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La guanabana es un fruto climatérico altamente perecedero, lo que limita
su comercializacion y es por ello, que se buscan estrategias para prolongar
su vida de anaquel. Considerando esto, el objetivo de esta investigacion
fue probar el efecto de un consorcio bacteriano de tres cepas de Bacillus
subtilis aplicado en precosecha para evaluar los parametros de calidad
de los frutos en etapa postcosecha. Se seleccionaron diferentes etapas
de desarrollo del fruto en el arbol para la aplicacion (4, 8 y 12 semanas
post-antesis), ademas de los frutos en madurez fisioldgica ya cosechados.
Se evaluaron los parametros fisicoquimicos de firmeza, acidez titulable,
pH, sdlidos solubles totales de acuerdo con los protocolos de la AOAC.
También se evalio la expresion del gen que codifica para la enzima
poligalactuonasa. Los resultados revelaron que el consorcio bacteriano
tiene un efecto positivo en prolongar la vida de anaquel cuando se aplica
en precosecha a las 12 semanas de desarrollo del fruto. Este estudio
revela que es fundamental la seleccién de la etapa del desarrollo del fruto
para lograr efectos positivos mediante la aplicacion B. subtilis sobre la
calidad de frutos con corta vida de anaquel como la guanabana.
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precosecha, postcosecha, vida util.
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B. subtilis en la calidad del fruto de guanabana. / B. subtilis in quality of soursop fruit.

ABSTRACT

Soursop is a highly perishable climacteric fruit, which limits its commercialization, thus,
strategies are being sought to extend its shelf life. With this focus, this research aimed to test the
effect of a bacterial consortium of three Bacillus subtilis strains applied in pre-harvest to evaluate
the fruit quality parameters in the post-harvest stage. Different stages of fruit development on
the tree were selected for application (4, 8, and 12 weeks post-anthesis), in addition to fruit at
physiological ripeness already harvested. The physicochemical parameters of firmness, titratable
acidity, pH, and total soluble solids were evaluated according to AOAC protocols. The expression
of the gene coding for the polygalacturonase enzyme was also assessed. The results revealed
that the bacterial consortium positively affects shelf life when applied pre-harvest at 12 weeks
of fruit development. This study shows that the selection of the stage of fruit development is
fundamental to achieving positive effects through the B. subtilis application on the quality of fruits
with short shelf life, such as soursop.

KEY WORDS: Annona muricata, bacterial consortium, pre-harvest, post-harvest, shelf life.

Introduccién

El cultivo de la guanabana (Annona muricata L.) es originario de México y Centro América
(Nugraha et al., 2021). De acuerdo con los registros del Servicio de Informacion Agroalimentaria
y Pesquera (SIAP), para el 2019, la produccion de guanabana en México ascendiéo a
30,790 t anuales. Los principales estados productores son: Nayarit, con una produccion
de 23,230 t; seguido por Colima con 2,832 t y Michoacan, con 2,781 t. A nivel nacional se
siembra una superficie de 3,612 ha, lo que se refleja en un valor de produccién de $248,170.00
(SIAP, 2019). Los frutos de guanabana son apreciados por su pulpa comestible, la cual tiene
una textura suave y fibrosa con un sabor agridulce. Posee un alto contenido de nutrientes y
compuestos bioactivos que pueden aportan beneficios a la salud humana. Adicionalmente, el
fruto de guanabana tiene un gran potencial para el desarrollo de diversos productos alimenticios
(Villarreal-Fuentes et al., 2020).

El crecimiento de los frutos de guanabana es de tipo doble sigmoide y alcanzan la
madurez en un promedio de 160 dias posteriores a la antesis. Los frutos se cosechan en el punto
de madurez fisiologica, que coincide con su tamafio maximo, la disminucion de la firmeza (del
epicarpio y de las espinas), y los cambios en el color y atenuacion en el brillo del epicarpio (Worrell

Revista Bio Ciencias 12, e1768. 2



Aguilera-Aguirre et al., 2025.

etal., 1994). Una vez que se ha llevado a cabo la cosecha, es importante generar y mantener las
condiciones de almacenamiento adecuadas, con el fin de preservar la calidad durante el periodo
de postcosecha (Jiménez-Zurita et al., 2017).

La maduracion de los frutos es un proceso complejo que incluye una serie de eventos
genéticamente programados, que desencadenan multiples procesos bioquimicos y fisiolégicos
que alteran su firmeza, color, sabor y textura (Saini et al., 2022). Durante la maduraciéon de los
frutos climatéricos, se produce un pico en la produccién de etileno que regula la expresién de
genes que codifican proteinas que modifican la pared celular, provocando el ablandamiento.
El etileno es una hormona esencial, ya que coordina los procesos de maduracion, asi como
también activa enzimas que degradan la pared celular, provocando el ablandamiento del fruto.
La guanabana al ser un fruto climatérico, posee una tasa alta de respiracion y de produccién de
etileno, por lo que tiene un proceso de ablandamiento acelerado que reduce la vida de anaquel
durante la postcosecha (Berumen-Varela et al., 2019). Precisamente, la corta vida util postcosecha
de la guanabana es una de las principales limitantes en la exportacion, por lo que mantener la
calidad y retrasar la maduracion del fruto es de gran importancia. Entre las operaciones de manejo
postcosecha de frutos de guanabana se destacan la refrigeracién entre 12 a 15 °C, el secado de
humedad residual, la aplicacion de recubrimientos y la aplicacién de compuestos quimicos que
reduzcan la produccién de etileno (Moreno-Hernandez et al., 2014).

También se ha explorado el uso de recursos biéticos, como las rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés, Plant Growth Promoting Rhizobacteria),
que representan una alternativa para proteger a los cultivos y prolongar la calidad de frutos durante
la precosecha y postcosecha (de Andrade et al., 2023; Saebi et al., 2023). Bacillus subtilis es una
de las PGPR mas estudiadas; esta bacteria es capaz de promover el crecimiento de las plantas
y controlar fitopatdgenos a través de diversos mecanismos como la solubilizacion de fosforo
en suelo, la fijacion bioldgica de nitrdgeno, la sintesis de antimicrobianos, la produccion de la
fitohormona indol-3-acético (IAA) y la disminucién de los niveles de etileno en plantas (Shahid et
al., 2023). Originalmente, B. subtilis solo estaba asociada con la promocion del crecimiento vegetal
(Blake et al., 2021), pero cada vez hay mas evidencias de que la aplicacion de estas bacterias en
la etapas de postcosecha, puede modificar la actividad fisiolégica y la salud general de los frutos
(Martinez-Jaime et al., 2019). Cabe mencionar que la mayoria de los estudios se han enfocado
en la aplicacion de PGPR en la rizésfera de los arboles, o bien, en los frutos cosechados. Para el
caso de la guanabana, pocos estudios se han realizado en los que se apliquen PGPR, y dentro de
los reportados, el enfoque ha sido las habilidades que poseen las PGPR como agentes de control
biolégico de fitopatdgenos durante la postcosecha (Bautista-Rosales et al., 2022; Guardado-
Valdivia et al., 2018).

Hasta el momento no se ha reportado el efecto de la aplicacion de alguna PGPR sobre
frutos de guanabana durante la precosecha, como parte de un manejo integral de preservacion
de la calidad de estos frutos una vez que se cosechan, por lo que el objetivo de este trabajo fue
aplicar un consorcio de tres cepas de B. subtilis sobre frutos de guanabana durante la precosecha
y evaluar su efecto sobre las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos en la postcosecha.
Adicionalmente, se evaluo el efecto sobre la expresion del gen PG, que codifica para la enzima
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poligalacturonasa (PG), involucrada en la pérdida de firmeza y cambios texturales en los frutos.

Material y Métodos
Cepas bacterianas y material biolégico

Los arboles de guanabana empleados en el estudio se localizan en la localidad de El
Tonino, municipio de Compostela, Nayarit, México. Se eligieron 12 arboles, los cuales fueron
seleccionados por no mostrar plagas ni danos fisicos, con altura homogénea (entre 6.5y 7.5 m),
de forma conica, ademas, los 12 arboles presentaban la misma edad (20 afos, de acuerdo con
la informacién proporcionada por el productor). Los arboles contaban con frutos en diferentes
fases de desarrollo, estos fueron cosechados al alcanzar la madurez fisioldgica en el arbol, lo
que se evidenci6 por el cambio de color del epicarpio del fruto de un verde oscuro brillante a un
verde claro mate, ademas de que las pequenas espinas blandas que presenta el fruto se van
separando conforme logra la madurez fisiolégica, asi los frutos fueron cosechados conforme
a la experiencia e instruccion del productor. Una vez cosechados, los frutos se trasladaron al
Laboratorio de Agrobiotecnologia y Electroquimica del Instituto Tecnologico de Tepic. El consorcio
PGPR se conformé por tres cepas de B. subtilis (CBs), nombradas como Bs-05, Bs-16 y Bs-17,
las cuales son parte de la coleccién de recursos microbianos del Laboratorio de Microbiologia de
la Universidad de Guanajuato, México.

Preparacién de la suspension con el consorcio bacteriano

Cada cepa bacteriana se cultivdé en el medio de cultivo Luria-Bertani (Bertani, 1951) a
28 °C por 24 h. Se cosecharon las células bacterianas mediante centrifugacion del cultivo a
10,000 rpm por 10 min a 25 °C. Se preparé una suspension bacteriana con las tres cepas de B.
subtilis en proporciones equivalentes. Se ajusté la concentracion de la suspension bacteriana a
1x107” UFC/mL con agua destilada estéril.

Tratamiento de los frutos en precosecha

Para los tratamientos se seleccionaron tres arboles del grupo de los 12 previamente
descrito, y de cada arbol se seleccionaron cinco frutos que se encontraban en la misma etapa
de desarrollo. Para este estudio los frutos se clasificaron de la siguiente manera: P1, frutos con 4
semanas de desarrollo posteriores a la antesis; P2, frutos con 8 semanas de desarrollo; P3, frutos
con 12 semanas de desarrollo. El pericarpio de los frutos fue asperjado con la suspension del
consorcio bacteriano. Como control, cinco frutos fueron asperjados con agua estéril. Una vez que
los frutos fueron alcanzando la madurez fisiologica (PM), se cosecharon y almacenaron a 25 °C. Al
sexto dia de almacenamiento se tomaron las muestras para realizar los analisis correspondientes.
Los frutos tratados con el CBs se identificaron de la siguiente manera: CBs-P1, CBs-P2 y CBs-P3.
En la Figura 1 se esquematiza el procedimiento para los tratamientos.
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Tratamiento de los frutos en postcosecha

Para el tratamiento postcosecha se seleccionaron tres arboles (del grupo inicial de los 12
elegidos) y de cada arbol se seleccionaron cinco frutos que se encontraban etapa de PM, estos
frutos fueron identificados como PMF. Los frutos se cosecharon y posteriormente fueron tratados
con el CBs, cabe senalar que a estos frutos no se les aplico el CBs durante la precosecha.
Posteriormente, se almacenaron a 25 °C por 6 dias. Al sexto dia se llevé a cabo la toma de
muestras, para este tratamiento se identificaron como CBs-PMF (Figura 1).

Figura 1. Representacidon esquematica de los tratamientos aplicados a los frutos
de guanabana en diferentes etapas de desarrollo.

Fuente: Elaboracioén propia a partir de este estudio.

Pérdida fisiolégica de peso

Se realizo la evaluacion de la pérdida fisioldégica de peso (PWL) como se ha reportado
previamente (Freitas & Mitcham, 2013). El peso inicial se registrd en el primer dia de la cosecha
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y el peso final se registré al sexto dia de la postcosecha. Para esto, se utilizd una bascula digital
(Ohaus CT600®, USA). Los resultados se expresaron como porcentaje de pérdida fisioldgica de
peso (% PWL) de acuerdo a la Ecuacion 1.

Peaszo inicial—Peso final

% PFP =

L. - X 100
Ecuacion 1 Peso final

Analisis de la firmeza

Para la determinacién de la firmeza se utilizd un texturémetro (StableMycro Systems®,
UK), equipado con una sonda de acero inoxidable de 8 mm de diametro. La sonda se trabajo
a una velocidad de 1 mm/s y se llevd a cabo la prueba de penetracion en dos puntos en lados
opuestos de la parte media del fruto como se ha reportado previamente (Marquez-Cardozo et al.,
2012). Se eligio una distancia de 20 mm de penetracion. La firmeza se registré en Newton (N).
Todos los analisis fisicoquimicos relacionados con la calidad del fruto se realizaron al sexto dia
postcosecha, considerando el dia 0 como el dia en que fueron cosechados.

Analisis de los sdélidos solubles totales

La determinacion de los solidos solubles totales (TSS), se realiz6 a través de la metodologia
previamente reportada (AOAC, 1990). Las evaluaciones se realizaron en la pulpa de los frutos
utilizando un refractémetro (Atago®, USA). Los resultados se reportan en °Brix.

Determinacién de la acidez titulable y el pH

La evaluacion de la acidez titulable, reportada como % de acido malico, se realizé a
través de la metodologia previamente reportada (AOAC, 1990). Se emplearon 5 g de muestra
homogeneizada en agua desionizada. La titulacion se llevé a cabo con una solucién de NaOH 0.1
N y fenolftaleina como indicador. Los resultados se obtuvieron utilizando la Ecuacién 2.

% ACidG malico = (mL de NaOH)(N de“‘.’aOH)(meq. Arido mélz'ca:l

Ecuacion 2 g de musstra X100

El pH de la pulpa de los frutos se determind utilizando un potenciémetro (Hanna
Instruments®, USA) (AOAC, 1990).

Analisis estadistico

Se sometié a un analisis de varianza de un solo factor, utilizando la comparacion de Tukey
con nivel de significancia p < 0.05. Para el analisis de datos se utilizé el software estadistico
Statistica Version 12.0 (StatSoft®, USA). Se realizaron tres repeticiones empleando cinco frutos
para cada repeticion.

Extraccién de RNA de frutos de guanabana

El método de extraccién de RNA total fue de acuerdo a la metodologia propuesta por
Brasil et al., (2008). Para esto, 600 mg de tejido pulverizado se mezclaron con 1 mL de buffer de
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extraccién (SDS 0.5 %, EDTA 25 mM, NaCl 250 mM, B-mercaptoetanol 145 mM, Tris-HCI 250
mM) y se mantuvo a temperatura ambiente durante 1 min. Posteriormente se incubé a 60 °C por
15 min, con agitaciéon constante. Inmediatamente después se transfirié a un bafio de hielo-agua
durante 10 min. Se adicionaron 0.15 mL de acetato de potasio 5 M frio, se mezclé y se centrifugd
a 12,000 rpm por 20 min. Se recuperd el sobrenadante y se agregé 1 volumen de isopropanol.
Se centrifugd y se recupero la pastilla. Se resuspendié en 100 uL de agua desionizada. Para
purificar las muestras de RNA se utilizé el kit comercial Pure Link RNA Mini Kit (Ambion®, USA),
de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Posteriormente se llevé a cabo la cuantificacién
del RNA obtenido y se determiné la calidad e integridad del mismo. Las muestras de RNA fueron
sometidas a electroforesis en geles de agarosa al 2 %. Se utilizdé un fotodocumentador (BioRad®,
USA) para visualizar las muestras de RNA en el gel. La cuantificacién del RNA se llevé a cabo
utilizando el Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific®, USA).

Analisis de la expresiéon genética

Se analizé la expresién del gen que codifica para la enzima PG en los frutos tratados con
el consorcio bacteriano. La toma de muestras para analizar la expresion genética se llevo a cabo
a los 10 dias posteriores a la aplicacion del CBs. Como control, se analiz6 la expresion del gen
PG en frutos sin tratamiento bacteriano. Para amplificar un fragmento del gen que codifica para la
PG de guanabana, se disefaron los oligonucleotidos PGf (5-TGCTTGGAAAGATGCTTGTG-3")
y PGr (5-GCAGTATGCCATCAACCTGA-3'), que amplifican un fragmento de 134 pb.
Como control enddégeno de expresion constitutiva, se disefiaron los oligonucleotidos ACTf
(5"-ACGAGCTGTTTTCCCTAGCA-3) y ACTr (5'-TCTTTTGGATTGAGCCTCGT-3") que
amplifican un fragmento de 593 pb del gen ACT, que codifica para la actina.

Se llevé a cabo el analisis de la expresién de los genes mediante la técnica de
Transcripcion Reversa acoplada a la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR, por sus
siglas en inglés, Reverse Transcription-Polymerase Reaction Chain). Para esto se utilizd el kit
comercial SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen®, USA) de acuerdo a las
especificaciones del proveedor. Para las reacciones se emplearon 170 ng de RNA total purificado.
Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador Select cycler (Select
Bio Products®, USA) de acuerdo a las siguientes condiciones de amplificacion. 50°C por 30 min;
94 °C por 2 min. Posteriormente, 94 °C por 15 s, 56 °C por 30 s, 72 °C por 1 min, 35 ciclos.
Finalmente 72 °C por 10 min, 1 ciclo. Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis
para su evaluacion.

Analisis semicuantitativo de la expresion génica

Para realizar el analisis semicuantitativo de la expresion genética, se utilizé el software
Imaged 1.54d para determinar los valores de densidad de los amplicones obtenidos mediante
PCRy visualizados en la imagen del gel de electroforesis (Antiabong et al., 2016). Se configuraron
y establecieron las medidas para el analisis y se marcé la densidad integrada. Se determinaron
las intensidades totales de pixeles (RawIntDen) para cada imagen de la banda correspondiente al
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producto de PCR. RawIntDen es la suma de los valores de pixeles de las imagenes. Se determiné
el error estandar de la media de tres ensayos independientes.

Resultados y Discusion
Pérdida fisiolégica de peso

Los frutos sufren la pérdida de agua en forma de vapor (transpiracion) después de ser
cosechados. Esto es un factor determinante en la pérdida fisioldgica del peso (PWL) del fruto lo
cual esta relacionado con los procesos fisioloégicos de transpiracion y respiracion, que inciden
en su consistencia, calidad y valor comercial (Lufu et al., 2020). En la Figura 2A se observa
que la aplicacion del CBs sobre la superficie de los frutos, particularmente en aquellos donde
el consorcio se aplicé en precosecha a las 12 semanas de desarrollo (CBs-P3), disminuy6 de
manera significativa la PWL, comparada con el control y con los frutos CBs-P1 y CBs-P2. La
velocidad de la transpiracion esta estrechamente relacionada con la integridad de la estructura
de la pared celular (Rossi et al., 2022). En este sentido, el tratamiento con el consorcio bacteriano
sobre los frutos CBs-P3, probablemente fortalecié algunas estructuras como la cuticula, evitando
dafos a la estructura de la pared celular que ocurren durante el proceso de maduracion. Por
lo tanto, se redujo la transpiracion y esto permiti6 mantener por mas tiempo la turgencia en los
tejidos. En lo que corresponde a los frutos CBs-PMF, se observé que se comportaron de manera
similar al control, indicando que el tratamiento con el consorcio no evité la PWL en los frutos
(Figura 2A). Estos resultados muestran que el tratamiento con el CBs, no logré evitar la PWL
cuando se aplicé en los frutos ya cosechados. En un estudio realizado por Viencz et al. (2023),
aplicaron B. subtilis en platano para el control de antracnosis en etapa de postcosecha y ademas
evaluaron parametros de calidad como PWL y firmeza, observando que la aplicacion del agente
de biocontrol en esta etapa no tienen un efecto positivo en la calidad ya que se observé un
aumento de la PWL y una disminucién de la firmeza del fruto (Viencz et al., 2023).

Firmeza del fruto

La firmeza es un parametro relacionado con la estructura de la pared celular de los frutos
y con su estado de madurez. Este parametro depende directamente de la turgencia, cohesion,
forma y tamano de las células que conforman la pared celular. La pérdida de la firmeza en los
frutos plantea miltiples problemas para la comercializacién de la fruta (Wang et al., 2023). Por
lo tanto, mantener la firmeza de los frutos es fundamental para preservar su vida de anaquel y
la aceptabilidad por parte del consumidor. En este estudio se evalué el potencial del CBs para
mantener la firmeza en los frutos de guanabana. Como resultado se obtuvo que en el tratamiento
con el CBs sobre los frutos P3, se tuvieron los valores de firmeza mas altos, con una media de
27.82 £ 8.3 N, en comparacioén con los frutos control que mostraron 2.83 N * 1.5. Esta diferencia
corresponde a un 89.83 % de mas firmeza en los frutos tratados con el CBs (Figura 2B). En los
frutos CBs-P1 y CBs-P2, también se mantuvieron mas firmes que el control, alcanzando 11.01 N
+ 5.1y 11.95 N % 5.5, respectivamente. Esto puede ser atribuido a la accién de la enzima ACC
desaminasa presente en el citoplasma de algunas bacterias, entre ellas B. subtilis (Penrose &
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Glick, 2003), esta enzima actua sobre el precursor del etileno (ACC), propiciando una disminucion
en la produccion de esta hormona, la cual estimula el proceso de maduracién y el ablandamiento
de los frutos climatéricos. Es interesante observar que el periodo de desarrollo de los frutos es
determinante en el efecto que ejerce el consorcio bacteriano, la aplicacién sobre los frutos con
un desarrollo de 12 semanas (CBs-P3), fue la mas favorable para mantenerlos mas firmes, lo
que representa una mayor vida de anaquel y por ende, mayor tiempo para su comercializacion.
Estos resultados fueron consistentes con los obtenidos en las evaluaciones de la PWL sobre los
frutos P3. Recientemente, un estudio sobre la aplicacion de PGPR en frutos de cereza durante
la precosecha, reporté que los frutos tratados con PGPR tuvieron valores de firmeza mas altos
que los frutos control (Klglker et al., 2023), de manera similar a lo observado el presente estudio
con guanabana. Los frutos CBs-PMF no mostraron diferencia significativa con respecto al control,
indicando que el tratamiento bacteriano aplicado en los frutos de guanabana ya cosechados, no
tuvo efecto sobre la firmeza (Figure 2B).

Figura 2. Efecto del consorcio de B. subtilis (CBs), aplicado en diferentes periodos
de desarrollo del fruto de guanabana, sobre la pérdida fisiolégica de peso (A) y la
firmeza de los frutos (B) a los 6 dias después de ser cosechados.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).
Fuente: Elaboracion propia a partir de los resultados obtenidos. Las lineas en las barras corresponden a la
desviacion estandar.
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Acidez titulable y pH

Durante la maduracién, la acidez de la guanabana aumenta debido a un incremento en la
concentracion de acidos organicos, principalmente de los acido malico, citrico y ascorbico (Paull
et al., 1983). Esta es una caracteristica particular en el fruto de guanabana que es un fruto con
un gusto agridulce, a diferencia de los frutos dulces donde la acidez titulable va disminuyendo
conforme al proceso de maduracién, Paull et al. (1983) reporté que durante la maduracion
poscosecha del fruto de guanabana, la concentracion de acido malico llega a incrementarse hasta
7 veces, contribuyendo al equilibrio entre dulzura y acidez, lo que mejora la percepcion del sabor
y el desarrollo del perfil organoléptico dptimo en el fruto. La acidez se expresa comunmente en
términos del acido organico predominante, que en el fruto de guanabana es el acido malico (Teran-
Erazo et al., 2019). En la Figura 3A se muestran los resultados obtenidos de acidez titulable. Los
valores significativamente menores en % de acido malico se observaron en los frutos CBs-P3,
donde se registré una media de 0.55 £ 0.05 %, comparado con el control que mostré una media de
0.79 £ 0.07 %. Considerando que la acidez titulable tiende a aumentar durante la maduracion, se
sugiere que el tratamiento con el CBs modifico el catabolismo de almidon y carbohidratos durante
el proceso de maduracion, dando como resultado una reduccién en la concentracion de acido
malico. En este sentido, el consorcio de B. subtilis logré desacelerar el proceso de maduracion
en los frutos de guanabana en los frutos CBs-P3 y CBs-P2. Los frutos CBs-P1 y CBs-PMF, no
mostraron diferencia estadistica significativa con respecto al control. Esto indica que el efecto que
puede ejercer el consorcio de B. subtilis sobre la produccion de acido malico en guanabana, no
se logra cuando los frutos se encuentran en etapas tempranas del desarrollo, ni cuando los frutos
han sido cosechados (Figura 3A).

Nuestros resultados revelan que es esencial seleccionar la etapa de desarrollo del fruto
en la que se llevara a cabo la aplicacion de PGPR ya que no se logra el mismo efecto sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, observadas en cada etapa de aplicacion tanto en precosecha como
en postcosecha. Ademas, es importante evaluar el efecto que las PGPR tienen sobre cada fruto
en particular, ya que la respuesta dependera de las interacciones metabdlicas especificas entre
el microorganismo y la especie vegetal; por ejemplo, en fresa, la aplicacién de PGPR en la raiz
de la planta generd un aumento en los valores TSS y de acidez titulable en los frutos, por lo que
en este caso, los autores refieren que la aplicacion de las PGPR funcioné como un potenciador
de la madurez en precosecha (Nam et al., 2023). En arandano, se aplicaron cepas de B. subtilis
sobre los frutos ya cosechados y esto propicié un aumento en la acidez titulable (Martinez-Jaime
et al., 2019). Por el contrario, en cereza, la aplicacion de PGPR en frutos durante la precosecha,
disminuy¢ la acidez titulable, sugiriendo un atraso en la maduracion del fruto (Kuglker et al.,
2023). De acuerdo a los resultados de estos estudios se puede observar que el efecto de Bacillus
subtilis depende de factores como el tipo de fruto y su fisiologia, las interacciones metabdlicas
que se puedan establecer entre la bacteria y el fruto, asi como las condiciones ambientales en
las que se desarrollo el fruto y el manejo postcosecha. En nuestro estudio, para lograr un efecto
en la extension de la vida de anaquel mediado por la aplicacion de PGPR en guanabana, resulté
mas efectivo llevar a cabo la aplicacion durante la precosecha a las 12 semanas de desarrollo de
los frutos post-antesis.
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En lo que corresponde al pH, en guanabana se ha determinado que tiende a disminuir
conforme avanza el proceso de maduracién, lo cual esta relacionado con el incremento en la
sintesis de los acidos organicos (Espinoza et al., 2013). En los frutos CBs-P3 no se observo esa
disminucion de pH comparado con el control (Figura 3B), lo que es acorde a lo observado en las
evaluaciones de la acidez titulable. Es importante resaltar que, al igual que en las evaluaciones
de firmeza y PWL, el efecto diferencial en la acidez titulable y pH se observé en los frutos con 12
semanas de desarrollo en el arbol a los cuales se les aplicé el CBs, y en los que, de acuerdo con
los valores de estos parametros, el proceso de maduracion postcosecha se atenuda.

Figura 3. Efecto del consorcio de B. subtilis (CBs) en el contenido de acido malico
(A) y el pH (B) de frutos de guanabana en diferentes periodos de desarrollo.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

Fuente: Elaboracion propia a partir de los resultados obtenidos. Las lineas en las barras corresponden a la
desviacién estandar.
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Soélidos solubles totales

Conforme avanza el proceso de maduracion, las enzimas a y B amilasas hidrolizan el
almidon a carbohidratos mas simples como los mono y disacaridos, principalmente sacarosa,
glucosa y fructosa (Marquez-Cardozo et al., 2012). Este parametro de TSS, al igual que la
firmeza, PWL, acidez titulable y pH, son indicativos del avance del proceso de maduracion de
los frutos. En este estudio se observo que los frutos control tuvieron 16.39 + 2.5 °Brix (Figura 4),
lo cual es acorde con estudios previos realizados en guanabana, donde se reporta un contenido
de TSS entre 7.1 y 20.1 °Brix (Jiménez-Zurita et al., 2016). Al analizar el efecto del tratamiento
bacteriano en los frutos CBs-P3, se observo que los valores de TSS fueron significativamente
menores con respecto al grupo control y los otros grupos de estudio. Estos resultados indican que
la aplicacion del consorcio de B. subtilis modifica el metabolismo de los carbohidratos en el fruto,
es posible que haya una menor expresion de los genes que codifican para enzimas involucradas
en la hidrdlisis de carbohidratos como almidén y péctica, sin embargo, es necesario llevar a cabo
mas estudios para detallar estas respuestas metabdlicas. En los frutos CBs-P1, CBs-P2 y CBs-
PMF, no hubo cambios significativos en el contenido de TSS con respecto al control, sustentando
nuevamente que el periodo de desarrollo de los frutos es un factor que debe tomarse en cuenta
para llevar a cabo la aplicaciéon del CB. Asi, de acuerdo con los resultados de los analisis de TSS,
PWL, firmeza, acidez titulable y pH, la aplicacion del consorcio bacteriano sobre los frutos con
un periodo de 12 semanas de desarrollo, después de la antesis, seria el adecuado para lograr
extender la vida util de la guanabana.

Figura 4. Efecto del consorcio de B. subtilis (CBs) en el contenido de sélidos
solubles totales de frutos de guanabana en diferentes periodos de desarrollo.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

Fuente: Elaboracion propia a partir de los resultados obtenidos. Las lineas en las barras corresponden a la
desviacién estandar.
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Expresion del gen que codifica para la PG de guanabana

Durante la maduracion de los frutos sucede el ablandamiento de los tejidos, producto de
la ruptura de las interacciones entre los polimeros que constituyen la pared celular. La pérdida de
la firmeza de los frutos esta relacionada con la degradacién de pectina, celulosa y hemicelulosas,
componentes de la pared celular. En el metabolismo de estos carbohidratos intervienen enzimas
como la poligalacturonasa (PG), p-galactosidasa endo-1,4-B-glucanasa, pectinmetilesterasa y
a-arabinosidasa, entre otras. Particularmente, la actividad de la PG esta altamente correlacionada
con la firmeza del tejido del pericarpio en los frutos (Ayour et al., 2024). La enzima PG es clave
en este proceso dado que se encarga de hidrolizar los enlaces o (1-4) en las cadenas de
galacturénidos, por lo que la actividad de la PG esta correlacionada con el ablandamiento de los
frutos conforme avanza la maduracion (Jiang et al., 2019).

En este estudio observamos que la aplicacion del CBs sobre los frutos de guanabana, tuvo
efecto sobre la expresion del gen que codifica para la PG (Figura 5A). Contrario a lo esperado, en
todos los tratamientos con el consorcio bacteriano disminuy6 significativamente la transcripcion
del gen PG con respecto al control (Figura 5B). Se ha reportado que la aplicacion de B. subtilis
en la rizosfera de tomate, disminuye la actividad de la enzima PG en los frutos (Mena-Violante et
al., 2009). Se ha propuesto que B. subtilis tiene la capacidad de disminuir los niveles de etileno
en las plantas, mediante la accién de la enzima ACC desaminasa, la cual desamina al acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), que es el precursor inmediato de etileno, desviando
al ACC de la via biosintética del etileno (Misra & Chauhan, 2020). El proceso de maduracién de
los frutos climatéricos es dependiente de etileno, esta hormona vegetal controla la expresion
de multiples genes, entre ellos el gen PG, que activa su transcripcion en presencia de etileno
(Bennett & Labavitch, 2008). Como consecuencia, el etileno, de manera indirecta influye en los
parametros fisicoquimicos de los frutos (Monsalve et al., 2022). De acuerdo a lo anterior, se
propone que el consorcio de B. subtilis, a través de la sintesis de ACC desaminasa, pudo haber
influido de manera negativa en la biosintesis del etileno en los frutos de guanabana, este efecto
fue mas evidente los frutos tratados a las 12 semanas de desarrollo post-antesis. Por otra parte,
no se descarta que algun otro mecanismo bacteriano pudiera estar influyendo en el atraso de la
maduracion del fruto de guanabana.

Hasta el momento, no hay reportes que indiquen el efecto de la aplicacion de B. subtilis
en los frutos (durante la precosecha) sobre la transcripcion del gen que codifica para la PG, por
lo que este seria el primer estudio, dando la pauta para continuar investigando el efecto de los
consorcios bacterianos aplicados en frutos en la etapa precosecha y su repercusién en la calidad
de los mismos en la etapa postcosecha.
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Figura 5. Efecto del consorcio de B. subtilis (CBs) en la transcripcion del gen que
codifica para la enzima poligalacturonasa (PG).

(A) Amplicones sometidos a electroforesis en gel de agarosa. (B) Valores de densidad integrada de cada

imagen obtenida de los amplicones de en el gel de electroforesis estimados mediante el software ImageJ. La

acumulacion relativa de transcritos se determiné calculando la diferencia porcentual en las intensidades de las
bandas normalizadas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

Fuente: Elaboracion propia a partir de los resultados obtenidos. Las lineas en las barras corresponden a la
desviacién estandar.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio indicaron que las cepas de B. subtilis
aplicadas sobre los frutos de guanabana en la etapa de precosecha, particularmente en frutos con
un periodo de desarrollo de 12 semanas en el arbol, lograron atrasar el proceso de la maduracion
durante la postcosecha. La aplicacion de B. subtilis como bacteria promotora del crecimiento
vegetal ha sido ampliamente documentada. Asi mismo, sus habilidades en el control biolégico de
fitopatdgenos en precosecha y postcosecha han sido evidenciadas. En lo que respecta al efecto
de B. subtilis sobre las propiedades fisicoquimicas de los frutos, son pocos los estudios que
sustenten los beneficios de la aplicacion de estas PGPR en esta etapa, por lo que este estudio
contribuye al desarrollo de estrategias integrales destinadas a mejorar la calidad de los frutos a lo
largo de las diferentes etapas de desarrollo durante la precosecha y la postcosecha.
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