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1. RESUMEN

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) peróxido de hidrógeno y anión 

superóxido son producidas a todos los niveles de las reacciones de resistencia en 

las plantas. El estrés oxidativo en plantas es causado por factores bióticos 

(patógenos como: virus, bacterias y hongos) y abióticos (alta intensidad de luz, 

radiación UV o temperaturas extremas).

Se observó un incremento en la acumulación de especies reactivas de oxígeno 

(ERO) en el fruto maduro de aguacate y una disminución en la actividad de la 

enzima superóxido dismutasa (SOD), la cual participa en la destoxificación de

ERO, con respecto al fruto verde. Por otro lado, el perfil de ácidos grasos no 

mostró cambios en su acumulación durante el estadio maduro, en tanto que la 

peroxidación de lípidos se observó aumentada. El efecto de las temperaturas de 

almacenaje (4°C y 24°C) en el fruto mostró incremento en la acumulación de ERO 

y un decremento en la actividad de SOD. Bajo estas condiciones, el perfil de 

ácidos grasos mostró incremento en la concentración de ácido oléico (18:1) y la 

detección del ácido esteárico (18:0) en el tratamiento a 4°C.

La acumulación de ERO en el mesocarpo de aguacate aumentó durante el daño 

por herida y al tratamiento con el hongo fitopatógeno Colletotrichum 

gloesporioides, además de incrementar la actividad de la enzima SOD. Utilizando 

al inhibidor de la enzima SOD, difenil ioduro, se sugiere a la enzima NADPH 

oxidasa de membrana plasmática como la fuente principal de producción de ERO 

durante el daño por herida en fruto de aguacate. El perfil de ácidos grasos durante 

el estrés por herida y la infección por C. gloeosporioides se modificó con respecto 

al fruto no tratado, sobresaliendo la detección de los ácidos esteárico (18:0) y  

gadolénico (20:1), sugiriendo que estos ácidos grasos podrían producirse durante 

estos tipos de estrés.
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2. ABSTRACT 

The reactive oxygen species (ROS) as hydrogen peroxide (H2O2) and superoxide 

anion (O2
•-) are produced at all levels of the resistence reactions in the plants The 

oxidative stress in plants is caused by biotic (pathogens as: virus, bacteria, and 

fungi) and abiotic factors (high intensity, UV light, or extreme temperatures).

An increase in the accumulation of reactive oxygen species (ROS) and decrease in 

the superoxide dismutase enzyme activity (SOD), which is involved in the 

detoxification of ROS, were observed in mature avocado fruit compared with unripe 

fruit. On the other hand, the fatty acids profile showed no changes in their

accumulation in the mature stage, whereas lipid peroxidation increased. Fruits of 

storaged different temperatures (4°C y 24°C) showed an increase in the 

accumulation of ROS and a decrease in the SOD activity. Under same conditions,

the fattys acid profile showed an increase in the accumulation of oleic acid (18:1) in 

the 4°C. 

The ROS accumulation in the mesocarp of avocado increased in response to 

wounding and treatment by the phytopathogenic fungus Colletotrichum 

gloeosporioides, besides an increase in SOD enzyme activity. Using the SOD 

inhibitor, diphenylene iodonium, an NADPH oxidase enzyme of plasma membrane 

was suggested as the principal source of ROS production in response to wounding 

in avocado fruit. The fatty acids profile were modified in response to wounding and

pathogen’s infection in relation to untreated fruit; being the stearic acid (18:0) and 

gadoleic acid (20:1) predominantly detected, suggesting that these fatty acids 

could be produced during these types of stress.
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3. INTRODUCCIÓN

3.1 Mecanismos de defensa en plantas

Las plantas como organismos sésiles están expuestas a factores ambientales 

como temperaturas extremas, alta intensidad de luz y/o sequía o a factores 

bióticos como virus, bacterias u hongos. Para tales daños las plantas cuentan con 

mecanismos para percibir y responder.

Así como los patógenos han evolucionado para colonizar a las plantas, éstas 

también han desarrollado medidas para prevenir o tolerar su presencia. Muchas 

plantas son resistentes a diversos microorganismos y generalmente sólo algunos 

de ellos han desarrollado la capacidad de sobrepasar las defensas de la planta. 

Clásicamente se han definido dos niveles de resistencia: la resistencia no huésped 

y la resistencia huésped (Mishina y Zeier, 2007). La resistencia no huésped es en 

la cual una especie de planta o género es resistente y por lo tanto no es huésped 

para un patógeno en particular. Por ejemplo: el trigo no es infectado por el 

oomiceto P. infestans patógeno de la papa, por lo que el trigo es un “no huésped”. 

Por otro lado la resistencia huésped es en la cual dentro de una especie de

individuos han desarrollado genéticamente rutas metabólicas para defenderse 

contra un organismo que causa enfermedad en otros individuos dentro de la 

misma especie de la planta. Por ejemplo, el trigo es infectado por Phytophthora

striiformis, pero ciertos genotipos serán resistentes a razas específicas del

oomiceto. Los mecanismos de resistencia en plantas pueden ser subdivididos en 

dos categorías: pasivos (constitutivos) y activos (inducidos) (Ent y Koornnef, 

2009). Los mecanismos pasivos involucran elementos estructurales tales como la 

cutícula y los bordes celulares de la raíz, así como compuestos químicos 

antimicrobianos preformados dentro de la planta denominados fitoanticipinas. Esta 

forma inicial de protección es una barrera contra el ataque de microorganismos. 

Una vez que esta barrera es traspasada, la planta cuenta con mecanismos de 

respuesta inducibles o activos dentro de los que se incluyen la respuesta 

hipersensible (muerte celular localizada de células de la planta) y la inducción 

específica de la expresión de genes de la planta, incluyendo genes involucrados 
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en el reforzamiento de la pared celular y/o reparación de estructuras de defensa, 

genes para la biosíntesis de compuestos antimicrobianos adicionales a los 

preexistentes y la inducción de genes que codifican para enzimas hidrolíticas y 

otras proteínas relacionadas con la defensa. En adición a la inducción de 

respuestas de defensa, hay mecanismos que inducen resistencia en otras partes 

de la planta a través de señales sistémicas como la resistencia sistémica adquirida 

(SAR por sus siglas en inglés) (Shah, 2009) y la resistencia sistémica inducida 

(IRS de sus siglas en inglés). Las plantas pueden transmitir su señal a las plantas 

vecinas a través de compuestos volátiles (Park y Peak, 2007).

3.1.1 Defensas preformadas

3.1.1.1 Barreras estructurales

La primera barrera pasiva que defiende a la planta contra los microorganismos es 

la capa de cera presente en la cutícula de las hojas y frutos, que forma una 

superficie repelente al agua y que previene la formación de estancamientos de 

agua necesarios para el ingreso de las bacterias y la posterior germinación de 

esporas. Los pelos en la superficie de las hojas poseen una función similar. La 

capa de la cutícula compuesta de cutina, celulosa y pectina en combinación con la

pared o células epidérmicas, forman adicionalmente otra barrera contra todos los 

patógenos. Las aperturas naturales de las hojas como los estomas, son las 

estructuras más débiles y algunos hongos esperan a la apertura de éstos para 

ingresar a la planta (Guest y Brown, 1997).

3.1.1.2 Bordes de las células de la raíz

Las puntas de la raíz se elongan y se dirigen hacia donde se encuentran los 

nutrientes y el agua en el suelo. El rápido crecimiento, la síntesis de nuevo tejido y 

la capacidad de daño abrasivo la hace vulnerable al ataque de microorganismos. 

En estas células, las defensas inducibles tales como la muerte celular programada 

podría no ser una defensa efectiva ya que podría terminar con el crecimiento de la 

raíz. Sin embargo, la punta de la raíz ha desarrollado mecanismos de defensa 
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como las células que rodean a la punta de la raíz que son células somáticas 

denominadas “células borde”, y que efectivamente guardan la punta de la raíz del 

ataque de patógenos (Dickinson, 2003)

3.1.1.3 Barreras químicas

Las barreras químicas en plantas han sido generalmente clasificadas como 

fitoanticipinas o fitoalexinas dependiendo de sí son preformadas o son producto de 

la síntesis de novo seguida del ataque por patógenos; sin embargo, esta distinción 

es algunas veces arbitraria porque pueden ser compuestos que en una planta son 

preexistentes y en otra son inducidos (Nürnberger y Lipka, 2005).

3.1.2 Respuestas inducidas

Las respuestas inducidas en plantas pueden ser activadas por un amplio número 

de factores y la naturaleza exacta de la respuesta varía dependiendo del factor.

Hay evidencia de que algunas defensas son inducidas por la presencia física de 

esporas de hongo en la superficie de la hoja, y otras donde se requiere que el 

patógeno penetre la superficie antes de la inducción. La inducción de la respuesta 

puede ser por activadores no específicos (respuesta inmune innata) o puede 

seguir la resistencia gen por gen, del modelo clásico descrito por Flor (1940),

modelo que experimenta la resistencia no huésped, donde la resistencia inducible 

es producida por el reconocimiento del producto del gen específico de resistencia 

en la planta, a un estimulador específico proveniente del patógeno. Éste induce 

respuestas de resistencia que pueden ser muy similares a las respuestas que 

ocurren cuando la planta es dañada por herida, pero no son idénticas (Park y 

Paek, 2007).

3.1.2.1. Señales locales

Una de las primeras respuestas activadas en muchas interacciones incompatibles 

antes de la inducción de la expresión de genes y la síntesis de proteínas, es el 

flujo de iones, la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO), la

producción de oxido nítrico (ON) y las cascadas de señalización. Éstas son 
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reconocidas como importantes mecanismos de señalización en muchos 

organismos (Ry, 2005; Shah, 2009).

3.1.2.2 Muerte celular programada

Unas de las más visibles respuestas de las plantas al ataque por patógenos es la 

respuesta hipersensible (RH), que es la muerte celular localizada en las células de 

la planta. Éste es un mecanismo espacial y temporalmente coordinado que limita 

la cantidad de tejido huésped invadido por el patógeno. Además de que restringe 

el ingreso de patógenos biótrofos que requieren células vivas como su fuente de 

nutrientes. La muerte celular programada generalmente se describe como la 

inducción de la muerte suicida de células que ocurre en el organismo. Se ha 

mostrado este fenómeno que ocurre como parte de la respuesta hipersensible en 

plantas (Park y Peak, 2007).

3.1.2.3 Barreras estructurales inducidas

Las plantas tienen un número de barreras estructurales inducidas, la primera de 

éstas es el citoesqueleto, basada en rechazar el ataque de patógenos potenciales 

antes de la penetración de éstos, involucra la percepción del desarrollo del 

patógeno en la superficie de la planta. Este mecanismo ha sido observado en el 

moho de la cebada, en el sistema arroz-Botrytis spp. y arroz-M. grisea (Park y 

Peak, 2007).

3.1.2.4 Fitoalexinas

Las fitoalexinas son compuestos antimicrobianos que incluyen una diversa serie 

de metabolitos secundarios de bajo peso molecular (estos no son esenciales para 

el metabolismo básico) y generalmente actúan en contra de un amplio rango de 

patógenos. Dentro de estos compuestos se incluyen a los derivados terpenoides 

(sesquiterpenos), saponinas, derivados de ácidos alifáticos, fenoles y 

fenilpropanoides, alcaloides (sintetizados a partir de aminoácidos) y compuestos 

inorgánicos que contienen sulfuro. Muchos de estos compuestos son derivados de 

las rutas de isoprenoides, fenilpropanoides, alcaloides o ácidos grasos/policétidos.
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Algunos genes que codifican para enzimas involucradas en estas rutas, son la 

fenilalanina amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés) y la chalcona sintasa 

(CHS) que han mostrado ser inducidas durante la respuesta de defensa en 

asociación con la respuesta hipersensible (Hammond-Kosack, y Jones, 1996).

Además, algunas especies de plantas dentro de una misma familia tienden a 

utilizar la misma estructura química como antimicrobiano, por ejemplo: los 

sesquiterpenos son ampliamente encontrados en Solanaceae. Muchos 

compuestos antimicrobianos se encuentran almacenados en la planta como 

precursores inactivos o son sintetizados y acumulados en vesículas 

especializadas que son liberadas en el sitio de la infección microbiana, algunos 

antimicrobianos son secretados fuera de la célula a través de transportadores ABC 

(de Wit, 2007).

3.1.2.5 Proteínas relacionadas con la patogénesis

Adicionalmente a la muerte celular programada, el reforzamiento de defensas 

estructurales y la producción de fitoalexinas, varias proteínas son inducidas 

durante el ataque por patógenos, éstas son denominadas como proteínas 

relacionadas con la patogénesis (PR). Estas proteínas son expresadas a bajos 

niveles cuando la planta se encuentra sana, pero ciertas isoenzimas son inducidas 

durante el ataque por patógenos local y sistémicamente; hay evidencia de que

secuencias específicas en las regiones promotoras de los genes que codifican 

para estas son importantes para la inducción (Ent y Koornneef, 2009). Las 

proteínas inducidas han sido agrupadas en 14 clases de PRs acorde a su 

serología y homología aunque no todas son inducibles en todas las interacciones 

ni en todas las especies de plantas. La función bioquímica de muchas de estas 

proteínas han sido determinadas; por ejemplo: las quitinasas (PR-3, PR-4, PR-8, 

PR-11), las cuales han sido clasificadas por su actividad específica en diferentes 

sustratos, hidrolizan quitina de la pared celular de hongos. Otras proteínas 

relacionadas con defensa incluyen a las lectinas y se postula que éstas se unen a 

quitina (Odjakova y Hadjiivanova, 2001).
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3.1.2.6 Patrones moleculares asociados con el patógeno (PAMPs)

Las plantas están expuestas a microorganismos potencialmente patógenos, pero

éstas poseen un sistema de inmunidad innata que eficientemente detecta y dirige

las defensas contra el microorganismo potencialmente patógeno. La primera parte 

de este sistema está basado en la percepción del patógeno o de los patrones 

moleculares asociados con el patógeno (PAMPs o MAMPs, por sus siglas en 

inglés) a través de receptores de reconocimiento a patrones moleculares 

asociados a patógenos (PRRs, de sus siglas en inglés) en la superficie de las 

células de la planta (Vlot et al., 2009). Así, la inmunidad disparada por PAMPs 

(PTI) formalmente llamada resistencia basal, confiere niveles bajos de resistencia 

a patógenos virulentos. Sin embargo, las plantas también poseen una inmunidad 

disparada por efectores (ETI, por sus siglas en inglés), formalmente denominada 

resistencia mediada por genes R. Una de las manifestaciones de la ETI es la 

respuesta hipersensible (HR, por sus siglas en inglés), en donde se desarrollan 

lesiones necróticas en el sitio de entrada al patógeno. ETI es usualmente asociada 

con la acumulación de especies reactivas de oxígeno (ERO) y la activación de 

diversos grupos de genes relacionados con la defensa, incluyendo varias familias 

de genes que codifican para proteínas relacionadas con la patogénesis (PR, por

sus siglas en inglés); después del desarrollo de RH y la expresión de genes PR se 

presenta el desarrollo de la resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en 

inglés) (Vlot et al., 2009).

3.2 Producción de especies reactivas de oxígeno en plantas

Las plantas como organismos sésiles están sujetas a condiciones de estrés por 

factores ambientales tales como intensidad de luz, sequía, exceso de agua, 

herbicidas, daño mecánico y el ataque por patógenos. Para su sobrevivencia, las 

plantas cuentan con mecanismos para percibir y responder a diversos tipos de 

estrés, tanto biótico (virus, bacterias y hongos) como abiótico (temperaturas 

extremas, daño mecánico, luz UV entre otros). Generalmente el estrés abiótico es 

crónico por la exposición prolongada o recurrente por un largo período de tiempo

(Apel y Hirt, 2004). Las respuestas celulares a estrés son un mecanismo universal
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que representa las reacciones de defensa de la célula al daño causado por el 

ambiente. La exposición a un agente estresante frecuentemente dispara 

mecanismos de defensa que protegerán a la planta o alterará su respuesta a 

subsecuentes estreses, alterando su metabolismo e involucrando varios 

mecanismos de defensa entre los que se encuentra la producción de especies 

reactivas de oxígeno (llamado explosión oxidativa) tales como anión superóxido 

(O2
•-), peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (OH•) entre otros (Ahmad 

et al., 2008). Las ERO son constantemente producidas durante procesos 

metabólicos como la fotosíntesis o la glicólisis. La producción de ERO en altas 

concentraciones ha sido descrita como letal para la integridad celular. Sin 

embargo altos niveles de ERO son también necesarios para la defensa en la 

planta (explosión oxidativa, necrosis) (Imlay, 2008). Las especies reactivas de 

oxígeno tienen un papel multifacético dentro de la señalización mediante el 

establecimiento de múltiples respuestas como moléculas señal durante el 

crecimiento celular, el control del cierre de estomas (Pei et al., 2000), en las 

interacción planta-patógeno (Apel y Hirt, 2004), la muerte celular programada

(Gechev y Hille, 2005) y respuestas a estrés en plantas (Laloi et al., 2007; Miller et 

al., 2008).

ERO tales como O2
•-, H2O2 y OH• son producidas en todos los organismos 

aerobios y normalmente existe en la célula un balance entre las especies reactivas 

de oxígeno y los moléculas antioxidantes. El estrés oxidativo ocurre cuando el 

balance crítico se interrumpe debido a la disminución de antioxidantes o al exceso 

en la acumulación de ERO o ambos. Un claro y rápido indicador de estrés 

oxidativo es la inducción de respuestas antioxidantes y un incremento en los 

niveles de ERO endógenos. La producción de ERO puede ser acelerada como 

consecuencia de varios tipos de estrés como la radiación de luz UV, alta 

intensidad de luz, exposición a herbicidas, temperaturas extremas, toxinas como 

aflatoxinas, contaminantes en el aire, metales, daño por herida y xenobióticos.

Muchos de los inductores de estrés oxidativo son conocidos como carcinógenos, 

mutágenos y toxinas. La producción de ERO y su acumulación es un común 

denominador en muchas enfermedades y daños severos del ambiente que 
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conducen a severos daños celulares, disfunción fisiológica y muerte celular 

(Ahmad et al., 2008).

Aunque el metabolismo del oxígeno es similar en plantas y animales, hay varios 

aspectos únicos en las plantas, como el transporte de electrones durante la 

fotosíntesis y que durante el metabolismo normal se producen especies reactivas 

de oxígeno. En la fotosíntesis, los carotenioides del cloroplasto son importantes 

para la regulación de los niveles del singulete de oxígeno (O·); bajas 

concentraciones de peróxido de hidrógeno y anión superóxido son esenciales para 

mantener la actividad fotosintética. Otros procesos únicos en plantas que 

involucran la participación de ERO son: la lignificación de la pared celular que es 

importante durante el crecimiento, durante la patogénesis y en la senescencia. Las 

ERO son esenciales, durante la maduración del fruto y producción de semilla. La

explosión oxidativa en plantas estresadas fue considerada como una señal del 

sistema innato de inmunidad en la planta ya que las ERO se producen durante el

estrés por patógenos y el estrés abiótico como la radiación UV y herida entre otros

(Liu et al., 2005).

3.3 Producción de ERO durante la patogénesis

Las plantas han desarrollado sofisticados sistemas de defensa para el 

reconocimiento de patógenos o de patrones moleculares asociados al patógeno

Los patógenos a su vez utilizan diferentes vías para acceder al tejido de la planta; 

las bacterias comúnmente ingresan a través de heridas y estomas, mientras que 

los hongos ingresan a través del haustorio penetrando la epidermis. El resultado 

es la respuesta de defensa, la cual ha sido clasificada en: defensas preexistentes 

y/o activadas; ambas incluyen la producción de ERO. Además, las ERO están 

también involucradas durante la respuesta hipersensible y respuesta sistémica 

adquirida (Bolwell y Daudi, 2009).

El oxígeno reactivo es producido en células de plantas en reconocimiento a 

patógenos invasores. La producción de especies reactivas de oxígeno ha sido 

monitoreada en varios tejidos de la planta incluyendo hojas intactas, células en 
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suspensión y protoplastos. Durante la patogénesis las principales ERO son el

anión superóxido y el peróxido de hidrógeno. Las células vegetales han mostrado 

la producción de ERO durante interacciones con hongos, bacterias y virus con 

varias similitudes entre varias interacciones microbianas. La producción de

superóxido en hojas de papa inoculadas con P. infestans muestra una 

acumulación antes de la penetración del hongo al tejido de la hoja y una segunda

acumulación ocurre sólo si la interacción es incompatible (reconocimieto del 

patógeno por parte de la planta huésped y activación de los mecanismos de 

defensa de la planta, en tanto la interacción compatible resulta en la infección) , lo 

que resulta en la respuesta hipersensible; caracterizada por la rápida muerte 

celular de las células adyacentes al patógeno y es una respuesta efectiva de 

resistencia, que resulta en la necrosis localizada pero no permite el desarrollo de

los síntomas de la enfermedad en el tejido de la planta. Una amplia variedad de 

componentes de microorganismos han demostrado estimular la producción de 

ERO en células de plantas (Chai y Doke, 1987; Lamb y Dixon 1997; Baker y 

Orlandi, 1999; Torres et al., 2006).

3.3.1 Función de las ERO durante la patogénesis

Las ERO pueden interactuar con componentes celulares, actuando como una 

señal a las reacciones de estimulación durante la interacción planta-patógeno. Las 

ERO además son antimicrobianos y se sugiere que tengan una función en la 

limitación del ingreso de patógenos, el peróxido de hidrógeno adicionado 

exógenamente o generado artificialmente ha mostrado limitar el crecimiento de 

hongos y bacterias patógenas. Sin embargo, no está claro como las ERO

producidas endógenamente tienen una función antimicrobiana durante la 

patogénesis (Kültz, 2005).

Una vez que se da el reconocimiento del patógeno, o se ha dado el daño 

mecánico, las células vegetales experimentan una explosión oxidativa. Dentro de 

las fuentes de la producción de especies reactivas de oxígeno esta involucrada a

una NADPH/NADH oxidasa de membrana plasmática (NOX). La NOX, que

también referida como una oxidasa de explosión respiratoria que genera anión 
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superóxido. En plantas se ha encontrado un homologo a la NADPH oxidasa de 

mamíferos o una peroxidasa localizada en pared celular que puede generar 

peróxido de hidrogeno directamente. La reacción catalizada por NADPH oxidasa 

es inhibida por DPI (Difenil yoduro por sus siglas en inglés). La generación de 

H2O2 a través de peroxidasas de pared celular involucra una alcalinización del 

apoplasto generado por la salida de K+ (Glyan’ko y Ischenko, 2010).

La producción de ERO es regulada en cuanto a su acumulación y éstas tienen

funciones críticas, particularmente el O2
•- y H2O2 que actúan como moléculas 

señal dentro de la célula. Las ERO - al 

activador de la proteína-1 (AP-1), los cuales tienen función crítica en la 

proliferación, diferenciación y morfogénesis que resulta de la estimulación por 

diversos agentes procedentes a través de una ruta en común que involucra la 

generación de ERO (Gessler et al., 2007). La generación de ERO intra y

extracelulares son capaces de modular la expresión de genes. Bajas dosis de 

H2O2 (<20 μM) puede estimular cambios en la fosforilación de proteínas 

regulatorias específicas como a la proteína cinasa B. Así mismo, regulan la 

expresión de genes antioxidantes a través de elementos de respuesta antioxidante 

como ARE (TGACTCA), NF- mentos a respuesta a ácido abscísico 2

(ACGT) en los promotores de los genes resposivos (Ausubel, 2005). En adición a 

la expresión de genes de defensa, otras funciones de las ERO en plantas incluyen 

directamente la muerte de patógenos, en donde se involucran a la pared celular y

la muerte celular programada. En levaduras y en células animales las ERO han

mostrado inducir una disminución en la división celular y progresión del ciclo 

celular en condiciones de estrés oxidativo. El O2
•- tiene un papel importante contra 

los patógenos invasores, semejante al de un antibiótico de amplio espectro. En

respuesta a la invasión de patógenos las plantas producen grandes cantidades de 

ERO (llamada explosión oxidativa). Así, las ERO producidas durante diferentes 

procesos celulares juegan un papel diferente y aún roles opuestos, lo que 

ocasiona un cambio redox en la célula. El potencial redox actúa como una señal 

que regula la casacada de señalización a la respuesta celular a estrés, como un

segundo mensajero en células expuestas a éste. Además se ha propuesto que la 
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producción de H2O2 durante la patogénesis tenga un papel en el reforzamiento de 

la pared celular, por otro lado puede ser esencial en la formación de lignina 

durante condiciones normales y de estrés. Adicionalmente el H2O2 producido 

durante la interacción planta-bacteria inmoviliza proteínas de pared celular de la 

planta a través de la oxidación de las mismas (Gessler et al., 2007).

La tolerancia al estrés ambiental es ampliamente dependiente de la especie 

(genoma), del tipo celular y estado de diferenciación (proteoma). Debido a que las 

ERO pueden interactuar y alterar muchas de los componentes de la célula, tienen 

diferentes funciones durante la patogénesis. Se ha sugerido que tienen efecto 

directo en los componentes celulares y en procesos en los que actúan como una 

señal o estimulan reacciones secundarias (Kültz, 2005).

3.4 Producción de ERO durante el daño por herida en plantas

Las plantas también son sensibles a cambios en el medio como la osmoloridad y 

el daño mecánico, ocasionando la producción de especies reactivas de oxígeno. 

Éstas han sido documentadas en una amplia variedad de estrés tanto bióticos 

como abióticos. Las plantas responden y se adaptan al estrés ambiental al alterar 

su metabolismo celular e involucrando varios mecanismos de defensa. Durante el 

daño por herida o el ataque por herbivoría se produce un incremento en la 

generación de ERO. Por otro lado, un importante regulador de la respuesta de 

defensa al estrés por herida o al ataque por herbívoros es el ácido jasmónico (AJ); 

durante el daño por herida se induce un incremento de ácido jasmónico o de 

metiljasmonato en plantas. El AJ induce el incremento de la expresión de genes 

de defensa que incluyen la activación genes inhibidores de proteinasas y el gen de 

la fenil alanina amonioliasa. Las ERO entre ellas el H2O2,  se incrementan ante el 

daño por herida o a la aplicación de exógena de AJ. Además,  la aplicación de 

exógena de AJ dispara la acumulación rápida y masiva de H2O2, sugiriendo así la 

participación de éste como una molécula señal en plantas en respuesta a herida

(Liu et al., 2008).
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Se han prpuesto diferentes rutas de transducción de señales para la activación en 

la producción de ERO en células vegetales. Los componentes de la ruta de

transducción de la señal parece ser que varían dependiendo del patógeno o del 

estímulo usado. Sin embargo, un proceso que parece ser requerido en la 

estimulación de ERO es la fosforilación de proteínas. Hay varias fuentes 

potenciales de H2O2, las hay intracelulares como la mitocondria y peroxisomas, 

NADPH oxidasa de membrana plasmática, peroxidasas de pared celular y 

aminooxidasas (Bolwell y Daudi, 2009).

Durante la patogénesis se han involucrado varias enzimas como la fuente de 

producción de ERO, las cuales incluyen a la NADPH oxidasa de membrana 

plasmática, peroxidasas, xantina oxidasa y lipoxigenasas. La mayoría de los 

estudios de ERO se han enfocado a la participación de la enzima NADPH oxidasa 

similar a la encontrada en neutrófilos humanos. Además la producción de ERO es 

bloqueada por los mismos inhibidores como DPI, que es un unhibidor de NADPH 

oxidasa (Glyan’ko y Ischenko, 2010).

3.5 Producción de ERO por PAMPs

Se ha mostrado que una amplia variedad de componentes microbianos estimula la 

producción de ERO en células de vegetales. Muchos de estos estimuladores son 

preparados a partir de extractos crudos de hifas de hongos o fluidos intracelulares 

de tejidos de plantas infectadas. Los componentes activos de estos extractos son 

generalmente carbohidratos o glicoproteínas. Estudios con estimuladores 

microbianos altamente purificados han mostrado que una amplia variedad de 

compuestos tienen el potencial de disparar la producción de ERO durante las 

interacciones planta-patógeno, como los galactoglucomananos de Pyrucularia 

oryzae (Haga et al., 1995). Y la proteína harpina Ea de Erwinia amylovora (Baker 

et al., 1993a). Además de los estimuladores provenientes de componentes 

microbianos las plantas han mostrado producir ERO en respuesta a fragmentos de 

pared celular (Boller y He, 2009).
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3.6 Producción de ERO por efecto de bajas temperatura

Durante el estrés causado por factores bióticos y abióticos las plantas responden 

al remodelar la fluidez de la membrana liberando ácido linolénico (18:3) de los 

lípidos de membrana. La modificación en la fluidez de la membrana mantiene la 

integridad de las proteínas de membrana (Upchurch, 2008). 

Durante el daño causado por temperaturas congelantes, los sistemas 

membranales son los principales sitios afectados. A temperaturas menores a 0°C,

la formación de hielo se inicia en espacios intracelulares provocando una 

disminución de solutos, deshidratación, lisis provocada por expansión y la 

desnaturalización de proteínas. También se ha documentado la producción de 

especies reactivas de oxígeno que contribuyen al daño de lípidos de las 

membranas; además, de contribuir a que el hielo formado en los espacios 

intracelulares ocasione adhesiones a la pared celular provocando ruptura celular

(Zhou et al., 2007).

En frutos de aguacate sometidos a bajas temperaturas se encontró un cambio en 

el plasmalema (Platt-Aloia y Thomson, 1987). El daño a las membranas causado 

por efectos físicos o estrés ambiental en células está asociado con la alteración de 

la tensión de la membrana o flexibilidad, cambios en la permeabilidad, reajuste de 

lípidos, cambios en el potencial transmembranal y formación de lípidos 

peroxidados. La peroxidación de lípidos en la membrana es un daño común a la 

respuesta a estrés, resultado de la auto oxidación o catálisis de lipooxigenasas 

(LOX) o del sistema del citocromo P-450 (Kültz, 2005). Tales productos incluyen 

isoprostanos de ácidos araquidónico, eicosapentaenóico y docosahexaenóico; 

oxiesteroles de colesterol esterificado y no esterificado; otros ácidos grasos 

hidroxiperoxidados y un amplio espectro de aldehídos. Estos daños ocasionados 

en membranas representan una señal potencial en la red de la respuesta a estrés 

celular y múltiples mecanismos para la traducción de daños de membranas en la 

activación de rutas de señalización en respuesta al estrés celular. Por ejemplo, la 

actividad de la fosofolipasa A2 (PLA2) depende de la integridad y densidad de la 

membrana; además, es activada durante el estrés. Esta enzima cataliza la 
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hidrólisis de glicerofosfolípidos de membrana, resultando en la liberación de ácido 

araquidónico, una importante molécula señal en la célula. Otro ejemplo es la 

proteólisis intermembranal y la consiguiente liberación y activación de factores de 

trascripción, como ell factor SPT23 dependiente del proteosoma el cual es 

regulado por una poza de ácidos grasos, SPT23 puede funcionar percibiendo la 

composición de la membrana o la fluidez. Adicionalmente, cambios en la 

permeabilidad de la membrana y la actividad de canales mecano-sensibles a iones 

durante estrés promueven el influjo de Ca2+ (Kültz, 2005).

3.7 Destoxificación de ERO en plantas

Todas las células tienen sistemas de destoxificación de radicales libres para 

minimizar y reparar el daño oxidativo que incluyen compuestos como ascorbato, 

glutatión, tiorredoxina y varias enzimas antioxidantes. Las ERO pueden tener 

efecto directo en la señalización de proteínas e indirecta alteración de las rutas de 

señalización por proteínas especializadas en percibir el estado redox. Un efecto 

directo es la alteración de proteínas involucradas en señalización como MAPKs 

(cinasas de proteína activada por mitógenos) y factores de transcripción (Jones y 

Dangl, 2006).

El anión superóxido es destoxificado en la reacción de desprotonación catalizada 

por superóxido dismutasa que resulta en la producción de peróxido de hidrógeno.

Esta enzima se considera la primera línea de defensa contra el estrés oxidativo. 

En plantas se han encontrado tres tipos de superóxido dismutasas dependiendo 

del metal presente en su grupo prostético: CuZn, Mn y Fe. Las plantas usualmente 

tienen CuZn-SOD en el citosol, Mn-SOD en la mitocondria y CuZn-SOD y/o Fe-

SOD en el cloroplasto. La SOD juega un papel muy importante en la reducción de 

los niveles de anión superóxido en el cloroplasto. Asada (1994) sugiere que SOD 

reduce los niveles de superóxido de ~22 μM a ~2.4 μM en el estroma y lumen del 

cloroplasto, reduciendo así significativamente el daño oxidativo. La presencia de 

SOD extracelulares sólo habían sido descritas en mamíferos sin embargo, 

estudios en hipocotilos de Pinus sylvestris sugieren la presencia de CuZn-SOD en 

el apoplasto (Baker y Orlandi, 1999). 
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4. JUSTIFICACIÓN

El fruto de aguacate es considerado una mantequilla vegetal por su alto contenido 

de ácidos grasos presentes en el mesocarpo, comparado con otros frutos; es 

además considerado como una fuente de energía y el aceite de aguacate es 

también utilizado en la fabricación de cosméticos. Una vez que el fruto ha sido 

cosechado en estado inmaduro, este puede ser afectado durante su manipulación, 

transporte y almacenaje causando daños por herida o el ataque por patógenos 

postcosecha como Colletotrichum gloeosporioides. También, las temperaturas de 

almacenaje (refrigeración) pueden conducir al deterioro en la calidad del fruto y 

por consecuencia ocasionar pérdidas económicas. Una vez ocasionados estos 

daños se pueden producir especies reactivas de oxígeno, las cuales pueden 

modificar la composición de ácidos grasos del mesocarpo del fruto, teniendo una 

repercusión en el color, sabor y calidad del fruto, por lo que el análisis de la 

producción de especies reactivas de oxígeno, su regulación y su relación con los 

lípidos del fruto son un aspecto importante a investigar en este fruto.
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5. HIPÓTESIS

El daño por herida, al ataque por Colletotrichum gloeosporioides, las temperaturas 

de almacenamiento y la madurez en el fruto de aguacate producen estrés 

oxidativo ocasionando cambios que afectan la composición de lípidos,

disminuyendo la calidad del fruto.



Estrés oxidativo en fruto de aguacate 
 

19 
 

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General: Analizar el estrés oxidativo en fruto de aguacate en 

diferentes condiciones de estrés.

6.2. Objetivos particulares

1. Analizar la producción de anión superóxido y peróxido de hidrógeno en 

mesocarpo de aguacate tratado por herida, Colletotrichum gloeosporioides,

almacenamiento a 4°C y maduración.

2. Analizar la actividad de las SODs y caracterizar las isoenzimas de SOD en 

extractos totales y apoplásticos involucradas en el daño por herida.

3. Analizar la actividad de SODs en fruto de aguacate tratados con 

Colletotrichum gloeosporioides, 4°C y maduración.

4. Analizar el perfil de lípidos en los diferentes tipos de estrés en mesocarpo 

de frutos de aguacate.
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8. RESULTADOS
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CAPÍTULO I
ESTRÉS OXIDATIVO EN FRUTO DE AGUACATE DURANTE EL DAÑO 

POR HERIDA Y TRATAMIENTO CON C. gloeosporioides.
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Efecto de la herida y de la infección por patógeno sobre el estrés oxidativo y el 

contenido de lípidos en el fruto de aguacate. (Effect of wounding and pathogen 
infection on oxidative stress and the content of lipids in avocado fruit).

Araceli Arreola Cortés, Elda Castro Mercado, Ernesto García Pineda, Laboratorio de 

Bioquímica de Plantas, Instituto de Investigaciones Químico Biológicas, Universidad 

Michoacana de San Nicolás de Hidalgo, Edif. B1, Ciudad Universitaria, Morelia, 

Michoacán, CP 58040, México. Correspondencia: egpineda@umich.mx
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Resumen. En este trabajo se analizó la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

y el contenido de ácidos grasos en el mesocarpio del fruto de aguacate en respuesta a dos 

tipo de estrés: herida o infección con el patógeno del fruto Colletotrichum gloeosporioides.

Se observó una acumulación de anión superóxido (O2
•-) y de peróxido de hidrógeno 

(H2O2) 30 min después de ambos tratamientos. La enzima superóxido dismutasa (SOD) 

incremento su actividad desde los 7 min y alcanzo su máximo a los 30 min después de la 

herida. En el análisis isoenzimático se pudieron distinguir 4 isoenzimas para SOD y de 

acuerdo a su caracterización con inhibidores específicos tres correspondieron a SOD de 

CuZn y una a SOD  de Mn.  También se observó una acumulación de O2
- y de H2O2 en 

respuesta a la infección por patógeno. No se observaron cambios en el patrón de isoenzimas 

para SOD durante la infección. El perfil de ácidos grasos se modifico notablemente en 

respuesta a ambos tipos de estrés, observándose una disminución en la concentración  de la 

mayoría de los ácidos grasos analizados.

Palabras clave: Especies reactivas de oxígeno, aguacate, superóxido dismutasa, herida, 

Colletotrichum gloeosporioides.

Abstract. The production of reactive oxygen species (ERO) and the fatty acids content was 

analyzed in the avocado mesocarp in this work in response to two kinds of stress: wounding 

or infection with the avocado fruit pathogen Colletotrichum gloeosporioides. Superoxide 

anion (O2
•-) and hydrogen peroxide (H2O2) production was observed 30 min after both 

treatments. The superoxide dismutase enzyme (SOD) increased its activity at 7 min and 

reached its maximum 30 min after wounding treatment.  Four isoenzymes to SOD were 

distinguished and using specific inhibitors to its characterization three corresponded to 

CuZn SOD and one to MN SOD. Also, O2
•- and H2O2 accumulation was observed in 

response to pathogen infection. No changes were observed in the SOD isoenzymes pattern 

during infection. The fatty acids profile was notably modify in response to both kinds of 

stress, a decrease in the concentration of the most fatty acids analyzed was observed.
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Additional keywords: Reactive oxygen species, avocado, superoxide dismutase, 

wounding, Colletotrichum gloesporioides.

El fruto de aguacate es de gran importancia económica y nutricional. El aceite del fruto se 

utiliza en la fabricación de productos cosméticos para el pelo y para mejorar la elasticidad 

de la piel. Por su alto valor nutritivo es importante en la dieta por su alto contenido en 

ácidos grasos insaturados tales como los ácidos oleico, linoléico y linolénico y su baja 

concentración de ácidos grasos saturados, en comparación con otros aceites vegetales 

(Landhal et al., 2009). Los frutos se cosechan verdes-maduros y durante su manipulación, 

transporte y almacenamiento son susceptibles a heridas o ataque por patógenos de pos 

cosecha. Uno de los patógenos más importantes pos cosecha de este fruto es Colletotrichum 

gloeosporioides (Beno-Moualem y Prusky, 2000).

Una de las primeras respuestas a la herida y al ataque por patógenos es la producción 

y acumulación de especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales incluyen al anión 

superóxido (O2
•-), al peróxido de hidrógeno (H2O2), y al radical hidroxilo (HO ). Las ERO 

tienen un papel importante en la señalización celular y en el establecimiento de respuestas 

de defensa, donde participan en reacciones bioquímicas tales como el entrecruzamiento 

oxidativo de proteínas, la formación de polímeros de lignina, la producción de fitoalexinas 

y la muerte celular programada (Shetty et al., 2008 ).

La producción de ERO comienza en el espacio extracelular de la membrana 

plasmática por la reducción por un electrón del oxígeno molecular. La posible fuente 

principal de producción es el complejo enzimático llamado NADPH oxidasa, el cual está 

involucrado en la producción de ERO durante la infección de plantas por patógenos o la 

exposición a factores abióticos, incluyendo daño por herida. Otra fuente de ERO en el 

apoplasto son las enzimas peroxidasas de pared celular dependientes del pH (Glyan’k e 

Ischenko, 2010).

Existe un balance entre  la producción de ERO y su remoción por sistemas 

antioxidantes que incluyen a enzimas tales como la superóxido dismutasa (SOD; EC 

1.15.1.1). Esta enzima es una de las primeras líneas enzimáticas de defensa en contra del 

estrés oxidativo; es una metaloproteína que cataliza la dismutación de los radicales 
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superóxido a peróxido de hidrogeno y oxígeno. Esta enzima ha sido clasificada en las 

plantas por su localización celular y el metal catalítico que requiere en los siguientes tipos: 

si contiene cobre-zinc se clasifica como superóxido dismutasa de cobre-zinc (CuZn-SOD). 

Este tipo de enzima se localiza en el citosol, en el cloroplasto y en el espacio extracelular. 

Si contiene fierro se clasifica como superóxido dismutasa de fierro (Fe-SOD), esta se 

localiza en los cloroplastos, y si contiene manganeso se clasifica como una superóxido 

dismutasa de manganeso (Mn-SOD) y se localiza en la mitocondria y en los peroxisomas 

(Alsher, 2002).

Por otro lado, los ácidos grasos del aguacate son susceptibles de formar lípidos 

hidroperóxidos durante el estrés oxidativo, lo cual podría dañar a los lípidos  de las 

membranas celulares y a los principales ácidos grasos de almacén del fruto, como el oleico 

y el linoléico. Por lo tanto la producción de ERO podría tener efecto sobre la calidad 

nutritiva del fruto. Se ha reportado la producción de ERO en frutos de aguacate después del 

daño por herida o inoculación del tejido del pericarpio con Colletotrichum gloeosporioides

(Beno-Moualem y Prusky, 2000), sin embargo, su efecto sobre la actividad de la enzima 

SOD y la composición de los ácidos del mesocarpio del fruto no se conoce.

El objetivo de esta investigación fue analizar el efecto de la herida y de la infección 

por patógeno sobre el estrés oxidativo, la actividad de la enzima SOD y la composición de 

los ácidos grasos del mesocarpio del fruto de aguacate.

MATERIALES Y MÉTODOS. Material vegetal y tratamientos experimentales. Todos 

los experimentos fueron realizados con frutos verdes de aguacate (Persea americana Mill 

cv Hass), obtenidos de mercados locales y usados inmediatamente para la experimentación.

Para los experimentos por herida, frutos de aguacate  fueron cortados en piezas de 0.5 g 

cada una e incubadas durante diferentes tiempos a temperatura ambiente. Después de la 

incubación el tejido se congelo en nitrógeno líquido y se almacenó a -80°C hasta su uso.

Para la infección por patógeno, se utilizó un aislado de C. gloeosporioides donado 

amablemente por el Dr. Rafael Salgado Garciglia del Instituto de Investigaciones Químico 

Biológicas de la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo, México, el cual fue 

obtenido de frutos de aguacate con síntomas de infección. El hongo normalmente fue 

mantenido a 23°C en cajas Petri conteniendo papa-dextrosa-agar. Para la inoculación, 
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frutos de aguacate se desinfectaron con etanol al 70% durante 15 min y se lavaron con agua 

estéril. El patógeno se inoculo sobre el pericarpio del fruto con una suspensión de esporas 

(1 x 106 esporas por ml) y se incubo a temperatura ambiente  durante diferentes tiempos 

(Beno-Moualem y Prusky, 2000). Como control, frutos fueron desinfectados e inoculados 

con agua estéril.

Ensayo para las especies reactivas de oxigeno. Para analizar la producción de O2
•- , a 0.5 

g de tejido de mesocarpio se le adicionó una concentración final de 0.5 mM de XTT 

-[1-[phenylamino-carbonyl] - 3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6nitro) 

benzenesulfonic acid hydrate; Sigma, St. Louis, MO). Las muestras fueron incubadas 

durante 10 min a temperatura ambiente. Después de la incubación se tomo 1 ml del 

sobrenadante y se leyó su absorbencia a 470 nm en un espectrofotómetro (DU 680 

spectrophotometer, Fullerton, CA, USA). Esta técnica se basa en la formación de formazan 

de XTT por la presencia del O2
•- (Able et al., 1998).

La producción de peróxido de hidrogeno de analizó de la siguiente manera: 0.5 g de 

tejido de fruto de aguacate se sumergió durante 10 min en 1 ml de agua desionizada. 

Después de este tiempo se tomo una muestra de 500 μl y se incubo con un volumen igual 

con una mezcla de reacción que contenía: guayacol al 0.05% y peroxidasa de rábano (2,500 

U/ml) disueltos en buffer de fosfato de sodio 25 mM, pH 7.0. La reacción se incubo durante 

15 min en oscuridad a temperatura ambiente. La reacción adquiere una coloración café y su 

absorbencia se mide inmediatamente a 450 nm (DU 680 spectrophotometer, Fullerton, CA, 

USA). El cálculo de concentración se hace a través de una curva estándar realizada con 

H2O2 comercial (Tiedemann, 1997).

Para analizar la posible fuente de ERO su usaron diferentes concentraciones de los 

compuestos n-propil galato, un inhibidor de las peroxidasas y difenil ioduro (DPI), un 

inhibidor del complejo enzimático NADPH oxidasa. 0.5 g de tejido se sumergieron en una 

solución con los inhibidores durante 30 min y después se analizó la producción de H2O2.

Ensayo enzimático para la enzima superóxido dismutasa. La actividad enzimática se 

analizó de acuerdo a la técnica descrita por Beauchamp y Fridovich (1971). La actividad se 

determino por la habilidad de la enzima superóxido dismutasa para inhibir la reducción de 

azul de nitrotetrazolio (NBT) por el anión superóxido. La mezcla de reacción del ensayo 

enzimático está compuesta de: buffer de fosfato 67 mM, pH 7.8, EDTA 100 mM, 



Estrés oxidativo en fruto de aguacate 
 

29 
 

riboflavina 120 mM, NBT 1.5 mM y extracto enzimático. La reacción se ilumina durante 

10 min con una lámpara de 40 watts de luz fluorescente e inmediatamente se lee su 

absorbencia a 560 nm.

Ensayo en gel de la actividad superóxido dismutasa. Las proteínas de extractos de tejido 

de aguacate (100 μg por carril) se separaron en un gel nativo de electroforesis en 

poliacrilamida al 12% (p/v) (PAGE), bajo condiciones no desnaturalizantes a 50 V y 4°C. 

La actividad enzimática se detecto en el gel revelando de la siguiente manera: el gel se 

incubo en una solución compuesta de riboflavina 28 μM, TEMED 28 mM preparados en 

buffer de KPO4 32 mM, pH 7.8 durante 30 min en agitación, después se sustituyo la 

solución por otra que contenía  NBT 2 mM preparado en buffer de KPO4 36 mM y se 

incubo durante 30 min en  una lámpara de 40 watts. La actividad enzimática se observo 

como bandas acromáticas en el fondo azul intenso del gel (Beauchamps and Fridovich, 

1971). El tamaño de las isoenzimas se estimo utilizando un estándar de marcador para 

proteínas nativas (Invitrogen). Además, las diferentes isoenzimas se identificaron con 

inhibidores específicos: KCN inhibe las enzimas que contienen Fe y Cu, y el H2O2 inhibe 

las que contienen CuZn (Alscher et al., 2002). Para el ensayo con los inhibidores, después 

de la separación de las proteínas los geles fueron incubados con los diferentes inhibidores 

durante 30 min a temperatura ambiente y después se reveló la actividad como se describió 

anteriormente.

Análisis del contenido de ácidos grasos. La extracción de lípidos se realizó de acuerdo a 

Ortiz (2003). El fruto de aguacate fue previamente lavado con detergente y agua, después 

se retiro manualmente la cáscara, se removió la semilla y la pulpa (300g) se distribuyó en 

un recipiente para microondas en una capa uniforme de ~5 mm  de espesor. Se encendió el 

microondas por 3 min a la máxima potencia. La muestra se removió del microondas y los 

lípidos se extrajeron por presionar el tejido manualmente a través de una malla de gasa.

Los ácidos grasos fueron preparados para su análisis por transesterificación con 

trifloruro de boro (BF3) al 15 % en metanol (Tekanega et al., 2008).

El contenido y la identificación de los ácidos grasos se analizó por cromatografía de 

gases acoplada a espectrometría de masas (Agilent 6850 Series II; Agilent, Foster City, CA, 

U.S.A.) con un detector de ionización de flama y una columna HP-5MS, usando un 

programa de temperatura de temperatura inicial de 150°C por 3 min con un gradiente de 
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5°C/min a 270°C. El gas acarreador utilizado fue helio ultrapuro (1 ml/min). Los ácidos 

grasos fueron identificados por comparación con los espectros de masa de la librería 

NIST/EPA/NIH, ChemStation Agilent Technologies Rev. D.04.00 2002.

Análisis Estadístico. Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces 

utilizando cinco muestras en cada experimento. Las datos se expresan como media y 

desviación estándar. 

RESULTADOS. Producción de especies reactivas de oxígeno en respuesta al daño por 
herida. El estrés por herida en el mesocarpio del fruto indujo un incremento en la 

producción de anión superóxido, su cinética de acumulación mostró un incremento de tres 

veces en su acumulación 30 min después de la herida y después de este tiempo su 

acumulación decreció hasta alcanzar el valor de control (Fig. 1A). La acumulación de H2O2

mostró un comportamiento de acumulación similar al del O2
•-, se observó un incremento 15 

min después de la herida y después decreció (Fig. 1B). 

Para analizar la posible fuente de producción de ERO se utilizaron los inhibidores 

DPI, el cual inhibe el complejo enzimático NADPH oxidasa, y n-propil galato, el cual 

inhibe a la enzima peroxidasa. Cuando se aplico  el DPI se observo un decremento notable 

en la acumulación de H2O2, pero no se observó cambio en su acumulación cuando se 

aplico el n-propil galato (Fig. 2), este resultado sugiere que el complejo enzimático 

NADPH oxidasa participa en la producción de ERO durante la herida en el mesocarpio del 

fruto de aguacate.

Por otro lado, se observo un incremento en actividad para la enzima SOD a los 15 y 

30 min después del tratamiento por herida, después de estos tiempos su actividad bajo 1 h 

después del tratamiento al nivel del control y a las 2 y 4 h se observo un ligero incremento 

en relación al control (Fig . 3).

El análisis isoenzimático para la enzima SOD revelo al menos cuatro bandas de 

actividad bien definidas, y de acuerdo a su tamaño y orden de migración en el gel no 

desnaturalizante se nombraron: SOD1, 2, 3 y 4. Las cuatro bandas de actividad fueron 

observadas durante todo el tiempo de experimentación, pero la SOD2 mostró una banda de 

actividad más intensa (Fig. 4A). La caracterización del tipo de isoenzima utilizando los 
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inhibidores específicos para cada isoforma nos permitió distinguir que las SOD1,3 y 4 

probablemente corresponden SOD que contienen CuZn en su estructura molecular y SOD2 

corresponde a una SOD que contiene Mn (Fig 4B), porque no fue inhibida por ninguno de 

los compuestos inhibidores y esta es una característica ya conocida para este tipo de 

isoforma.

Producción de especies reactivas de oxígeno durante la infección con C. 

gloeosporioides. Se analizo la producción de ERO en respuesta a la infección en el tejido 

de mesocarpio del fruto de aguacate. Se observo un incremento en la acumulación de O2
•-

1h después de la inoculación con esporas del patógeno y este incremento se mantuvo hasta 

las 48 h. Los controles tratados con H2O mantuvieron niveles basales de acumulación en 

todos los tiempos de experimentación (Fig. 5A). El análisis de H2O2 mostró una cinética de 

acumulación de dos fases, la primera fase se observo entre las 2 y las 3 h después de la 

inoculación y la segunda fase entre las 12 y las 48 h después de la inoculación (Fig. 5B).

Análisis isoenzimático en tejido inoculado con C. gloeosporioides. Este análisis mostró el 

mismo patrón isoenzimático que en el tratamiento por herida, es decir, en el tratamiento por 

infección se observaron las 4 isoenzimas para SOD, pero a diferencia de la herida se 

observo una disminución de actividad en las 4 isoenzimas cuando se incremento el tiempo 

de tratamiento (Fig. 6).

Contenido de ácidos grasos en respuesta a herida o infección por patógeno. Para 

realizar un estudio de acercamiento para saber si la herida o la infección pudieran tener un 

efecto en el perfil de lípidos en el mesocarpio del fruto de aguacate, se extrajeron los 

lípidos considerando los tiempos de máxima producción de ERO observados en los 

tratamientos por herida o infección por patógeno. La herida modifico notablemente el 

contenido de ácidos grasos 15 min después del tratamiento, el mismo efecto se observo 

para la infección por patógeno pero 3h y 12h después del tratamiento. Los ácidos grasos 

que mostraron una disminución drásticos en su acumulación después de la herida o la 

infección, fueron los siguientes: palmitoléico, palmítico, oléico y linoléico. En contraste, se 

indujo la acumulación de los ácidos grasos esteárico y gadoleico en respuesta a ambos 

tratamientos (Tabla 1).
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DISCUSIÓN. Nuestros datos muestran que la herida estimulo la producción de ERO en el 

mesocarpio del fruto de aguacate e identificamos que la posible fuente de producción es el 

complejo enzimático NADPH oxidasa, de acuerdo a los resultados obtenidos con el uso de 

inhibidores de las posibles fuentes de producción. Se ha reportado que la NADPH oxidasa 

es la fuente más importante de producción de ERO durante la explosión oxidativa en 

plantas. Esta enzima se localiza en la membrana plasmática y reduce el O2 molecular 

utilizando el NADPH para formar O2
•-, el cual es utilizado como el compuesto inicial para 

la síntesis de otras especies reactivas de oxígeno como el H2O2, el ONOO- (peroxinitrito), 

el OH (radical hidroxilo), entre otros. Las ERO formadas a través de este mecanismo 

protegen a la planta en contra de patógenos activando una reacción hipersensible, la 

resistencia sistémica adquirida y el reforzamiento de la pared celular, formando una barrera

mecánica para evitar la invasión del tejido (Glyan’ko et al., 2010).

El incremento observado en la actividad de la enzima SOD pudiera tener un papel 

dual durante la aplicación de los dos tratamientos: por un lado es un mecanismo enzimático 

importante para proteger al tejido en contra del estrés oxidativo metabolizando el O2
•-, el 

cual es una molécula altamente oxidante, por otro lado puede contribuir a la producción de 

H2O2 el cual se utiliza por otras enzimas, como las peroxidasas, para sintetizar compuestos 

que refuerzan las barreras físicas, como la lignina.

Por otra parte, se ha reportado que la explosión oxidativa es una de las primeras 

respuestas al ataque por patógenos en plantas. En este trabajo observamos una producción 

de H2O2 en dos fases en respuesta a la inoculación con el patógeno, en contraste en el 

pericarpio de aguacate verde inoculado con C. gloeosporioides, se observo una sola 

producción de H2O2 2 h después del tratamiento (Beno-Moualem y Prusky 2000). Se ha 

reportado que patógenos avirulentos normalmente inducen una acumulación bifásica de 

ERO con una primera fase corta y transitoria, seguida por una fase continua de mayor 

intensidad que correlaciona con la resistencia a la enfermedad (Lamb y Dixon, 1997; Torres 

et al., 2006). El H2O2 se ha implicado en muchos procesos durante las interacciones de 

patógenos con las plantas. En las fases iniciales de la interacción está involucrado en las 

reacciones de defensa, posiblemente participando en rutas de señalización para activar los 

mecanismos de defensa, tales como la expresión de genes de defensa que codifican para 
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proteínas relacionadas a patogénesis (PR), enzimas involucradas en la síntesis de 

fitoalexinas y lignificación, entre otras (Alvarez et al., 1998; Apel y Hirt, 2004).

Colletotrichum gloeosporioides pertenece al grupo de patógenos conocidos como 

hemibiotróficos, estos patógenos son un grupo diverso de organismos con una fase inicial 

biotrófica cuando se establece la infección, seguida por una fase necrotrófica que es cuando 

el patógeno completa su ciclo de vida (Oliver e Ipcho, 2004). Se ha establecido una 

correlación entre el crecimiento del patógeno en los estados tardíos de su ciclo de vida y la 

acumulación de grandes cantidades de H2O2 durante este tipo de interacción. La habilidad 

para colonizar y proliferar en un medio ambiente con altas concentraciones de ERO 

muestran que los patógenos tienen sistemas eficientes que los capacitan para protegerse en 

contra de un medio ambiente adverso durante la patogénesis. De acuerdo con esto Goodwin 

et al. (2001) que clonaron un gen de catalasa de C. gloeosporioides f. sp. malvae. Se 

sugiere que este tipo de genes se activan durante la fase necrotrófica  de crecimiento para 

protegerlo de los efectos tóxicos del H2O2.

Finalmente, observamos cambios en la composición de lípidos en respuesta a los 

tratamientos por herida e infección por patógeno. Algunos de los lípidos analizados forman 

parte importante de la composición de la membrana plasmática. Los lípidos de la 

membrana no solo funcionan como barreras pasivas hidrofóbicas para la separación del 

contenido celular del medio externo, sino que juegan un papel importante y activo en 

algunos procesos celulares. En las plantas estos procesos incluyen el anclaje de proteínas de 

membrana (Morita et al., 1996), mediación en las cascadas de señalización celular (Munnik 

et al., 1998) y activación de enzimas ubicadas en o cerca  de la membrana (Munnik et al.,

1998). Específicamente, los ácidos grasos durante el estrés parecen contribuir a la 

liberación de ácido linoléico, el cual funciona como un modulador de la expresión de genes 

de defensa (Upchurch,  2008). La liberación de ácidos grasos de las membranas y su 

metabolismo para participar en cascadas de transducción de señales que conduce  a la 

activación de respuestas de defensa es realizada por enzimas llamadas fosfolipasas (FL).

Por ejemplo, la producción de ácido jasmónico en tejido vegetal herido procede del 

metabolismo del ácido linolénico, el cual se considera que se libera  de los lípidos de la 

membrana por la acción  de una enzima FL del tipo A (Creelman y Mullet, 1997). Otras 

evidencias indican que los tres tipos de FL que se conocen (FLA, FLC y FLD) están 
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involucradas en la percepción de patógenos por las células vegetales, si bien no se conoce 

con detalle cómo se coordina el proceso (Low y Schoeder, 1997).      
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Leyenda de figuras

Fig. 1. Cinética de acumulación de especies reactivas de oxígeno después de la herida en 

mesocarpio de fruto de aguacate. A. Anión superóxido. B. Peróxido de hidrógeno. 

Fig. 2. Caracterización de la fuente de producción de especies reactivas de oxígeno.  El 

tejido de mesocarpio se trato previamente  con herida durante 30 min. A. Inhibidor de  la 

enzima NADPH oxidasa. B. Inhibidor de la enzima peroxidasa. 

Fig. 3. Actividad total de la enzima superóxido dismutasa en respuesta al tratamiento por 

herida.

Fig. 4. Caracterización isoenzimática de superóxido dismutasas en tejido de mesocarpio en 

respuesta a la herida. A. Análisis isoenzimático en respuesta a la herida. B. Identificación 

del tipo de enzima utilizando inhibidores específicos.

Fig. 5. Cinética de producción de especies reactivas de oxígeno en mesocarpio en respuesta 

a la infección por Colletotrichum gloeosporioides (1X106 esporas por ml). A. Anión 

superóxido. B. Peróxido de hidrógeno. Barra negras, frutos inoculados; Barras, blancas, 

controles inoculados con agua destilada estéril.

Fig. 6. Análisis isoenzimático de superóxido dismutasas  en tejido de mesocarpio en 

respuesta a la infección con Colletotrichum gloeosporioides (1X106 esporas por ml).  
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CAPITULO II
ESTRÉS OXIDATIVO EN FRUTO DE AGUACATE DURANTE 

ALMACENAMIENTO Y MADURACIÓN 
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Abstract: The hydrogen peroxide (H2O2), superoxide anion (O2
•-) and fatty acids content 

during ripening and refrigerated storage was investigated in avocado fruit. Ripening 

induced an increase in the H2O2 production in time up to 72 h; in contrast levels of O2
•-

were similar until 48 h, but 72 h after ripening an important increase in O2
•- production was 

observed. SOD activity of all isoenzymes observed notably decreased 72 h of ripening. 

Refrigerated storage stimulated the production of both, H2O2 and O2
•-, after incubation at 

4°C. In this condition, the level of H2O2 notably increased at 24 h and thereafter decreased 

to basal level at 72 h and the concentration of O2
- was high in all times assayed. The 

content of fatty acid decreased in ripe fruit but not changes were observed during 

refrigerated storage.

Keywords Hydrogen peroxide, superoxide anion, avocado, ripening, cold storage.

INTRODUCTION

The avocado (Persea americana Mill. cv. Hass) is an important fruit cultivated in many 

tropical and subtropical countries. Increasing evidence of health benefits of the avocado is 

both driving increased consumption and stimulating research on potential health benefits 

[1]. One of its outstanding characteristics is its high lipid content. Monounsaturated fatty 

acids are the principal components of the lipid fraction, representing about 71% of total 

fatty acids [2]. High dietary intake of these fatty acids has been related to decreased risk of 

cardiovascular disease. In addition, avocados are a rich source of bioactive phytochemicals 

such as vitamin E, some carotenoids, vitamin C, phenols, and sterols (mainly B-sitosterol), 

among others [3]. 

The avocado fruit starts to ripen only after being detached from the tree. After harvest, the 

most obvious ripening change is the rapid transition of the mesocarp from a hard to a soft, 

butter-like consistency with an apparent total loss of structural integrity [4] Fruit ripening is 

accompanied by deterioration of cell membranes [5], but while loss of membrane integrity 

during ripening is well documented, the effect of ripening or cold storage, one of the most 

used methods to extend shelf life, on oxidative metabolism and fatty acids content has not 
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been studied on avocado fruit. Therefore, the aim of this work was to study the changes on 

oxidative burst and fatty acid content in avocado fruit during ripening and cold storage.

MATERIALS AND METHODS

Fresh avocado fruits (Persea americana Mill. cv Hass) were obtained from a local market 

and used immediately. Fruits free of visual defects and uniform in color and size were 

selected. To analyze the effect of ripening or refrigerated storage on oxidative burst and 

fatty acid content avocado fruits were incubated different times at room temperature (20-

23°C) or different times at 4°C then were cut at 0.5g following  frozen in liquid nitrogen, 

and stored at -80°C until the assays. 

To superoxide anion assay the tissue (0.5 g) was incubated in 0.5 mM XTT (sodium 3’-[1-

[phenylamino-carbonyl]-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro) benzenesulfonic acid 

hydrate; Sigma, St. Luis. MO) for 10 min at room temperature and then the absorbance was 

read at 470 nm. This procedure is based in the reduction of the XTT sodium salt by 

superoxide anion to formazan hidrosoluble (orange) [6].

To assay H2O2 production, tissue (0.5 g) was incubated in 1 mL deionised water for 10 min 

and then 500 μL were incubated with mixture reaction (0.05% guaiacol (440 μl L-1), 

horseradish peroxidase (350 μL/L; 2500 U/ml) in 25 mM sodium phosphate pH 7.0 for 15 

min in the dark and then the absorbance was read to 450 nm. The concentration of H2O2 in 

the samples was determinated by a standard curve of commercial H2O2 [7]. 

SOD isoenzymes were separated by native PAGE on 10% acrylamide gels and visualized 

by a photochemical method which is based on the inhibition by SOD of the reduction of 

nitroblue tetrazolium by superoxide radicals producing achromatic bands in the gel [8]. 

To oil extraction, avocado pulp (300 g) was spread on the rotator plate of a domestic 

microwave to form a uniform layer of ~ 5 mm thick. The sample was removed from de 

plate and the oil extracted by squeezing, pressing the pulp manually through a cloth mesh 

[9]. Fatty acid methyl esters were prepared by transesferification with 15%-BF3 (Boron 

triflouride) in methanol using C17:0 (SIGMA Aldrich USA) as standard [10]. Fatty acids 

were analyzed by gas chromatography (Agilent 6850 Series II; Agilent, Foster City, CA, 

U.S.A.) coupled to a mass spectrometer (Agilent 5973). The compounds were identified by 



Estrés oxidativo en fruto de aguacate 
 

49 
 

comparison with mass spectra from the library (NIST/EPA/NIH, “ChemStation” Agilent 

Technologies Rev. D.04.00 2002).

RESULTS AND DISCUSSION

Ripening enhanced the levels of both, H2O2 and O2
- , reaching the maximum level at 72 h 

of ripening (Fig 1A, B), when the fruit is soft and the skin fully dark. At least 4 isoenzymes 

to SOD were observed by native gel electrophoresis and their activity notably decreased 72 

h of ripening (Fig 1C).

There was a significant increase in H2O2 and O2
- production (Fig 1D and 1E) 12 h after 

refrigerated storage at 4°C. Hydrogen peroxide production showed an additional increase at 

24 h and thereafter decreased to control levels. Superoxide anion production was 

maintained higher than control during the experiment, 72 h at 4°C.

We analyze if ripening or refrigerated storage affects the concentration of saturated and 

unsaturated fatty acids (Table 1). Changes in concentration of some fatty acids were 

observed between unripe and ripe stages, but just slightly decreases in concentration to the 

same fatty acid were observed in ripe fruit. Oleic (C18:1) acid was found to be the major 

fatty acid in avocado, followed by palmitic (C16), linoleic (C18:2) and palmitoleic (C16:1) 

acids. When the content of fatty acid was compared between refrigerated storage and room 

temperature no changes in the profile and the concentration of fatty acids were observed.

The study of the oxidative metabolism and fatty acid content in avocado fruit during 

ripening and refrigerated storage is important because the nutritional value of the fruit is 

dependent of the quality of their fatty acid which could be affected by the ripening process 

or refrigerated storage. In our study we observed that although the oxidant species 

hydrogen peroxide and superoxide anion increased during ripening or refrigerated storage 

did not affect either the profile or concentrations of fatty acids.
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Figure legends

Fig. 1. Oxidative stress during ripening and refrigerated storage in avocado fruit. H2O2 (A), 

and O2
- (B) production and SOD activity (C) at different times of ripening, and H2O2 (D) 

and O2
- (E) production at different times of refrigerated storage. Each bar represents the 

mean of three independent experiments with SE.
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CAPÍTULO III
SUPEROXIDO DISMUTASA EN FRUTO DE AGUACATE DURANTE EL 

DAÑO POR HERIDA
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CAPÍTULO IV
RESPUESTAS DE DEFENSA EN RAÍCES DE AGUACATE INFECTADAS 

CON P. cinnamomi
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CAPÍTULO V
SUPEROXIDO DISMUTASA EN PLANTAS 
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CAPÍTULO VI
ERO EN FRUTO DE CHILE
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9. DISCUSIÓN

Las plantas se encuentran expuestas a factores abióticos tales como bajas y altas 

temperaturas, exposición a sales, sequía y metales pesados así como a factores

bióticos como el ataque de patógenos e insectos y en algunas ocasiones 

simultáneamente son afectadas por ambos factores. Aún cuando no se 

encuentren deficiencias en la tierra y la práctica de la agricultura sea la adecuada, 

el impacto de estos factores puede reducir significativamente la productividad de 

los cultivos. Las plantas durante su metabolismo normal producen especies 

reactivas de oxígeno (O2
•- y H2O2). Una vez que existe un desbalance entre la 

producción de ERO y su destoxificación se presenta el estrés oxidativo. Las 

especies reactivas de oxígeno son moléculas pequeñas que no pueden ser 

fácilmente excluidas, pueden dañar proteínas (inactivación de enzimas), causar la 

oxidación de los ácidos nucleícos, de carbohidratos y la peroxidación de lípidos.

Para tales daños causados a la célula por el estrés oxidativo, ésta cuenta con 

mecanismos de destoxificación enzimáticos y no enzimáticos, dentro de los cuales 

se involucra a la enzima superóxido dismutasa como la primera línea de defensa 

en la destoxificación de ERO por catalizar la reacción de dismutación de anión O2
•-

a H2O2 (Gessler et al., 2007; Ahmad et al., 2008).

En el caso del fruto de aguacate, al ser cosechado en estado inmaduro, está 

sujeto al daño mecánico, al almacenamiento (4°C), y al ataque por patógenos 

postcosecha durante su transporte y hasta llegar a los anaqueles de venta, lo que 

puede conducir a la pérdida de la calidad del fruto y por consecuencia a pérdidas 

económicas. 

9.1 Estrés oxidativo a bajas temperaturas (4°C).

Durante el almacenamiento del fruto de aguacate a 4°C se incrementó la 

acumulación de ERO a las 12 horas después de su almacenamiento, similar 

efecto tuvo la exposición a bajas temperaturas en Arabidopsis thaliana en donde 

se acumuló H2O2 y aumentaron las actividades de enzimas antioxidantes como 

ascorbato peroxidasa (O’kane et al., 1996).  Contrariamente, en arroz aumenta la 
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actividad de SOD cuando las plantas son transferidas de temperatura baja a 

temperatura ambiente (Suruyama y Tanida, 1995). En tanto en el fruto de 

aguacate disminuyó la actividad de la enzima SOD a los 24°C.

Las plantas experimentan un proceso de aclimatación que involucra la 

acumulación de ERO y los lípidos han sido foco de atención durante este tipo de 

estrés por ser el principal componente de membranas, además hay una relación 

interesante entre la tolerancia a bajas temperaturas y la biosíntesis o re-arreglo de 

biomembranas en respuesta a el cambio de temperatura (Upchurch, 2008).

Las bicapas de lípidos creadas artificialmente experimentan un cambio de alta 

fluidez-fase cristalina a una fase gel-sólida cuando la temperatura disminuye. Los 

ácidos grasos son componentes cruciales en las membranas celulares. La 

suberina, la cutina y la cera proveen una barrera contra el ambiente; sin embargo, 

también contribuyen a la resistencia inducida a través de la remodelación en la 

fluidez de la membrana (Iba, 2002). Por ejemplo, la liberación de ácido -linoléico

por medio de la actividad de una lipasa y como moduladores de la expresión de 

genes de defensa (Kachroo et al., 2001).

La habilidad del ajuste de la fluidez de la membrana por cambios de los niveles de 

ácidos grasos insaturados es una característica de las plantas sometidas a la 

aclimatación. El ácido linolénico libre es por sí mismo una molécula señal y 

precursor de la biosíntesis de oxilipina (Bleé, 2002). Además los niveles de ácido 

oléico (18:1n9) provenientes del cloroplasto son críticos para la respuesta de 

defensa en plantas de Arabidopsis, además de incluir la muerte celular 

programada y la resistencia sistémica adquirida (Wilson et al., 2004; Xue et al.,

2006).

En el mesocarpo de fruto de aguacate sometido a 4°C durante 12 horas no se 

mostró cambio en la concentración de ácido oléico (18:1n9); sin embargo con los 

datos analizados, el vaccénico o cis 11-octacaenoico (18:1n7) mostró aumento en

su acumulación cuando el fruto fue sometido a 4°C. Sin embargo, el grado de 

daño durante el estrés por bajas temperaturas depende del tiempo de exposición,
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lo que sugiere que a las 12 horas de almacenamiento a 4°C no influye en la 

composición de ácidos grasos (Solanke y Sharma, 2008). 

Sin embargo, a bajas temperaturas las membranas vegetales experimentan una 

transición de líquido-cristalino a una fase parecida a un gel que reduce la fluidez 

de la membrana, provoca además una pérdida de iones y puede ocurrir la 

desactivación de proteínas de membrana. Se sugiere que a bajas temperaturas el 

fosfatidil glicerol saturado contenido en las membranas del cloroplasto es liberado 

y es relacionado con la adaptabilidad de las plantas a bajas temperaturas (Iba, 

2002).

También, se ha relacionado el contenido de ácidos grasos con la adaptabilidad a 

bajas temperaturas. En plantas con contenidos menores al 20% toleran mejor el 

frío que plantas que contienen 40% o más de ácidos grasos saturados (Murata et

al., 1992; Wolter et al., 1992). Así se sugiere que el mesocarpo del fruto de 

aguacate, al contener mayor cantidad de ácidos grasos insaturados tolere el 

estrés a bajas temperaturas, al no observarse un cambio en la composición de 

ácidos grasos en el mesocarpo del fruto.

9.2 Estrés oxidativo causado por herida y por Colletotrichum 
gloeosporioides en mesocarpo de fruto de aguacate

Una vez que el fruto de aguacate ha sido cosechado puede verse sujeto al daño 

por herida durante su transporte y manipulación y/o al ataque postcosecha por 

hongos como C. gloeosporiodes, estos tipos de estrés ocasionan la producción de 

especies reactivas de oxígeno (O2
•-, H2O2 y OH-). En tanto que la acumulación de 

ERO en frutos de aguacate había sido analizada en frutos de aguacate (Persea 

americana Miller Cv. Fuerte), en donde el pericarpo fue aislado e inoculado con 

esporas de C. gloeosporioides y se observó la acumulación de anión superóxido a 

1 hora después de la inoculación y una segunda acumulación a las 4 horas (Beno 

y Prusky, 2000), en éste trabajo se utilizaron frutos completos, los cuales fueron 

inoculados con la misma concentración de esporas de C. gloeosporioides en
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dónde la acumulación de ERO fue analizada en el mesocarpo del fruto, mostrando 

una mayor acumulación del anión superóxido a la hora y otra a las 8 horas 

después de la inoculación. En cuanto a la acumulación de H2O2 en mesocarpo de 

fruto de aguacate se observó a las 2 horas después de la inoculación lo que 

coincide con lo reportado por Beno-Moualem y Prusky (2000) en el pericarpo de

frutos de la cultivar fuerte. Una segunda acumulación de H2O2 fue observada lo 

que sugiere una interacción incompatible.

Varias fuentes enzimáticas han sido propuestas como la fuente en la producción 

de ERO durante las interacciones planta-patógeno, las cuales incluyen la enzima 

NADPH oxidasa de membrana plasmática, peroxidasas, xantina oxidasas y

lipoxigenasas (Bolwell y Daudi, 2009). Varios reportes sugieren que la producción 

de ERO durante la interacción con C. gloesporioides-Persea americana inician en 

el espacio extracelular por la reducción con un electrón del oxígeno molecular por

la enzima NADPH oxidasa de membrana plasmática así se produce el anión 

superóxido y éste es dismutado en el sitio de producción sugiriendo que sea una 

SOD de apoplasto la que se encargue de dismutarlo a la siguiente especie 

reactiva H2O2. (fig. 1) (Beno y Prusky, 2000). Las SOD extracelulares habían sido 

caracterizadas solo en mamíferos (Alsher et al., 2002); sin embargo se han 

localizado inmunológicamente SOD extracelulares en algodón (CuZn-SOD) y se 

ha sugerido que estas participen durante la formación de lignina en la pared 

celular, en procesos de crecimiento y desarrollo en la pared celular (Kim et al.,

2008). Además, se ha encontrado que las CuZn-SOD extracelulares tienen 

participación durante la respuesta al estrés biótico y abiótico (Kasai et al., 2006, 

Zhang et al., 2008). 
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Figura.1 Producción de Especies reactivas de oxígeno después durante el 

estimulo por herida o por C. gloeosporioides en Persea americana Mill. Cv. Hass

Por lo que se sugiere que los niveles encontrados de H2O2 son regulados por la 

producción de O2
- que involucra la participación de la enzima NADPH oxidasa de 

membrana plasmática y a la enzima SOD de apoplasto que dismuta al anión a 

H2O2. E: estímulo, R: receptor.
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Una vez que se presenta el estrés oxidativo en el mesocarpo, las ERO pueden 

reaccionar con carbohidratos, ácidos nucléicos, proteínas y lípidos. El mesocarpo 

del fruto de aguacate al tener altos contenidos de ácidos grasos poliinsaturados 

son susceptibles a la oxidación. El análisis en el perfil de ácidos grasos en el 

mesocarpo mostró una disminución de la concentración de los mismos a las 3 y 12 

horas después de la interacción con C. gloeosporioides, además de que el ácido 

linoléico (18:2n9,12) no fue determinado durante la interacción; sin embargo los

ácidos grasos esteárico (18:0) y gadoléico (20:1n9) fueron detectados durante la 

interacción. 

El ácido oleico (18:1n9) libre ha sido relacionado con la regulación de la respuesta 

de defensa en plantas a patógenos, incluyendo la muerte celular programada y la 

resistencia sistémica adquirida (SAR). En plantas mutantes de A. thaliana que 

acumulaban altos niveles de 18:1n9 se disminuían las respuestas de defensa 

(Kachroo et al., 2004). 

Una de las respuestas al estrés por herida en plantas es la acumulación de ERO.

La producción de las ERO en fruto de aguacate después del tratamiento con 

herida se presenta conforme a lo reportado por Castro (2009). La producción de

O2
•- se presenta a partir de los 10 minutos después del daño, observándose la 

máxima acumulación a los 25 minutos. En tanto la acumulación de H2O2 se 

observa a los 10 y 30 minutos después del tratamiento y al utilizar el inhibidor DPI,

la acumulación de H2O2 disminuye, lo que sugiere que la fuente de producción de 

ERO sea a través de la enzima NADPH oxidasa de membrana plasmática (Fig.2).

Hay diferentes fuentes en la producción de ERO incluyendo fuentes intracelulares 

como la mitocondria y peroxisomas; extracelulares como peroxidasas de pared 

celular, oxalato oxidasas de apoplasto, NADPH oxidasas de membrana plasmática 

y amino oxidasas. La enzima NADPH oxidasa transfiere electrones del citoplasma 

de NADPH al O2 extracelular para formar el O2
•-, seguida por la dismutación de 

éste para formar el H2O2; la participación de NADPH oxidasa de membrana 

plasmática ha sido implicada como la fuente de producción de ERO en varios tipos 

de estrés; sin embargo, hay evidencia que está implicada durante el daño por 
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herida (Orozco-Cardenas et al.,1999; Liu et al., 2005; Sagi et al., 2004) o por 

peroxidasas de pared celular como fuente de ERO.

Por otro lado la dismutación del O2
•- puede darse espontáneamente pero se 

requiere a la enzima superóxido dismutasa para que el proceso sea más rápido; 

las primeras SOD extracelulares descritas habían sido en mamífero; sin embargo 

en plantas se describieron las SOD extracelulares que participaban en la 

lignificación de la pared celular en algodón (Kim et al., 2008). En el mesocarpo del 

fruto de aguacate se analizó la posible participación de alguna SOD extracelular 

durante el estrés por herida, sugiriendo la actividad de SOD’s durante el daño por 

herida (Fig.1) y al utilizar los inhibidores de CuZn-SOD (KCN y H2O2) se muestra 

una disminución de la actividad total sugiriendo que la actividad de SOD proviene 

de CuZn-SOD. 

Durante el estrés oxidativo causado por C. gloeosporioides y por el daño por 

herida la fuente en la producción de ERO se sugiere que sea la enzima NADPH 

oxidasa de membrana plasmática así que como el metabolismo de destoxificación 

se continúe con la actividad de la enzima superóxido dismutasa extracelular.

El perfil de ácidos grasos durante el estrés por herida se analizó a los 15 minutos 

después del tratamiento con herida, por ser el tiempo en el que se presentó mayor 

acumulación de H2O2 y mostró una disminución en los niveles de ácidos grasos 

con respecto al control cero horas; sin embargo, hay un aumento en los niveles de 

ácido oléico (18:1n9) y detección del ácido esteárico (18:0) y el ácido gadoleíco 

(20:1) con respecto al control. El aumento de los niveles de el ácido oleíco 

(18:1n9) está implicado en la señalización de la respuesta de defensa en plantas 

(Upchurch, 2008) pero la instauración del ácido graso de 18 carbonos se 

encuentra en posición diferente. 

Dependiendo del tipo de estrés, la fuente de producción de ERO puede ser 

diferente, sin embargo durante el estrés por herida y la interacción con C.

gloeosporioides-P. americana Mill. Cv. Hass se sugiere que puedan implicar a una 

NADPH oxidasa de membrana plasmática como fuente en la producción de ERO. 

La cinética de acumulación de ERO es diferente entre los dos tipos de estímulos 
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implicados, sugiriendo que sea diferente por el origen del estímulo para 

desencadenar una respuesta diferente. En tanto el cambio en el perfil de ácidos 

grasos, disminuyendo estos en ambos estimulos y se detecten tanto el ácido 

esteárico y el ácido gadoleíco; sin embargo en el estrés por herida aumenta la 

acumulación de ácido cis 11-ocatacaenoico (18:1n7) que pudiera estar implicado 

en la señalización por este tipo de estrés.
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10. Conclusión

Los diferentes tipos de estrés aumentan la producción de especies reactivas de 

oxígeno, pero no todos tienen una influencia sobre la composición de lípidos en el 

mesocarpo de fruto de aguacate
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