 μg/ 
ml) para la selección de las bacterias transformadas con el correspondiente 
plásmido. La cepa R. necatrix CH53 del patógeno causante de la 
podredumbre blanca radicular, se cultivó en placas de agar patata dextrosa 
(PDA) a 25ºC durante 5 días. 

Para este trabajo, se utilizó un producto semicomercial formulado basado 
en PcPCL1606, destinado a la experimentación en ensayos de mesocosmos. 
Para obtener un producto formulado de PcPCL1606, Koppert B.V. (Berkel 
en Rodenrijs, Países Bajos) realizó una fermentación estándar del producto 
biológicamente activo (PcPCL1606). En resumen, se usó medio de cultivo 
TPG y se inoculó en un biorreactor de 3 litros con un cultivo inicial de 
PcPCL1606. Se cultivó durante 24 horas a pH 7,0 y 25°C. Los parámetros 
de fermentación (suministro de oxígeno y pH) se controlaron durante todo 
el proceso de fermentación y se utilizó antiespumante durante este proceso. 
El producto de la fermentación se recogió de 2 a 3 h después de que el 
consumo de oxígeno medido indicara un cambio en el metabolismo 
secundario (aproximadamente 24 h de crecimiento). Finalmente, el 
producto de fermentación se formuló en una suspensión concentrada, que 
comprende células del aislado en medio TPG (aproximadamente 5∙109 
unidades formadoras de colonias (ufc)/ml) y se almacenó a 4°C hasta su 
utilización. 
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Tabla 1. Microorganismos empleados para este estudio 

Cepas 
bacterianas Características relevantesa Referenciab 

Pseudomonas chlororaphis   

PcPCL1606 Cepa silvestre, aislada de la rizosfera del aguacate, cepa 
de control biológico antagonista de la podredumbre blanca 
de la raíz del aguacate. HPR + 

Cazorla et al., 
2006 

PcPCL1606-
GFP 

PcPCL1606 que contiene el plásmido pBAH8, que 
expresa la proteína verde fluorescente (GFP), HPR +;Gmr 

Calderón et al., 
2014 

PCL1606::darB Mutante por inserción derivado de PcPCL1606 en el gen 
darB por inserción del plásmido pΔDARB379, HPR -; 
Kmr 

Calderón et al., 
2013 

ΔdarB Mutante por deleción derivado de PcPCL1606 en el gen 
darB por deleción con el plásmido  pGEM®-T Easy 
Vector, HPR -; Kmr 

Calderón et al., 
2019 

PCL1606::kgtP Mutante por inserción derivado de PcPCL1606 en el gen 
kgtP por inserción del plásmido pΔKGTP, HPR +; Kmr 

Este trabajo 

PCL1606::phaG Mutante por inserción derivado de PcPCL1606 en el gen 
phaG por inserción del plásmido pΔPHAG, HPR +; Kmr 

Este trabajo 

PCL1606::pgdA Mutante por inserción derivado de PcPCL1606 en el gen 
pgdA por inserción del plásmido pΔPGDA, HPR +; Kmr 

Este trabajo 

Escherichia coli   

DH5α  Cepa huésped de E. coli de uso general para el trabajo con 
plásmidos 

Boyer and  
Roulland-
Dussoix, 1969 

Rosellinia necatrix   

CH53 Cepa de tipo silvestre, aislada de raíces de aguacate. Alta 
virulencia, causa podredumbre blanca radicular del 
aguacate 

Pérez-Jiménez, 
1997 

aHPR = 2-hexil, 5-propil resorcinol, + = producción, - = no producción, Ampr = Ampicilina 
resistente, Kmr= Kanamicina resistent 
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Tabla 2. Plásmidos empleados para este estudio 

Ampr= Ampicilina resistente; Kmr= Kanamicina resistente 

Adicionalmente, se ensayaron distintas temperaturas y condiciones para el 
almacenamiento del producto de PcPCL1606 formulado, para aproximar en 
que condiciones había una mayor supervivencia celular (Anexo 1), y si se 
mantenía la capacidad de biocontrol de la cepa tras los distintos métodos de 
almacenamiento (Anexo 2). 

2.2. Ensayos de mesocosmos en condiciones de campo 

Con objeto de estudiar el efecto de la aplicación de PcPCL1606 formulado 
sobre la enfermedad y sobre las poblaciones microbianas del suelo, se 
realizaron ensayos de mesocosmos, que tienen condiciones ambientales lo 
más parecidas a la realidad, y semejanza a un cultivo en campo, pero bajo 
condiciones controladas. Para ello, se realizaron dos experimentos de 
mesocosmos independientes de 1 año de duración, de forma similar a lo 

Plásmidos 
utilizados Características relevantesa Referenciab 

pCR2.1-TOPO® Vector de clonación TA para productos de 
PCR, Ampr, Kmr 

Invitrogen, 
San Diego, 
CA, U.S.A. 

pΔDARB379 Fragmento de darB (379 pb) clonado en 
pCR2.1-TOPO® utilizado para la 
construcción del mutante de inserción en el 
gen darB de la cepa  PcPCL1606, Ampr, 
Kmr 

Calderón et 
al., 2013 

pGEM®-T Easy 
Vector 

Vector linealizado con timidina 3-terminal 
única en ambos extremos 

Promega 

pΔKGTP Fragmento de kgtP (414 pb) clonado en 
pCR2.1-TOPO® utilizado para la 
construcción del mutante de inserción en el 
gen kgtP de la cepa  PcPCL1606, Ampr, 
Kmr 

Este trabajo 

pΔPHAG Fragmento de phaG (342 pb) clonado en 
pCR2.1-TOPO® utilizado para la 
construcción del mutante de inserción en el 
gen phaG de la cepa  PcPCL1606, Ampr, 
Kmr 

Este trabajo 

pΔPGDA Fragmento de pgdA (413 pb) clonado en 
pCR2.1-TOPO® utilizado para la 
construcción del mutante de inserción en el 
gen pgdA de la cepa PcPCL1606, Ampr, 
Kmr 

Este trabajo 
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descrito anteriormente (Bonilla et al., 2015). Los experimentos 
independientes se denominaron "ensayo 1" (temporada 2017/18) y "ensayo 
2" (temporada 2018/19). Estos ensayos de mesocosmos se inician 120 días 
antes (-120 días) de la inoculación de R. necatrix (al que se consideró el día 
0) y finalizaron a los 110 días después de la inoculación del patógeno 
(duración de los experimentos de mesocosmos de 230 días en total; Figura 
7). 

2.2.1. Diseño experimental 

Se diseñó y construyó un invernadero-umbráculo para los ensayos de 
mesocosmos, en la Estación Experimental “La Mayora”, perteneciente al 
IHSM-UMA-CSIC "La Mayora" (Algarrobo Costa, España, 36º45’37.74 
”N - 4º02’26.28” W), con el fin de realizar experimentos en condiciones 
controladas, pero imitando las condiciones de campo. El invernadero-
umbráculo se construyó como una estructura abierta con doble techo para 
permitir el paso del aire, para mejorar la ventilación. Cada réplica de 
mesocosmos constituye una maceta de 35 litros, donde crece una planta 
comercial de aguacate. Los distintos puntos de muestreo (mesocosmos 
individuales, en macetas de 35 litros) se colocaron enterrados en un banco 
de grava blanca con objeto de reducir la oscilación de la temperatura en el 
suelo. La temperatura y humedad relativa se recogieron a lo largo de cada 
experimento mediante un registrador de datos portátil (Data Loggers 
HOBO, Onset Computer Corp., Bourne, MA). 

En cada ensayo independiente, se trasplantaron 102 plantas de aguacate 
comerciales de dos años (cv. Topa-Topa; Brokaw España, S.L., Velez-
Málaga, España) en macetas de 35 litros llenas de una mezcla comercial, 
compuesta de suelo natural solarizado y turba (1:1). Se usaron diecisiete 
réplicas para cada uno de los tratamientos empleados en estos mesocosmos, 
tal y como se detalla en la Tabla 3. Once macetas por cada tratamiento se 
inocularon con R. necatrix para estudiar interacciones multitróficas que 
tuvieran lugar durante el control biológico, y otras seis macetas no 
inoculadas restantes, se usaron para estudiar las interacciones multitróficas 
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en ausencia del patógeno. La inoculación fúngica se realizó como se 
describió anteriormente (Sztejnberg y Madar, 1980; Cazorla et al., 2006). 
Brevemente, se hicieron cuatro agujeros (de aproximadamente 20 cm de 
profundidad) por maceta en la superficie del suelo usando un punzón, y se 
distribuyeron 16 g de trigo colonizado con la cepa R. necatrix CH53 entre 
los agujeros, que posteriormente se cubren con el suelo circundante. 

El "ensayo 1" (campaña 2017/18), se diseñó para comprobar la actividad de 
control biológico contra R. necatrix de los diferentes tratamientos 
experimentales que emplearon PcPCL1606 formulado como producto 
biológicamente activo, así como para estudiar el impacto de la aplicación 
de PcPCL1606 en poblaciones microbianas naturales en ausencia de R. 
necatrix. Los tratamientos con PcPCL1606 se aplicaron una única vez 
mediante riego a una concentración celular final de 1,0∙1010 unidades 
formadores de colonias (ufc) en 200 ml de agua estéril. Los tratamientos se 
aplicaron usando una regadera para distribuir adecuadamente las células 
bacterianas en toda la superficie de la maceta, empapando el suelo. Uno de 
los tratamientos se realizó siguiendo una estrategia preventiva (PcPCL1606 
preventivo), que consistió en una única aplicación con el formulado 
semicomercial de PcPCL1606 (PcPCL1606 preventivo) realizada 50 días 
antes de la inoculación con R. necatrix. Otro tratamiento se llevó a cabo 
siguiendo una estrategia curativa (PcPCL1606 curativo), aplicando el 
formulado semicomercial de PcPCL1606, pero después de observar la 
aparición de los síntomas. Ésta aplicación se realizó a los 70 días después 
de la inoculación con R. necatrix. Un tercer tratamiento se diseñó para 
comparar la precisión de los recuentos bacterianos obtenidos en diferentes 
medios de cultivo. Para este tratamento, se usó la cepa derivada 
PcPCL1606-GFP, que se aplicó siguiendo el protocolo preventivo descrito 
anteriormente (Tabla 3; Figura 7). Para obtener una suspensión bacteriana 
de PcPCL1606-GFP, la bacteria se cultivó en medio líquido TPG durante 
24 horas a 25 ºC y 180 rpm, alcanzando una concentración bacteriana de 
1,4∙109 ufc/ml. Del mismo modo, se aplicaron 1010 ufc de este tratamiento 
por maceta, que posteriormente permitieron recuentos bacterianos 
específicos desde muestras de suelo y rizosfera. 
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Figura 7. Diseño experimental de los ensayos de mesocosmos. Se realizaron dos experimentos 
independientes (ensayo 1 y ensayo 2). Los tratamientos para cada experimento se detallan en 
la Tabla 2. A) Aspecto del experimento a -70, 30 y 110 días, con las plantas mostrando 
variabilidad de síntomas en los distintos mesocosmos. B) y C) Esquemas del diseño de los 
experimentos realizados en las campañas 2017/18 y 2018/2019. Los experimentos comenzaron 
120 días (-120 días) antes de la inoculación de R. necatrix (considerado como el día 0). El 
tratamiento con el control positivo (cáscara de almendra compostada) comienza desde el inicio 
del ensayo (-120 días). A los -50 días, se aplicó el tratamiento preventivo con PcPCL1606 y 
PcPCL1606-GFP. 70 días después de la inoculación de R. necatrix, se aplicó el tratamiento 
curativo PcPCL1606. El seguimiento de la enfermedad se realizó justo después de la 
inoculación de R. necatrix. Los puntos de muestreo para análisis posteriores se establecieron 
en T0 (antes del tratamiento preventivo), T1 (después del tratamiento preventivo), T2 (después 
de la inoculación con R. necatrix), T3 (tomado solo durante el control biológico en el "ensayo 
2") y T4 (final del experimento; Tienda et al., 2020). 
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Tabla 3. Características principales de los tratamientos usados  

Tratamientos Ensayo 

1 

Ensayo 

2 

Código Composición 

Control negativo   Control 
Sin aplicación de enmienda orgánica y 

bacterias  

Control positivo 
(induce supresividad) 

  ASO 
La cáscara de almendra comercial derivada 

de la industria de la almendra se apiló y 
se compostó de forma natural. 

Preventivo PcPCL1606 
formulado 

  
PcPCL1606 
preventivo 

PcPCL1606 formulado en líquido, se 
aplicó 50 días antes de la inoculación de 
R. necatrix. 

Curativo PcPCL1606 
formulado 

 X 
PcPCL1606 

curativo 

PcPCL1606 formulado en líquido, se 
aplicó después de la aparición de 
síntomas de la enfermedad, 70 días 
después de la inoculación con R. 
necatrix. 

Preventivo 
PcPCL1606-GFP  

 X 
PcPCL1606 

GFP 

PcPCL1606-GFP, se aplicó 50 días antes 
de la inoculación de R. necatrix, como el 
tratamiento PcPCL1606 preventivo. 

: Incluido; X: No ensayado. 

En un segundo ensayo ("ensayo 2"; campaña 2018/19), solo se estudió el 
tratamiento preventivo semi-comercial PcPCL1606 formulado, para 
confirmar la eficacia de control biológico frente al patógeno mostrada en el 
ensayo previo, así como para estudiar el impacto que tiene la aplicación de 
PcPCL1606 sobre las comunidades microbianas durante el proceso de 
control biológico (Tabla 3; Figura 7). 

En ambos experimentos independientes, se incluyeron dos tratamientos 
control. Primero, se usó un tratamiento control de inducción de supresividad 
para R. necatrix, que consistió en 19 litros de cáscaras de almendras 
compostadas (tratamiento ASO) colocadas sobre 16 litros del sustrato 
comercial anteriormente descrito (Vida et al., 2016). Este tratamiento 
control se inició 150 días antes de la inoculación de R. necatrix para permitir 
el desarrollo de la inducción de la supresión (Tabla 3; Figura 7). Como 
control negativo, se usó un grupo de 17 mesocosmos con plantas de 
aguacate sin ningún tratamiento bacteriano, de las cuales, 11 de ellas fueron 
inoculadas con R. necatrix. 
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2.2.2. Evaluación del desarrollo de enfermedad durante el ensayo de 
mesocosmos 

Para determinar la respuesta del control biológico de los diferentes 
tratamientos frente a R. necatrix, se evaluaron los síntomas aéreos de la 
podredumbre blanca radicular durante 110 días tras la inoculación del 
patógeno (considerado como día 0). Para valorar los síntomas aéreos de la 
podredumbre blanca radicular, se empleó una escala de síntomas visual: 0, 
planta sana; 1, planta con primeros síntomas de marchitez; 2, planta 
marchita en general; y 3, planta muerta (Bonilla et al., 2015; Figura 8). El 
índice de enfermedad para cada tratamiento se calculó de acuerdo con el 
método descrito anteriormente (Cazorla et al., 2006). El experimento se 
consideró terminado 110 días después de la inoculación en ambos ensayos, 
cuando se superaba el 80% del índice de enfermedad. Para la comparación 
estadística de los tratamientos, se calculó el área bajo la curva de progreso 
de la enfermedad (AUDPC) para grupos de 3 plantas bajo el mismo 
tratamiento (González-Sánchez et al., 2013). 

 

Figura 8. Índice de enfermedad de la podredumbre blanca radicular en plantas de aguacate de 
2 años durante los ensayos de mesocosmos. 0, planta sana; 1, planta con primeros síntomas de 
marchitez; 2, planta marchita en general; 3, planta muerta. 

 

 

Índice enfermedad

0 1 2 3
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2.2.3. Toma de muestras de suelo y rizosfera 

A lo largo de los ensayos, se tomaron muestras de suelo y rizosfera de los 
diferentes tratamientos a diferentes tiempos, con objeto de estudiar el efecto 
de los tratamientos con PcPCL1606 sobre las comunidades microbianas 
(Figura 7). 

Durante el "ensayo 1", se tomaron muestras de suelo y rizosfera a diferentes 
tiempos de muestreo. Se tomaron dos puntos de muestreo antes de la 
inoculación con R. necatrix (considerado día 0): un punto de muestreo antes 
del tratamiento preventivo con PcPCL1606 (T0, -70 días) y otro después de 
dicho tratamiento preventivo (T1, -20 días). Se tomaron muestras en otros 
dos puntos de muestreo tras la inoculación con R. necatrix: a los 30 días 
después de la inoculación con R. necatrix (T2) y al final del experimento, 
110 días después de la inoculación de R. necatrix (T4). 

En el “ensayo 2”, solo se realizó una toma de muestra de suelo y rizosfera, 
cuando se observó que el control biológico fue efectivo tras del tratamiento 
preventivo con PcPCL1606 formulado, 80 días después de la inoculación 
con R. necatrix (punto de muestreo T3). 

Las muestras de suelo y rizosfera se tomaron a veinticinco centímetros de 
profundidad, utilizando una barrena hueca de 4 cm de diámetro. Se 
seleccionaron al azar tres mesocosmos por tratamiento. Se tomaron 
muestras de tres puntos equidistantes alrededor de cada planta en cada 
mesocosmos, y se combinaron en una única muestra compuesta, que se 
procesó y analizó de forma independiente. En el caso de las muestras de 
suelo y rizosfera tomadas de tres mesocomos con plantas afectadas por R. 
necatrix en el "ensayo 2" en T3, las 3 muestras independientes se tomaron 
de las plantas control no tratadas. 

Las muestras de suelo y rizosfera recolectadas, se almacenaron en frío y se 
transportaron al laboratorio, donde fueron procesadas en el mismo día. En 
cada muestra, se tomaron las raíces de aguacate y se separó cuidadosamente 
la tierra adyacente de las raíces, que constituirian la muestra de rizosfera. 
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Por otro lado, el resto del suelo fue tamizado, a través de un tamiz de tamaño 
de poro de 2 mm, y constituirian las muestras de suelo. Tanto para realizar 
análisis de población microbiana como para la extracción de ADN, se 
utilizaron muestras de suelo y rizosfera frescas, analizadas inmediatamente 
después de la recolección de la muestra. 

2.2.4. Recuento de microorganismos cultivables en ensayos de 
mesocosmos 

Se llevó a cabo un análisis microbiano basado en los recuentos bacterianos 
en distintos medios. Para ello, se analizaron muestras de suelo y rizosfera 
recolectadas en los diferentes tiempos de muestro como se ha detallado 
anteriormente. Cada muestra compuesta procede del agrupamiento de tres 
muestras independientes de rizosfera y suelo de la misma maceta, y a su 
vez, se analizaron tres muestras compuestas por tratamiento y punto de 
muestreo (macetas A, B y C). 

Para el análisis de las muestras de suelo, se suspendieron porciones de 5 g 
del suelo en 40 ml de solución salina (NaCl al 0,85%) con 5 g de grava 
estéril (2 a 4 mm de diámetro) y se mezclaron a 250 rpm durante 30 minutos, 
en un agitador orbital, seguido de 20 minutos de decantación (Bonilla et al., 
2015). Para el análisis de las muestras de rizosfera, se homogeneizó un 
gramo de muestra de rizosfera durante 2 minutos en una bolsa Stomacher 
con 4 ml de solución salina (Bonilla et al., 2015). En ambos casos, 100 µl 
de cada dilución decimal seriada del sobrenadante se colocaron en placas en 
diferentes medios selectivos. Estas placas se incubaron y se registraron los 
recuentos bacterianos después de 48 horas a 25 ºC. 

Para obtener los recuentos de bacterias heterótrofas totales de rápido 
crecimiento, se utilizaron placas de medio LB suplementado con 
cicloheximida (100 mg/litro) para prevenir el crecimiento de hongos 
(Müller et al., 2012). Para abordar los recuentos bacterianos de 
Pseudomonas, se utilizó el medio selectivo para Pseudomonas (PSM), 
compuesto por agar B de King (KB) complementado con 75 mg de 
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penicilina G, 45 mg de novobiocina, 50 mg de nitrofurantoína y 100 mg de 
cicloheximida (Sigma) por litro (Larkin y Honeycutt, 2006; Vida et al., 
2017). Este medio, además de seleccionar cepas del género Pseudomonas, 
también podía seleccionar a algunos miembros de grupos relacionados 
(Sands y Rovira, 1970; Vida et al., 2017), por lo que a los aislados en medio 
PSM se les denominará Pseudomonas-like.  

Para estimar los recuentos bacterianos de PcPCL1606, se compararon los 
valores de recuentos de PcPCL1606 obtenidos en medio PSM a partir de las 
aplicaciones preventivas (durante el "ensayo 1"), con los valores de 
recuentos de un tratamiento preventivo con PcPCL1606-GFP (cepa 
resistente a la gentamicina; Tabla 1). Se tomaron muestras de suelo y 
rizosfera a lo largo del "ensayo 1" para realizar dicha comparación. Las 
mismas muestras de suelo y rizosfera se procesaron como se describió 
anteriormente, y se sembraron las muestras en placas de medios PSM 
(seletctivo para Pseudomonas) y TPG complementado con gentamicina (80 
mg por litro; TPG-Gm; PcPCL1606-GFP), para comparar los recuentos 
bacterianos después de 48 horas a 25 ºC. La morfología típica de las colonias 
de PcPCL1606, que muestra una superficie rugosa, borde continuo y la 
fluorescencia en el medio TPG con Gm, confirmaron la validación de los 
recuentos bacterianos. 

2.2.5. Extracción de ADN de muestras de suelo y rizosfera 

Para determinar la presencia de PcPCL1606 y R. necatrix CH53 en las 
muestras de suelo y rizosfera, se aplicaron técnicas de diagnóstico 
molecular mediante análisis de ADN, con objeto de detectar 
específicamente la presencia de PcPCL1606 y R. necatrix mediante PCR. 
Simultáneamente, el mismo ADN sirvió para analizar la composición 
microbiana de las muestras de suelo y rizosfera mediante técnicas de 
metagenómica. 

La extracción de ADN tanto de muestras de suelo como de rizosfera, se 
realizó utilizando 2,0 g de muestra, y empleando el kit de aislamiento ADN 
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PowerSoil® (Qiagen Iberia S.L., Madrid, España) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 

La cantidad y calidad de las extracciones de ADN (valores de la razón entre 
absorbancia a 260 nm y absorbancia a 230 nm superiores a 1,8, y entre la 
absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm mayor de 1,7) se evaluaron 
utilizando un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop 
Technologies Inc., Wilmington, DE, EE. UU.). Además, la calidad del ADN 
se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa (0,8% agarosa en 
tampón TAE al 1% (Tris, acetato y EDTA) y tinción RedSafeTM (2%, 
Labotaq, Sevilla, España). El ADN extraido se almacenó a -20°C para los 
análisis posteriores. 

2.2.6. Detección de PcPCL1606 y R. necatrix por PCR 

Se llevó a cabo la detección específica de PcPCL1606 en muestras de suelo 
y rizosfera para los diferentes tiempos de muestreo (T0, T1, T2, T3 y T4) 
(Figura 7), mediante amplificación por PCR de una secuencia parcial única 
localizada dentro del gen PCL1606_04860, que muestra similitud con un 
gen de P. aeruginosa con función fructosa-6-fosfato aminotransferasa. El 
gen PCL1606_04869 contiene una secuencia de 378 nt específica para 
PcPCL1606 y que no muestra homología con ninguna otra secuencia 
depositada en el National Center for Biotechnology information (NCBI, 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se diseñaron y usaron los cebadores 
específicos 04860F y 04860R (Tabla 4) para su amplificación por PCR 
(primer paso de desnaturalización de 3 min a 94°C, seguido de 30 ciclos a 
94°C durante 30 s, una hibridación de los cebadores a 62°C durante 30 s, y 
extensión a 72°C durante 45 s, con un paso final de 72ºC durante 10 min), 
y se detectó el producto de amplificación después de la electroforesis, con 
un tamaño de 378 pb. Dicho producto de PCR se secuenció para confirmar 
la ausencia de amplificación inespécifica. La comprobación de esta 
secuencia única para la detección de PcPCL1606 se probó con otros 
microoganismos (Anexo 3). La detección específica de R. necatrix se 
realizó siguiendo los procedimientos descritos previamente (Schena et al., 
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2002). En resumen, se utilizaron los cebadores específicos R2 y R8, y el 
programa de PCR utilizado comenzó con desnaturalización de 5 min a 95°C, 
seguido de 35 ciclos a 95°C durante 30 s, una hibridación de los cebadores 
a 50°C durante 30 s, y extensión a 72°C durante 1 min. 

Tabla 4. Cebadores específicos para amplificación específica de PcPCL1606 y R. necatrix 
de ADN de suelo y rizosfera. 

PCR 
específica 

para 

Tamaño del 
producto 

amplificado 

Nombre 
cebadores 

Secuencia (5’-3’) Referencia 

PcPCL1606 378 pb 04860F (forward) CTTCGAATGGTCGGAACAAC Este estudio 
04860R (reverse) GAATAGCAGCCTCGGTAAAC 

Rosellinia 
necatrix 

493 pb R2 (forward) CAAAACCCATGTGAACATACCA Schena et al., 
2002 R8 (reverse) CCGAGGTCAACCTTTGGTATAG 

 

2.2.7. Análisis metagenómico de las secuencias del gen 16S rDNA e ITS 

Se llevaron a cabo estudios metagenómicos empleando muestras presentes 
de los ensayos de mesocosmos, en los que se valorará el efecto de la 
aplicación preventiva del agente de control biológico PcPCL1606 sobre las 
poblaciones microbianas. Así como el efecto de la aplicación de 
PcPCL1606 durante el control biológico y el efecto sobre las distintas 
poblaciones microbianas. 

Con objeto de evaluar el efecto de la aplicación del agente de control 
biológico PcPCL1606 sobre la composición de las poblaciones microbianas 
presentes en muestras de suelo y rizosfera de plantas de aguacate, se 
tomaron muestras a T2 (80 días después del tratamiento preventivo con la 
bacteria de control biológico PcPCL1606 y sin inocular con R. necatrix) 
durante el "ensayo 1". El mesocosmos no inoculado con R. necatrix se 
concideró como control, comparando aquellos bajo el tratamiento 
preventivo y los no tratados con PcPCL1606. 

Por otro lado, y para estudiar el efecto de la aplicación de PcPCL1606 sobre 
las poblaciones microbianas, pero durante el control biológico. Se 
ensayaron mesocosmos inoculados con R. necatrix. Se tomaron y analizaron 
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muestras a T3 (130 días tras la aplicación de PcPCL1606, y 80 días después 
de la inoculación del patógeno fúngico) durante "ensayo 2". Para ello, se 
analizaron los mesocosmos control y bajo tratamiento preventivo. 

En ambos ensayos, se extrajo ADN desde 3 muestras independientes de 
suelo y rizosfera por cada tratamiento estudiado. se amplificó un fragmento 
parcial de 16S para organismos procariotas (428 pb) correspondiente a la 
región V3-V4, utilizando los cebadores de PCR 341F 
(CCTACGGGNGGCWGCAG) y 805R 
(GACTACHVGGGTATCTAATCC), dando como resultado un amplicón 
de 428 pb (Herlemann et al., 2011) y para la amplificación de ITS para 
organismos eucariotas, se utilizaron los cebadores de PCR ITS1F (CTTGG 
TCATTTAGAGGAAGTAA; Gardes y Bruns, 1993) e ITS2 
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC; White et al., 1990) se dirigieron a la 
región ITS1F-ITS2, lo que dio como resultado un producto de PCR de 230 
pb. Los productos de PCR se secuenciaron utilizando tecnología MiSeq 
(Illumina). Las secuencias obtenidas para ADN microbiano del gen 16S 
rRNA y las regiones ITS, se analizaron utilizando el software EZbioCloud 
™ (ChunLab; www.ezbiocloud.net), con el cual se calculó la abundancia 
relativa de procariotas y eucariotas, índice de diversidad de Shannon y el 
índice de riqueza de Chao en cada tratamiento.  

En el análisis de beta-diversidad, para evaluar las similitudes entre las 
muestras, se preparó una matriz a partir de datos de abundancia relativa de 
microorganismos (a nivel de género), donde se incluyeron todas las 
muestras. El índice de Bray-curtis fue usado para calcular la similitud entre 
las muestras, mediante un análisis de componentes principales. Todos los 
análisis de agrupación, clasificación y ordenación se realizaron utilizando 
el software Fitopac 2.1 (Shepherd, 2010). 

2.2.8. Ensayos de supresividad de la podedumbre blanca radicular 

Para determinar la supresividad de distintos suelos frente a R. necatrix, se 
realizaron ensayos de supresividad, empleando ensayos de cámara de 

http://www.ezbiocloud.net/
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difusión (Bonilla et al., 2015; Vida et al., 2016). Para ello, se coloca un disco 
de R. necatrix (de 0,6 cm de diámetro) obtenido desde crecimiento en placas 
de agar agua (agar al 1%; en placas de 5 cm de diámetro) sobre un filtro de 
nitrocelulosa (0,45 μm de diámetro de poro). El disco fúngico sobre el filtro 
de celulosa, se colocan en un recipiente desinfectado y cerrado sobre 
muestras de suelos con diferentes tratamientos tomados del "ensayo 2" en 
el punto de muestreo T3. La cámara de difusión se incubó durante 5 días a 
25ºC. Tras la incubación, el área de crecimiento total de R. necatrix para 
cada suelo se midió utilizando el software de análisis 1-D (Quantity One, 
Bio-Rad Laboratories, Inc.). Se realizaron nueve cámaras independientes 
por tipo de suelo. El suelo modificado con cáscara de almendra compostada 
(ASO) se usó como control positivo de supresividad. Se analizaron el 
control sin modificar (Control) y el suelo donde se había aplicado de forma 
preventiva el formulado de PcPCL1606 (tratamiento PcPCL1606 
preventivo). 

Con objeto de verificar el papel de PcPCL1606 en la supresión de las 
muestras de suelo bajo tratamiento preventivo de PcPCL1606, se sometió 
al suelo un tratamiento térmico (HT) que eliminaba los microorganismos. 
Brevemente, el suelo tratado con calor consistió en calentar el suelo en 2 
pasos, primero el suelo se calentó en condiciones de alta humedad a 100°C 
durante 20 min en un autoclave. Se dejó que el suelo se recuperara a 4°C 
durante la noche. Luego, realizamos un segundo paso de tratamiento, 
calentando el suelo a 100°C durante 10 min en condiciones de alta humedad. 
Después de dejarlo enfriar, el suelo estaba listo para ser utilizado (Vida et 
al., 2016). Para analizar la restauración de la supresión, se llevó a cabo la 
complementación del suelo, inoculando un suelo tratado con calor con 102 
ufc de PcPCL1606/g de suelo, procedente de un cultivo bacteriano de 12 h 
a 25ºC en TPG (HT + PcPCL1606). 

Debido a la importancia del compuesto antifúngico 2-hexil, 5-propil 
resorcinol (HPR) en el control biológico de PcPCL1606 (Calderon et al. 
2013), también se complementó el suelo tratado con calor con el mutante 
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∆darB (HT + ∆darB), mutante deficiente en la producción de HPR y que no 
muestra actividad de control biológico (Tabla 1). 

2.3. Diseño de un modelo experimental de interacción multitrófica 

Debido al interés en determinar aquellos genes que se ven regulados durante 
la interacción PcPCL1606-rizosfera y PcPCL1606-rizosfera-R. necatrix 
durante el control biológico, de forma dependiente por la acción de 
señalización de HPR, se puso a punto un modelo biológico y experimental 
de interacción bacteria-planta y bacteria-planta-patógeno (Anexo 4). 

2.3.1. Ensayo de interacción bacteria-rizosfera 

Para el estudio transcriptómico durante la interacción, la bacteria 
PcPCL1606 se cultivó en medio TPG para obtener una concentración alta 
de ufc/ml durante unas 24 horas con una agitación de 180 rpm y 25ºC. 
Posteriormente, se lavaron las células mediante centrifugación (5 min, 7000 
rpm) y se realizó una resuspensión en medio minimo M9 con ácido 
succínico (10 mM) como fuente de carbono, y se dejó incubar 24 horas a 
25ºC a 180 rpm. Se empleó ácido succínico como fuente de carbono, ya que 
este compuesto ha sido detectado previamente tanto en exudados de raíz de 
aguacate como del patógeno R. necatrix (datos no mostrados). La 
inoculación de PcPCL1606 en las raíces de aguacate previamente 
desinfectadas, siempre se llevó a cabo mediante inmersión en una 
suspensión de PcPCL1606 (108 ufc/ml; DO600=0,8), siguiendo el protocolo 
previamente descrito para las inoculaciones en los ensayos de control 
biológico (Figura 9). 
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Figura 9. Diseño experimental del modelo biológico de interacción bacteria-planta para el 
desarrollo de un estudio transcriptómico. 

2.3.2. Ensayo de interacción bacteria-rizosfera-hongo 

Para el estudio transcriptómico durante la interacción multitrófica que se 
pueden establecer durante el control biológico, se realizó el mismo 
procedimiento que en el apartado anterior con ligeras modificaciones. En 
resumen, la bacteria se creció en medio TPG durante unas 24 horas (180 
rpm y 25ºC), Posteriormente, se lavaron las células mediante centrifugación 
(5 min, 7000 rpm) y se resuspendió en medio minimo M9 con ácido 
succínico (10 mM), y se dejó 24 horas a 25ºC a 180 rpm. La inoculación de 
PcPCL1606 en las raíces de aguacate previamente desinfectadas, se llevó a 
cabo mediante inmersión en una suspensión de PcPCL1606 (108 ufc/ml; 
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DO600=0,8), siguiendo el protocolo previamente descrito para las 
inoculaciones en los ensayos de control biológico. 

Para la aplicación del hongo, previamente se puso a crecer R. necatrix CH53 
en medio PDA solido durante 4-5 días a 25 ºC. Una vez crecido, se añadió 
cinco mililitros de solución salina esteril a la placa y se resuspendió el 
material fúngico mediante un asa de Digralsky. Posteriormente, se recolectó 
los 5 mililitros con el hongo y se resuspendieron en un volumen final de 40 
mililitros, en un tubo falcon de 50 ml esteril.  Una vez obtenida la 
suspensión se distribuyeron, 5 ml sobre un filtro de nylon estéril recubrían 
las raíces (Figura 10).  

Finalmente, para determinar el tiempo al que se realiza el estudio de 
expresión de ARN de la rizosfera, se realizaron extracciones de ARN a las 
24, 36, 48 y 72 horas sobre el modelo final elegido, y se determinó la 
expresión mediante qRT-PCR del gen darB, gen biosintético del compuesto 
HPR y de un gen con actividad quitinasa, gen PCL1606_27800, gen 
expresado diferencialmente en PcPCL1606 en interacción in vitro con R. 
necatrix, mostrado en un análisis RNA-seq previo realizado en placa (datos 
RNA-seq previos no mostrados). La reacción de la qRT-PCR se realizó a 
50°C durante 40 min, seguido de la amplificación por PCR utilizando un 
programa de amplificación de 40 ciclos (94°C durante 30 s, 58°C durante 1 
min y 68°C durante 1 min) y un ciclo de extensión final a 68°C por 7 min.  
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Figura 10. Diseño experimental del modelo biológico para el desarrollo de un estudio 
transcriptómico de interacción bacteria-planta-hongo. 

2.3.3. Extracción de RNA 

La extracción de ARN del suelo se realizó utilizando 2,0 g de muestra de 
suelo o rizosfera, usando el kit de extracción de RNA PowerSoil® (Qiagen 
Iberia S.L., Madrid, España), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

La cantidad y calidad de las extracciones de RNA, se evaluaron utilizando 
un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies Inc., 
Wilmington, DE, USA). Además, la calidad del ARN se analizó mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de agarosa en tampón TAE al 1% 
(Tris, acetato y EDTA) y tinción RedSafeTM (2%, Labotaq, Sevilla, 
España). El ARN purificado se almacenó a -80°C hasta análisis posteriores. 
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Para realizar los análisis transcriptómicos, se realizó la secuenciación del 
ARN por la Unidad de Genómica y Ultrasecuenciación (Universidad de 
Málaga). Posteriormente, las lecturas en bruto y el posterior procesamiento 
se llevó a cabo por el Centro de Supercomputación y Bioinnovación 
(Universidad de Málaga), obteniendo los genes expresados 
diferencialmente. 

2.3.4. Análisis de genes expresados diferencialmente (DEGs) y selección 
de genes implicados en la interacción con la planta e interacción 
durante el control biológico regulados por HPR 

Para agrupar las principales funciones biológicas inferidas por la 
secuenciación de aquellos genes expresados diferencialmente a partir del 
análisis de RNA-Seq, se realizó una clasificación de “clúster de genes 
ortólogos” (COGs), a partir de los datos obtenidos de la base de datos 
“Clusters of Orthologous Groups of protein” (COGs) 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). 

Debido a que la cantidad de genes que se encontraban sobreexpresados y 
reprimidos por HPR era elevada, tanto en interacción rizosfera como en la 
interacción con patógeno-rizosfera, se elaboró un listado ordenado de los 20 
genes que presentaban mayor sobreexpresión y represión, a los que se les 
realizó un análisis en mayor profundidad sobre la potencial función 
biológica mediante una búsqueda por homología de secuencias BLAST 
tanto a nivel de secuencia de nucleótidos en NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) como a nivel de secuencia de 
aminoácidos en Uniprot (https://www.uniprot.org/). De entre estos genes, 
se seleccionarán aquellos que mostraron especial interés para este trabajo. 

Como el estudio estaba orientado hacia aquellos genes que pudieran estar 
regulados por HPR, para la selección de los genes de interés, se utilizó como 
criterio el que mostraran una expresión diferencial alta entre la cepa silvestre 
y el mutante no productor de HPR, y que además hayan sido descritos en la 
bibliografía como relacionados en la supervivencia rizosferica microbiana, 

https://www.uniprot.org/
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en la interacción con la planta, la colonización eficiente de la misma o en el 
metabolismo relacionado con la utilización de los exudados presentes en el 
medio.  

Se centro el estudio en el grupo de los genes con mayor sobreexpresión por 
HPR. Una vez utilizado este criterio de selección, se procedió a la 
realización de una PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) de los genes 
seleccionados para el estudio, y de otros genes con sobreexpresión y 
represión por HPR, para la validación de los datos de expresión obtenidos 
en el análisis RNA-seq. 

2.3.5. PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) 

La expresión génica de los genes seleccionados en este estudio y de otros 
genes para validar los resultados del RNA-seq, se cuantificó por qRT-PCR. 
El ARN total se aisló desde la rizosfera de plantas de aguacate durante la 
interacción, como se ha descrito anteriormente en el apartado 2. La síntesis 
de DNA copia (DNAc) se realizó usando la reacción con transcriptasa 
inversa Superscript III de Invitrogen (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) 
usando cebadores al azar de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

La abundancia relativa del transcrito fue calculada usando el método 2-delta 
delta umbral de ciclo (ΔΔcyclethreshold (Ct); Livak and Schmittgen 2001). 
Los datos transcripcionales fueron normalizados utilizando el gen 
housekeeping gyrA, usando el Roche LightCycler 480 Software, y fueron 
presentados como el cambio de expresión en base 2 (Log2 FC) en 
comparación con la expresión de cada gen en la cepa de tipo silvestre con 
respecto al mutante. Los cebadores utilizados para los experimentos de 
qRT-PCR (Anexo 5) se diseñaron con el software en línea Primer3 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/), utilizando las secuencias genómicas 
ubicadas dentro de cada gen como molde. La reacción de la PCR 
cuantitativa de transcripción inversa se realizó a 50°C durante 40 min, 
seguido de la amplificación por PCR utilizando un programa de 
amplificación de 40 ciclos (94°C durante 30 s, 58°C durante 1 min y 68°C 
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durante 1 min) y un ciclo de extensión final a 68°C por 7 min. La relación 
de expresión se calculó como la diferencia en los ciclos umbral de qRT-
PCR (ΔCt = Ct gen de interés – Ct gyrA). Un ciclo de PCR representa una 
diferencia del doble con respecto a la abundancia de la plantilla; por lo tanto, 
los valores de magnitud (fold change) se calcularon como 2–ΔΔCt, como se 
ha descrito anteriormente (Pfaffl 2001; Rotenberg et al; 2006). 

2.3.6. Construcción de mutantes por inserción en PcPCL1606 

Se construyeron mutantes sobre los genes de interés seleccionados (phaG, 
kgtP y pgdA) de PcPCL1606, para ello se inactivaron individualmente 
mediante mutagénesis por inserción. 

Para llevar a cabo la inactivación de estos genes, se construyeron mutantes 
por inserción, insertando los plásmidos pCR2.1-TOPO® con el 
correspondiente fragmento clonado, en la secuencia ORF de cada gen 
mediante un único evento de recombinación homóloga. Para construir los 
plásmidos con el inserto (pΔKGTP, pΔPHAG y pΔPGDA; Tabla 2), se 
amplificaron fragmentos de aproximadamente 400 pb de los ORF de los 
genes phaG, kgtP y pgdA de PcPCL1606, utilizando cebadores de PCR 
específicos (Anexo 6). El ADN genómico empleado para la amplificación 
fue previamente extraído usando el kit DNeasy® UltraClean® Microbial 
(Qiagen, Hilden, Germany).  

Posteriormente, los fragmentos de ADN amplificados fueron purificados, 
clonados en el vector pCR2.1-TOPO® y transformados en la cepa DH5α de 
E. coli, se cultivaron en medio LB a 37°C, en presencia de 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-β-D-galactopiranósido (XGal; 40 μg/ ml) y del antibiótico 
kanamicina (50 μg/ ml), para la selección de colonias blancas resultantes, 
ya que las bacterias que tengan el plásmido con el inserto, el gen lacZ estará 
interrumpido, y no pueden procesar el X-Gal y permanecen con su 
coloración blanca natural, mientras que las transformadas con el  plásmido 
pero éste no tenga la secuencia del inserto pueden romper el X-Gal presente 
en el medio, tornándose sus colonias de color azul. A continuación, se 
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extrajo el plásmido de las colonias transformadas y se realizó una 
comprobación por PCR con los cebadores M13, para confirmar que el 
tamaño del fragmento amplificado correspondía con el tamaño esperado. 
Por último, una vez comprobada la integración del fragmento en el plásmido 
pCR2.1-TOPO®, se transformó PcPCL1606 con el plásmido mediante 
electroporación estándar. Brevemente, se utilizó una concentración de unos 
500 ng de plásmido purificado, se mezcló con 100 µl de células competentes 
de PcPCL1606 y la mezcla se transfirió a una cubeta de electroporación y 
se aplicó un pulso (25 AF; 200 V; 2,5 kV en MicroPulser Electroporator; 
Bio-Rad). Se añadió un 1 ml de medio LB a la mezcla electroporada y se 
incubó a 25ºC durante 2 horas en un tubo de ensayo. Posteriormente, se 
sembró en placas de TPG con kanamicina, para la selección de los mutantes 
(Choi et al., 2006). 

Se obtuvieron los mutantes por inserción PCL1606::phaG, PCL1606::kgtP 
y PCL1606::pgdA. Se realizaron comprobaciones de los mutantes obtenidos 
realizando amplificaciones por PCR con distintas combinaciones de los 
cebadores M13F, M13R y cebadores externos a la construcción. Todos los 
cebadores empleados para las comprobaciones quedan reflejados en el 
Anexo 7. Y se realizaron curvas de crecimiento en medio líquido TPG, para 
comprobar que los mutantes no estaban afectados en crecimiento con 
respecto a la cepa silvestre. 

2.3.7. Valoración de fenotipos de interés en cepas mutantes 

Para comprobar el posible efecto de los genes seleccionados tras el análisis 
de RNA-seq, se analizaron los siguientes fenotipos, adecuados a cada 
mutante.  

2.3.7.1. Crecimiento en medio mínimo suplementado con 2-
oxoglutarato (2-OG) 

Para valorar el papel del 2-oxoglutarato (2-OG) en la biología de 
PcPCL1606, se llevó a cabo un ensayo de crecimiento en medio mínimo 
suplementado con 2-OG (Lundgren et al., 2014) con algunas 
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modificaciones. Las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::kgtP se 
cultivaron en 5 ml medio líquido LB durante toda la noche a 25°C y 200 
rpm. La densidad óptica y los recuentos de los cultivos fueron medidos en 
el espectrofotómetro y se ajustó su absorbancia a 0,1 (OD600) en matraces 
con 50 ml de medio mínimo M9 suplementado con 5 mM de 2-OG y 5 μM 
de FeSO4. Estos cultivos se incubaron a 25°C a 140 rpm y se tomaron 
medidas de absorbancia a 600 nm a tiempos 0, 1,5, 3,0, 4,5, 6,0, 7,5 y 9,0 
horas post-inoculación. Además, el recuento de colonias (ufc/ml) se realizó 
mediante diluciones seriadas para cada tiempo, usando placas de medio 
TPG para la cepa silvestre y TPG suplementado con kanamicina (50 µg/ml) 
para las cepas mutantes. Se realizaron recuentos de colonias tras 48 horas a 
25ºC. 

2.3.7.2. Ensayo de quimiotaxis 

Con el objetivo de estudiar el efecto del compuesto 2-OG en el proceso de 
quimiotaxis, se realizó el siguiente experimento. 

Para adaptar los microorganismos al medio de cultivo a emplear, las cepas 
PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::kgtP se cultivaron en placas de medio 
mínimo M9 con glucosa (10 mM) durante 24 horas. En el caso de algunos 
mutantres, los medios de cultivo se suplementaron con kanamicina (50 
μg/ml). 

Las placas utilizadas para este ensayo de quimiotaxis, emplearon medio 
mínimo M9 (Rainey, 1999; Sambrook et al., 1989) conteniendo 0.2% agar 
(Difco) y sin fuente de carbono. En el centro de la placa se inoculó 10 µl de 
una suspensión bacteriana en solución salina estéril (0,85%) 
(aproximadamente 107 ufc/ml), obtenido desde cultivo en placas de M9 con 
glucosa (10 mM) que habían crecido 24 horas a 25ºC. En el lado derecho de 
la placa se colocaron tres gotas separadas (10 µl cada una) del compuesto 
2-OG a analizar como la fuente de carbono quimioatrayente. Y en el lado 
izquierdo, como control, tres gotas de 10 µl de solución salina estéril. Como 
control de quimiotaxis se ensayó la glucosa 10 mM. Posteriormente, las 
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placas se incubaron a 25 ºC durante 48 h y se midió el grado de migración 
de células bacterianas hacia la fuente de carbono ensayada (Polonio et al., 
2017). Los experimentos se realizaron por triplicado para cada una de las 
cepas estudiadas. 

2.3.7.3. Detección microscópica de gránulos de polihidroxialcanoato 
(PHA) 

El ensayo de la visualización de gránulos de polihidroxialcanoatos (PHA) 
se realizó mediante la metodología descrita previamente, con algunas 
modificaciones (Sharma et al., 2017). Brevemente, se inocularon las cepas 
PcPCL1606, ∆darB y PCL1606::phaG en 5 ml de LB líquido, y se dejaron 
crecer durante toda la noche a 25°C y 200 rpm. Posteriormente, las células 
se lavaron dos veces por centrifugación (6000 rpm, 5 minutos) con medio 
mínimo M9 y se ajustó su absorbancia a 1 (OD600). A continuación, se 
inocularon 500 µl de las suspensiones ajustadas en matraces con 25 ml de 
medio mínimo M9 suplementado con un 2% de glucosa como única fuente 
de carbono y se incubaron a 25°C y 100 rpm. Después de 72 horas de 
incubación, se tomaron 200 µl de cada uno de estos cultivos y se 
centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos. Las células se resuspendieron 
en una solución acuosa de 0,1% de Nile blue (Sigma), para la tinción de los 
gránulos PHA. Después de 15 minutos, se realizaron dos lavados con agua 
destilada estéril (10000 rpm durante 2 minutos). Por último, se 
resuspendieron las células en 200 µl de agua destilada estéril. Para la 
visualización de los gránulos PHA se procedió al montaje de estas muestras 
sobre portaobjetos para su observación en un microscopio de láser confocal 
utilizando un filtro verde (636 nm). En las imágenes utilizando el filtro a 
636 nm, se puede observar que aquellas células que producen gránulos 
PHA, se muestran de color rojo. Para poder comparar la producción de 
gránulos PHA entre las distintas cepas, en primer lugar, se cuantificó la 
intensidad de la fluorescencia de los gránulos PHA de cada imagen, 
convirtiendo la imagen a escala de grises y midiendo la intensidad de cada 
pixel, y se normalizó con el número de células presentes en las imágenes de 
campo claro para cada una de las cepas. 
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2.3.7.4. Ensayos de tolerancia a distintos estreses abioticos  

Todos los experimentos descritos a continuación se realizaron con objeto de 
evaluar el papel de PCL1606::phaG, y la regulación por HPR empleando el 
mutante ΔdarB en la tolerancia a diferentes estreses y siguiendo la 
metodología previamente descrita para el análisis de fenotipos asociados a 
la producción de gránulos PHA, (Kadouri et al., 2003) con algunas 
modificaciones. 

2.3.7.4.1. Tolerancia a la desecación 

Para valorar la implicación de los gránulos PHA en la tolerancia a la 
desecación de PcPCL1606, se cogieron 100 μL de un cultivo de las cepas 
PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::phaG crecidas en medio M9 con 2% 
glucosa como fuente de carbono y ajustado a 108 ufc/ml, se colocan en el 
centro de un portaobjetos y se dispusieron bajo la cabina de flujo laminar y 
se dejaron secar durante 60 minutos a temperatura ambiente 
(aproximadamente 25°C). Posteriormente, se lavó la gota secada en el 
portaobjetos con 5 ml de solución salina estéril y se procedió al recuento del 
número de células viables en esos 5 ml de lavado tras la desecación, 
mediante diluciones seriadas utilizando placas de medio TPG para la cepa 
Wt y TPG suplementado con kanamicina (50 µg/ml) para los mutantes 
empleados. Se realizaron recuentos de colonias tras 48 horas a 25ºC. 

2.3.7.4.2. Tolerancia al estrés térmico 

Para estudiar la implicación de los gránulos PHA en la tolerancia al estrés 
térmico de PcPCL1606, se tomaron 10 ml de cultivo ajustado a 108 ufc/ml 
de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::phaG crecidas en medio M9 
suplementado con 2% glucosa en tubos de 15 ml y se incubaron en un baño 
a 50°C cada 10 minutos. Se determinó la supervivencia bacteriana, 
realizando recuentos mediante diluciones seriadas para cada cepa hasta los 
30 minutos. Se utilizaron placas de medio TPG para la cepa silvestre y TPG 
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suplementado con kanamicina para los mutantes empleados. Se realizaron 
recuentos de colonias tras 48 horas a 25ºC 

2.3.7.4.3. Evaluación de la tolerancia al peróxido de hidrógeno 

Para estimar la implicación de los gránulos PHA en la tolerancia al peróxido 
de hidrógeno de PcPCL1606, se sembró un césped las cepas PcPCL1606, 
ΔdarB y PCL1606::phaG en placas con medio M9 al 2% de glucosa, 
empleando un bastoncillo de algodón estéril. Se humedecieron discos de 
papel Whatman de 13 mm de diámetro con 25 μL de una solución al 1,5% 
de peróxido de hidrógeno (H2O2) y se dejaron secar por 15 minutos. 
Posteriormente se dispusieron los discos en el centro de cada placa. Estas 
placas fueron incubadas a 25°C durante 24 horas. La medida del tamaño del 
halo alrededor del disco fue considerada como la medida de sensibilidad de 
la cepa a H2O2. 

2.3.7.4.4. Persistencia en arena de cuarzo. 

Para evaluar la implicación de los gránulos PHA en la supervivencia en 
arena de cuarzo de PcPCL1606, se inoculó por separado 1 ml de suspensión 
bacteriana de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::phaG, crecidas 
previamente en medio mínimo M9 suplementado con 2% de glucosa, en 5 
g de arena de cuarzo estéril, depositados en tubos de Falcon de 50 ml, sin 
cerrar para permitir el intercambio gaseoso y se incubaron a 25°C durante 7 
días. Tras el período de incubación, se resuspendió la arena de cuarzo en 5 
ml de solución salina estéril al 0,85% y se agitó a 200 rpm durante 2 h. Tras 
dejar decantar la arena, se realizaron diluciones seriadas de la suspensión 
obtenida y recuentos tras 48 horas a 25ºC del número de células viables, en 
placas de medio TPG para la cepa silvestre y TPG suplementado con 
kanamicina para los mutantes empleados.  

2.3.7.5. Movilidad tipo swimming 

Debido a la potencial implicación que pueden tener un gen que codifica para 
una polisacárido desacetilasa y la relación que existe entre la presencia de 
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gránulos PHA y la movilidad, se llevó a cabo un ensayo de movilidad de 
tipo swimming con los mutantes PCL1606::kgtP, PCL1606::phaG y 
PCL1606::pgdA. Las cepas PcPCL1606, ΔdarB, PCL1606::kgtP, 
PCL1606::phaG y PCL1606::pgdA fueron inoculadas con un palillo estéril 
en el centro de una placa con 0,3% agar y TPG diluido 1/20 como se ha 
descrito previamente (Calderón et al., 2019) y se incubó a 25°C durante 24 
h. La medida de la motilidad se realizó calculando el área de desplazamiento 
del frente bacteriano.  

2.3.7.6. Ensayos implicados en la formación de biopelícula. 

Para comprobar el potencial papel del gen pgdA en la formación de 
biopelícula de PcPCL1606 se realizaron los siguientes ensayos. 

2.3.7.6.1. Formación de biopelícula en interfase liquido-aire 

Se analizó la formación de biopelícula en la intefase líquido-aire para las 
cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::pgdA, en un cultivo líquido 
utilizando medio líquido TPG (Calderón et al., 2013). Para los cultivos 
previos, cada cepa creció exponencialmente en medio TPG durante 10 h. La 
concentración bacteriana se ajustó con medio TPG a una OD600nm de 0,8 
(108 ufc/ml), y se usaron 10 μL de la suspensión ajustada para inocular 1 ml 
de TPG en placas de 24 pocillos a una OD600nm final de 0, 08. Las placas 
inoculadas se incubaron sin agitación a 25°C durante 6 días, y luego se 
observó la presencia de la biopelícula (Calderón et al., 2019). 

2.3.7.6.2. Ensayo de adhesión y biopelícula adherido a pocillo 

Para probar la adhesión a periodos de tiempo cortos (4 horas) para la cepa 
silvestre y los mutantes ΔdarB y PCL1606::pgdA, se llevó acabo un ensayo 
de adhesión en placas multipocillo (O'Toole y Kolter, 1998). Se ajustó un 
cultivo exponencial de las cepas bacterianas (medio TPG, 10 horas 25°C) a 
una densidad óptica de 0,25 a 600 nm con medio TPG estéril (107 ufc/ml). 
Se depositaron 500 microlitros del cultivo ajustado en cada pocillo (al 
menos seis pocillos inoculados por cepa). Posteriormente, las placas se 
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incubaron a 25°C durante 4 horas sin movimiento. Se retiró el cultivo 
cuidadosamente y se tiñen las células adheridas a las paredes del pocillo con 
500 µl de cristal violeta al 1%, posteriormente se realizaron lavados. 
Finalmente, se añadieron 500 μL de etanol al 95% a cada pocillo para 
solubilizar el cristal violeta a temperatura ambiente. La cantidad de cristal 
violeta presente en cada pocillo se determinó por absorbancia a 595 nm para 
cuantificar la biopelícula.   

Por otro lado, para probar las primeras fases de la formación de biopelícula, 
se analizó la capacidad de las células para adherirse a los pocillos de placas 
multipocillos (24 pocillos), compuestas por cloruro de polivinilo (PVC) 
como se describió previamente con modificaciones (O'Toole y Kolter, 
1998). Se ajustaron los cultivos a una densidad óptica de 0,8 a 600 nm (108 
ufc/ml) con medio TPG estéril. Y se depositó en una placa de 24 pocillos, 
100 µl del cultivo ajustado en cada pocillo que contenía 900 µl de TPG 
estéril. Después de la inoculación, las placas se incubaron a 25°C durante 
48 horas sin movimiento. Se retiró el cultivo cuidadosamente y se tiñen las 
células adheridas a las paredes del pocillo con 1 ml de cristal violeta al 0,1%, 
posteriormente se realizaron lavados. Finalmente, se añadió 1 ml de etanol 
al 95% a cada pocillo y la cantidad de cristal violeta se determinó por 
absorbancia a 595 nm para cuantificar la biopelícula adherida. 

2.3.7.6.3. Morfología de colonia y unión a rojo Congo 

Se analizó la morfología de colonia en medios de cultivo sólido y la 
producción de polisacáridos mediante la unión de las mismas a rojo Congo. 
Para ello, se sembró la cepa silvestre y los mutantes derivados en placas de 
agar TPG diluido al 1% para obtener colonias aisladas individuales para 
observar la morfología de la colonia y la producción de polisacáridos, 
medida como la capacidad de unión al rojo Congo de la colonia. El medio 
de agar TPG al uno por ciento se complementó con 40 μg/ml de rojo Congo 
(CR; Sigma) y 20 μg/ml de azul brillante Coomassie (CB; Sigma). Se 
dispusieron diez microlitros de suspensión celular con una densidad óptica 
de 0,8 medida a 600 nm (108 ufc/ml) en las diferentes placas y se crecieron 
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a 25°C durante 5 días (Ramos et al., 2010). Las imágenes fueron capturadas 
utilizando un microscopio estereoscópico de fluorescencia (Nikon AZ-100). 
Todos los ensayos se repitieron tres veces con cultivos bacterianos 
independientes. 

2.3.7.7. Ensayos de control biológico en plantas de aguacate frente a R. 
necatrix 

Se realizaron ensayos de control biológico con la cepa silvestre, los 
mutantes ∆darB, PCL1606::phaG, PCL1606::kgtP y PCL1606::pgdA. 

Los ensayos de control biológico se realizaron con plantas de aguacate de 6 
meses de edad obtenidas de viveros Brokaw (Vélez, Málaga). Las raíces de 
las plantas de aguacate se desinfectaron superficialmente mediante 
inmersión con NaOCl al 0,1% durante 20 minutos, luego se lavaron con 
agua estéril durante 20 minutos y se inocularon con las cepas a ensayar, 
mediante inmersión de las raíces en una suspensión de aproximadamente 
108 ufc/ml (calderón et al., 2014a). Las plantas se colocaron en macetas de 
plástico cuadradas que contenían 30 gramos de sustrato comercial y fibra de 
coco (en proporción 1:2). La inoculación con R. necatrix se llevó a cabo con 
granos de trigo infectados (cuatro granos infectados por maceta) como se 
describe previamente (Freeman et al., 1986). Las plantas se cultivaron en un 
invernadero a 25°C y 70% de humedad relativa con 16 h de luz diurna, 
aproximadamente, y riegos dos veces por semana. Calculamos el porcentaje 
del índice de enfermedad de los síntomas foliares como se describió 
anteriormente (Cazorla et al., 2006). Brevemente, se calculó un porcentaje 
del índice de enfermedad al final del ensayo después de la evaluación de los 
síntomas aéreos, con valores que van desde 0 (planta sana), 1 
(amarillamiento y marchitez de las hojas), 2 (marchitamiento general de la 
planta y puntas de hojas secas), hasta 3 (planta muerta) y para el análisis de 
datos, se calculó el área de progreso bajo la curva (Gonzalez-Sanchez et al., 
2013) 

2.3.8. Análisis de datos 
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Las distribuciones de datos se probaron utilizando un análisis de varianza 
unidireccional (ANOVA) con el test de Bonferroni (p≤0,05). Todos los 
análisis de datos se realizaron utilizando el software IBM SPSS statistics 25 
(SPSS, Inc., Chicago, IL). Con base en el error estándar, se obtuvo el 
intervalo de confianza del 95% para cada variable de respuesta y se 
estimaron las diferencias significativas. 
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3. Resultados 

3.1. Efecto de la aplicación del agente de control biológico Pseudomonas 
chlororaphis PCL1606 sobre el microbioma del suelo 

3.1.1. Análisis de control biológico mediante ensayos de mesocosmo 

Se realizaron 2 ensayos independientes para evaluar el control biológico que 
confiere la cepa PCL1606 de Pseudomonas chlororaphis (PcPCL1606) 
frente a la podredumbre blanca radicular (PBR), causada por Rosellinia 
necatrix, a nivel de mesocosmos. En ambos ensayos, los primeros síntomas 
aéreos de PBR aparecieron sobre las plantas de aguacate aproximadamente 
de 30 a 40 días después de la inoculación con R. necatrix. Las plantas 
comienzan mostrando un amarilleamiento inicial al que le sigue un 
decaimiento generalizado, que progresa hasta poder matar a la planta. Estos 
síntomas se registran mediante una escala de síntomas que permite calcular 
un índice de enfermedad para cada momento. La evolución en el tiempo del 
índice de enfermedad para cada tratamiento en los dos experimentos 
independientes, se muestra en la figura 11. Las plantas sin ningún 
tratamiento (Control) fueron las primeras en mostrar síntomas aéreos de 
PBR, y en alcanzar un índice de enfermedad superior al 80%, con muchas 
de las plantas inoculadas muertas a los 110 días tras la inoculación con R. 
necatrix en ambos experimentos (ensayos 1 y 2). 

Durante el "ensayo 1", el control positivo que induce supresividad 
(tratamiento con cáscara de almendra compostada; ASO) mostró un retraso 
en la aparición de los síntomas a lo largo del tiempo, pero finalmente no 
mostró una reducción en el índice de enfermedad. Sin embargo, durante el 
"ensayo 2", el tratamiento ASO indujo un retraso en la aparición y una 
disminución de los síntomas al finalizar el ensayo (figura 11.A). En ambos 
experimentos, el efecto de control biológico más evidente fue el producido 
por los tratamientos con la rizobacteria PcPCL1606. Los tratamientos 
preventivos y curativos con PcPCL1606, retrasaron y redujeron el 
desarrollo de los síntomas, alcanzando valores finales del 65 y 70% del 
índice de enfermedad, respectivamente (Figura 11.A). El tratamiento con la 
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cepa PcPCL1606-GFP, empleada para realizar un seguimiento de los 
recuentos bacterianos durante el ensayo, mostró un retraso en el desarrollo 
de los síntomas, pero alcanzó niveles de índice de enfermedad similares al 
control no tratado al final del experimento. Algunas de estas discrepancias 
en la inducción de enfermedad mostradas durante los diferentes ensayos, 
podrían deberse a las condiciones ambientales que tuvieron lugar durante 
cada uno de los ensayos, ya que estos experimentos se realizaron en 
condiciones reales de campo (Anexo 8). Es importante señalar que durante 
el "ensayo 1", varios días se registraron temperaturas inusualmente bajas, a 
los 60 días después de la inoculación de R. necatrix (marzo-abril de 2018), 
coincidiendo con un aumento en el índice de enfermedad en algunos 
tratamientos. Independientemente de esto, la comparación estadística de los 
datos del área bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC) mostró 
que todos los tratamientos analizados con PcPCL1606 producen una 
reducción significativa (ANOVA, p≤0,05) en la progresión de la 
podredumbre blanca radicular en comparación con las plantas de control no 
tratadas (Figura 11.B). 



                                                           RESULTADOS 

95 
  

 

Figura 11. Efecto de la aplicación de PcPCL1606 formulado sobre la podredumbre blanca 
radicular del aguacate en ensayos de mesocosmos. A) Se calculó la evolución en el tiempo del 
índice de enfermedad de PBR en plantas de aguacate bajo diferentes tratamientos en dos 
ensayos independientes: "ensayo 1" (2017/18) y "ensayo 2" (2018/19). B) Representación del 
área de progreso bajo la curva de la enfermedad (AUDPC) calculada al final de "ensayo 1" y 
"ensayo 2". 
Control: plantas sin enmiendas orgánicas y sin bacterias. 
PcPCL1606 preventivo: Plantas con un tratamiento preventivo con PcPCL1606 formulado. 
ASO: aplicación cáscara de almendra compostada como cubierta de enmienda orgánica 
PcPCL1606 curativo: Plantas con un tratamiento curativo con PcPCL1606 formulado. 
PcPCL1606-GFP: Plantas con un tratamiento preventivo con el derivado PcPCL1606-GFP. 
Diferentes letras encima de las barras indican diferencias estadísticas entre las muestras de 
acuerdo al análisis de varianza (ANOVA; test de Bonferroni; p ≤ 0,05). 
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3.1.2. Efecto de la aplicación de PcPCL1606 en las comunidades 
microbianas cultivables de suelo y rizosfera 

Para abordar el estudio de los niveles bacterianos de PcPCL1606 
procedentes de muestras de suelo y rizosfera, se usó la cepa derivada 
PcPCL1606-GFP (Tabla 1). Los recuentos bacterianos de las muestras bajo 
un tratamiento preventivo con PcPCL1606-GFP, se calcularon en TPG 
suplementado con gentamicina (80 µg/ml; TPG-Gm) y que seleccionaba a 
esta cepa bacteriana y comparados con los recuentos en PSM. Los recuentos 
en placa revelaron la presencia de esta cepa a lo largo de todo el 
experimento, con niveles que oscilaron entre 103 y 105 ufc/g, y casi sin 
diferencias en las muestras de rizosfera y suelo. Al realizar las 
correspondientes ecuaciones de regresión entre los recuentos obtenidos en 
TPG-Gm y PSM, revelaron una alta correlación entre los mismos, con una 
ecuación de regresión de y = 0,106 + 1,097x (R = 0,972) (Figura 12). 

 

Figura 12. Análisis de regresión de los recuentos bacterianos de PcPCL1606-GFP que crecen 
en medio selectivo de Pseudomonas (PSM) y en TPG-Gm en los puntos de muestreo T1 (rojo), 
T2 (verde) y T3 (azul), del suelo (puntos circulares) y muestras rizosféricas (puntos cuadrados) 
durante el "ensayo 1". Se indica la ecuación de regresión, y el valor R 
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Los recuentos bacterianos obtenidos en las muestras de suelo y rizosfera 
durante el "ensayo 1" se utilizaron para valorar el posible efecto del 
tratamiento con PcPCL1606 sobre las poblaciones bacterianas cultivables 
presentes en el suelo y la rizosfera. A tiempo 0 (T0; 50 días después del 
inicio de los experimentos), los recuentos bacterianos mostraron ser muy 
similares entre las muestras analizadas tanto de suelo y rizosfera como entre 
las muestras del control no tratado y los tratamientos con ASO. Los 
recuentos de bacterias heterotróficas totales (HT) alcanzaron niveles de 
aproximadamente de 106 ufc/g de suelo o rizosfera. Paralelamente, los 
recuentos de microorganismos Pseudomonas-like (Ps-like) también 
mostraron valores de alrededor de 106 ufc/g, aunque se observó una 
disminución en el valor de los recuentos procedentes de muestras de 
rizosfera de plantas control no tratadas, con valores de aproximadamente 
105 ufc/g de rizosfera (T0, Figura 13). 

En las muestras tomadas 30 días después de las inoculaciones preventivas 
de PcPCL1606 (T1; 20 días antes de la inoculación con R. necatrix), los 
recuentos bacterianos mantienen valores similares entre las muestras de 
suelo y rizosfera en los diferentes tratamientos, con valores de bacterias HT 
alrededor de 106 ufc/g, y valores ligeramente más bajos para recuentos de 
Ps-like, acercándose a valores de 105 ufc/g. Las muestras procedentes de las 
plantas control no tratadas, mostraron los valores de recuentos de HT más 
altos (5·106 ufc/g de rizosfera), y, por el contrario, los valores más bajos 
para recuentos de Ps-like (aproximadamente 4·104 ufc/g de rizosfera; 
Figura 13, T1). 

En T2 (30 días después de las inoculaciones de R. necatrix; 80 días después 
del tratamiento preventivo con el PcPCL1606 formulado), se amplió el 
estudio con una comparación entre muestras inoculadas o no con el 
patógeno fúngico. En general, en muestras de plantas no inoculadas con R. 
necatrix, se observa una ligera reducción para los recuentos de bacterias HT, 
con valores que alcanzan de 7 a 9·105 ufc/g de muestra, y muy similares 
entre muestras procedentes de suelo y rizosfera de plantas tratadas con 
PcPCL1606 y con ASO (y valores similares a su vez a los obtenidos en T1). 
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Sin embargo, también se observó una fuerte reducción en los recuentos del 
grupo de microorganismos Ps-like (casi dos órdenes de magnitud por debajo 
cuando se comparan con los recuentos de bacterias HT), que no sobrepasan 
los 103 a 104 ufc/g de muestra. Además, presentan los valores de recuento 
para Ps-like más bajos detectados en muestras procedentes desde plantas 
control no tratadas, así como los valores más altos para muestras de suelo y 
rizosfera tomadas de plantas tratadas con ASO (Figura 13, T2). 

 

Figura 13. Valores de recuentos de bacterias cultivables (bacterias heterotróficas totales y 
Pseudomonas-like) durante los experimentos de mesocosmo del "ensayo 1" (2017/2018). Los 
niveles de bacterias heterótrofas totales y de Pseudomonas-like, se evaluaron mediante 
recuentos en placas (medios TPG y PSM, respectivamente) en diferentes momentos del ensayo 
(T0, T1, T2 y T4). Las líneas de color de las gráficas (véase leyenda), indican los diferentes 
valores de recuentos obtenidos para las muestras ubicadas en los vértices. Los recuentos 
bacterianos obtenidos de muestras tomadas desde plantas inoculadas con R. necatrix se indican 
como + Rn. 
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En general, las plantas inoculadas con R. necatrix, presentaron recuentos 
más bajos para bacterias HT en comparación con las plantas sin inocular y 
para este mismo tiempo de muestreo (T2). Los valores más altos de 
recuentos se obtuvieron en aquellas muestras tomadas desde plantas tratadas 
con ASO y PcPCL1606-GFP, con valores de entre 1 a 8·105 ufc/g, mientras 
que los recuentos más bajos se obtuvieron desde las muestras de las plantas 
control no tratadas, con valores de recuentos alrededor de 1-3·104 ufc/g. 
Paralelamente, en las muestras de suelo inoculadas con R. necatrix, los 
recuentos de Ps-like fueron claramente superiores en comparación con las 
muestras desde plantas no inoculadas con R. necatrix. Los valores de Ps-
like oscilaron entre 104 y 105 ufc/g, alcanzando casi el mismo valor que las 
bacterias HT (muestras de plantas control no tratadas). En algunos casos, 
los niveles de Ps-like no se vieron afectados por la presencia de R. necatrix, 
como lo demuestran las muestras tomadas del tratamiento con ASO (Figura 
13, T2). 

Finalmente, al término del experimento (T4; 160 días después de los 
tratamientos preventivos con PcPCL1606; 110 días después de la 
inoculación de R. necatrix; 30 días después del tratamiento curativo con 
PcPCL1606), los resultados obtenidos desde plantas no inoculadas con R. 
necatrix, mostraron recuentos de bacterias HT muy similares a los obtenidos 
en T2, pero con una ligera reducción generalizada en casi todas las muestras. 
En estas muestras, los recuentos de Ps-like fueron alrededor de dos órdenes 
de magnitud inferiores a las bacterias HT, sin embargo, mostraron niveles 
más altos en algunos de los tratamientos, como cuando se aplicó el 
tratamiento curativo de PcPCL1606 (aplicado 30 días antes de este punto de 
muestreo), así como en el tratamiento con cáscaras de almendra compostada 
(ASO) y en la rizosfera del tratamiento preventivo con PcPCL1606 
(aplicado 160 días antes de este punto de muestreo; Figura 7, T4). 

Cuando las plantas crecieron en suelo infectado con R. necatrix, los 
recuentos bacterianos de muestras de suelo y rizosfera a tiempo T4 
mostraron un comportamiento similar a los recogidos a tiempo T2, con 
niveles más bajos de recuentos bacterianos de HT, pero recuentos más altos 



RESULTADOS       
 

100 
 

de tipo Ps-like. Además, para la mayoría de las muestras procedentes de 
suelo y rizosfera en mesocosmos inoculados con R. necatrix, los recuentos 
de Ps-like alcanzaron valores de recuentos similares a los recuentos 
bacterianos de HT. Los valores más altos de recuentos de bacterias HT se 
detectaron en muestras de ASO y en muestras de rizosfera bajo tratamiento 
preventivo con PcPCL1606. Curiosamente, los recuentos de Ps-like 
también fueron mayores en las muestras de rizosfera tratadas 
preventivamente con PcPCL1606. Sorprendentemente, las colonias típicas 
de PcPCL1606-GFP en placas TPG-Gm se encontraron en cantidades 
superiores a 103 ufc/g en muestras de suelo y rizosfera tomadas después de 
160 días de su inoculación. 

 

Figura 14. Valores de recuentos de bacterias cultivables (bacterias heterotróficas totales y 
Pseudomonas-like) durante los experimentos de mesocosmo del "ensayo 2" (2018/2019). Los 
niveles de bacterias heterótrofas totales y de Pseudomonas-like, se evaluaron mediante 
recuentos en placas (medios TPG y PSM, respectivamente) al tiempo 3. Las líneas de color de 
las gráficas (véase leyenda), indican los diferentes valores de recuentos obtenidos para las 
muestras ubicadas en los vértices. Los recuentos bacterianos obtenidos de muestras tomadas 
desde plantas inoculadas con R. necatrix se indican como + Rn. 
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Debido a que en el "ensayo 2" se centró en la confirmación de los resultados 
del control biológico previamente observados cuando se aplicó el 
tratamiento preventivo de PcPCL1606 en el "ensayo 1", solo se tomó un 
punto de muestreo a tiempo T3, cuando el control biológico se manifiesta 
de forma más evidente. El recuento total de bacterias HT y de tipo Ps-like 
(Figura 14) mostraron valores intermedios a los mostrados entre T2 y T4 en 
el "ensayo 1", con un rango de 105 a 106 ufc de bacterias HT/g y 103 a 104 

ufc de tipo Ps-like/g. 

3.1.3. Caracterización de la comunidad microbiana del suelo mediante 
secuenciación de 16S rDNA e ITS 

La secuenciación de ADNr 16S y las regiones variables ITS de ADN 
extraído de muestras de suelo y rizosfera, revelaron la abundancia relativa 
de clados microbianos representativos y correspondientes a diferentes 
niveles taxonómicos. Sin embargo, solo las OTU representativas (aquellas 
que mostraron una abundancia relativa ≥ 1%) se cuantificaron de forma más 
precisa para realizar el análisis de distribución comparativo. 

La abundancia relativa para los distintos representantes de las comunidades 
microbianas de suelo y rizosfera se obtuvo de las secuencias ITS y 16S 
ADNr. Las secuencias del gen 16S ADNr permitieron aproximar la 
diversidad procariota y la abundancia relativa en las muestras analizadas. 
En todas las muestras, los representates del reino o dominio Archaea se 
encontró en una abundancia relativa muy baja (<0,1%). 

En el "ensayo 1" de 2017/2018, y para el tiempo de muestreo T2, se 
analizaron muestras de suelo y rizosfera procedentes mesocosmos con 
plantas control no tratadas y plantas sometidas a un tratamiento preventivo 
con PcPCL1606, y todas ellas no infectadas con R. necatrix, con el objetivo 
de estudiar el posible impacto de un tratamiento con PcPCL1606 sobre las 
comunidades microbianas de suelo y rizosfera de aguacate. Las OTUs (del 
inglés Operational Taxonomic Units; Unidad Taxonómica Operativa) con 
una abundancia relativa superior al 1%, comprendían aproximadamente el 
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65% de la abundancia relativa de microorganismos procariotas en muestras 
de suelo y rizosfera tomadas de plantas bajo los dos tratamientos diferentes 
(Figura 15). Casi no se observaron cambios en ninguna de las muestras 
analizadas, con las siete OTUS más abundantes a nivel de familia 
(Rhodospirillaceae, Cytophagaceae, Acidobacteriaceae, Micropepsaceae, 
Pedosphera_f, Opitutaceae y Steroidobacter_f) cubriendo alrededor del 
30% de la abundancia relativa (Figura 15.A). Los 5 filos más abundantes 
(por encima del 89% de la abundancia relativa) fueron Proteobacterias 
(50,08%), Acidobacterias (22,64%), Bacteroidetes (8,05%), 
Planctomycetes (4,27%) y Actinobacteria (4,09%).  

A nivel de clase, las bacterias alfa y gammaproteobacterias, comprenden 
alrededor del 30% de la abundancia relativa en las cuatro muestras 
analizadas (suelo y rizosfera de plantas control y tratadas con PcPCL1606). 
Centrándonos en la abundancia relativa de miembros del género 
Pseudomonas, la abundancia relativa fue de alrededor del 0,1% tanto en 
plantas con el tratamiento de PcPCL1606 como en muestras de suelo de 
plantas control no tratadas, pero, por el contrario, alcanza un 0,3% en 
muestras de rizosfera de plantas control. La abundancia relativa específica 
de la especie P. chlororaphis mostró niveles inferiores al 0,01% de la 
abundancia relativa total en todas las muestras, excepto en la muestra 
procedente de rizosfera de plantas tratadas con PcPCL1606, donde se 
observó una abundancia relativa 3 veces mayor (alrededor del 0,03%; 
Figura 15.B). 
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Figura 15. Análisis de comunidades procariotas a nivel de familia, presentes en muestras de 
suelo y rizosfera tomadas de plantas de aguacate no inoculadas con R. necatrix durante el 
"ensayo 1" a T2. Se muestran los resultados para muestras de suelo y rizosfera de las plantas 
control (control suelo y control rizosfera, respectivamente), y para muestras de suelo y rizosfera 
tomadas desde plantas sometidas a un tratamiento preventivo con PcPCL1606 formulado 
(PcPCL1606 preventivo suelo y PcPCL1606 preventivo rizosfera, respectivamente). A) 
Abundancia relativa (en porcentaje) de diferentes grupos procariotas detectados por análisis de 
secuenciación del gen 16S rDNA de ADN de suelo y rizosfera. El grupo con <1% de 
abundancia relativa se representó en gris. B) Abundancia relativa del género Pseudomonas y 
la especie Pseudomonas chlororaphis en las diferentes muestras estudiadas. 

En estas mismas muestras, la abundancia relativa de microorganismos 
eucariotas, reveló una distribución similar para las muestras de rizosfera y 
suelo tomadas de mesocosmos tratados con PcPCL1606 (Figura 16.A). En 
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las muestras tomadas de plantas control no tratadas, se puede observar una 
mayor abundancia relativa para una familia del grupo Chromista. Además, 
en las muestras de rizosfera de plantas control no tratadas, se observó una 
mayor abundancia relativa para un grupo no clasificado (unclassified) y para 
la familia de Sordariomycetes_f. También se pueden observar resultados 
similares a nivel de clase, donde las muestras del tratamiento con 
PcPCL1606 mostraron la presencia de una alta abundancia relativa de 
Agaricomycetes, Sordariomycetes, Aphelidiomycetes y hongos no 
clasificados, pero en las muestras control no tratadas, la abundancia relativa 
de Agaricomycetes es menor, y para Chromista (Chromista_g_uc y 
Chromista_c) es mayor. En estas muestras, la abundancia relativa de la 
familia Xylariaceae (dentro de la clase Sordariomycetes, y en el que se 
incluye el hongo fitopatógeno R. necatrix) es muy baja (Figura 16.B), 
oscilando entre 0,02 y 0,04%. 

En muestras de suelo y rizosfera de plantas con las macetas inoculadas 
artificialmente con R. necatrix, el análisis de las secuencias de ARNr 16S 
reveló una ligera disminución en la abundancia relativa de la familia de 
Acidobacteriaceae, pero en general, se encontraron grupos similares de 
microorganismos a nivel de familia entre los diferentes experimentos 
independientes ("ensayo 1" y "ensayo 2"; Figura 17.A). Las comunidades 
procariotas de las muestras de suelo y rizosfera tomadas de mesocosmos 
tratadas con PcPCL1606, eran casi idénticas entre ellas, y difieren de las 
comunidades detectadas en las muestras control, que también son más 
similares entre sí (Figura 17.A). El filo Proteobacteria comprende alrededor 
del 50% de la abundancia relativa, donde la clase Alphaproteobacteria fue 
la más abundante (alrededor del 30%), seguida de la clase 
Gammaproteobacteria (que oscila entre el 6,8 y el 9,3%). La abundancia 
relativa del género Pseudomonas varió de 0,2 a 0,3%, con los valores más 
altos en muestras de suelo de mesocosmos tratados con PcPCL1606 (Figura 
17.B). Curiosamente, la abundancia relativa de la especie P. chlororaphis 
fue detectable en las muestras provenientes de la rizosfera y el suelo tratadas 
con PcPCL1606 (Figura 17.B), pero con valores bajos de abundancia 
relativa (0,01 a 0,03%, respectivamente). 
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Figura 16. Análisis de comunidades microbianas eucariotas a nivel de familia presentes en 
muestras de suelo y rizosfera tomadas de plantas de aguacate no inoculadas con R. necatrix 
durante el "ensayo 1" a T2. Se muestran los resultados para muestras de suelo y rizosfera de 
las plantas control (control suelo y control rizosfera, respectivamente), y para muestras de suelo 
y rizosfera tomadas desde plantas sometidas a un tratamiento preventivo con PcPCL1606 
formulado (PcPCL1606 preventivo suelo y PcPCL1606 preventivo rizosfera, 
respectivamente). A) Abundancia relativa (porcentaje) de diferentes grupos eucariotas 
detectados por el análisis de secuenciación de secuencias transcritas internas (ITS) desde ADN 
procedente de muestras suelo y la rizosfera. El grupo con <1% de abundancia relativa se 
representó en gris. B) Abundancia relativa de la familia Xylariaceae en diferentes tratamientos. 
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Figura 17. Análisis de comunidades procariotas a nivel de familia presentes en muestras de 
suelo y rizosfera tomadas de mesocosmos con plantas de aguacate inoculadas con R. necatrix 
durante el "ensayo 2" a T3. Se muestran los resultados para muestras de suelo y rizosfera de 
las plantas control (control suelo y control rizosfera, respectivamente), y para muestras de suelo 
y rizosfera tomadas desde plantas sometidas a un tratamiento preventivo con PcPCL1606 
formulado (PcPCL1606 preventivo suelo y PcPCL1606 preventivo rizosfera, 
respectivamente). A) Abundancia relativa (en porcentaje) de diferentes grupos procariotas 
detectados por análisis de secuenciación del gen 16S ADNr desde ADN extraido de suelo y 
rizosfera. El grupo con <1% de abundancia relativa se representó en gris. B) Abundancia 
relativa del género Pseudomonas y la especie Pseudomonas chlororaphis en diferentes 
tratamientos. 
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Sin embargo, el análisis de las secuencias ITS para revelar la abundancia de 
microorganismos eucariotas en los mesocosmos inoculados con el 
fitopatógeno del suelo R. necatrix, nos permitió identificar diferencias en la 
composición y la abundancia relativa de microorganismos fúngicos. La 
mayor diversidad se encontró en las muestras de rizosfera de los 
tratamientos con PcPCL1606, y la menor diversidad se detectó en muestras 
de rizosfera de plantas de control no tratadas (Figura 18.A y 18.B). Las 
comunidades eucariotas de las muestras de rizosfera de plantas de aguacate 
tratadas con PcPCL1606, son muy similares entre las muestras obtenidas 
desde mesocosmos inoculados o no con R. necatrix (Figura 16.A y 18.A). 
En general, en las muestras donde se produce la introducción del patógeno 
fúngico se observan cambios en la comunidad eucariota, con diferentes 
patrones en las diferentes muestras y mostrando una alta abundancia relativa 
de Xylariaceae y R. necatrix (Figura 18).   

Como objeto de resaltar las diferencias generadas por la introducción y el 
avance del patógeno, se tomaron y analizaron muestras de suelo y rizosfera 
desde mesocosmos control e inoculados con R. necatrix y no tratadas con 
PcPCL1606, y que mostraron diferentes índices de enfermedad (de 1 a 3). 
El análisis individual de estas muestras de suelo y rizosfera provenientes de 
plantas sintomáticas en mesocosmos control no tratados, reveló el profundo 
impacto de la presencia del patógeno, con un aumento de la abundancia 
relativa de los Xylariaceae (la familia a la que pertenece R. necatrix) 
conforme se observa el aumento en el índice de enfermedad en aguacate 
(Figura 18.B y 18.C). Por el contrario, la familia Xylariaceae o más 
concretamente la especie R. necatrix, estaba prácticamente ausente en las 
muestras de suelo y rizosfera procedentes de mesocosmos tratados con 
PcPCL1606 (Figura 18.C). Curiosamente, en el caso de los mesocomos 
tratados con PcPCL1606, se observó un aumento de la abundancia relativa 
para familia de Entolomataceae (Figura 18.A) en las muestras procedentes 
de suelo. 

 

 



RESULTADOS       
 

108 
 

 

A

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Control
rizosfera

(%
)

PcPCL1606
preventivo
rizosfera

PcPCL1606
preventivo

suelo

Control
suelo

Fungi_f
Chaetomiaceae
Chromista_f
Unclassified in higher
taxonomic rank

Nectriaceae
Sebacinales_f
Chlorophyta_f
Aspergillaceae
Ascomycota_f
Cercozoa_f
Agaricaceae
Tremellodendropsidales_f
Chytridiomycota_f
Mortierellaceae
Sordariomycetes_f
Ceratobasidiaceae
Ciliophora_f

Plantae_f
Myxotrichaceae
Rhizopodaceae
Hypocreaceae
Entolomataceae
Xylariaceae
Trichocomaceae
Bolbitiaceae
Hygrophoraceae
Agaricomycetes_f
Rhytismatales_uc
Auriculariales_f
Pseudeurotiaceae
Sporidiobolaceae
Fungi_o_uc
Spizellomycetaceae
Microascaceae
Rozellomycota_f

< 1% relative abundance

B

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
el

at
iv

e
ab

un
da

nc
e

(%
)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

A
bu

nd
an

ci
a 

re
la

tiv
a(

%
)

Planta #1 
Índice de 

enfermedad 
1

Control rizosfera Control suelo

42.9%

5.4%

1.5%29%

6.6%

3.3%

Xylariaceae

C Xylariaceae
Rosellinia necatrix

0

5

10

15

20

25

30

35

A
bu

nd
an

ci
a 

re
la

tiv
a 

(%
)

Tratamientos

PcPCL1606 
preventivo
rizosfera

Control 
rizosfera

PcPCL1606 
preventivo 

suelo

Control 
suelo

Planta #2 
Índice de 

enfermedad 
2

Planta #3 
Índice de 

enfermedad 
3

Planta #2 
Índice de 

enfermedad 
2

Planta #3 
Índice de 

enfermedad 
3

Planta #1 
Índice de 

enfermedad 
1



                                                           RESULTADOS 

109 
  

El índice de diversidad de Shannon y el índice de riqueza de Chao para 
procariotas y eucariotas en el suelo y la rizosfera se muestran para el 
"ensayo 1" y el "ensayo 2", y en general, la diversidad microbiana no difería 
significativamente entre las muestras tomadas desde el suelo y la rizosfera 
(Figura 19). 

El índice de diversidad de Shannon calculado para microorganismos 
procariotas presentes en las muestras, no se vio influenciado por el 
tratamiento con PcPCL1606, ni por la presencia o no del patógeno R. 
necatrix (Figura 19).  

La aplicación de un tratamiento preventivo con la bacteria de control 
biológico PcPCL1606, no influyó significativamente en la diversidad 
procariota (Figura 19). Por otro lado, en los datos observados para las 
comunidades microbianas eucariotas, no se observaron diferencias 
significativas entre los índices de diversidad procedentes de muestras no 
infectadas por el patógeno. Sin embargo, se encontraron diferencias 
significativas en el cálculo del índice de diversidad de Shannon entre las 
muestras de rizosfera tratadas o no tratadas con PcPCL1606 (Figura 19.A). 
Por el contrario, el índice de riqueza en procariotas y eucariotas, utilizando 
el índice Chao, no mostró diferencias significativas entre las diferentes 
muestras y tratamientos (Figura 19.B).  

 

Figura 18. Análisis de comunidades eucariotas a nivel de familia presentes en muestras de 
suelo y rizosfera tomadas de mesocosmos con plantas de aguacate inoculadas con R. necatrix 
durante el "ensayo 2" a T3. Se muestran los resultados para muestras de suelo y rizosfera de 
las plantas control (control suelo y control rizosfera, respectivamente), y para muestras de suelo 
y rizosfera tomadas desde plantas sometidas a un tratamiento preventivo con PcPCL1606 
formulado (PcPCL1606 preventivo suelo y PcPCL1606 preventivo rizosfera, 
respectivamente). A) Abundancia relativa (en porcentaje) de diferentes grupos eucariotas 
detectados por el análisis de secuenciación de secuencias transcritas internas (ITS) del ADN 
procedente de muestras de suelo y la rizosfera. El grupo con <1% de abundancia relativa se 
representó en gris. B) Abundancia relativa de las comunidades eucariotas en muestras 
individuales de suelo y rizosfera de plantas control que muestran diferentes índices de 
enfermedad de la podredumbre blanca radicular. C) Abundancia relativa de la familia 
Xylariaceae y la especie R. necatrix en diferentes tratamientos. 
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Figura 19. Representación gráfica de los índices de diversidad y riqueza de las comunidades 
microbianas calculado mediante los índices de Shannon y CHAO, a partir de las secuencias 
ITS y 16S DNAr procedentes de muestras de suelo/rizosfera de planta de aguacate sin el 
patógeno (-Rn) y durante el control biológico contra R. necatrix (+Rn). Las muestras analizadas 
fueron: muestras control de suelo (control suelo) y rizosfera (control rizosfera) de plantas sin 
inocular con PcPCL1606, y muestras de suelo y rizosfera (PcPCL1606 preventivo suelo y 
PcPCL1606 preventivo rizosfera, respectivamente), procedentes de mesocosmos con el 
tratamiento preventivo con PcPCL1606 formulado. - Rn: mesocosmos no inoculados; + Rn: 
mesocosmos inoculados con R. necatrix. 
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La figura 20 muestra la diversidad β de las comunidades procariotas (A) y 
eucariotas (B) utilizando el índice de similitud de Bray-Curtis. Para los 
procariotas, los resultados mostraron que la aplicación del tratamiento 
preventivo PcPCL1606 en la planta de aguacate (sin patógeno) no influyó 
en la estructura de la comunidad, ya que las muestras de control se agrupan 
junto con las muestras donde se aplicó el tratamiento preventivo de 
PcPCL1606 (Figura 20.A). Sin embargo, cuando el patógeno R. necatrix 
está presente, se forma un grupo distinto con las muestras donde se aplicó 
PcPCL1606 y otro grupo con las muestras control (Figura 20.A). Las 
comunidades fúngicas tenían una agrupación similar a las comunidades 
procariotas, en las muestras donde el patógeno no estaba presente. Dado que 
las muestras de control también se agrupan con las muestras preventivas 
PcPCL1606 (Figura 20.B). Sin embargo, en las muestras donde el patógeno 
estaba presente, los grupos en las comunidades de hongos cambian. Se 
formó un grupo bien diferenciado con cuatro muestras de control (suelo de 
control P2, rizosfera de control P2, suelo de control P3 y rizosfera de control 
P3) (Figura 20.B). Por otro lado, las muestras donde se aplicó el tratamiento 
preventivo PcPCL1606 se agruparon juntas. Y se formó un tercer grupo con 
2 muestras de control (suelo de control y rizosfera P1) (Figura 20.B), que 
estaba más cerca, por lo que tiene más similitud, a las muestras preventivas 
PcPCL1606 que, al grupo con las cuatro muestras de control, estas muestras 
control corresponden a las plantas con menor índice de enfermedad. 
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Figura 20. Representación gráfica de análisis de componentes principales con el índice de 
Bray-Curtis, a partir de los datos de abundancia relativa correspondientes a A) 16S y B) ITS 
de muestras de suelo/rizosfera de planta de aguacate sin el patógeno y durante el control 
biológico contra R. necatrix (+Rn). Las muestras analizadas fueron: muestras control de suelo 
(control suelo) y rizosfera (control rizosfera) de plantas sin inocular con PcPCL1606, y 
muestras de suelo y rizosfera (PcPCL1606 preventivo suelo y PcPCL1606 preventivo 
rizosfera, respectivamente), procedentes de mesocosmos con el tratamiento preventivo con 
PcPCL1606 formulado. + Rn: mesocosmos inoculados con R. necatrix.  

3.1.4. Papel de PcPCL1606 en la supresividad del suelo 

Se valoró la capacidad de las diferentes muestras de suelo tomadas desde 
distintos mesocosmos, para inhibir al patógeno R. necatrix. Para medir la 
supresividad de las distintas muestras de suelo, se empleó en ensayo 
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mediante cámaras de difusión. Finalmente, la inducción de la supresividad 
del suelo se probó después de la aplicación del tratamiento control ASO, así 
como con la combinación del suelo sin tratar y tratado con PcPCL1606.  

 

Figura 21. Valoración de la supresividad contra R. necatrix de muestras de suelo ensayadas en 
cámaras de difusión. A) Aspecto del de crecimiento de R. necatrix frente a diferentes muestras 
de suelo del "ensayo 2" de mesocosmo en T3. B) Área de crecimiento fúngico para los distintos 
tipos de suelo. Las muestras analizadas fueron muestras de suelo sin enmendar (Control), suelo 
enmendado con cáscara de almendra compostada (ASO) como control positivo de supresión, 
suelo tomado del mesocosmos donde se aplicó PcPCL1606 formulado (PcPCL1606 
preventivo), suelo tomado del mesocosmos donde se aplicó PcPCL1606 formulado pero 
tratado con calor (HT), suelo HT suplementado con PcPCL1606 (HT + PcPCL1606) y suelo 
HT suplementado con mutante ∆darB, no productor de HPR (HT + ∆darB). 

Mediante el ensayo de cámaras de difusión, la mayor inhibición del 
crecimiento fúngico se mostró en el suelo enmendado con ASO y en 
muestras de suelo procedentes del mesocosmos bajo tratamiento preventivo 
con PcPCL1606. El crecimiento de R. necatrix en estas cámaras de difusión 
mostraron área de crecimiento significativamente menor (ANOVA, p≤0,05) 
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cuando se compararon con las muestras de suelo control no tratado (Figura 
21). Para asignar la naturaleza microbiana de la supresividad mostrada por 
estos tratamientos, una muestra del suelo supresivo, procedente de los 
mesocosmos bajo tratamiento preventivo con PcPCL1606, se trató con calor 
y perdió significativamente su fenotipo de inhibición del crecimiento del 
patógeno (suelo conductivo). Para otorgar el efecto supresor a PcPCL1606, 
el suelo conductivo tras tratarlo con calor, se complementó con PcPCL1606. 
Este suelo conductivo recuperó significativamente la actividad supresora, 
mientras que el suelo conductivo tratado con calor se complementó con la 
cepa derivada de PcPCL1606 no antagonista y defectuosa en la producción 
HPR, ΔdarB (Tabla 1). La incorporación de ΔdarB no provoco supresión 
del suelo, mostrando un área de crecimiento fúngico más alto muy similar a 
la del suelo tratado con calor y el suelo control sin ningún tratamiento 
(ANOVA, p≤0,05). 

3.2. Bases genéticas de la interacción multitrófica: genes de PcPCL1606 
regulados por HPR durante la interacción con la rizosfera de aguacate 

3.2.1. Puesta a punto del modelo de interacción para la extracción de 
ARN 

Para poner a punto el modelo de interacción entre la raíz de aguacate, el 
hongo fitopatógeno R. necatrix, y la bacteria PcPCL1606, se modificó el 
modelo de interacción previamente propuesto por Zumaquero et al., 2019. 
Se realizaron distintas aproximaciones para aproximar el sistema a la 
realidad, y a su vez consiguiendo el ARN de calidad suficiente para los 
estudios de expresión. 

Para la puesta a punto del modelo de interacción se probaron varias 
condiciones para la seleccionar la opción mas idónea para la interacción. De 
forma resumida, se utilizó la planta entera en el sistema, ya que el cortar 
solo las raíces, o la planta cortada por la base del tallo, la planta estaría mas 
alterada, y podría causar una variación en los exudados radiculares, al 
realizarle una herida al cortarla. La inoculación de PcPCL1606 en las raíces 
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de aguacate previamente desinfectadas, siempre se llevó a cabo mediante 
inmersión en una suspensión de PcPCL1606 (108 ufc/ml; DO600=0.8).  

La planta inoculada con PcPCL1606 se coloco en una placa cuadrada de 
Petri de 23 cm de lado, y se evaluaron distintos sustratos en los que poner 
la planta para su posterior análisis. Se ensayó emplear el medio Murashige 
& Skoog, papel de filtro estéril humedecido con agua destilada estéril y en 
arena de cuarzo estéril. Tras 72 horas, se comprobó el estado de la planta, y 
en los 3 casos, la planta se mantuvo con aspecto saludable y sin desecación, 
por lo que finalmente se escogió la arena de cuarzo estéril para poder 
realizar la posterior extracción de ARN desde la rizosfera de la planta. En 
la imagen se muestra una foto del modelo (Figura 22) 

 

Figura 22. Foto del modelo final utilizado para la interacción bacteria-planta, para el análisis 
RNA-seq. 

Y para el estudio de la interacción entre la planta, la bacteria y el hongo 
fitopatógeno, se analizaron distintas vías de inoculación del patógeno. Se 
seleccionó la opción de poner un filtro de nylon sobre las raíces y poniendo 
a través del filtro una suspensión de las hifas del hongo, ya que, para valorar 
dichas inoculaciones, se realizaron extracciones de DNA de la rizosfera, y 
posterior PCR de detección específicas de R. necatrix y de PcPCL1606, y 
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asegurar que la interacción puede estar produciéndose. La opción donde se 
aplica la suspensión del hongo, es donde mejor se detecta R. necatrix, con 
respecto a las opciones de poner discos de PDA con R. necatrix sobre el 
filtro de nylon, y los discos sobre celofan perforado. 

Finalmente, para determinar el tiempo al que se realiza el estudio de 
expresión de ARN de la rizosfera, se realizaron extracciones de ARN a las 
24, 36, 48 y 72 horas sobre el modelo final elegido, y se determinó la 
expresión mediante RT-qPCR del gen darB, gen biosintético de HPR y de 
del gen PCL1606_27800, que codifica para una quitinasa. Se puede 
observar, que no hay diferencias significativas en los valores de expresión 
normalizada de estos genes a lo largo de los tiempos seleccionados (Figura 
23). Por tanto, se escogió 48 horas como tiempo de elección para los ensayos 
de interacción, coincidiendo con otros estudios similares que garantizan la 
existencia de interacción multitrófica (Chittem et al., 2020; Wang et al., 
2019; McNeil et al., 2018).  

 

Figura 23. Analisis de expresión mediante RT-qPCR para la puesta a punto del modelo de 
interacción. Expresión del gen darB (verde) y el gen PCL1606_27800, que codifica para una 
quitinasa (amarillo) de PcPCL1606 a los tiempos de interacción 24, 48 y 72 horas. 

3.2.2. Muestras de ARN e identificación de DEGs 

De las seis muestras de ARN de rizosfera extraídas, tres muestras donde se 
inoculó PcPCL1606 y otras tres donde se inoculo ∆darB, fue posible aislar 
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entre 1313 y 2402 ng de ARN total por muestra. La calidad de todas las 
extracciones de ARN se verificó y todas las extracciones fueron de calidad, 
obteniendo valores de RIN aceptables (número de integridad de ARN) entre 
7,3 y 8,5. Tras obtener muestras de calidad, se realizó la secuenciación por 
la Unidad de Genómica y Ultrasecuenciación (Universidad de Málaga). En 
primer lugar, se llevó a cabo la eliminación de los ARN ribosomales con 
sondas Illumina Ribo-Zero Plus rRNA Depletion Kit (Gram + y Gram-), 
aunque esto sugiere una buena eliminación de los ARN ribosomales, no se 
garantiza la eliminación al 100%, ya que puede existir degradaciones del 
ARN ribosómico que no es capturado por las sondas Ribo-Zero. 
Posteriormente, se realizó la secuenciación de las muestras utilizando el 
equipo NextSeq550 (Illumina).  

Las lecturas en bruto y el posterior procesamiento se llevó a cabo por el 
Centro de Supercomputación y Bioinnovación (Universidad de Málaga). El 
flujo de trabajo del procesamiento de las lecturas está basado en una serie 
de paquetes de softwares adaptados al modelo experimental. Los 
componentes del análisis pipeline incluyen: SeqTrimNext (STN) (v.s.6), 
que limpia las lecturas, eliminando las secuencias de baja calidad, 
secuencias de baja complejidad, elimina adaptadores de la técnica, ARN 
ribosomal y secuencias contaminantes específicas utilizando un Blast 
customizado contra diferentes bases de datos (en este caso los filtros 
utilizados como contaminantes fueron ribosomales y Persea americana). 
Los siguientes softwares utilizados fueron BOWTIE (v.2.2.9), para alinear 
las lecturas a la referencia genómica, y Samtools (v. 0.1.19), un paquete de 
programas para tratar directamente con los ficheros de alineamiento, 
leyendo, escribiendo, editando o visualizando los ficheros de alineamiento 
en formato SAM/BAM. Y por último se utilizó Tuxedo Package (Trapnell 
et al., 2012), para estimar las lecturas de RNA-Seq alineadas en los distintos 
transcritos y estimar su abundancia. Una vez contadas las lecturas mapeadas 
a cada gen y normalizados los datos, se obtuvieron los genes con expresión 
diferencial, que serán aquellos que muestren un p-valor inferior a 0,05. 
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Figura 24. Análisis comparativo de genes expresados diferencialmente por la producción de 
HPR durante la interacción de PcPCL1606 y la raíz de aguacate. Para ello, se realiza un A) 
RNA-seq en muestras de rizosfera de plantas de aguacate inoculadas con PcPCL1606 y el 
mutante ∆darB. B) Diagrama de Venn que muestra la distribución de los DEG: genes con un 
log2 Fold change >1 (genes sobreexpresados por HPR; verde) y genes con un log2 Fold change 
<-1 (genes reprimidos por HPR; rojo). C) Representación en forma de “volcán”: Log2 Fold 
change frente a -Log10 del q valor; el q valor es un valor ajustado del p valor, el cual se utiliza 
como corrección para disminuir los posibles falsos positivos. 
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Una vez calculado el perfil de expresión, se detectaron los genes expresados 
diferencialmente entre PcPCL1606 y ∆darB en interacción con las raíces de 
plantas de aguacate, con el objetivo de analizar posibles genes regulados por 
HPR, en la figura 24.A se esquematiza un resumen de la interacción. Los 
genes expresados diferencialmente (DEG) se expresaron en diferencia de 
magnitud de orden 2 (log2 FoldChange; Log2FC). De un total de 6094 genes 
analizados, 298 genes estaban sobreexpresados diferencialmente 
(Log2FoldChange≥ 1) y 88 genes estaban reprimidos por HPR 
(Log2FoldChange≤ 1) en PcPCL1606 (Figura 24.B). Se utilizó una 
representación en “volcán” para representar gráficamente los genes 
expresados diferencialmente (Fig 24.C). 

Las posibles funciones de estos genes se analizaron utilizando la 
clasificación de “clúster de genes ortólogos” (COGs; Figura 25). Dentro de 
los genes sobreexpresados por la producción de HPR, 35 genes pertenecen 
al grupo de predicción de función general [R]. Además, 48 genes se 
clasificaban dentro del grupo de función desconocida [S]. Se aprecia de 
manera notable un gran número de genes (n=58) regulados positivamente 
por HPR que se predicen para la categoría COG relacionada con el 
transporte de aminoácidos y metabolismo [E]. También observó un número 
representativo de genes clasificados dentro de otras categorías, como 
transporte y metabolismo [P, I, H, G y F] o en la categoría de transcripción 
[K]. Con respecto a los genes reprimidos por HPR, la mayor parte de los 
genes se encuentra en la categoría de función desconocida [S], aunque 37 
genes de los 88 genes reprimidos diferencialmente por la producción de 
HPR, se encontraban repartidos en las distintas categorías de transporte y 
metabolismo [P, I, H, G, E y F]. 

Para agrupar a aquellos genes que se vieron más afectados por la producción 
de HPR, se realizó una selección ordenada de los 20 genes que presentaban 
mayores niveles de sobreexpresión (Anexo 9) y represión (Anexo 10). 
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Figura 25. Clasificación por categoría de genes ortólogos (COG) de los genes diferencialmente 
expresados (DEGs) resultantes de la comparación entre PcPCL1606 y el mutante ΔdarB. Las 
barras indican el número de genes representados en cada categoría, se muestran los genes 
sobreexpresados por HPR en barras verdes y los genes reprimidos por HPR en barras rojas. 

3.2.3. Selección de genes de interés y validación de los resultados de 
secuenciación del transcriptoma (RT-qPCR) 

Para realizar un análisis más detallado, se procedió a la selección y estudio 
de los 20 genes que presentaban mayores niveles de sobreexpresión y 
represión (Anexo 9 y 10) debido a la producción de HPR.  

Tras el análisis de la categoría de genes ortólogos (COG), se pudo observar 
que la mayor parte de genes tanto sobreexpresados como reprimidos, se 
encontraban dentro de la categoría COG relacionada con el transporte y 
metabolismo de aminoácidos [E]. Se realizó entonces un estudio para 
localizar dentro de estos 20 genes más sobreexpresados, genes 
potencialmente implicados en transporte y metabolismo de aminoácidos. 
Por ello es interesante destacar dentro de los 20 genes con mayor 
sobreexpresión por HPR, el gen que mostró homología con el transportador 
de 2-oxoglutarato kgtP (PCL1606_14510; Log2FC: 4,15). El hecho de que 
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el compuesto 2-oxoglutarato se ha descrito como un compuesto presente en 
los exudados de plantas, por lo que planteó continuar el estudio del gen 
PCL1606_14510 y su papel en la interacción con la raíz de aguacate. Otros 
genes que se encuentran dentro de los genes sobreexpresados por HPR y 
fueron seleccionados para su estudio son los genes PCL1606_56560 y 
PCL1606_46820 (Log2FC de 3,39 y 3,01), son homólogos a los genes phaI 
y phaG de Pseudomonas aeruginosa, phaI. El gen phaI codifica una 
proteína estructural y phaG, codifica una transacilasa que une la biosíntesis 
de ácidos grasos con la biosíntesis de gránulos de polihidroxialcanoatos 
(gránulos PHA).  

Así, los genes PCL1606_14510 y PCL1606_46820, fueron seleccionados 
para su estudio, están dentro de la lista de los 20 genes sobreexpresados por 
HPR, y sus secuencias, como hemos mencionado anteriormente, son 
homólogas a los genes ya caracterizados kgtP y phaG, respectivamente, y 
podrían estar implicados en la interacción con la raíz de aguacate. 

Para seguir con el estudio de estos genes, se realizó una RT-qPCR de estos 
genes y otros genes sobreexpresados y reprimidos por HPR (Figura 26). 
Estos resultados validan la expresión diferencial observada para los genes 
seleccionados (kgtP y phaG), y, por lo tanto, se profundizó en el estudio del 
papel de estos genes en la interacción con la raíz de aguacate. 
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Figura 26. Validación de los datos del RNA-seq usando RT-qPCR. Por un lado, se representan 
los datos de expresión del RNA-seq (barras azul oscuro), y las medias de los valores de 
expresión obtenidos en la RT-qPCR (barras azul claro). Se analizaron tres muestras biológicas 
con tres réplicas técnicas por muestra. 

3.2.4. Caracterización del mutante PCL1606::kgtP 

Se inició el estudio de los fenotipos potencialmente implicados con la 
expresión del gen PCL1606_14510 de PcPCL1606, que al ser el único gen 
con homología al gen kgtP en el genoma de esta bacteria, se le denominó 
provisionalmente de esta forma para PcPCL1606. 

El gen PCL1606_14510 se encuentra dentro del listado de 20 genes con 
mayor sobreexpresión debido a la producción de HPR, con un valor de Log2 

fold change de 4,15. Según la comparación de secuencias realizada en 
BLASTP, el gen PCL1606_14510 presenta un 86% de identidad con la 
proteína PA5530 de P. aeruginosa PAO1, anotada como proteína homologa 
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al transportador kgtP de E. coli, descrita como responsable de transportar 2-
OG al interior celular. De acuerdo con esta información, el mutante ΔdarB 
(no productor de HPR) y el mutante en el gen PCL1606_14510, 
PCL1606::kgtP, podrían tener alterado el transporte de 2-OG, y por ello, la 
utilización, de 2-OG como fuente de carbono. Para estudiar la función de 
este transportador se obtuvo un mutante de inserción del gen 
PCL1606_14510 (PCL1606::kgtP). 

Para comprobar que la construcción del mutante por inserción se realizó 
correctamente, se realizaron PCR de comprobación con cebadores internos 
y externos a la construcción insertada, verificando así la inserción en la 
región seleccionada. Por otro lado, se realizaron ensayos de curvas de 
crecimiento con el mutante PCL1606::kgtP y la cepa silvestre, se tomaron 
datos de densidad óptica de recuentos (Anexo 11), como se puede observar 
el mutante PCL1606::kgtP no muestra ninguna anomalía en su crecimiento, 
siendo muy similar en la curva de crecimiento a la cepa silvestre 
PcPCL1606. 

3.2.4.1. Valoración fenotipos del mutante de inserción PCL1606::kgtP 

A continuación, se llevó a cabo el análisis de fenotipos potencialmente 
relacionados con la expresión de kgtP. 

3.2.4.1.1. Papel de PCL1606::kgtP en el crecimiento de PcPCL1606 en 
presencia de 2-oxoglutarato 

La cepa mutante PCL1606::kgtP, junto con las cepas PcPCL1606 y ΔdarB 
se compararon en un ensayo de crecimiento en medio mínimo M9 
suplementado con 2-OG, con el propósito de conocer el papel de kgtP y de 
la implicación de la producción de HPR en su regulación. En los resultados 
se puede observar como la densidad celular (DO600nm) permanece a niveles 
cercanos al 0,1 en el mutante PCL1606::kgtP, mientras que las cepas 
PcPCL1606 y ΔdarB aumentan su absorbancia hasta 0,6 a tiempo 7,5 h 
(Figura 27.A). 
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Figura 27. Crecimiento en medio mínimo M9 con 2-OG (5 mM) como fuente de carbono. A). 
Medida de la absorbancia de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::kgtP en diferentes 
tiempos (0, 1,5, 3, 4,5, 6, 7,5). B). Recuento del número de células (ufc/ml) de las cepas 
PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::kgtP a diferentes tiempos (0, 1,5, 3, 4,5, 6, 7,5). Los datos 
representan la media de 3 muestras biológicas con 3 réplicas técnicas cada una ± error estándar. 
El asterisco indica diferencias estadísticas entre las muestras de acuerdo al análisis de varianza 
(ANOVA; test de Bonferroni; p ≤ 0,05) realizado a punto final. 

Los datos de densidad óptica obtenidos de la medida de absorbancia se 
complementaron con el recuento del número de células (ufc/ml) realizado 
para cada tiempo, confirmando también una disminución significativa del 
crecimiento del mutante PCL1606::kgtP con respecto a la cepa PcPCL1606 
a punto final tras 7,5 horas (Figura 27.B). Sin embargo, la cepa deficiente 
en la producción de HPR, ΔdarB, no mostró diferencias significativas con 
respecto a la cepa silvestre PcPCL1606 en la captación de 2-OG del medio. 



                                                           RESULTADOS 

125 
  

3.2.4.1.2. Papel del gen PCL1606_14510 (kgtP) en la quimiotaxis a 2-
OG 

Teniendo en cuenta que el compuesto 2-OG se encuentra presente en 
exudados de raíces de plantas, se llevó a cabo un ensayo en placa para medir 
el efecto de quimiotaxis de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::kgtP 
hacia el 2-OG para estudiar el posible papel del gen kgtP sobre la 
colonización en las raíces de la planta, y su regulación por HPR. El 
desplazamiento que se produce en las cepas ΔdarB y PCL1606::kgtP es 
significativamente menor que en la cepa silvestre PcPCL1606, siendo en el 
mutante defectivo en el transporte de 2-OG, PCL1606::kgtP, el que presenta 
los menores valores de desplazamiento hacia el compuesto 2-OG (Figura 
28). 

3.2.4.1.3. Papel del gen PCL1606_14510 (kgtP) en la movilidad tipo 
swimming 

Se estudiaron otros fenotipos adicionales en los que pudieran estar 
implicados el compuesto 2-OG. Para observar si un menor transporte de 2-
OG genera un efecto sobre la movilidad de tipo swimming en la bacteria, se 
midió esta movilidad para las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::kgtP. 
Los resultados muestran una mayor movilidad de tipo swimming para el 
mutante ΔdarB pero no para el mutante PCL1606::kgtP, el cual muestra el 
mismo desplazamiento que la cepa PcPCL1606 (Figura 29). 
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Figura 28. Papel en quimiotaxis de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::kgtP. A) Control 
positivo de quimiotaxis hacia glucosa (G) (10 mM), a la derecha de cada placa. A la izquierda 
de cada placa, se dispuso el control negativo de quimiotaxis (solución salina 0,8%). B) 
Quimiotaxis hacia el compuesto 2-OG, a la derecha de cada placa el sustrato 2-oxoglutarato 
(2-OG; 10 mM), y a la izquierda, el control negativo de quimiotaxis (solución salina 0,8%). 
Las flechas en rojo indican la dirección y el desplazamiento bacteriano. En las gráficas se 
representan las medidas del desplazamiento bacteriano tomadas desde el origen de inoculación 
hasta la zona más externa del frente de desplazamiento bacteriano. Diferentes letras indican 
diferencias estadísticas entre las muestras de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA; test de 
Bonferroni; p ≤ 0,05). 
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Figura 29. Papel en la movilidad tipo swimming de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y 
PCL1606::kgtP. Se mide el área de desplazamiento (mm2) por swimming en medio TPG con 
0,3% agar. Las barras de error representan el error estándar. Diferentes letras indican 
diferencias estadísticas entre las muestras de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA; test de 
Bonferroni; p ≤ 0,05). La barra de tamaño representa 5 cm. 

3.2.4.1.4. Papel de PCL1606_14510 (kgtP) en el control biológico contra 
R. necatrix en aguacate 

Se realizaron dos ensayos independientes de control biológico de la PBR 
del aguacate. La evolución del índice de enfermedad para cada tratamiento 
con el tiempo se muestra en la Figura 30. En ambos ensayos, el tratamiento 
control sin bacterias (No bacteria) mostró una mayor progresión de la 
enfermedad con respecto a las plantas donde se aplicó la cepa de control 
biológico PcPCL1606 (Figura 30.A). Por otro lado, como se ha descrito en 
trabajos previos, el mutante ∆darB no mostró actividad de control biológico, 
mostrando una progresión de la enfermedad similar al control sin bacterias. 
El mutante PcPCL1606::kgtP se comportó de manera similar al mutante 
∆darB. 
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La comparación de los datos del área bajo la curva de progreso de la 
enfermedad (AUDPC) mostró que, el tratamiento de PcPCL1606 producen 
una reducción estadísticamente significativa (ANOVA, p ≤0,05) en la 
progresión de la podredumbre blanca radicular en comparación con las 
plantas de control no tratadas (No bacteria). Por otro lado, las plantas donde 
se aplicó el mutante ∆darB y el mutante PcPCL1606::kgtP, mostraron un 
aumento en la progresión de la enfermedad con valores similares a los 
mostrados por el control sin bacterizar (Figura 30.B). 

 

Figura 30. Ensayo de control biológico del mutante PCL1606::kgtP en el patosistema aguacate-
R. necatrix. Como control negativo, se emplearon plantas en sustrato infectado con el patógeno 
y sin inocular con bacterias (no bacteria); como control positivo de control biológico, se 
colocan plantas inoculadas con PcPCL1606 en sustrato con R. necatrix (PcPCL1606). El 
muntate ΔdarB se incluye como no productor de HPR. Se realizaron dos ensayos 
independientes. A) Progresión del índice de enfermedad mediante la evaluación de los 
síntomas aéreos de PBR. B) Área de progreso bajo la curva de la enfermedad (AUDPC). 
Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre las muestras de acuerdo al análisis de 
varianza (ANOVA; test de Bonferroni; p ≤ 0,05). 

3.2.5. Caracterización del mutante PCL1606::phaG 

En segundo lugar, se llevó a cabo el análisis de fenotipos potencialmente 
implicados con la expresión de phaG y la producción de gránulos de 
polihidroxialcanoatos (gránulos PHA). 
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Los microorganismos utilizan diferentes vías para la síntesis de PHA. 
Mediante análisis BLASTP se pudo observar que PcPCL1606 posee un 
clúster de genes, homólogos a los genes pha presentes en P. aeruginosa 
(Figura 31). En el caso de P. aeruginosa, se identificó y caracterizó un 
clúster de genes que contenía dos genes, phaC1 y phaC2, que codificaban 
para dos PHA sintasas diferentes, estos dos genes estaban separados por el 
gen phaZ que codifica una PHA despolimerasa. Este locus también incluye 
los genes phaD (que codifica el regulador transcripcional putativo), phaF y 
phaI de función desconocida. Y la transacilasa phaG que une la biosíntesis 
de acidos grasos de novo con la biosíntesis de gránulos PHA, y es 
fundamental en la síntesis y acumulación de PHA (Hoffmann et al., 2002 y 
2004). En PcPCL1606, podemos observar un cluster de genes, que incluye 
los mismos genes que el cluster de P. aeruginosa. 

 
 

Figura 31. Estructura del clúster de genes pha en PcPCL1606 y en P. aeruginosa PAO1 
(Hoffmann et al., 2004). El gen phaG se encuentra fuera del clúster. Los genes marcados en 
rojo en pcPCL1606 indican los genes inducidos por HPR en el RNA-seq. Los porcentajes 
dentro de los genes de PcPCL1606 muestran el porcentaje de identidad con los genes 
correspondientes en P. aeruginosa. 

Con el objetivo de valorar la implicación de la producción de HPR en la 
sobreexpresión de phaG, se obtuvo un mutante de inserción en el gen phaG 
(PCL1606::phaG).  

El mutante PCL1606::phaG se verifico de igual forma que el mutante 
PCL1606::kgtP, mediante PCR de comprobación utilizando cebadores 
externos e internos a la contrucción insertada, verificando así la inserción 
en la región seleccionada. Por otro lado, se realizaron ensayos de curvas de 
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crecimiento con el mutante PCL1606::phaG y la cepa silvestre, se tomaron 
datos de densidad óptica y de recuentos (Anexo 11), como se puede observar 
el mutante PCL1606::phaG tienen un comportamiento similar que 
PcPCL1606, con respecto al crecimiento. 

3.2.5.1. Valoración fenotipos empleando el mutante de inserción 
PCL1606::phaG 

Se llevó a cabo el análisis de fenotipos potencialmente implicados con la 
expresión de phaG, los fenotipos ensayos son los mostrados a continuación. 

3.2.5.1.1. Producción de gránulos PHA 

Como ya hemos descrito anteriormente PcPCL1606 posee un clúster de 
genes, homólogos a los genes pha presentes en P. aeruginosa. El clúster de 
genes homólogos a pha en PcPCL1606 presenta la misma estructura en el 
genoma que el conocido en P. aeruginosa (Figura 32). Entre estos genes, se 
observó que el gen PCL1606_46820, correspondiente a un homólogo del 
gen phaG de P. aeruginosa, resultaba sobreexpresado en la cepa 
PcPCL1606, pero no en el mutante ∆darB (no productor de HPR), lo que 
podría sugerir que la producción de HPR podría estar implicado en 
producción de los gránulos PHA. 

Para comprobar si la capacidad de síntesis de gránulos PHA se veía afectada 
por la producción de HPR, la cepa silvestre PcPCL1606, y los mutantes 
ΔdarB y PCL1606::phaG se cultivaron en medio mínimo M9 suplementado 
con 2% de glucosa,y posteriormente, se tiñó una suspensión de células con 
Nile blue A para su observación bajo microscopía de láser confocal. Los 
resultados mostraron una reducción de la capacidad de producir gránulos 
PHA tanto para el mutante ∆darB como para el mutante PCL1606::phaG, 
como se puede apreciar al comparar las imágenes de microscopia de 
fluorescencia y en campo claro (Figura 32.A). El análisis de imagen 
realizado para cuantificar la intensidad de fluorescencia emitida por los 
gránulos teñidos entre el número de células observadas en campo calor, 
determinó que las cepas ΔdarB y PCL1606::phaG presentaban unos valores 
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significativamente menores que los de la cepa silvestre PcPCL1606 (Figura 
32.B).  

 

Figura 32. Visualización de gránulos PHA de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::phaG 
crecidas en medio mínimo M9 suplementado con 2% de glucosa. A) Visualización de los 
gránulos PHA (en rojo) a microscopía de láser confocal. B) Imágenes en campo claro 
correspondientes a las imágenes en A. La barra de tamaño representa 10 µm C) Normalización 
de valores de fluorescencia entre el número de células para las cepas PcPCL1606, ΔdarB, 
PCL1606::phaG. La barra representa el error estándar. Diferentes letras indican diferencias 
estadísticas entre las muestras de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA; test de Bonferroni; 
p ≤ 0,05). 
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3.2.5.1.2. Efecto de la producción de los gránulos PHA a diferentes tipos 
de estrés abióticos 

Con el objetivo de determinar algunos aspectos biológicos de la producción 
de gránulos PHA en PcPCL1606 y para profundizar en el grado de 
implicación de la producción de HPR en la formación de los gránulos PHA, 
se llevaron a cabo diferentes ensayos para valorar la tolerancia de las cepas 
PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::phaG frente a diferentes tipos de estrés 
abióticos. 

3.2.5.1.2.1. Tolerancia a la desecación 

Los resultados del ensayo de tolerancia a la desecación mostraron que, tras 
60 min en condiciones de desecación, una suspensión de la cepa silvestre 
PcPCL1606 redujo su densidad celular inicial de 7,2·108 ufc/ml a una 
densidad celular final de 2,7·103 ufc/ml. Se mostraron resultados similares 
para suspensiones con las cepas, ΔdarB y PCL1606::phaG, que pasaron de 
6,1·108 y 7,2·108 ufc/ml a 5,8·103 y 6,3·103 ufc/ml, respectivamente. Tras 
analizar estadísticamente los resultados no se comprobaron diferencias 
significativas en la viabilidad celular entre las cepas (Figura 33).  

 

Figura 33. Supervivencia bacteriana en condiciones de desecación de las cepas PcPCL1606, 
ΔdarB y PCL1606::phaG, expresado en log10 ufc/ml. La barra representa el error estándar. 
Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre las muestras de acuerdo al análisis de 
varianza (ANOVA; test de Bonferroni; p ≤ 0,05). 
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3.2.5.1.2.2. Tolerancia a la temperatura 

En los ensayos de tolerancia a alta temperatura, se observó que la cepa 
silvestre PcPCL1606 tuvo una disminución de la supervivencia celular, 
pasando de un valor en la suspensión inicial de 2·109 ufc/ml a una 
supervivencia final de 9·103 ufc/ml tras 30 min sometida a 50°C. En cuanto 
a los mutantes ΔdarB y PCL1606::phaG, es interesante destacar que se 
observa una disminución de la supervivencia en ambas cepas, pasando de 
valores iniciales en las suspensiones celulares de 1·109 y 7·108 ufc/ml 
respectivamente, hasta no observarse células vivas en los recuentos en placa 
a los 30 min a 50°C, mostrando una menor tolerancia al calor que la cepa 
silvestre PcPCL1606 (Figura 34).  

 

Figura 34. Supervivencia bacteriana a alta temperatura (50ºC) de las cepas PcPCL1606, ΔdarB 
y PCL1606::phaG. Se realizaron recuentos cada 10 minutos y los recuentos se expresaron en 
log10 ufc/ml. La barra representa el error estándar. Los datos representan la media de 3 muestras 
biológicas con 3 réplicas técnicas cada una. El asterisco indica diferencias estadísticas entre 
las muestras de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA) realizado a punto final (test de 
Bonferroni; p ≤ 0,05). 

3.2.5.1.2.3. Tolerancia a peróxido de hidrógeno. 

Cuando se colocó un disco de papel whatmman con peróxido de hidrógeno 
sobre una placas de medio TPG con un césped de las cepas a ensayar 
(PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::phaG), se observó que los mutantes 
ΔdarB y PCL1606::phaG exhiben mayor sensibilidad este agente oxidante 
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en comparación con la cepa silvestre; así, los halos de inhibición de las 
cepas PcPCL1606, ΔdarB, PCL1606::phaG alrededor de los discos 
impregnados en peróxido de hidrógeno fueron de media 34,2, 38,0 y 43,15 
mm2, respectivamente (Figura 35). Los resultados del análisis estadístico de 
la medida del área de inhibición en las distintas cepas confirmaron que 
existían diferencias significativas entre la cepa silvestre PcPCL1606 y las 
cepas mutantes ΔdarB y PCL1606::phaG. 

 

Figura 35. Tolerancia a peróxido de hidrógeno de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y 
PCL1606::phaG. En la gráfica se representa la medida del área de inhibición de crecimiento 
de las cepas en medio mínimo M9 suplementados con 2% de glucosa en presencia de peróxido 
de hidrógeno. La barra representa el error estándar. Diferentes letras indican diferencias 
estadísticas entre las muestras de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA; test de Bonferroni; 
p ≤ 0,05). 

3.2.5.1.2.4. Supervivencia en suelo 

Se evaluó la supervivencia en arena de cuarzo de las cepas PcPCL1606, 
ΔdarB y PCL1606::phaG siete días después de su inoculación. El inóculo 
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inicial para las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::phaG fue de 5,9·109, 
1,4·109 y 3,5·108 ufc/g de suelo, respectivamente. 

 

Figura 36. Supervivencia bacteriana en suelo (arena de cuarzo) de las cepas PcPCL1606, 
ΔdarB y PCL1606::phaG tras 7 días, expresado en log10 ufc/ml. La barra representa el error 
estándar. Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre las muestras de acuerdo al 
análisis de varianza (ANOVA; test de Bonferroni; p ≤ 0,05). 

 Siete días después de la inoculación PcPCL1606 mostró unos niveles de 
persistencia de 8,5·106 ufc/g de suelo, datos similares se mostraron para las 
cepas ΔdarB y PCL1606::phaG cuyos niveles de persistencia fueron 6,6·106 
y 6,3·106 ufc/g de suelo sin encontrar diferencias significativas en la 
supervivencia de las distintas cepas en la arena de cuarzo, en las condiciones 
a las que se realizó el ensayo (Figura 36). 

3.2.5.1.3. Fenotipos adicionales relacionados con la producción de 
gránulos PHA 

Se estudiaron otros fenotipos adicionales en los que pudieran estar 
implicados los gránulos PHA. Para observar si una menor producción de 
gránulos PHA genera un efecto sobre la movilidad de tipo swimming en la 
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bacteria, se midió esta motilidad para las cepas PcPCL1606, ΔdarB y 
PCL1606::phaG.  

Los resultados muestran una mayor movilidad de tipo swimming para el 
mutante ΔdarB pero no para el mutante PCL1606::phaG, el cual muestra el 
mismo desplazamiento que la cepa PcPCL1606 (Figura 37). 

 

Figura 37. Área de desplazamiento (mm2) por swimming de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y 
PCL1606::phaG en medio TPG con 0,3% agar. Las barras de error representan el error 
estándar. Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre las muestras de acuerdo al 
análisis de varianza (ANOVA; test de Bonferroni; p ≤ 0,05). 

3.2.5.4. Papel de la producción de gránulos PHA en el control biológico 
contra R. necatrix en aguacate 

Con objeto de valorar si la producción de los gránulos PHA tenía un papel 
relevante en el control biológico, se llevaron a cabo dos ensayos de control 
biológico independientes contra la PBR del aguacate. La evolución de la 
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enfermedad con el tiempo se muestra en la figura 38. Las plantas control sin 
bacterias (No bacteria) mostraron una mayor progresión de los síntomas de 
la enfermedad que las plantas donde se aplicó la cepa de control biológico 
PcPCL1606 (Figura 38.A). El mutante ∆darB no mostró actividad de 
control biológico, mostrando una progresión de la enfermedad similar al 
control sin bacterias, como ya se había descrito en trabajos previos. Y el 
mutante PCL1606::phaG mostró una progresión de la enfermedad similar 
al mutante ∆darB. 

 

Figura 38. Control biológico contra la PBR en aguacate de las cepas PcPCL1606, el mutante 
∆darB y el mutante PCL1606::phaG. Como control, se emplearon plantas sin bacterias (no 
bacteria). A) Progresión del índice de enfermedad en dos ensayos independientes. B) Área de 
progreso bajo la curva de la enfermedad (AUDPC) de los dos ensayos. Las barras de error 
representan el error estándar. Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre las 
muestras de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA; test de Bonferroni; p ≤ 0,05). 

La comparación estadística de los datos del área bajo la curva de progreso 
de la enfermedad (AUDPC) mostró que, las plantas inoculadas con la cepa 
PcPCL1606 produce una reducción significativa (ANOVA, p≤0,05) en la 
progresión de la enfermedad en comparación con las plantas control no 
tratadas (No bacteria). Es interesante destacar, que las plantas donde se 
aplicó el mutante ∆darB y el mutante PCL1606::phaG, mostraron un 
aumento en la progresión de la enfermedad con respecto a la cepa silvestre 



RESULTADOS       
 

138 
 

(PcPCL1606), mostrando valores similares al control sin bacterizar (Figura 
38.B). 

3.3. Bases genéticas de la interacción multitrófica: genes de PcPCL1606 
regulados por HPR durante el control biológico en el patosistema R. 
necatrix-aguacate 

3.3.1. Muestras de ARN e identificación de DEGs 

De las extracciones de ARN obtenidas para analizar, se obtuvieron 
concentraciones oscilaron entre 1321 y 3668 ng de ARN total de las 
muestras de rizosfera. Todas las extracciones de ARN fueron de calidad, 
obteniendo valores de RIN (número de integridad de ARN) entre 6,1 y 7,2. 
Estas muestras se enviaron para su secuenciación a la Unidad de Genómica 
y Ultrasecuenciación (Universidad de Málaga). Como se ha explicado en el 
apartado 3.2.2, se llevó a cabo la eliminación de los ARN ribosomales con 
sondas Ribo-Zero Bacteria y la secuenciación se realizó con el equipo 
NextSeq550 (Illumina).  Las lecturas en bruto y el posterior procesamiento 
los realizó el Centro de Supercomputación y Bioinnovación (Universidad de 
Málaga). Se llevó a cabo la misma metodología que se ha descrito en el 
apartado 3.2.2., utilizando el mismo flujo de trabajo, resumiendo se utilizó 
el software SeqTrimNext (STN) (v.s.6), que limpia las lecturas, los filtros 
utilizados para eliminar secuencias contaminantes fueron ribosomales, 
aguacate (Persea americana) y en este caso Rosellinia necatrix. Para alinear 
las lecturas a la referencia genómica (genoma de PcPCL1606) se utilizaron 
los softwares BOWTIE (v.2.2.9), y Samtools (v. 0.1.19). y para estimar la 
abundancia de los transcritos y calcular el perfil de expresión se utilizó el 
Tuxedo Package (Trapnell et al., 2012).  
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Figura 39. Análisis comparativo de genes expresados diferencialmente por la producción de 
HPR, durante la interacción de las cepas bacterianas con la raíz del aguacate y con el patógeno 
R. necatrix. A) Modelo resumen de la interacción. B) Diagrama de Venn que muestra la 
distribución de los DEG: genes con un log2 Fold change >1 (genes sobreexpresados por HPR; 
verde) y genes con un log2 Fold change <-1 (genes reprimidos por HPR; rojo). C) 
Representación en forma de “volcán”: Log2 Fold change frente a -Log10 del q valor; el q valor 
es un valor ajustado del p valor, el cual se utiliza como corrección para disminuir los posibles 
falsos positivos. 
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Una vez obtenido el perfil de expresión, se detectaron los genes expresados 
diferencialmente entre PcPCL1606 y ∆darB en interacción con las raíces de 
plantas de aguacate y en presencia del patógeno R. necatrix, con el objetivo 
de analizar posibles genes regulados por HPR que intervienen durante la 
interacción multitrófica, esta interacción se encuentra resumida en la figura 
39.A. Los genes expresados diferencialmente (DEG) se expresaron en 
diferencia de magnitud de orden 2 (log2FoldChange; Log2FC). De un total 
de 6094 genes analizados, 86 genes estaban diferencialmente 
sobreexpresados por la producción de HPR (Log2FC≥ 1) y 179 genes 
estaban reprimidos por la producción de HPR (Log2FC≤ 1) en PcPCL1606 
(Figura 39.B). Se utilizó una representación en “volcán” para representar 
gráficamente los genes expresados diferencialmente (Figura 39.C). 

Se realizó una clasificación de “clúster de genes ortólogos” (COGs) para 
analizar las funciones de los genes expresado diferencialmente (Figura 40). 
Dentro de los genes sobreexpresados por HPR, los marcados en verde, la 
mayor parte de genes se encuentran clasificados en la categoría de función 
desconocida (17 genes) [S] y en la categoría de movilidad celular (14 genes) 
[N]. En el resto de las categorías se encuentran entre 0 y 6 genes.  

Con respecto a los genes reprimidos por HPR en la interacción multitrófica, 
la mayor parte de los genes se encuentra en la categoría de función 
desconocida (45 genes) [S]. Es interesante destacar que 20 genes reprimidos 
por HPR se encuentran clasificados en la categoría de transcripción [K]. 
Dentro de las categorías de transporte de aminoácidos y metabolismo [E], 
producción de energía y conversión [C] y tráfico intracelular, secreción y 
transporte vesicular [U] se encuentran clasificados 13 genes dentro de cada 
categoría. 
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Figura 40. Asignación de los genes diferencialmente expresados (DEGs) resultantes de la 
comparación entre PcPCL1606 y el mutante ΔdarB en la interacción multitrófica, utilizando la 
clasificación por categoría de genes ortólogos (COG). Las barras indican el número de genes 
representados en cada categoría, se muestran los genes sobreexpresados por HPR (verde) y los 
genes reprimidos por HPR (rojo). 

3.3.2. Selección de genes de interés y validación de los resultados de 
secuenciación del transcriptoma (RT-qPCR) 

Para realizar un análisis más detallado, se procedió a la selección y estudio 
de los 20 genes que presentaban mayores niveles de sobreexpresión y 
represión debido a la producción de HPR (Anexo 12 y 13). 

Dentro de los 20 genes sobreexpresados, se encuentra el gen 
PCL1606_36720 (Log2FC de 2,03), con una función predicha para una 
polisacárido desacetilasa. Este gen es homologo al gen pgdA y que codifica 
para una peptidoglucano/xilano/quitina desacetilasa (pgdA/CDA1 family) 
del grupo P. chlororaphis, según el análisis de homología en Uniprot a partir 
de la secuencia de aminoácidos. Este gen podría ser interesante, ya que está 
descrito su participación en la formación de biopelícula. Paralelamente, y 
por trabajos previos, se ha descrito que el mutante ∆darB, no productor de 
HPR, está afectado en la morfología de colonia, adhesión y formación de 
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biopelícula en interfase líquido-aire, por lo que sería interesante saber si este 
gen con potencial actividad polisacárido desacetilasa puede estar implicado 
en el fenotipo del mutante ∆darB. 

Por ello, se seleccionó el PCL1606_36720 como un gen que podría estar 
potencialmente implicado en la formación de biopelícula y podría que 
participar en los procesos de interacción con la planta y con el hongo. 

 

Figura 41. Validación de los datos del RNA-seq usando RT-qPCR. Por un lado, se representan 
los datos de expresión del RNA-seq (barras azul oscuro), y las medias de los valores de 
expresión obtenidos en la RT-qPCR (barras azul claro). Se analizaron tres muestras biológicas 
con tres réplicas técnicas por muestra. 

Para validar los resultados de RNA-seq, se analizaron los niveles de 
expresión de un conjunto de genes sobreexpresados (entre ellos el gen de 
interés del este trabajo, PCL1606_36720), reprimidos y no afectados por la 
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regulación de HPR, mediante RT-qPCR (Figura 41). Los niveles de 
expresión de estos genes se normalizaron al gen de referencia gyrA. Los 
resultados obtenidos muestran unos niveles de expresión similares a los que 
se observan en el análisis RNA-seq, validando el fenotipo observado. 

3.3.3. Construcción y caracterización del mutante PCL1606::pgdA 

Se llevó a cabo el análisis de fenotipos potencialmente implicados con la 
expresión del gen PCL1606_36720, y homólogo a pgdA, y para ello se 
construyó un mutante por inserción. 

Para comprobar que la construcción del mutante se realizó correctamente, 
se realizaron PCR de comprobación con cebadores internos y externos a la 
construcción insertada, verificando así la inserción en la región 
seleccionada. Por otro lado, se realizaron ensayos de curvas de crecimiento 
con el mutante PCL1606::pgdA y la cepa silvestre para comprobar que la 
mutación no tenía efectos deletéreos en el mutante. Se tomaron datos de 
densidad óptica y de recuentos (Anexo 11), y se puede observar que el 
crecimiento del mutante PCL1606::pgdA  es muy similar a la curva de 
crecimiento de PcPCL1606, tanto a nivel de recuentos como en densidad 
óptica. 

3.3.4. Valoración fenotipos del mutante de inserción PCL1606::pgdA 

Para el análisis de fenotipos potencialmente implicados con la expresión de 
kgtP, se llevaron a cabo los ensayos relacionados con formación de 
biopelícula, adhesión y swimming. 

3.3.4.1. Papel de PCL1606::pgdA en la formación de biopelícula 

Se realizaron ensayos de formación de biopelícula en la interfase liquido-
aire con las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::pgdA. Las cepas se 
inocularon y crecieron en medio TPG en placas de 24 pocillos sin agitación 
a 25°C durante 6 días. Tras 6 días, la cepa silvestre formó biopelícula en la 
interfase líquido-aire, mientras que no se observó formación de película en 
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el mutante ΔdarB. El mutante PCL1606::pgdA mostró el mismo fenotipo 
que la cepa silvestre PcPCL1606 en la formación de biopelícula en la 
interfase liquido-aire tras 7 días (Figura 42.A) 

 

Figura 42. Ensayos de formación de biopelícula. A) Formación de la película de las cepas 
PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::pgdA en la interfase líquido-aire. La barra de tamaño marca 
0,5 cm. B) Morfología de la colonia y unión a rojo Congo para las cepas PcPCL1606, ΔdarB 
y PCL1606::pgdA . La barra de tamaño es de 0,4 cm. 

Por otro lado, prestando atención a la morfología de la colonia, se realizaron 
suspensiones celulares que se inocularon en medio TPG al 1% de agar 
suplementados con rojo Congo y azul de Coomasssie (Friedman y Kolter, 
2004; Madsen et al., 2015). En este medio, tras 3 días la cepa de tipo 
silvestre se caracteriza por una superficie rugosa y un color rojo fuerte 
debido a la unión del rojo Congo, indicando la producción de polisacáridos. 
Sin embargo, el mutante no productor de HPR, ΔdarB, muestra una 
superficie lisa y una coloración menos roja. Finalmente, el mutante 
PCL1606::pgdA muestra la misma superficie rugosa y la misma coloración 
que la cepa silvestre (Fig 42.B). 

 

PcPCL1606 ∆darB PCL1606::pgdA
A

B
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3.3.4.2. Papel de PCL1606::pgdA en la adhesión 

Se realizaron ensayos de adhesión a corto plazo (4 horas tras la inoculación) 
y ensayos de adhesión en la formación de biopelícula sumergida (48 horas 
tras la inoculación), empleando las cepas PcPCL1606, ΔdarB y 
PCL1606::pgdA.  

 

Figura 43. Ensayos de adhesión de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::pgdA. A) 
Adhesión a corto plazo en placas de 24 pocillos con TPG a 4 horas. B) Ensayo de adhesión en 
placas de 24 pocillos con TPG y tras incubar 48 horas a 25ºC se midió la adhesión al pocillo 
por tinción con cristal violeta y posterior absorbancia de 595 nm. Diferentes letras indican 
diferencias estadísticas entre las muestras de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA; test de 
Bonferroni; p ≤ 0,05). 

Las medidas de adhesión se realizaron por tinción con cristal violeta y 
medida de absorbancia y los datos se normalizaron a los valores mostrados 
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por la cepa silvestre, siendo 100% los valores de adhesión de la cepa 
PcPCL1606. En la adhesión a corto plazo (4 horas de ensayo), el mutante 
ΔdarB muestra una mayor adhesión que la cepa silvestre (Figura 43A). Sin 
embargo, en la adhesión en la formación de biopelícula el mutante ΔdarB 
muestra una menor adhesión que PcPCL1606, de manera significativa 
(p≤0,05) (Figura 43.B). Por otro lado, el mutante PCL1606::pgdA muestra 
una mayoadhesión que la cepa silvestre y el mutante ΔdarB, tanto en la 
adhesión a corto plazo como la adhesión en la biopelícula (Figura 4.A y B). 

 

3.3.4.3. Movilidad tipo swimming 

Se realizaron ensayos de movilidad tipo swimming (0,3% agar) con las 
cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::pgdA. 

Las medidas de swimming se realizaron cuantificando el área de 
desplazamiento de cada cepa. Los datos se normalizaron a la cepa silvestre, 
siendo 100% los valores de movilidad swimming de la cepa PcPCL1606. El 
mutante ΔdarB muestra una mayor movilidad tipo swimming que la cepa 
silvestre, de forma significativa (p≤0,05) (Figura 44). Por otro lado, el 
mutante PCL1606::pgdA muestra una menor movilidad tipo swimming que 
la cepa silvestre y que el mutante ΔdarB, (Figura 44).  
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Figura 44. Movilidad de tipo swimming de las cepas PcPCL1606, ΔdarB y PCL1606::pgdA, 
medida como área del frente de desplazamiento con respecto a la cepa silvestre (%) en medio 
TPG con 0,3% agar. A) Aspecto de la movilidad en placa. La barra de tamaño indica 5 cm. B) 
Representación del área de desplazamiento para cada cepa. La barra de error representa el error 
estándar. Diferentes letras indican diferencias estadísticas entre las muestras de acuerdo al 
análisis de varianza (ANOVA; test de Bonferroni; p ≤ 0,05). 

3.3.4.4. Papel de PCL1606::pgdA en el control biológico de la 
podredumbre blanca radicular 

Se realizaron dos ensayos independientes de control biológico de la PBR 
producida por R. necatrix en plantas de aguacate. La evolución de la 
enfermedad en el tiempo se muestra en la figura 45. Las plantas a las que se 
les aplicó la cepa de control biológico PcPCL1606 mostraron una menor 
progresión del índice de enfermedad que las plantas control sin bacterias 
(No bacteria; Figura 45.A). Tanto el mutante ∆darB como el mutante 
PCL1606::pgdA, muestran una progresión del índice de enfermedad similar 
al control sin bacterias, como ya se había descrito en trabajos previos.  
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La comparación estadística de los datos del área bajo la curva de progreso 
de la enfermedad (AUDPC) mostró que, en los dos ensayos independientes. 
Las plantas donde se aplicó la cepa PcPCL1606 muestran una reducción 
significativa (ANOVA, p≤0,05) en la enfermedad, en comparación con las 
plantas control no tratadas (No bacteria). Es interesante destacar, que las 
plantas donde se aplicó el mutante ∆darB y el mutante PCL1606::pgdA, 
mostraron valores similares a el control sin bacterizar (Figura 45.B). 

 

Figura 45.  Control biológico de la PBR en aguacate para la cepa silvestre PcPCL1606, y los 
mutantes ∆darB y PCL1606::pgdA. Como control negativo, se emplearon plantas sin inocular. A) 
Índice de enfermedad para los distintos tratamientos en dos ensayos independientes. B) Análisis 
del area de progreso bajo la curva de la enfermedad (AUDPC) para los ensayos en A. Diferentes 
letras indican diferencias estadísticas entre las muestras de acuerdo al análisis de varianza 
(ANOVA; test de Bonferroni; p ≤ 0,05). 
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4. Discusión 

Se han puesto de manifiesto en estudios recientes que Pseudomonas 
chlororaphis PCL1606 (PcPCL1606) se ha convertido en una cepa modelo 
para el estudio del comportamiento de aquellos potenciales agentes 
bacterianos de control biológico frente a hongos patógenos de suelo (Pliego 
et al., 2011). PcPCL1606 muestra una fuerte actividad antagonista y de 
control biológico contra varios hongos fitopatógenos del suelo, entre ellos 
R. necatrix (Cazorla et al., 2006), principalmente debido a la producción del 
compuesto antifúngico 2-hexil, 5 propil resorcinol (HPR; Calderon et al., 
2013). La eficacia del control biológico individual por PcPCL1606, se ha 
estudiado individualmente a diferentes niveles (Cazorla et al., 2006; 
González-Sánchez et al., 2013), aunque también como agente de control 
biológico usado combinado y, a considerar en una estrategia de control 
integrado contra R. necatrix en plantas de aguacate (Arjona-López et al., 
2019). 

Sin embargo, uno de los aspectos necesarios para avanzar en el estudio de 
PcPCL1606 como agente de control biológico real y seguro contra los 
patógenos fúngicos transmitidos por el suelo, es conocer la biología del 
agente de control biológico en el suelo, evaluando la eficacia y los posibles 
efectos sobre las comunidades microbianas del suelo nativo una vez que se 
realiza su aplicación. Vale la pena señalar que antes del registro de 
productos fitosanitarios en Europa, se requiere la evaluación de los efectos 
potenciales de los microorganismos aplicados sobre las poblaciones 
microbianas del suelo nativo (Reglamento de la Comisión no 544/2011, 
L155/66). 

Tras la aplicación de cepas de Pseudomonas con actividad de biocontrol 
contra patógenos vegetales, la supervivencia del agente de biocontrol en 
suelo y rizosfera puede depender de diversos factores, como, entre otros, el 
tipo de formulación del inóculo, las condiciones físico-químicas y 
biológicas del suelo o el estado fisiológico de la planta a proteger (Van Elsas 
et al., 1992; Wessendorf y Lingens 1989). En este trabajo, la bacteria 
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modelo PcPCL1606 se usó formulada experimentalmente en las 
instalaciones de la multinacional Koppert B.V. (Países Bajos), y se aplicó 
al suelo mediante riego a plantas infectadas artificialmente por R. necatrix, 
para simular las posibles condiciones comerciales de este tratamiento. 
Previamente, el formulado de PcPCL1606 se analizó en el laboratorio, y 
mostraba igual capacidad antagonista, producción del compuesto HPR, y 
control biológico en comparación con la cepa de tipo silvestre. Ademas, el 
proceso de trazabilidad mediante la amplificación específica por PCR de 
genes únicos y utilización de un medio selectivo para Pseudomonas, 
funcionó de forma correcta, como se han realizado para otros organismos 
de biocontrol (Larena y Melgarejo, 2009), por lo que el proceso de 
fermentación y formulación no afectaron a las principales características de 
este microorganismo. 

Es importante mencionar que PcPCL1606 había sido aislada desde raíces 
de aguacate (Cazorla et al., 2006) en esta misma área geográfica donde se 
realizaron los ensayos (Vélez-Málaga, España), por lo que no se esperaban 
problemas de adaptación al entorno por parte de esta bacteria, y que pudiera 
establecer fácilmente su interacción con los suelos naturales y la rizosfera 
de aguacate. En este trabajo, se ha constatado que, tras su aplicación, la cepa 
PcPCL1606 se aisló tanto en muestras de suelo como de rizosfera de 
aguacate, lo que indica que esta cepa se mueve desde el suelo inoculado, y 
coloniza activamente las raíces de aguacate. Para ello usaría mecanismos de 
quimiotaxis hacia los exudados radiculares del aguacate, descrito 
previamente (Polonio et al., 2017). Se observó una supervivencia de 
PcPCL1606 en suelo y rizosfera de al menos 160 días después de una única 
inoculación individual con 109 células por mesocosmo en total 
(aproximadamente 6∙104 ufc/g de suelo fresco), y bajo condiciones 
ambientales naturales. Esta supervivencia característica también ha sido 
mostrada por otras especies de Pseudomonas (Gao et al., 2012), y de que 
apoyan la evidencia de que, una vez inoculada, la población de PcPCL1606 
se estabiliza rápidamente en el suelo y la rizosfera, y puede sobrevivir 
durante varios meses. Al final del experimento (160 días tras la 
inoculación), los recuentos de PcPCL1606 tanto en suelo como en rizosfera, 
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oscilaron entre valores de 103 y 104 ufc/g de suelo fresco. En ensayos 
previos, y bajo condiciones de cámara de cultivo, PcPCL1606 mostró unos 
niveles de 105 ufc/g rizosfera, a los 75 días tras la inoculación (Gonzalez-
Sanchez et al., 2013). Los resultados de este trabajo son similares a los 
obtenidos en condiciones de campo para la PGPR P. fluorescens 
LBUM677, que mostró recuentos entre 2∙103 y 9∙104 ufc/g de rizosfera, tras 
15 semanas desde la inoculación (105 días; Novinscak y Filion, 2019). 
También podemos observar resultados similares en recuentos en suelo, para 
la cepa P. fluorescens Pf0-2, bajo condiciones naturales de campo, a 59 días 
tras la inoculación y a una profundidad de muestreo de 6,5-13 cm, se 
obtuvieron recuentos entorno a 103 ufc/g de suelo fresco (Marshall et al., 
2001).  

En los ensayos de control biológico, simulando condiciones de aplicación y 
cultivo semicomercial, se puso de manifiesto que con solo una aplicación 
preventiva (50 días antes de la inoculación de R. necatrix), PcPCL1606 
conseguía retrasar la evolución de los síntomas de la podredumbre blanca 
radicular causada por R. necatrix, e incluso reducía significativamente el 
índice de enfermedad (25-30 %), en comparación con las plantas control no 
tratadas, confirmando así la actividad de control biológico previamente 
observada para esta cepa en diversas condiciones (Cazorla et al., 2006; 
González-Sánchez et al., 2013).  

Con objeto de llevar a cabo un estudio sobre las comunidades microbianas 
presentes en los ensayos de mesocosmos inoculados con PcPCL1606, se 
llevó a cabo una aproximación empleando técnicas dependientes de cultivo. 
Se analizaron los resultados de los recuentos bacterianos (bacterias 
heterótrofas totales y Pseudomonas-like) en el suelo y la rizosfera de los 
distintos mecoscosmos experimentales bajo diferentes tratamientos, y que 
simulaban condiciones comerciales. Estos recuentos proporcionaron una 
primera indicación de que la presencia del hongo fitopatógeno R. necatrix, 
tenía ya un fuerte impacto en los recuentos de bacterias heterótrófas totales 
y de bacterias tipo Pseudomonas-like. Así, se observó que la presencia del 
hongo estimulaba los recuentos de microorganismos del tipo Pseudomonas, 
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pero reducía el recuento de bacterias heterotróficas totales. Esta observación 
se vio apoyada por resultados similares observados previamente para 
poblaciones bacterianas cultivables cuando interactúan con otros hongos del 
suelo (Barnett et al., 1999; Weller, 1983; Sarniguet et al., 1992). Esto 
sugiere que algunas bacterias podrían usar sustratos derivados de hongos y 
establecer diferentes interacciones entre bacterias y hongos que van desde 
el consumo de exudados mutualistas hasta las interacciones micófagas (de 
Boer et al., 2005). Así, este comportamiento podría ayudar a explicar la 
mayor supervivencia de PcPCL1606 en la rizosfera y el suelo cuando se 
introdujo artificialmente R. necatrix. La supervivencia de PcPCL1606 a lo 
largo del tiempo, se vería incrementada por el aumento de los metabolitos 
fúngicos disponibles en las zonas cercanas, que podrían ser fácilmente 
utilizados por la bacteria. Esta hipótesis de una mayor supervivencia 
mediada por un aumento de la disponibilidad de nuevos recursos de origen 
fúngico se ve apoyada por los resultados mostrados en trabajos previos, 
donde PcPCL1606 muestra una fuerte quimiotaxis tanto para los exudados 
de raíz de aguacate como para los exudados fúngicos de R. necatrix, 
(Polonio et al., 2017). Esta quimiotaxis hacia R. necatrix, guiaría a la 
bacteria hasta las cercanías del hongo, donde toma contacto con la hifa 
fúngica y la colonizaría (Calderón et al., 2014b). Como resultado de tales 
interacciones, acompañada de la producción bacteriana de compuestos 
antifungicos y enzimas degradadoras, daría como resultado un efecto 
deletéreo sobre el hongo, o que podría resultar en el aumento de los 
recuentos de Pseudomonas-like en el suelo y la rizosfera. 

Por otro lado, la también elevada quimiotaxis por los exudados radiculares 
del aguacate, incluso mayor que para los exudados del hongo (Polonio et 
al., 2017), hace que la bacteria se mueva activamente hacia la superficie 
radicular. Una vez alcanza la superficie de la raíz, se ha observado que 
PcPCL1606 puede establecer microcolonias a lo largo de la raíz del 
aguacate. Esto facilitaría su supervivencia, ayudada por el habitat radicular 
en sí, y utilizando de estos nuevos compuestos disponibles y exudados a la 
rizosfera (Calderón et al., 2014b). Este comportamiento, ya ha sido descrito 
como crucial para la biología de otras rizobacterias del género Pseudomonas 



                                                           DISCUSIÓN 

155 
  

(Lugtenberg et al., 2001). Además, dado que PcPCL1606 ocupa los mismos 
nichos en la raíz que donde R. necatrix inicia la infección de la planta, es 
aquí donde se establecen las interacciones necesarias para que tenga lugar 
un control biológico exitoso. Con una elevada probabilidad de que ambos 
microorganismos se encuentren en la superficie de la raíz del aguacate y 
compitan por los mismos nutrientes disponibles (Calderón et al., 2014b).  

En estos ensayos de mesoscosmos que simulan las condiciones de campo 
de plantas comerciales, se estudió el efecto de la aplicación de PcPCL1606 
formulada semicomercial sobre las comunidades microbianas tanto en 
suelos infestados como libres de R. necatrix. En los análisis de interacción 
en ausencia de R. necatrix, no se observaron diferencias relevantes en la 
estructura y composición de las comunidades procariotas, 
independientemente de si las muestras se tomaron de rizosfera o de suelo, 
con o sin el tratamiento preventivo con PcPCL1606. Esta homogeneidad 
mostrada entre las poblaciones microbianas procedentes de las muestras de 
suelo y rizosfera, indica el nivel de influencia que ejercen las raíces de 
aguacate en la capa de suelo en la que proliferan. El 70-80 % de las raíces 
del aguacate se encuentran en los primeros 50 cm de suelo, donde, además, 
se realiza el aporte de la materia orgánica. De esta manera, la presencia de 
raíces es alta y provoca que no haya prácticamente diferencies entre suelo y 
rizosfera en esta capa superficial del suelo. En estas muestras, las 
comunidades de suelo y rizosfera estaban dominadas por los filos 
Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia y 
Bacteroidetes, que son los principales filos observados en suelos con 
aportes moderados de materia orgánica (Lladó et al., 2107). A nivel 
taxonómico de clase, Alfa-, Beta- y Gammaproteobacteria, y Acidobacteria 
fueron los taxones bacterianos proporcionalmente dominantes en las 
muestras de suelo y rizosfera de aguacate, y que se han descrito con 
frecuencia en suelos con alto contenido de C:N (Hermans et al., 2017), y se 
encuentran fácilmente en suelos con presencia de materia orgánica en 
descomposición (Johnston et al., 2019). Este es el caso de los suelos de 
aguacate en el sur de España, donde rutinariamente se realiza un manejo 
continúo dirigido a aumentar los bajos niveles de materia orgánica, dejando 
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hojarasca y residuos de poda picados en la superficie del suelo cada año 
(Bonilla et al., 2012), y aplicando enmiendas con materia orgánica (Vida et 
al., 2016). En cuanto al efecto de la aplicación PcPCL1606 sobre 
comunidades eucariotas, sólo se pusieron de manifiesto cambios menores 
tras la aplicación de PcPCL1606 formulado. La mayoría de las comunidades 
eucariotas (aproximadamente el 90 %) estába compuesta por hongos, 
mientras que el restante 10% de las secuencias de ITS eucariotas 
pertenecieron a diversas familias de organismos eucariotas del grupo de los 
protistas, como Cercozoa, Chlororphyta, Ciliophora, etc. Es destacable la 
presencia de miembros de la familia Chromista_f en todas las muestras 
naturales analizadas. Este grupo taxonómico está muy extendido (Messeger 
et al., 2000) y contiene a la especie Phytophthora cinnamomi, considerada 
como uno de los principales patógenos de aguacate (Pérez-Jiménez, 2008). 
Esta familia se asocia principalmente con suelos mal drenados, 
especialmente suelos arcillosos, ya que el agua es el factor fundamental para 
la diseminación de esporas, como se observa en el área experimental de este 
trabajo (Pérez- Jiménez, 2008). Con respecto a la composición típica de las 
comunidades fúngicas de estas muestras, se encontraron miembros de 
familias saprófitas comúnmente asociadas con la descomposición de la 
materia orgánica, como Agaricaceae, Chytridiomycetes y Sordariomycetes; 
Estas familias se encuentran típicamente en ambientes donde la hojarasca 
se descompone (Kerekes et al., 2013), lo que ocurre con los cultivos de 
aguacate del sur de la Península Ibérica. No se aprecian cambios relevantes 
en las comunidades fúngicas entre las muestras analizadas (suelo o 
rizosfera). En estas muestras, la presencia de miembros de la familia 
Xylariaceae (a la que pertenece R. necatrix) resultó casi indetectable, con 
una abundancia relativa muy baja. Todos estos resultados también fueron 
respaldados por la ausencia de diferencias significativas entre los índices de 
diversidad y riqueza analizados en las muestras. Otros estudios han 
mostrado resultados similares que indican que no hay cambios relevantes 
en las poblaciones microbianas naturales después de la aplicación de un 
microorganismo de control biológico. Por ejemplo, aplicaciones repetidas 
de una cepa de P. putida en el suelo de un cultivo de cítricos, no tuvieron 
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ningún efecto sobre la comunidad microbiana residente (Steddom et al., 
2002). De igual manera, el tratamiento con Pseudomonas fluorescens 2P24 
y CPF10 en pepino, muestra como las diferencias en la estructura de la 
población bacteriana en comparación con el control, desaparecieron tras 8 
semanas desde la aplicación (Yin et al 2013). También se ha observado lo 
mismo para agentes de control biológico Gram-positivos como B. subtilis 
B579, que se aplicó en plantas de pepino, con un efecto mínimo y transitorio 
sobre la población bacteriana de la rizosfera a las 4 y 9 semanas después de 
la aplicación (Chen et al., 2013), y B. amyloliquefaciens FZB42, donde no 
se observaron diferencias taxonómicas en la microbiota de la rizosfera de la 
lechuga, a las 2 y 5 semanas después del tratamiento (Kröber et al 2014). 

Por otro lado, cuando se introdujo el patógeno de aguacate R. necatrix en el 
mesocosmos, las comunidades microbianas del suelo y la rizosfera se vieron 
fuertemente afectadas a distintos niveles. Este hongo está muy adaptado al 
cultivo del aguacate en el área mediterránea, y puede atacar las raíces de un 
gran número de plantas, multiplicarse y expandir sus hifas dentro de las 
raíces, necrosando los tejidos vivos de la planta, y finalmente puede 
sobrevivir fácilmente en la materia orgánica en descomposición (Pliego et 
al., 2009; 2012) o bien formando estructuras de resistencia denominadas 
microesclerocios (Gutierrez-Barranquero et al., 2012). Se ha descrito 
previamente que la presencia de un hongo dominante en el suelo puede 
influir en las comunidades microbianas del suelo y la rizosfera (de Boer et 
al., 2015; Johnston et al., 2019). En este estudio, la presencia de R. necatrix 
en los mesocosmos, provoca un impacto en las comunidades microbianas, 
que apoya la observación de que estas comunidades microbianas dependen 
de la estrategia ecológica del hongo dominante (Johnston et al., 2019). Las 
poblaciones procariotas procedentes de muestras de suelo y rizosfera, 
mostraron una ligera alteración como respuesta a la presencia este nuevo 
elemento biológico; así, se observó el aumento de la abundancia relativa de 
familias bacterianas que contienen representantes con actividad quitinolítica 
aumentó (Chitinophagaceae y Cytophagaceae). Este aumento en su 
abundancia relativa se asocia a la presencia de este sustrato nuevo y 
disponible (la quitina de la pared celular fúngica), que proviene de una 
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infección fúngica transmitida por el suelo, como ya ha sido descrito 
anteriormente (Carrión et al., 2019). Y aunque la abundancia relativa del 
género Pseudomonas fue baja, en estas condiciones, la especie P. 
chlororaphis solo fue detectada en muestras tomadas desde plantas tratadas 
con PcPCL1606, lo que indicaría la fuerte adaptación de este agente de 
control biológico bacteriano a este hábitat, como anteriormente se ha 
mencionado. 

Por otro lado, la comunidad eucariota se vio especialmente afectada por la 
presencia de R. necatrix, destacando grupos taxonómicos con abundancias 
relativas de aproximadamente 1-2%, que eran completamente diferentes 
entre las muestras de plantas inoculadas y no inoculadas. Las muestras de 
rizosfera y suelo de las plantas control no tratadas con PcPC1606, mostraron 
un fuerte impacto por la presencia de R. necatrix, con 4 grupos taxonómicos 
(las familias Nectriaceae, Chromista, Xylariaceae y Trichocomaceae) 
responsables de más del 50% de la abundancia relativa de comunidades 
eucariotas. Este impacto sobre las comunidades eucariotas también se ve 
reflejado en una diferencia significativa en el índice de diversidad de 
Shannon para la comunidad eucariota, pero no se observaron diferencias al 
analizar el índice de riqueza de Chao. Esto se explicaría por la presencia 
dominante de R. necatrix en estos mesocosmos, modulando el entorno 
circundante, y alterando la presencia de distintos grupos de hongos, lo que 
resulta en el desarrollo de la enfermedad de la podredumbre blanca radicular 
del aguacate. Estos hongos, que resultan de la presencia de R. necatrix, son 
principalmente hongos saprófitos que se conocen por sus estrategias 
agresivas de colonización y relacionados con la degradación de madera y 
materia orgánica (Lasota et al., 2019). En esas muestras, la abundancia 
relativa de Xylariaceae, y especialmente de la especie R. necatrix, fue casi 
la misma entre las muestras de suelo y rizosfera procedentes del tratamiento 
control, con valores promedio superiores al 12%, dado que la infección del 
aguacate por R. necatrix es muy agresiva (Pliego et al., 2012), Sin embargo, 
en estos mismos mesocosmos, pero tratados con PcPCL1606, la detección 
de Xylariaceae y/o R. necatrix fue casi inexistente (<1%).  
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En las muestras control infectadas con R. necatrix, se tomaron muestras para 
analizar de 3 plantas representativas de los diferentes índices de enfermedad 
en el momento del muestreo. El análisis individual reveló la correlación 
entre el aumento y el predominio de R. necatrix según los síntomas aéreos 
y las diferencias importantes entre la abundancia relativa de las familias de 
hongos. Notablemente, la familia Nectriaceae también aumentó con el 
tratamiento con R. necatrix. Varias de las especies contenidas en esta familia 
pueden ser saprófitos o patógenos de plantas, que van de débiles a 
virulentos, facultativos u obligados (Lombard et al., 2015). Estos resultados 
apuntan a que se produce una sucesión de diferentes hongos que cambian 
en abundancia relativa durante el proceso de infección, y que va 
acompañado por un aumento progresivo de la abundancia relativa de R. 
necatrix.  

Esta hipótesis se ve apoyada por los resultados obtenido en el análisis de 
componentes principales de β diversidad, donde se muestra que la 
aplicación del tratamiento preventivo PcPCL1606 en la planta de aguacate 
(sin patógeno) no tuvo influencia en la estructura de la comunidad, tanto a 
nivel de procariotas como eucariotas. Resultados similares se han observado 
en la aplicación de Pseudomonas fluorescens 2P24 and CPF10, que no 
muestran cambios en las comunidades de la rizosfera de pepino, según 
análisis de componentes principales (Yin et al., 2013). Y, sin embargo, 
cuando el patógeno está presente, se forma un grupo distinto con las 
muestras donde se aplicó PcPCL1606, con respecto a las muestras control, 
tanto en las comunidades procariotas como en las comunidades fúngicas. 
Esto podría ser debido, como se ha indicado antes, debido a la mayor o 
menor abundancia del patógeno, R. necatrix, en las muestras. Ya que, las 
muestras control donde las plantas tenían menor índice de enfermedad 
(suelo y rizosfera control P1), se agrupan más cerca de las muestras donde 
se aplicó PcPCL1606 que se encontraban sanas debido a la actividad de 
control biológico de la bacteria. Resultados similares se observan con otros 
patógenos; La inoculación de R. solani AG1-IB afectó severamente la 
estructura de la comunidad bacteriana y fúngica en la rizosfera de la 
lechuga, estos efectos fueron mucho menos pronunciados en presencia del 
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agente de control biológico Pseudomonas jessenii RU47 (Adesina et al., 
2009). También se observaron los mismos resultados, con R. solani y el 
agente de control biológico B. amyloliquefaciens FZB42 (Chowdhury et al., 
2015). Así, el tratamiento preventivo de PcPCL1606 provocaría un efecto 
deletéreo sobre R. necatrix, reduciendo así el impacto del hongo sobre este 
hábitat, reduciendo los cambios que pudiera provocar en las comunidades 
microbianas en suelo y rizosfera.  

Es interesante resaltar el aumento en la abundancia relativa de la familia 
fúngica de los Sebacinales en las muestras de rizosfera y de suelo donde se 
aplicó el tratamiento PcPCL1606 formulado. Los Sebacinales contienen 
algunos representantes cosiderados como hongos simbióticos o micorrizas 
radiculares muy diversos, que forman interacciones endofíticas y 
promueven efectos beneficiosos sobre las plantas hospedadoras a diversos 
niveles (Franken et al., 2012; Nautiyal et al., 2010; Kumar et al., 2012), y 
que repercute mejorando la resistencia de la planta al estrés abiótico. 
(Ghimire y Craven, 2011; Waller et al., 2005; Baltruschat et al., 2008) y 
resistencia a los patógenos (Waller et al., 2005; Harrach et al., 2013; 
Serfling et al., 2007; Fakhro et al., 2010). Curiosamente, en las muestras de 
suelo tratadas con PcPCL1606, se observó una reducción del impacto de R. 
necatrix y la modificación de algunas comunidades de hongos, ya que la 
familia Entolomataceae se hizo predominante (por encima del 20% de 
abundancia relativa). Esta familia de hongos posee una alta diversidad de 
especies, con una mayoría descrita como saprófitos de suelo, madera o 
incluso musgo, aunque también algunos de sus miembros podrían ser 
parásitos de plantas (Co-David et al., 2009). Al no haberse observaron 
síntomas, lo más probable es que los individuos incluidos en esta familia y 
que vieron aumentada su abundancia relativa estarian relacionados con la 
descomposición de la materia orgánica. 

El efecto supresor de la enfermedad, mostrada en los mesocosmos tratados 
con PcPCL1606, se puso de manifiesto en los experimentos de control 
biológico, que mostró que una única aplicación individual de PcPCL1606, 
puede conferir protección al suelo frente a R. necatrix hasta 130 días (T3) 
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después de la aplicación, con un nivel de supresividad similar al mostrado 
por el control positivo modificado con cáscaras de almendras compostadas. 
El papel de los microorganismos en la supresividad generada en los suelos 
tratados con cáscara de almendra, ya ha sido puesto de manifiesto (Vida et 
al., 2016). El caso de los suelos tratados con PcPCL1606, esta capacidad 
supresora frente a R. necatrix desapareció por completo después de que las 
muestras de suelo fueran tratadas térmicamente, y se eliminaron los 
microorganismos, indicando una base microbiana de la supresividad. La 
restauración de la supresividad al reinocular estos suelos tratados 
térmicamente con una baja dosis de PcPCL1606, permitió asignar a 
PcPCL1606 un papel clave en la supresividad que se induce en un suelo 
comercial tras su aplicación. Adicionalmente, dado que el compuesto HPR 
se describió como el principal factor involucrado en el antagonismo y el 
control biológico, la complementación del suelo con el mutante ∆darB, 
confirmó la participación directa de HPR en la supresividad de un suelo 
inoculado con PcPCL1606. 

En conclusión, la aplicación de un tratamiento formulado con PcPCL1606 
al suelo comercial de plantas de aguacate no afectó las poblaciones 
microbianas naturales del suelo y la rizosfera (procariotas o eucariotas). Sin 
embargo, en una situación bajo infección por R. necatrix, la aplicación de 
PcPCL1606 redujo el desarrollo de síntomas de la enfermedad de la 
podredumbre blanca radicular. Curiosamente, una única aplicación 
preventiva permitió confirmar la supervivencia de PcPCL1606 en el suelo 
y la rizosfera del aguacate durante al menos 160 días, capaz de conferir 
control biológico a las plantas de aguacate contra R. necatrix. Durante el 
control biológico, R. necatrix provocó un impactó sobre las comunidades 
microbianas; sin embargo, ese impacto se redujo con la aplicación 
preventiva de PcPCL1606. Las poblaciones bacterianas estuvieron poco 
influenciadas por la introducción de R. necatrix y por el tratamiento con 
PcPCL1606. Por otro lado, el impacto severo de la introducción de R. 
necatrix en las comunidades fúngicas se restauró parcialmente por el 
tratamiento preventivo PcPCL1606, que inhibió el desarrollo de R. necatrix 
y otras familias saprófitas de hongos que finalmente llevaron a la supresión 
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de este hongo patógeno. La base de esta protección está directamente 
relacionada con la producción del compuesto HPR, que confiere el fenotipo 
supresor al suelo tratado (Figura 46). 

 

Figura 46. Modelo esquemático para el efecto de la aplicación preventiva de PcPCL1606. La 
aplicación preventiva de la cepa biocontrol PcPCL1606 no tiene ningún efecto sobre las 
poblaciones procarióticas y eucarióticas naturales en ausencia del hongo patógeno R. necatrix. 
Cuando R. necatrix se inocula en el modelo, causa la enfermedad de la podredumbre blanca 
radicular. La presencia de R. necatrix perturba las poblaciones naturales y se convierte en el 
hongo predominante. Sin embargo, cuando se llevó a cabo la aplicación preventiva de 
PcPCL1606, mostró control biológico del hongo, reduciendo su presencia y su efecto sobre las 
comunidades microbianas, acompañado de la reducción de la abundancia relativa de R. 
necatrix. 

A la capacidad supresora de hongos fitopatógenos de suelo mostrada por 
PcPCL1606, le acompaña la excelente adaptación para crecer en la rizosfera 
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del aguacate (Calderón et al., 2014b; González-Sánchez et al., 2013). Así, 
entre las características destacables que debería poseer PcPCL1606 que 
favorecen su adaptación al entorno de la rizosfera del aguacate, se incluirían 
la capacidad de metabolizar exudados radiculares; colonizar y multiplicarse 
en el ambiente rizosferico; producir un amplio espectro de metabolitos 
secundarios como antibióticos, sideróforos o compuestos volátiles; ser 
capaz de competir con otros microorganismos; y ser capaz de adaptarse al 
estrés ambiental, características que también son deseables para otros 
agentes de control biológico de patógenos de suelo (Weller, 2007). 

De entre estas características, el papel de los compuestos antimicrobianos 
producidos por las Pseudomonas beneficiosas de plantas, es uno de los 
aspectos más estudiados. Estos compuestos antimicrobianos no solo se 
consideran esenciales para la capacidad de control biológico contra 
diferentes hongos de suelo (Haas y Keel, 2003; Raaijmakers y Mazzola, 
2012), sino que también también participan en la interacción bacteriana con 
el entorno, ya que pueden funcionar como moléculas señal que regulan 
fenotipos cruciales de la biología del microorganismo (Morohoshi et al., 
2013; Brameyer et al., 2015). 

Teniendo en cuenta la elevada actividad antagonista y capacidad de control 
biológico mostrado por PcPCL1606, mediada principalmente por la 
producción del compuesto antifúngico 2-hexil. 5-propil resorcinol (HPR; 
Cazorla et al., 2006), en este trabajo se ha profundizado en la posible 
implicación del HPR en distintos fenotipos microbianos durante la 
interacción de PcPCL1606 en la rizosfera del aguacate. Esta hipótesis se ve 
apoyada por resultados anteriores que muestran como el HPR también 
interviene en la capacidad de colonización y persistencia de PcPCL1606 en 
la raíz de aguacate (Calderón et al., 2014b), y en la formación de biopelícula 
(Calderón et al., 2019). Además, el hecho de que en algunas bacterias se ha 
descrito el papel de los alquil resorcinoles como molécula señal (Brameyer 
et al., 2015), sugiere un posible papel del HPR adicional al antagonismo, 
similar a lo que ya se ha descrito para otros compuestos antifúngicos, como 
las fenazinas (PHZ), que también han mostrado su participación en la 
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persistencia y colonización de Pseudomonas spp. en la rizosfera (Mazzola 
et al., 1992), o en la formación de biopelículas (Maddula et al., 2008; 
LeTourneau et al., 2018). Teniendo en cuenta que los antibióticos podrían 
actuar como moléculas de señalización capaces de modular la expresión 
génica (Fajardo and Martínez, 2008) y que HPR ha mostrado su 
participación activa en procesos clave de la biología de PcPCL1606, se 
abordó el estudio del posible efecto de HPR sobre distintos fenotipos 
implicados en la interacción de PcPCL1606 con la rizosfera de aguacate. 
Para ello, se realizó un análisis transcriptómico comparativo entre 
PcPCL1606 y el mutante ΔdarB (no productor de HPR) cuando se 
encontraban en interacción con la raíz del aguacate. 

El análisis de los resultados obtenidos en este trabajo, confirma la 
implicación de HPR en la regulación de un importante número de genes de 
PcPCL1606 cuando se encuentra interaccionando con la rizosfera de 
aguacate. Se aprecia de manera notable un gran número de genes (n=58) 
que se predicen para la categoría COG relacionada con el transporte de 
aminoácidos y metabolismo [E]. Esto indica la importancia de estas 
funciones en los microorganismos del suelo, asociados con las plantas, ya 
que los exudados de la raíz son una mezcla compleja de compuestos, de los 
cuales, un componente importante son los aminoácidos (Koo et al., 2005). 
Así, la competencia por nutrientes en la rizosfera por parte los 
microorganismos, incluye rasgos o comportamientos involucrados en la 
adquisición y asimilación de nutrientes (Hibbing et al., 2010). Entre estos 
se encuentran los transportadores específicos de recursos o las rutas 
metabólicas que permiten un rápido crecimiento en un rango de 
concentraciones de recursos (Lugtenberg et al., 2017). En nuestros 
resultados, también observó un número representativo de genes clasificados 
dentro de transporte y metabolismo de otras sustancias [P, I, H, G y F]. Por 
lo que esto sugiere que, en interacción con la planta, HPR juega un papel 
importante en la sobreexpresión de genes que pueden estar implicados con 
el metabolismo de componentes de los exudados de la raíz.  
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Uno de los genes que HPR sobreexpresa durante la interacción con la 
rizosfera, y que podría tener relación con el metabolismo y/o transporte de 
compuestos de los exudados radiculares, es el gen kgtP (PCL1606_14510, 
log2FC: 4,15), que codifica para una permeasa de tipo simporte, y se 
encargaría de transportar el 2 oxo-glutarato (2-OG) presente en los 
exudados de raíces de plantas al interior celular (Sung et al., 2015). Además, 
la sobreexpresión de kgtP podría estar implicada en la inducción de genes 
que intervienen en la asimilación de nitritos/nitratos, y que se encuentran 
también sobreexpresados por HPR en nuestros resultados (nirB y narK), ya 
que como se ha descrito para la cianobacteria unicelular Synechococcus sp., 
la que la captación de 2-OG juega un papel fundamental en el control del 
nitrógeno, induciendo la expresión de los operones nir y amt (Vazquez-
Vermudez et al., 2006).  

Tras la caracterización realizada en este trabajo sobre el gen kgtP de 
PcPCL1606, ha demostrado poseer la misma función que su homólogo 
PA5530 en P. aeruginosa PAO1 (PaPAO1). En PaPAO1, el producto del 
gen kgtP codifica para un transportador del compuesto 2-OG hacia el 
interior célula, promoviendo así su crecimiento (Seolt & Shatkin, 1993). 
Como se puede observar en PcPCL1606, en los experimentos realizados en 
medio mínimo M9, el mutante PCL1606::kgtP pierde la capacidad de crecer 
cuando se le añade 2-OG como única fuente de carbono. Sin embargo, los 
resultados obtenidos para el mutante deficiente en la producción de HPR 
(ΔdarB) indicarían que en ausencia de HPR se expresa en menor medida el 
transportador kgtP, pero lo suficiente para transportar 2-OG y poder crecer 
en medio mínimo suplementado con 2-OG. Además de este resultado, 
también pueden existir otros factores que pueden intervenir en la 
sobreexpresión del gen kgtP. En un estudio en PaPAO1, se ha podido 
comprobar que el sistema de regulación de dos componentes MifS y MifR, 
están involucrados en la detección de 2-OG y regulan su transporte y 
posterior metabolismo (Tatke et al., 2015). Curiosamente, los genes 
PCL1606_14530 y PCL1606_14520, situados junto al gen de estudio 
PCL1606_14510, mostraban una homología del 76% y del 84% (en 
BLASTP) con los genes mifS y mifR, respectivamente, y no muestran 
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expresión diferencial por la producción de HPR. Este hecho hace pensar que 
probablemente este también sea el principal mecanismo de detección y 
transporte de 2-OG en PcPCL1606, aunque HPR pueda estar corregulando 
de alguna forma su expresión. 

Paralelamente, es interesante destacar que, en los resultados de quimiotaxis, 
se pudo comprobar que tanto el mutante PCL1606::kgtP como el mutante 
ΔdarB presentaban una menor capacidad de quimiotaxis hacia el compuesto 
2-OG con respecto a PcPCL1606, mostrando en el mutante ΔdarB un 
fenotipo de quimiotaxis hacia el compuesto 2-OG intermedio entre 
PcPCL1606 y el mutante PCL1606::kgtP. 

 En cuanto al control biológico en plantas de aguacate, el mutante 
PCL1606::kgtP muestra una disminución de la actividad de control 
biológico con respecto a la cepa silvestre, mostrando las plantas una 
progresión de la enfermedad similar a las plantas bacterizadas con el 
mutante ∆darB y el control sin bacterizar. Se ha descrito previamente la 
menor capacidad de control biológico de la cepa ∆darB debida, 
principalmente, a la ausencia de producción del compuesto antifúngico HPR 
(Calderon et al., 2013). En el caso del mutante PCL1606::kgtP, esta 
disminución en la capacidad de control biológico podría deberse a la menor 
quimiotaxis hacia el compuesto 2-OG y a un menor uso de este compuesto, 
podría estar afectado el patrón de colonización sobre las raíces de aguacate. 
Curiosamente, se conoce que el compuesto 2-OG está presente en niveles 
significativos en los exudados de las raíces de las plantas (Tawaraya et al., 
2014; Ganie et al., 2015) y se ha demostrado que la quimiotaxis hacia los 
componentes del exudado de las raíces es esencial para una colonización 
eficiente de las raíces (Sung et al., 2015). Por lo que habría que realizar 
ensayos de colonización en la raíz de aguacate con el mutante 
PCL1606::kgtP, para determinar si la menor capacidad de biocontrol podría 
deberse a una menor eficiencia de colonización.  

Un segundo gen relacionado con el transporte y metabolismo del carbono, 
con un posible papel en la interacción con la raíz del aguacate y 
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sobreexpresado por HPR, es el gen PCL1606_46820, y que presenta un 
porcentaje de identidad del 58,72% con el gen phaG de P. aeruginosa 
PAO1. Este gen presenta una expresión diferencial positiva mediada por la 
producción de HPR con un Log2FC de 3,01. El gen phaG ha mostrado ser 
de importancia para la síntesis de gránulos de polihidroxialcanoatos (PHA), 
ya que phaG, codifica una transacilasa que une la biosíntesis de ácidos 
grasos con la biosíntesis de estos gránulos, que son compuestos de reserva 
de carbono y energía. Las bacterias utilizan la acumulación y degradación 
de gránulos PHA para mejorar su establecimiento, proliferación y 
supervivencia, y aumentar su tolerancia al estrés en entornos competitivos 
como el suelo y la rizosfera (Kadouri et al., 2005). Para verificar este 
fenotipo, se construyó un mutante de inserción en el gen phaG 
(PCL1606::phaG), y estudiar así los fenotipos asociados y la implicación y 
comparación con el mutante ∆darB. El mutante PCL1606::phaG, afectado 
en un gen esencial para la síntesis de gránulos PHA por la ruta de síntesis 
de novo de ácidos grasos, disminuye significativamente la capacidad de 
producir estos gránulos, de forma similar a como el mutante en phaG de P. 
aeruginosa, que redujo un 40% la acumulación de gránulos PHA, con 
respecto a la producción de la cepa silvestre (Hoffmann et al., 2002). Con 
respecto al mutante ΔdarB, deficiente en la producción de HPR, se observa 
un fenotipo intermedio entre PcPCL1606 y PCL1606::phaG. Este ensayo 
confirmaría los resultados obtenidos en el análisis RNA-seq y 
posteriormente validados por RT-qPCR, y que ponen de manifiesto que la 
deficiencia en la producción del compuesto HPR afecta a la expresión del 
gen phaG, y esto a su vez, afectaría a la formación de gránulos PHA por la 
vía de la síntesis de novo de ácidos grasos. 

Las bacterias del suelo enfrentan a diferentes tipos de estrés, ya que las 
condiciones dentro del suelo pueden variar por ejemplo la humedad, la 
temperatura, la salinidad, los componentes químicos e incluso la 
variabilidad a lo largo del tiempo (Gerasimova et al., 2013). Para hacer 
frente a este entorno cambiante, las bacterias del suelo han desarrollado 
diversas estrategias de supervivencia (van Elsas y van Overbeek, 1993). 
Entre ellas, se propone que la acumulación y degradación de PHA es una de 
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esas estrategias por las cuales las bacterias pueden mejorar su 
establecimiento, la proliferación y la supervivencia en entornos 
competitivos como el suelo y la rizosfera (Okon & Itzigsohn, 1992). Se 
estima que la relación C: N de la rizosfera es de aproximadamente 30 y 
teóricamente favorecería la acumulación de PHA en las bacterias de la 
rizosfera, como se ha demostrado en cultivo (Tal y Okon 1985). Se ha 
observado, que las cepas que producen gránulos PHA tienen una mayor 
tolerancia al estrés (Kadouri et al., 2005). Los mecanismos por los cuales se 
explica la implicación de PHA en la tolerancia a distintos estreses, esta 
relacionada con la degradación de estos gránulos, por ello la cepa bacteriana 
capaz de sintetizar gránulos PHA, pero incapaz de degradación de PHA a 
monómeros reveló una mayor sensibilidad a numerosos factores de estrés 
(Kadouri et al. 2003b; Ruiz et al. 2001; Wang et al. 2009). La degradación 
de PHA podría aumentar los niveles de ATP y tetrafosfato de guanosina 
(ppGpp). El ppGpp sirve como alarma celular, que causa la regulación 
positiva de muchos genes involucrados en la respuesta al estrés, incluida 
aumenta la traducción de ARNm del regulador central de fase estacionaria 
rpoS que aumenta la resistencia a los daños ambientales como el etanol, 
H2O2, alta temperatura, desecación o alta concentración de sal (Ruiz et al., 
2001; Brown et al., 2002). Así, los mutantes implicados en la 
producción/degradación de gránulos PHA, muestran una sensibilidad 
sustancialmente mayor a diversas condiciones de estrésen distintos modelos 
microbianos, como Aeromonas hydrophila (Zhao et al. 2007), 
Pseudomonas oleovorans (Ruiz et al. 2001), Pseudomonas extremaustrali 
(Tribelli et al. 2020), Pseudomonas aeruginosa (Pham 2004), o Escherichia 
coli (Wang et al. 2009). Los PHA son metabolitos muy complejos que, 
además de su función de almacenamiento primario, proporcionan a las 
células bacterianas también otros beneficios muy importantes, como la 
mejora de la tasa de supervivencia cuando se exponen a diversas 
condiciones de estrés ambientalmente (Obruca et al., 2020). Esto explicaría 
por qué PcPCL1606 es capaz de tolerar temperaturas de 50°C durante más 
tiempo que los mutantes ΔdarB y PCL1606::phaG, los cuales, a su vez, 
presentan una menor capacidad para producir gránulos PHA, y en su 



                                                           DISCUSIÓN 

169 
  

consecuencia una menor degradación.  En cuanto al ensayo de tolerancia a 
peróxido de hidrógeno, los resultados muestran que PcPCL1606 presenta 
un halo de inhibición de su crecimiento menor al de las cepas ΔdarB y 
PCL1606::phaG por lo que es capaz de tolerar mejor la presencia de este 
compuesto que los mutantes ΔdarB y PCL1606::phaG cuya producción de 
gránulos PHA se encuentra alterada.  

En las bacterias productoras de PHA, la producción de este compuesto es 
un importante determinante para superar los períodos de inanición de 
carbono y energía, y puede representar una característica importante para 
las bacterias que se encuentran en la rizosfera. En el caso de la cepa 
PcPCL1606, no se observaron diferencias significativas en la capacidad de 
supervivencia al someterla a un período de inanición durante un periodo de 
7 días en arena de cuarzo con respecto a los mutantes cuya producción de 
gránulos PHA se encuentra alterada, ΔdarB y PCL1606::phaG. A pesar de 
que no se observan diferencias significativas en las condiciones ensayadas 
sería interesante probar otras condiciones, ya que en experimentos de 
supervivencia con otros microorganismos, como Azospirillum brasilense 
mostraron que hay una clara disminución en la capacidad de un mutante no 
productor de gránulos PHA para sobrevivir  en distintos sustratos (arena, 
perlita y turba), después de 7 días de incubación, en comparación con la 
capacidad de la cepa de tipo salvaje (Kadouri et al., 2003). 

También se realizaron ensayos de control biológico en el patosistema 
aguacate- R. necatrix, y los resultados mostraron que el mutante afectado en 
la producción de gránulos PHA (PCL1606::phaG) mostraba 
significativamente menor control biológico que la cepa silvestre 
PcPCL1606, esto podría deberse a que se conoce que los ácidos grasos de 
cadena corta (SCFA) pueden tener actividad antifúngica frente a distintos 
hongos como Penicillium pinophilum, Penicillium digitatum (Era et al., 
2015), Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Pyrenophora avenae y 
Crinipellis (Walter et al., 2004) y los polihidroxialcanoatos (PHA) son 
fuentes ricas de grupos de monómeros de SCFA, por lo que podrían tener 
un uso potencial como control frente a hongos (Defoirdt et al., 2009). 
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También sería interesante ensayar este mutante para su colonización y ver 
si su menor actividad de control biologico podría ser debido a una menor 
supervivencia en la raiz, como se describe en una cepa del género 
Azospirillum, donde la producción de gránulos PHA, esta implicada en la 
colonización eficiente de la raiz (Kadouri et al., 2003). Las bacterias del 
género Azospirillum son organismos fijadores de nitrógeno que viven en 
estrecha asociación con la rizosfera de las plantas y ejerce efectos 
beneficiosos sobre el crecimiento de las plantas y el rendimiento de muchos 
cultivos de importancia agronómica, como las gramíneas de grano y forraje, 
las legumbres y las verduras (Bashan et al., 1990). 

La interrupción en la producción de gránulos PHA se ha asociado a una 
mayor movilidad de tipo swimming en algunas cepas (Tribelli y López, 
2011; Kadouri et al., 2002). Se ha comprobado una movilidad de tipo 
swimming de hasta tres veces mayor en mutantes con la producción de PHA 
alterada en Azospirillum brasilense (Kadouri et al., 2002). Sin embargo, en 
los resultados obtenidos en los ensayos de swimming, PcPCL1606 y el 
mutante PCL1606::phaG no muestran diferencias significativas en la 
movilidad de tipo swimming. Además, se observó que el mutante ΔdarB 
presenta una mayor movilidad de tipo swimming con respecto a las cepas 
PcPCL1606 y PCL1606::phaG, por lo que deben existir otra serie de 
factores diferentes a la producción de PHA que expliquen el fenotipo 
observado en el mutante ΔdarB (deficiente en la producción de HPR).  

En conclusión, HPR es una molécula que regula un alto número de genes 
durante la interacción de la bacteria PcPCL1606 con la rizosfera del 
aguacate. HPR actúa principalmente como un inductor de genes, en su 
mayoría relacionados con el metabolismo y el transporte de aminoácidos y 
de carbohidratos, que pueden estar implicados con el metabolismo de 
componentes de los exudados de la raíz. Dentro de esos genes 
sobreexpresados destaca; el gen PCL1606_14510, kgtP, y que interviene en 
el transporte de 2-OG extracelular. La activación de este gen por la 
presencia de HPR aumentaría la capacidad de detectar por quimiotaxis el 2-
OG y aumentar así el crecimiento de esta bacteria en la rizosfera, en 
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PcPCL1606 se ha observado que este gen es importante para su actividad 
de biocontrol. Otros de los genes importantes inducidos por HPR, es el gen 
PCL1606_46820, phaG, que codifica la transacilasa PhaG. La inducción de 
este gen por HPR en la rizosfera promovería síntesis de gránulos PHA 
generando un reservorio de fuentes de carbono, y a su vez, promoviendo la 
adaptación de PcPCL1606 a posibles estreses ambientales y siendo este gen 
importante en la actividad de biocontrol (Figura 47) 

Finalmente, para estudiar el papel de los genes dependientes de HPR 
durante la interacción multitrófica que se produce durante el control 
biológico, se realizó un análisis comparativo del transcriptoma de 
PcPCL1606 y el mutante ΔdarB (no productor de HPR) cuando se 
encontraban en interacción con la raíz del aguacate y con el patógeno R. 
necatrix. El análisis de los resultados transcriptómicos, confirma el papel de 
HPR en la regulación de un importante número de genes durante el control 
biológico. Ya se ha visto en otras cepas, como en P. chlororaphis 
(anteriormente P. aurantiaca) 30-80, como otro compuesto antifúngico, la 
fenazina, regula distintos fenotipos; como la formación de biopelícula y la 
actividad de control biológico de la cepa (Maddula et al., 2008).  

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que, durante el control 
biológico, HPR actúaría principalmente reprimiendo un alto número de 
genes durante la interacción multitrófica (86 genes sobreexpresado, 179 
genes reprimidos), al contrario de lo observado en la interacción solo con la 
planta, donde hay un mayor número de genes sobreexpresados por HPR 
(298 genes sobreexpresado, 88 genes reprimidos). De nuevo, estos 
resultados sugieren un posible papel del HPR como molécula reguladora, y 
que controlaría distintos grupos de genes según las condiciones del 
microorganismo y del entorno. Esta observación, no hace más que reforzar 
lo ya descrito para cepas de Photorhabdus, en el que los 
dialquilresorcinoles, grupo al que pertenece el HPR, actuaba como molécula 
señal regulando distintos procesos de la biología del microrganismo, y 
constituiría un sistema regulador similar al quorum sensing (Brameyer et 
al., 2015).  
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En la interacción producida en la interacción multitrófica entre bacteria-
planta-hongo, podemos observar que dentro de los 20 genes con mayor 
sobreexpresión por HPR,  es interesante destacar la sobreexpresión por HPR 
de los genes PCL1606_26960, PCL1606_26970, PCL1606_26980, 
PCL1606_26990, PCL1606_27000, PCL1606_27010, PCL1606_27020 y 
PCL1606_27030, con Log2FC de 3,06, 3,15, 3,05, 2,64, 2,44, 2,85, 2,57 y 
2,23, respectivamente, estos genes son homólogos a los genes hpaI, hpaF, 
hpaX, hpaF, hpaD, hpaE, hpaG1 y hpaG2, del operon HPA de 
Pseudomonas putida U (Arcos et al., 2010), operon implicado en el 
metabolismo del ácido 4-hidroxifenilacético, compuesto descrito en 
exudados de raíz, por lo que podría intervenir en el crecimiento sobre la 
superficie radicular del aguacate, afectando así en la colonización. También 
es interesante destacar de la lista, el gen PCL1606_27090 (Log2FC de 3,61), 
homólogo a bdhA, que codifica para la enzima butanodiol deshidrogenasa, 
la cual podría estar implicada en la producción del compuesto 2,3- 
butanodiol, compuesto relacionado según la bibliografía en inducción del 
sistema de resistencia en plantas, inducción de la tolerancia sistemica a la 
desecación en plantas de Arabidopsis, tolerancia a condiciones de pH ácido, 
PGPR y control biologico (Yi et al., 2016). Otro gen interesante, es el gen 
PCL1606_36720 (Log2FC de 2,03), con una función predicha para una 
polisacárido desacetilasa, con alta homología al gen pgdA del grupo P. 
chlororaphis, según el análisis de homología en Uniprot a partir de la 
secuencia de aminoácidos. El gen pgdA en otros grupos bacterianos, como 
Staphylococcus spp., llevan a cabo la desacetilación del polímero que es 
esencial para formación de biopelícula, la colonización y la virulencia 
(Vuong et al., 2004). Además, se había descrito en Helicobacter sp., que el 
gen pgdA estaba sobreexpresado en las células componentes de la 
biopelícula (Hathroubi et al., 2018). En el caso de la interacción durante el 
control biológico por parte de microorganismos, es interesante destacar, el 
importante papel que puede tener aquellos genes implicados en la formación 
biopelícula en la capacidad de control biológico (Padin et al., 2017). En la 
bacteria P. fluorescens WCS365, se demuestra como la producción de 
biopelícula en la raíz de la planta, puede proteger a la planta frente a 
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bacterias y hongos patógenos (O'toole y Kolter, 1998). Debido a la 
importancia de la biopelícula en el control biológico y sabiendo que el HPR 
interviene en la adhesión, morfología de colonia y formación de biopelícula 
en interfase líquido-aire (Calderón et al., 2019), el gen pgdA podría estar 
implicado en fenotipos relacionados con la formación de biopelícula sobre 
la superficie radicular. Se diseñaron cebadores para realizar mutantes por 
inserción de los genes pgdA, hpaD y bhdA, para estudiar el posible papel en 
PcPCL1606 en la interacción con la rizosfera de aguacate y durante el 
biocontrol, pero solo conseguimos obtener el mutante por inserción en el 
gen pgdA. 

En P. aeruginosa, un gen que codifica para una polisacárido desacetilasa 
(pelA), esta implicado en la formación de biopélicula en la interfase líquido-
aire. (Colvin et al., 2013). Este resultado es similar al mostrado por el 
mutante ∆darB, de nuestra cepa modelo PcPCL1606, que es incapaz de 
formar biopelícula en interfase líquido-aire (Calderón et al., 2019). Por lo 
que se pensó que el gen seleccionado, PCL1606_36720 (pgdA), podría ser 
el gen implicado en este fenotipo del mutante ∆darB. Sin embargo, el 
mutante PCL1606::pgdA mostró el mismo fenotipo que la cepa silvestre, 
siendo capaz de formar biopelícula en estas condiciones, de forma muy 
similar a la cepa silvestre. 

También es interesante destacar, que se ha visto en distintos trabajos que la 
desacetilación de los polímeros están implicados en la morfología rugosa de 
la colonia y en la unión a rojo Congo. Por una parte, en la cepa P. fluorescens 
SBW25, la morfología rugosa depende de la desacetilación del polisacárido 
celulosa (Spiers et al., 2003). Por otro lado, en ensayos de morfología de 
colonia con unión a rojo Congo, el mutante en el gen pelA de P. aeruginosa, 
implicado en la desacetilación del polisacárido Pel, mostraba una 
morfología de colonia lisa y una coloración blanquecina en comparación 
con la cepa silvestre que mostraba una morfología rugosa y una coloración 
roja debido a la unión del rojo Congo (Colvin et al., 2013). Estos resultados 
son también similares a los que mostró el mutante ∆darB, de nuestra cepa 
modelo PcPCL1606, que mostró una superficie lisa y no unió rojo Congo 
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(Calderón et al., 2019). Sin embargo, el mutante PCL1606::pgdA tampoco 
mostró el fenotipo que esperábamos, ya que su fenotipo fue igual al 
mostrado por la cepa silvestre, de morfología rugosa y con coloración rojiza, 
debido a la unión del rojo Congo. 

Paralelamente se estudiaron otros fenotipos con el objetivo de encontrar un 
fenotipo para este gen regulado por HPR durante el control biológico, y 
relacionados con la biopelícula, como la capacidad de adhesión y la 
movilidad. Nuestros resultados muestran que el mutante PCL1606::pgdA, 
muestra una mayor adhesión que la cepa silvestre, tanto a corto como a largo 
plazo, tras la inoculación en ensayos sobre placas multipocillo. Sin 
embargo, la mayor parte de estudios publicados muestran que mutantes 
implicados en la desacetilación disminuyen su capacidad de adhesión, por 
ejemplo, en especies de alfaproteobacterias (Caulobacter crescentus y 
Asticcacaulis biprosthecum), se demostró que la interrupción del gen hfsH, 
que codifica para una supuesta polisacárido desacetilasa, disminuyó su 
capacidad de adhesión y cohesión (Wan et al., 2013). Los resultados 
obtenidos en este trabajo para el mutante PCL1606::pgdA muestra una 
menor movilidad tipo swimming y una mayor adhesión. Estos fenotipos 
podrían deberse a que los defectos en los polisacáridos afectan el ensamblaje 
de flagelos y/o pili en la superficie de las células bacterianas, lo que podría 
conllevar a una menor movilidad y una mayor adhesión (Abeyrathne et al., 
2005; Huang et al., 2006; Parker et al., 1992)   

Aunque parece que el mutante PCL1606::pgdA no está implicado en los 
fenotipos habituales de biopelícula, nuestros resultados muestran que este 
mutante está afectado en la capacidad de control biológico en el patosistema 
aguacate-R. necatrix. Sería interesante realizar ensayos de colonización en 
raíz de aguacate con las cepas marcadas en GFP yver mediante microscopia 
confocal, si el patrón de colonización de la raíz muestra cambios con 
respecto a la formación de microcolonias en la superficie radicular por parte 
de la cepa silvestre, pudiendo ser la causa de la disminución del control 
biológico del mutante PCL1606::pgdA. Por otra parte, el gen pgdA, codifica 
para una peptidoglucano/xilano/quitina desacetilasa (pgdA/CDA1 family), 
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Si esta desacetilasa actuase sobre la quitina, podría producirse quitosano, 
que es la forma más desacetilada de la quitina, hay varios artículos donde se 
describe de que el quitosano tiene actividad antifungica (Shih et al., 2019; 
Gutierrez-Martinez et al., 2018). Por lo que podría ser, que nuestro mutante 
PCL1606::pgdA no estaría produciendo quitosano, y por ello mostraría una 
menor actividad de control biológico. 

En conclusión, durante la interacción multitrófica durante el biocontrol, 
HPR regula un gran número de genes, principalmente actua como represor 
de genes, aunque se ven sobreexpresados genes que podrían ser importantes 
en la interacción de biocontrol. Dentro de los genes sobreexpresados destaca 
el gen PCL1606_36720, pgdA, que podría intervenir en procesos 
relacionados con la biopelícula, el mutante en este gen, PCL1606::pgdA, 
muestra una mayor adhesión a pocillo y una menor movilidad de tipo 
swimming, también se ha observado que este mutante muestra una menor 
actividad de biocontrol en el patosistema aguacate-R. necatrix, por lo que 
este gen sería importante en la actividad de biocontrol de PcPCL1606 y 
posiblemente en el patrón de colonización de la raíz de aguacate (Figura 
47). 
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Figura 47. Modelo esquemático para la regulación por HPR de distintos genes en interacción 
bacteria-planta y bacteria-planta-patógeno. En la interacción de PcPCL1606 con la rizosfera 
de aguacate, HPR ejerce mayoritariamente un papel de de sobreexpresión de genes, donde 
puede observarse una sobreexpresión del gen phaG, que interviene en la producción de 
gránulos de polihidroxialcanoatos (PHA). El gen phaG juega un papel fundamental en la 
tolerancia a la temperatura, tolerancia al peróxido de hidrógeno y actividad de biocontrol de 
PcPCL1606. HPR también sobreexpreso el gen kgtP en interacción con la rizosfera de 
aguacate, este gen interviene en el transporte y quimiotaxis del compuesto 2-OG, y esta 
implicado en la actividad de biocontrol de PcPCL1606. Por otro lado, en la interación 
multitrófica durante el biocontrol frente a R. necatrix, HPR actua mayoritariamente como 
represor de la transcripción de genes. Dentro de los genes sobreexpresados por HPR, se 
observo el gen pgdA, este gen esta implicado en adhesión, movilidad y biocontrol de 
PcPCL1606.
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1.- La aplicación de un tratamiento formulado con PcPCL1606 al suelo 
comercial de plantas de aguacate no afecta y estabiliza las poblaciones 
microbianas naturales del suelo y la rizosfera del aguacate.  

2.- La presencia de R. necatrix impacta principalmente a las poblaciones 
eucariotas del suelo y la rizosfera. Este impacto se ve reducido por el 
tratamiento con PcPCL1606, que muestra control biológico y reduce la 
presencia de R. necatrix. 

3.- PcPCL1606 estimula la supresividad en el suelo frente a R. necatrix, 
basado en la producción de HPR. 

4.- El compuesto HPR en PcPCL1606, actúa como regulador durante las 
interacciones en la rizosfera de aguacate. Principalmente como un inductor 
de genes en interacción con la rizosfera de aguacate, mientras que en la 
interacción multitrófica que se da durante el biocontrol frente a R. necatrix, 
actua mayoritariamente como un represor de genes. 

5.- El gen kgtP, que está sobreexpresado por HPR en interacción con la 
rizosfera de aguacate, es responsable del transporte y quimiotaxis del 
compuesto 2-oxoglutarato, y esta implicado en la actividad de biocontrol de 
PcPCL1606. 

6.- El gen phaG, está inducido por HPR en interacción con la rizosfera de 
aguacate. Este gen es responsable de la producción de gránulos de 
polihidroalcanoatos (PHA), y estaría implicado en tolerancia a algunos 
estréses (temperatura y peróxido de hidrógeno) y en la actividad de 
biocontrol de PcPCL1606. 

7.- El gen pgdA, es uno de los genes sobreexpresados por HPR en la 
interacción multitrófica durante el biocontrol. Este gen no tiene efecto sobre 
la producción de biopelícula, pero muestra una mayor adhesión, una menor 
movilidad tipo swimming, y muestra una perdida de la actividad de 
biocontrol de PcPCL1606 frente a R. necatrix. 
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Anexo 1. Análisis de la supervivencia del producto PcPCL1606 
formulado. 

Para el estudió de la supervivencia del agente de control biológico 
PcPCL1606 formulado frente a distintas condiciones, se realizaron tres 
ensayos independientes de almacenamiento en distintas condiciones. En el 
primer ensayo se probaron las temperaturas -20ºC, 4ºC y 25ºC, en el 
segundo ensayo se repitieron las mismas condiciones que en el ensayo uno, 
pero se añadió una nueva condición de -20ºC con un crioprotector (leche 
descremada 10%) y en un tercer ensayo, debido a los resultados de los 
ensayos anteriores se pusieron a 4ºC sin aditivos, y con distintos compuestos 
conservantes (glicerol 10 mM, trehalosa 10 mM y leche descremada 10%). 

Las condiciones se resumen en la siguiente tabla. 

Tabla A.1: Condiciones ensayadas en el almacenamiento de PcPCL1606 formulado. 

 

En todos los casos, se almacenó un mililitro del producto formulado para 
cada tratamiento a cada temperatura seleccionada, en condiciones de 
oscuridad. Los resultados se muestran en la siguiente figura.  

Ensayos Temperatura Aditivos
Ensayo 1 25ºC Sin aditivos

4ºC Sin aditivos
-20ºC Sin aditivos

Ensayo 2 25ºC Sin aditivos
4ºC Sin aditivos
-20ºC Sin aditivos
-20ºC Leche descremada (10%)

Ensayo 3 4ºC Sin aditivos
4ºC Glicerol 10 mM
4ºC Trehalosa 10mM
4ºC Leche descremada (10%)
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Figura A.1. Supervivencia de PcPCL1606 formulado sometido a distintas condiciones de 
almacenamiento. Se realizaron recuentos cada 30 días hasta un tiempo final de 6 meses. A) 
Ensayo de supervivencia en condiciones de almacenamiento de 4ºC, 25ºC y -20ºC. B) Ensayo 
en condiciones de almacenamiento a 4ºC, 25ºC, -20ºC y -20ºC adicionando como crioprotector 
leche descremada. C) Ensayo de supervivencia a 4ºC sin crioprotector y con distintos 
compuestos conservantes (glicerol 10 mM, trehalosa 10 mM y leche descremada 10%). 
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Para evaluar la supervivencia, se realizó mediante diluciones decimales 
seriadas, recuentos periódicos cada 30 días hasta los 6 meses de duración 
para cada ensayo para ver a que condición era mayor la supervivencia. Para 
el tercer ensayo aparte del mililitro también se almaceno 50 ml para realizar 
ensayos de control biológico, en las mismas condiciones.  

En un primer ensayo, el producto formulado tenía inicialmente una 
concentración de 1,4·109 ufc/ml, y tras seis meses de almacenamiento a 
temperaturas de 4ºC y 25ºC, la supervivencia de PcPCL1606 formulado 
alcanzó niveles de 4,0·108 y 8,0·106 ufc/ml, respectivamente. El 
almacenamiento a -20ºC sin ningún crioprotector, redujo la supervivencia 
de PcPCL1606 formulado a 9,7·104 ufc/ml tras 30 días de almacenamiento, 
y tras 60 días no se pudo recuperar ninguna célula viva. 

En un segundo ensayo, se repitieron las condiciones del “ensayo 1”, 
incluyendo un tratamiento adicional de almacenamiento a -20ºC con un 
crioprotector (leche descremada). En este ensayo, el título de partida de 
PcPCL1606 formulado fue de 2,9·1010 ufc/ml y los resultados obtenidos 
mostraron la misma tendencia que en el primer ensayo, donde la mayor 
supervivencia se observó en las muestras conservadas a 4ºC, con niveles de 
1,6·109 ufc/ml tras 6 meses de almacenamiento. Después de 6 meses a -20ºC 
con leche descremada, la supervivencia de PcPCL1606 formulada fue 
menor que a 4ºC y 25ºC, con recuentos finales de 2,0·105 ufc/ml.  

En un tercer ensayo, y tras comprobar que la condición de almacenamiento 
que mostró mayor supervivencia de PcPCL1606 formulado en ensayos 
previos fue 4ºC, se realizó un ensayo, almacenando PcPCL1606 formulado 
a 4ºC, adicionando el producto con distintos compuestos que están descritos 
como aditivos comunes para preservación de microorganismos (glicerol 10 
mM, trehalosa 10 mM y leche descremada 10%). El título inicial del 
formulado fue de 3,3·107 ufc/ml, y después de 6 meses a 4ºC la 
concentración final fue de 3,3·108, utilizando los distintos aditivos la 
supervivencia fue muy similar, con glicerol los recuentos tras 6 meses 
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fueron de 1,3·108 ufc/ml, con trehalosa 1,6·108 ufc/ml y con leche 
descremada 5,2·108 ufc/ml. 
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Anexo 2. Evaluación del control biológico de PcPCL1606 formulado 
almacenado a 4ºC durante 6 meses. 

Para evaluar la capacidad de control biológico de la PBR por parte de los 
formulados de PcPCL1606 tras estar seis meses almacenado a 4ºC sin y con 
los aditivos anteriormente descritos, se realizaron ensayos de control 
biológico independientes. Como referencia se empleó un cultivo líquido de 
PcPCL1606 de la colección del grupo de investigación (PcPCL1606 
(cultivo O/N), y se calculó el área de progreso bajo la curva de enfermedad. 
Como control negativo, se colocan plantas sin bacterizar. 

El análisis estadístico de los tratamientos de PcPCL1606 formulado 
muestran una reducción significativa (ANOVA, p≤0,05) en la podredumbre 
blanca radicular en comparación con las plantas de control no tratadas (No 
bacteria). Sin embargo, dentro de los distintos tratamientos con PcPCL1606, 
el tratamiento de PcPCL1606 formulado que fue almacenado a 4ºC sin 
ningún tipo de conservante, no muestra diferencias significativas con el 
control positivo de control biológico. Por el contrario, el uso de distintos 
aditivos (glicerol, leche descremada y trehalosa), redujeron la actividad de 
control biológico de la enfermedad con respecto al control positivo de 
control biológico (PcPCL1606 (cultivo O/N)) y el almacenado a 4ºC sin 
aditivos (PcPCL1606 4ºC; Figura A.2) 
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Figura A.2. Efecto de las distintas condiciones de almacenamiento de PcPCL1606 formulado 
en la capacidad de control biológico de la PBR del aguacate. Se calculó el área de progreso 
bajo la curva de la enfermedad (AUDPC) al final del ensayo. No bacteria: Plantas control sin 
inocular con bacterias; PcPCL1606 (cultivo O/N): control positivo de control biológico con un 
cultivo líquido o/n de PcPCL1606; PcPCL1606 4ºC: PcPCL1606 formulado almacenado 
durante 6 meses a 4ºC sin ningún aditivo; PcPCL1606 4ºC glicerol. PcPCL1606 formulado 
almacenado durante 6 meses a 4ºC con la adicción del crioprotector glicerol (10 mM); 
PcPCL1606 4ºC leche descremada: PcPCL1606 formulado almacenado durante 6 meses a 4ºC 
con leche descremada (10%); PcPCL1606 4ºC trehalosa: PcPCL1606 formulado almacenado 
durante 6 meses a 4ºC con trehalosa (10 mM). Diferentes letras indican diferencias estadísticas 
entre las muestras de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA; test de Bonferroni; p ≤ 0,05). 
Las barras de error con diferente letra indican una diferencia estadísticamente significativa. 
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Anexo 3. Comprobación de cebadores únicos para la detección 
especifica de PcPCL1606. 

Para realizar la comprobación de que los cebadores diseñados (04860F y 
04860R) solo amplificaban específicamente a PcPCL1606, en primer lugar, 
se extrajo ADN de dicha cepa y de otras Pseudomonas similares de suelo 
(P.chlororaphis PCL1391 y  PCL1601 y P. fluorescens BL915), y  se llevo 
a cabo la amplificación por PCR (primer paso de desnaturalización de 3 min 
a 94°C, seguido de 30 ciclos a 94°C durante 30 s, una hibridación de los 
cebadores a 62°C durante 30 s, y extensión a 72°C durante 45 s, con un paso 
final de 72ºC durante 10 min), y se detectó el producto de amplificación 
después de la electroforesis, con un tamaño de 378 pb. Los resultados 
podemos observarlos en la siguiente imagen. Mostrando que solo hubo 
producto de amplificación en la cepa PcPCL1606 (Figura A.3). 

 

Figura A.3. Producto de amplificación especifico de PcPCL1606 de 370 pb, en las cepas 
PcPCL1601, BL915 y PcPCL1391, no se observa producto de amplicificación con los 
cebadores específicos diseñados (04860F y 04860R). 

Tras la comprobación con cepas similares, se realizo una comprobación en 
un suelo complejo, para ello, se cogió suelo de cultivo de aguacate (Vélez-
Málaga, La Mayora). Una parte del suelo (10 gramos) se inoculó con 100 
microlitros de un cultivo de PcPCL1606 ajustado a 108 ufc/ml. 
Posteriormente se extrajo ADN del suelo de cultivo normal e inoculado con 
PcPCL1606 para las comprobaciones por PCR. Los resultados pueden 
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observarse en la siguiente imagen. Se puede observar que solo hay 
amplificación cuando PcPCL1606 esta prsesente (Figura A.4). 

 

Figura A.4. Producto de amplificación especifico de PcPCL1606 de 370 pb en un suelo de 
cultivo inoculado con PcPCL1606, en el suelo de cutivo de aguacate sin inocular no se observa 
producto de amplicificación con los cebadores específicos diseñados (04860F y 04860R). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

378 pb



                                                           ANEXOS 

227 
  

Anexo 4. Puesta a punto de un modelo experimental de RNA-seq 
durante las interacciones multitróficas. 

Para poner a punto este modelo de interacción entre la raíz de aguacate, el 
hongo fitopatógeno R. necatrix, y la bacteria PcPCL1606, se modificó 
ligeramente el modelo de interacción previamente propuesto por 
Zumaquero et al., 2019. Se realizaron distintas aproximaciones para acercar 
el sistema a la realidad, asegurar la interacción y a su vez conseguir ARN 
de calidad suficiente para los estudios de expresión. 

Se hicieron ensayos probando distintas formas de disponer las raíces de la 
planta dentro una placa cuadrada de Petri de 23 cm de lado, y se probaron 
raíces cortadas a la altura de la base de la raíz principal (I), la planta cortada 
por el tallo con un algodón húmedo en el corte (II), para mantener la 
humedad, y la planta entera que sobresale por un orificio realizado en la 
placa (III; Tabla A.2). Se puede obsrvar un resumen en la siguiente imagen. 
La planta entera se eligió como la opción más parecida a la realidad y que 
mantiene la planta menos alterada y viable.  

Una vez seleccionado el uso de la planta completa, se evaluaron distintos 
sustratos en los que poner la rizosfera de la planta para su posterior análisis. 
Se ensayó emplear el medio Murashige & Skoog (IV), papel de filtro estéril 
humedecido con agua destilada estéril (V) y en arena de cuarzo estéril (VI; 
Tabla A.3). Tras 72 horas, se comprobó el estado de la planta, y en los 3 
casos, la planta se mantuvo con aspecto saludable y sin desecación, por lo 
que finalmente se escogió la arena de cuarzo estéril para poder realizar la 
posterior extracción de ARN desde la rizosfera de la planta. 
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Tabla A.2: Diseño de disposición de las raíces de aguacate en un modelo experimental de 
interacción. 

 

Tabla A.3. Aproximación de los sustratos utilizados en un modelo experimental de 
interacción. 

 

Raíces Modelo

I) Cortadas

II) Planta cortada tallo

III) Planta entera

Sustrato planta Extracción RNA Modelo

IV) Medio Murashige & 
Skoog

Células de la superficie
radicular resuspendidas en
solución salina

V) Papel filtro húmedo Células de la superficie
radicular resuspendidas en
solución salina

VI) Arena cuarzo Rizosfera
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     Para el estudio de la interacción entre la planta, la bacteria y el hongo 
fitopatógeno, se analizaron distintas vías de inoculación del patógeno. Para 
la aplicación de R. necatrix, se realizaron 3 aproximaciones: VII) colocando 
discos de celofán agujereados sobre las raíces, y donde previamente había 
crecido el hongo R. necatrix; VIII) poniendo sobre las raíces de aguacate 
filtro de nylon (0,45 µm poro), y sobre estos los discos de PDA con el 
hongo; y IX) el filtro de nylon sobre las raíces y poniendo a través del filtro 
una suspensión de las hifas del hongo (Tabla A.4).  

Tabla A.4. Formas de aplicación del hongo R. necatrix en un modelo experimental de 
interacción. 

Positivo/negativo (+/-); indica que en algunos casos no se detectó por PCR, positivo (+); indica una 
mayor detección. 

Para valorar la mejor opción se realizaron extracciones de DNA de la 
rizosfera, y se realizaron PCR de detección específicas de PcPCL1606 y R. 
necatrix, para asegurar que la interacción estaba produciéndose. La opción 
donde se aplica la suspensión del hongo, es la opción donde mejor se detecta 

Aplicación hongo Detección PcPCL1606 Detección R. necatrix Modelo

VII) Celofán + discos + +

VIII) Nylon + discos + +/-

IX) Nylon + suspensión + ++
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R. necatrix de forma consistente, ya que en todas las extracciones se pudo 
detectar por PCR, mientras que, en las otras opciones aparecieron resultados 
variables, por ello, se decidió finalmente emplear este método para el 
estudio en la interacción con R. necatrix. 
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Anexo 5. Los cebadores utilizados para los experimentos de qRT-
PCR  

Nombre cebador Secuencia (5´- 3´) 

PCL1606_36760-F 5’- GCATCGCGGAAGTAGAACTG -3’ 

PCL1606_36760-R 5’- CTGATCAACACACTGCCCAC -3’ 

PCL1606_44940-F 5’-  ACAACCTGTTCCTGGAGACC -3’ 

PCL1606_44940-R 5’-  GCTGGGTGGTGATCATGTTG -3’ 

PCL1606_12280(hmp)-F 5’- CATGCAGCTGTTCCTCGATG -3’ 

PCL1606_1228(hmp)-R 5’- ATCGTGCAGGTAGTTGGAGG -3’ 

PCL1606_16090(rhtB)-F 5’- ATCATTGTCCTGGCCCATGT -3’ 

PCL1606_16090(rhtB)-R 5’- TTGATCGATACGCCGTTTGC -3’ 

PCL1606_09170(gdhA)-F 5’- CGTATCCAGATGAACAGCGC -3’ 

PCL1606_09170(gdhA)-R 5’-  GCTCTTACCCTTCGGATCGA -3’ 

PCL1606_56060(phaI)-F 5’-  CTCTGTAACGGATTGCTCGC -3’ 

PCL1606_56060(phaI)-R 5’-  AAACAGCAAACCCATCAGCC -3’ 

PCL1606_46820(phaG)-F 5’-  TGCACTTTCACATCAGCCAC -3’ 
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PCL1606_46820(phaG)-R 5’-  GTGTATTCGTCCCATTCGCC -3’ 

PCL1606_14510(kgtP)-F 5’-  GCATGGAAGAAACCGAGTCC -3’ 

PCL1606_14510(kgtP)-R 5’-  ACCACGGTCATCAGTTCCTT -3’ 

PCL1606_32090(copA)-F 5’-  GTTCGACGGCATCAAGTTCA -3’ 

PCL1606_32090(copA)-R 5’-  GGGTCATCATGGTGTCGTTG -3’ 

PCL1606_32110(copB)-F 5’-  CATGGCCCTGTACAACTTCG -3’ 

PCL1606_32110(copB)-R 5’-  GGGTCGTTCTTGCCATACAG -3’ 

PCL1606_32130(copD)-F 5’-  CTTTCATCTGGTGCCGCAAC -3’ 

PCL1606_32130(copD)-R 5’-  GCCAGTTCCAGGATCATGCT -3’ 

PCL1606_27020(hpaG1)-F 5’- CTGAACTACCAGGGCCTGTT  -3’ 

PCL1606_27020(hpaG1)-R 5’- GTCTTGATGAACAGCACCGG -3’ 

PCL1606_27090(bhdA)-F 5’- TTCGATGCCTTTCACCTGGT   -3’ 

PCL1606_27090(bhdA)-R 5’- ACCTTGATCTGGCCCTTGTC  -3’ 

PCL1606_36720(pgdA)-F 5’- TCCTACAACCTGAGCTACGC  -3’ 

PCL1606_36720(pgdA)-R 5’- GTCGTCGATGTGGTAGGTGA  -3’ 
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Anexo 6. Lista cebadores construcción mutantes inserción 
PCL1606::phaG, PCL1606::kgtP y PCL1606::pgdA. 

Nombre 
cebador 

Secuencia (5´- 3´) 

phaG-F 5’- CCGAGCACGTGATGTCGTTC -3’ 

phaG-R 5’- TCGCCGCTTTCAGGTAGCAC -3’ 

kgtP-F 5’- GGTTGCAGGCACATGAACAG -3’ 

kgtP-R 5’- CTTCTCCAGCTTCCAGTACG -3’ 

pgdA-F 5’- ACCGGCATCAAGGTCACGTC-3’ 

pgdA-R 5’- AACTGCTCGGCGGAGAAGTG-3’ 
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Anexo 7. Lista cebadores para comprobacion de mutantes de 
inserción  

Nombre cebador Secuencia (5´- 3´) 

CMPkgtP-F 5’-  TCAGTCTCGATCCGCGAGTG -3’ 

CMP-kgtP-R 5’-  ACCGCCAGTCGCCTGAAATC -3’ 

CMPphaG-F 5’-  CTGCGTCATTTGCCCAGACC -3’ 

CMP-phaG-R 5’-  GCCTGGAGCGGTTGACTTTG -3’ 

CMP-pgdA-F 5’-  TCTGAGAGCGACGGTGTCTG-3’ 

CMP-pgdA-R 5’-  CTATCGCGGGCAAGTCGGAT-3’ 

M13-F 5'-  GTAAAACGACGGCCAGT -3' 

M13-R 5’-  AACAGCTATGACCATG -3' 
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Anexo 8. Graficas condiciones de campo ensayos mesocosmos. 

 

 
Figura A.5. Datos climáticos durante los experimentos de biocontrol de mesocosos 
(temporadas 2017/18 y 2018/19). Las barras azules indican la humedad relativa media (HR) y 
la línea roja indica la temperatura media. Los datos se toman cada diez días. Las líneas 
punteadas indicaban la HR promedio de la humedad (azul) y la temperatura (rojo) 
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Anexo 9. Listado ordenado de los principales 20 genes de PcPCL1606 
sobreexpresados por la producción de HPR durante la interacción con 
la raíz de aguacate. Los genes destacados PCL1606_14510 y 
PCL1606_46820 son los genes de interés en este trabajo, con alta 
similitud con los genes kgtP y phaG, respectivamente según la 
bibliografía. 

Gen Log2FC P-
Valor Producto Posible función 

PCL1606_05770 4,22 5,00E-
05 

Proteína de 
desintoxicación 
análoga de base N-
hidroxilada YiiM 

Desintoxicación de 6-N-
hidroxilaminopurina a adenina 

PCL1606_14510 4,15 5,00E-
05 

Transportador MFS 
(kgtP) Transporte 2-Oxoglutarato 

PCL1606_53060 4,08 5,00E-
05 

Proteína de unión al 
sustrato 
transportador ABC 

Transportador de 
putrescina/espermidina/poliaminas 

PCL1606_30430 3,97 5,00E-
05 Proteína hipotética Desconocida 

PCL1606_27030 3,90 5,00E-
05 

4-hidroxifenilacetato 
isomerasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_27020 3,72 5,00E-
05 

2-hidroxihepta-2,4-
dieno-1,7-dioato 
isomerasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_05780 3,66 5,00E-
05 

acetilloritina 
aminotransferasa 

Rutas biosintéticas de la arginina y 
la lisina 

PCL1606_27010 3,64 5,00E-
05 

Betaína-aldehído 
deshidrogenasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_35580 3,61 5,00E-
05 

Regulador 
transcripcional de la 
familia LuxR 

Regulador transcripcional C4 AHL 

PCL1606_56560 3,38 5,00E-
05 

Proteína asociada a 
gránulos de poli (3-
hidroxialcanoato) 
PhaI 

Producción gránulos PHA 

PCL1606_38150 3,09 5,00E-
05 Proteína hipotética Desconocida 

PCL1606_20700 3,01 5,00E-
05 

Enzima de 
condensación de 
dialquilrecorsinol 

Producción HPR 

PCL1606_46820 3,00 5,00E-
05 

Transportador MFS 
(phaG) Producción gránulos PHA 

PCL1606_38730 2,98 5,00E-
05 

Proteína de canal 
iónico  Tsx Permeación de nucleósidos 

PCL1606_12540 2,98 5,00E-
05 Sucrasa Síntesis de levano 
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PCL1606_27000 2,97 5,00E-
05 

3,4-
dihidroxifenilacetato 
2,3-dioxigenasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_31930 2,95 5,00E-
05 Nitrilasa Hidrólisis de nitrilos a ácidos 

carboxílicos y amoníaco 

PCL1606_18760 2,93 5,00E-
05 

Etanolamina 
permeasa 

Transporte de la etanolamina a la 
célula 

PCL1606_46890 2,92 5,00E-
05 Lipasa familia GDSL Serina hidrolasa, que cataliza la 

hidrólisis de los ésteres de colina 

PCL1606_27110 2,84 5,00E-
05 

2,4'-
dihidroxiacetofenona 
dioxigenasa 

Degradación bacteriana de 4-
hidroxiacetofenona 
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Anexo 10. Listado ordenado de los principales 20 genes de PcPCL1606 
reprimidos por la producción de HPR durante la interacción con la raíz 
de aguacate. 

Gen Log2FC P-Value Producto Posible función 

PCL16906_20720 -4,01 0,00035 Proteína portadora de acilo Producción HPR 

PCL1606_12290 -3,61 5,00E-05 Éster ciclasa Síntesis de 
nogalamicina 

PCL1606_12280 -3,61 5,00E-05 Dihidropteridina reductasa Conversión de óxido 
nítrico en nitrato 

PCL1606_20710 -3,23 5,00E-05 3-oxoacil-ACP sintasa Producción de HPR 

PCL1606_07940 -2,77 5,00E-05 Etanolamina permeasa 
Transporte de la 
etanolamina a la 
célula 

PCL1606_37100 -2,74 5,00E-05 Colina deshidrogenasa 
Cataliza la reacción de 
colina a betaína 
aldehído 

PCL1606_16090 -2,66 0,00195 Transportador de lisina LysE Transporta lisina 

PCL1606_24780 -2,55 5,00E-05 DSBA oxidorreductasa 

Contribuye al proceso 
de plegamiento de 
proteínas catalizando 
la formación de 
enlaces disulfuro 

PCL1606_28350 -2,22 5,00E-05 Proteína de membrana 

Hidrolasas que 
degradan enlaces 
peptídicos de 
péptidos y proteínas 

PCL1606_32120 -2,2 0,00045 Proteína de resistencia al cobre C Proteína de 
resistencia a cobre 

PCL1606_57880 -2,18 5,00E-05 Proteína hipotética Desconocida 

PCL1606_54730 -2,06 5,00E-05 Proteína de membrana Transportador de 
nucleósido-azúcar. 

PCL1606_32090 -2,05 0,0002 Cobre oxidasa Proteína de 
resistencia a cobre 

PCL1606_09170 -1,94 5,00E-05 Glutamato deshidrogenasa 

Cataliza la 
desaminación 
oxidativa reversible 
del glutamato a alfa-
cetoglutarato y 
amoníaco 

PCL1606_28340 -1,92 5,00E-05 Proteína de membrana 

Hidrolasas que 
degradan enlaces 
peptídicos de 
péptidos y proteínas 
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PCL1606_06630 -1,89 5,00E-05 Esterasa Enzima lipolítica 
autotransportadora 

PCL1606_28370 -1,87 5,00E-05 Poliuretanasa A Degradación del 
poliuretano 

PCL1606_01760 -1,8 5,00E-05 Proteína hipotética Desconocida 

PCL1606_37110 -1,8 5,00E-05 Transportador principal facilitador 

Transporte de varios 
carbohidratos, 
alcoholes orgánicos y 
ácidos 

PCL1606_00140 -1,79 5,00E-05 Glicosiltransferasa Establecer enlaces 
glucosídicos 
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Anexo 11. Caracterización de mutantes de inserción. 

 

Figura A.6 Curva de crecimiento en medio TPG A) Medida de la absorbancia de las cepas 
PcPCL1606, PCL1606::phaG, PCL1606::kgtP y PCL1606::pgdA a diferentes tiempos. B) 
Recuento del número de células (ufc/ml) de las cepas PcPCL1606, PCL1606::phaG, 
PCL1606::kgtP y PCL1606::pgdA a los mismos tiempos que la absorbancia. Los datos 
representan la media de 3 muestras biológicas con 3 réplicas técnicas cada una. 
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Anexo 12. Listado ordenado de los principales 20 genes de PcPCL1606 
sobreexpresados por la producción de HPR durante la interacción 
multitrófica. El gen destacado PCL1606_36720 es el gen de interés en 
este trabajo, nombrados en bibliografía como una polisacárido 
deacetilasa. 

Gen Log2FC P-Valor Producto Posible función 

PCL1606_27110 4,01 5,00E-
05 

2,4'-
dihidroxiacetofenona 
dioxigenasa 

Degradación bacteriana de la 
4-hidroxiacetofenona 

PCL1606_27090 3,61 0,00085 Butanodiol 
deshidrogenasa Producción 2-3, butanodiol 

PCL1606_35720 3,41 5,00E-
05 

Isocorismatasa 
hidrolasa 

Cataliza la reacción de 
isocorismato a 2,3-dihidroxi-
2,3-dihidrobenzoato y 
piruvato. 

PCL1606_28190 3,20 0,00015 Aldehído 
deshidrogenasa Actividad oxidorreductasa 

PCL1606_26970 3,15 5,00E-
05 

2-oxo-hept-3-eno-
1,7-dioato hidratasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_26960 3,06 5,00E-
05 

Alfa-deshidro-beta-
desoxi-D-glucarato 
aldolasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_26980 3,05 5,00E-
05 Transportador MFS Metabolismo del ácido 4-

hidroxifenilacético 

PCL1606_28180 2,96 0,0001 Proteína hipotética Desconocida 

PCL1606_27010 2,85 5,00E-
05 

betaína-aldehído 
deshidrogenasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_26990 2,64 5,00E-
05 

5-carboximetil-2-
hidroxmuconato 
isomerasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_53270 2,58 0,0001 proteína de 
membrana 

Permeasa de absorción de 4-
toluenosulfonato 

PCL1606_27020 2,57 5,00E-
05 

2-hidroxihepta-2,4-
dieno-1,7-dioato 
isomerasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_27100 2,54 0,0007 Transportador MFS Transportador de hexuronato 

PCL1606_27000 2,44 5,00E-
05 

3,4-
dihidroxifenilacetato 
2,3-dioxigenasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_27030 2,23 5,00E-
05 

4-hidroxifenilacetato 
isomerasa 

Metabolismo del ácido 4-
hidroxifenilacético 

PCL1606_28150 2,20 0,00235 moaF Biosíntesis del cofactor de 
molibdeno 

PCL1606_36720 2,03 0,00015 polisacárido 
desacetilasa (pgdA) Biopelícula 
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PCL1606_31340 2,02 5,00E-
05 azoreductasa 

Cataliza la escisión reductora 
del enlace azo en compuestos 
azo aromáticos. 

PCL1606_34980 2,01 5,00E-
05 Proteína hipotética Desconocida 

PCL1606_12290 1,98 5,00E-
05 Éster ciclasa Metabolismo policétidos 
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Anexo 13. Listado ordenado de los principales 20 genes de PcPCL1606 
reprimidos por la producción de HPR durante la interacción 
multitrófica. 

Gen Log2FC P-Value Producto Posible Función 

PCL1606_20720 -5,55 5,00E-05 Proteína portadora de 
acilo Producción HPR 

PCL1606_20710 -4,91 5,00E-05 3-oxoacil-ACP sintasa Producción HPR 

PCL1606_10520 -4,28 5,00E-05 Proteína hipotética Desconocida 

PCL1606_10880 -3,97 0,00215 Tiorredoxina Formación e isomerización de 
enlaces disulfuro. 

PCL1606_24790 -3,76 0,0003 Proteína hipotética Desconocida 

PCL1606_10860 -3,72 0,00265 Antiterminador 
transcripcional 

Modulador de la terminación 
de la transcripción 
dependiente de rho 

PCL1606_10870 -3,66 0,00055 Proteína hipotética Desconocida 

PCL1606_36760 -3,12 5,00E-05 

Alfa-cetoácido 
deshidrogenasa de 
cadena ramificada 
subunidad E2 

Síntesis de ácidos grasos de 
cadena larga 

PCL1606_36770 -3,12 5,00E-05 Dihidrolipoamida 
deshidrogenasa 

Síntesis de ácidos grasos de 
cadena larga 

PCL1606_24780 -2,99 5,00E-05 DSBA oxidorreductasa Transportador de azucares y 
otros 

PCL1606_36740 -2,93 5,00E-05 
Subunidad alfa 2-
oxoisovalerato 
deshidrogenasa 

Síntesis de ácidos grasos de 
cadena larga 

PCL1606_36750 -2,90 5,00E-05 
Subunidad beta 2-
oxoisovalerato 
deshidrogenasa 

Síntesis de ácidos grasos de 
cadena larga 

PCL1606_11220 -2,64 5,00E-05 Desoxirribodipirimidina 
foto-liasa Enzima reparadora del ADN 

PCL1606_10510 -2,61 5,00E-05 Porina 
Difusión de aminoácidos 
básicos, péptidos pequeños y 
carbapenémicos en la célula 

PCL1606_10530 -2,59 0,0001 Proteína hipotética Desconocida 

PCL1606_51050 -2,52 0,00075 Proteína de membrana Regulación del transporte de 
dicitrato de hierro 

PCL1606_00450 -2,51 0,00025 
Proteína de 
transferencia conjugal 
TraR 

Supresor de la proteína dnaK 

PCL1606_57570 -2,49 0,00095 Proteína hipotética Desconocida 
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PCL1606_36630 -2,46 5,00E-05 
Dihidropirimidina 
deshidrogenasa 
subunidad B 

Metabolismo pirimidina 

PCL1606_16090 -2,44 5,00E-05 transportador de lisina 
LysE Transporta lisina 
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