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Resumen  

 
Las pérdidas causadas por podredumbres durante la post-cosecha de frutos cítricos suelen 

suponer entre un 5 y un 10 % de la producción, siendo Penicillium digitatum el principal 

hongo patógeno, responsable de hasta el 80 % de las pérdidas causadas por podredumbres 

en frutos almacenados a temperatura ambiente. A pesar de la importancia económica de 

este patógeno nuestro conocimiento sobre los mecanismos de patogenicidad/ virulencia son 

muy escasos, en contraste con el avance experimentado en los últimos años en el 

conocimiento de las respuestas de defensa del fruto a la infección por este patógeno. Así, en 

el grupo de Fisiología y Biotecnología Postcosecha del IATA se está trabajando en la 

caracterización a nivel bioquímico y molecular de las respuestas de los frutos cítricos frente a 

la infección por P. digitatum y en el proceso de inducción de resistencia en frutos cítricos 

frente a la infección.  

Por este motivo en esta Tesis se han desarrollado un conjunto de herramientas esenciales 

para poder abordar la caracterización funcional de genes involucrados en 

virulencia/patogenicidad: transformación de P. digitatum mediada por Agrobacterium 

tumefaciens, utilización de la proteína verde fluorescente como marcadora, metodología 

para la obtención de mutantes de deleción de genes específicos, incluyendo mutantes nulos 

Δku80, vectores para silenciamiento génico mediante RNAi y la construcción de una genoteca 

de DNA genómico de P. digitatum. Se ha secuenciado y analizado el factor de transcripción 

PacC, que controla la expresión de un grupo de genes regulados por el pH ambiental. En P. 

digitatum se produce una acidificación del medio para adaptarlo al pH óptimo de su arsenal 

de enzimas. Se han obtenido mutantes de expresión constitutiva de PacC que presentan una 

disminución la capacidad infectiva en un 20 %. Mediante el empleo de técnicas de alto 

rendimiento se ha construido una genoteca substractiva de cDNA para obtener fragmentos 

de genes de P. digitatum que se inducen durante la infección de frutos de naranja y se ha 

analizado la expresión génica de los mismos y se ha elaborado una macromatriz conteniendo 

más de 1330 clones de la genoteca. El grupo de genes con mayor representación en la 

genoteca y con altos valores de inducción, corresponde a genes que codifican cinco 

proteasas diferentes. Además, en la genoteca substractiva también hay una alta 

representación de genes que codifican enzimas de degradación de la pared celular, y otras 

proteínas implicadas en glucólisis, respuesta a estrés o detoxificación. La ya demostrada 

importancia de las enzimas de degradación de la pared celular en la virulencia de hongos 

fitopatógenos, su abundancia y niveles de inducción en la macromatriz nos llevaron a 

estudiar más en profundidad algunos de estos genes (dos poligalacturonasas y una pectin 

liasa). Para comprobar su implicación en el proceso de infección se secuenciaron y se 

obtuvieron mutantes de P. digitatum en los que se eliminó el gen. La disminución de la 

virulencia de estos mutantes sobre frutos de naranja con respecto a la cepa silvestre fue de 

aproximadamente un 25 %. Del conjunto de genes relacionados con el metabolismo redox se 

seleccionó por su patrón de expresión el gen ris1, que codifica una naftaleno dioxigenasa 

posiblemente implicada en la detoxificación de compuestos aromáticos. A diferencia de los 

mutantes nulos en los genes de las poligalacturonasas o de la pectin liasa, los mutantes nulos 

Δris1 no presentaron ninguna alteración en su capacidad patogénica. 



Resum  

 

Les pèrdues causades per podridures durant la post-collita de fruits cítrics solen suposar 

entre un 5 i un 10 % de la producció, sent Penicillium digitatum el principal fong patogen, 

responsable de fins al 80 % de les pèrdues causades per podridures en fruits emmagatzemats 

a temperatura ambient. Tot i la importància econòmica d'aquest patogen, el nostre 

coneixement sobre els mecanismes de patogenicitat / virulència són molt escassos, en 

contrast amb l'avanç experimentat en els últims anys en el coneixement de les respostes de 

defensa del fruit a la infecció per aquest patogen. Així, en el grup de Fisiologia i Biotecnologia 

Postcollita de l´IATA s'està treballant en la caracterització a nivell bioquímic i molecular de les 

respostes dels fruits cítrics enfront de la infecció per P. digitatum i en el procés d'inducció de 

resistència en fruits cítrics enfront de la infecció. 

Per aquest motiu en aquesta Tesi s'han desenvolupat un conjunt d'eines essencials per poder 

abordar la caracterització funcional de gens involucrats en virulència / patogenicitat: 

transformació de P. digitatum intervinguda per Agrobacterium tumefaciens, utilització de la 

proteïna verda fluorescent com a marcador, metodologia per a l'obtenció de mutants de 

deleció de gens específics, incloent mutants nuls Δku80, vectors per silenciament gènic 

mitjançant RNAi i la construcció d'una genoteca de DNA genòmic de P. digitatum. S'ha 

seqüenciat i analitzat el factor de transcripció PacC, que controla l'expressió d'un grup de 

gens regulats pel pH ambiental. En P. digitatum es produeix una acidificació del medi per 

adaptar-lo al pH òptim del seu arsenal d'enzimes. S´han obtingut mutants d'expressió 

constitutiva de PacC que presentaven una disminució de la capacitat infectiva en un 20 %. 

Mitjançant l'ús de tècniques d'alt rendiment s'ha construït una genoteca subtractiva de cDNA 

per obtenir fragments de gens de P. digitatum que s'indueixen durant la infecció de fruits de 

taronja i s'ha analitzat l'expressió gènica dels mateixos i s´ha elaborat una macromatriu 

contenint més de 1300 clons de la genoteca. El grup de gens en major representació en la 

genoteca i en alts valors d’inducció correspon a gens que codifiquen cinc diferents proteases. 

A més, en la genoteca substractiva també hi ha una alta representació de gens que 

codifiquen enzims de degradació de la paret cel·lular, i altres proteïnes implicades en 

glucòlisi, resposta a estrès o detoxificació. La ja demostrada importància dels enzims de 

degradació de la paret cel·lular en la virulència de fongs fitopatògens, la seva abundància i 

nivells d'inducció a la macromatriu ens van portar a estudiar més en profunditat alguns 

d'aquests gens (dos poligalacturonases i una pectin liasa). Per tal de comprovar la seva 

implicació en el procés d'infecció es van seqüenciar i es van obtenir mutants de P. digitatum 

en què es va eliminar el gen. La disminució de la virulència d'aquests mutants sobre fruits de 

taronja pel que fa al silvestre va ser aproximadament d'un 25 %. Del conjunt de gens 

relacionats amb el metabolisme redox es va seleccionar pel seu patró d'expressió el gen ris1, 

que codifica una naftalè dioxigenasa possiblement implicada en la detoxificació de 

compostos aromàtics. A diferència dels mutants nuls en els gens de les poligalacturonases o 

de la pectin liasa, els mutants nuls Δris1 no van presentar cap alteració en la seva capacitat 

patogènica. 

 



Abstract  

 

Postharvest fungal decay may cause significant losses to the citrus fruit, ranging from 5 to as 

high as 10 % of total production. Penicillium digitatum is the causal agent of green mold and 

constitutes the major pathogen, accounting for up to 80 % of losses due to fungal decay in 

fruits stored at room temperature. Despite its considerable economic interest, the 

pathogenicity / virulence mechanisms of P. digitatum remain largely unknown, in contrast to 

advances made in the knowledge of the fruit's defense responses to infection by this 

pathogen. Thus, the Postharvest Physiology and Biotechnology group is working on the 

biochemical and molecular characterization of the responses of citrus fruits against infection 

by P. digitatum and also processes that induced resistance against infection in citrus fruit. 

In this thesis we have developed a set of essential tools to address the functional 

characterization of genes involved in virulence / pathogenicity: Agrobacterium tumefaciens-

mediated transformation of P. digitatum, use of the green fluorescent protein as marker, 

methodology to obtain deletion mutants of specific genes, including Δku80 null mutants, 

RNAi vectors for gene silencing and constructing a genomic DNA library from P. digitatum. 

PacC transcription factor that controls the expression of a group of genes regulated by the 

environmental pH has been sequenced and analyzed. During infection growth, P. digitatum 

acidified the media to adjust the local pH to fit its enzymatic arsenal. Constitutive expression 

PacC mutants that exhibited a decrease in infectivity by 20 % were obtained. Using high 

throughput techniques a cDNA library to obtain subtractive gene fragments of P. digitatum 

which are induced during the infection of orange fruit, has been constructed and the gene 

expression analyzed. This data was used to develop a macroarray containing over 1330 

clones from the library. The most abundant gene cluster represented in the library with high 

induction values, corresponding to genes encoding five different proteases. Furthermore, 

genes encoding cell wall degrading enzymes and other proteins involved in glycolysis and 

response to stress or detoxification are also highly represented in the subtractive library. It 

has already been demonstrated that the production of cell wall-degrading enzymes play an 

important role in virulence of phytopathogenic fungi, their abundance and macroarray 

induction levels led us to study more in depth three of these genes (two polygalacturonases 

and a pectin lyase). Null mutant of these genes were obtained in order to analyze their 

importance during the infection process. Decreased virulence of these mutants in orange 

fruit with respect to the wild strain was approximately 25 %. The ris1 gene, encoding a 

naphthalene dioxygenase possibly involved in the detoxification of aromatic compounds, was 

selected for its gene expression pattern from the set of genes related to redox metabolism. 

Unlike null mutants of the polygalacturonase or pectin lyase genes, Δris1 null mutants 

showed no alteration in their pathogenicity. 
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Actualmente, el control de hongos patógenos durante la postcosecha de frutos se realiza 

mediante la aplicación de fungicidas químicos. Sin embargo, la amplia utilización de 

agroquímicos en los tratamientos postcosecha ha sido puesta en cuestión por los problemas 

que originan en la salud humana y en el medioambiente. Por estas razones, los consumidores 

demandan cada vez más productos libres de residuos químicos. Un problema adicional, y no 

menos importante, es la frecuente aparición de cepas del patógeno resistentes a los 

fungicidas utilizados. Por estas razones resulta imprescindible diseñar y desarrollar nuevas 

estrategias de control válidas que cumplan los requisitos toxicológicos y ambientales cada 

vez más estrictos. Durante los últimos años se están investigando diversos tratamientos 

alternativos al empleo de fungicidas, ya sean físicos, químicos o biológicos, para poder 

controlar las enfermedades postcosecha de frutas y verduras. Desde el punto de vista de la 

investigación básica, resulta imprescindible profundizar en el conocimiento de los 

mecanismos de patogenicidad del hongo y de los mecanismos de defensa de la planta. En 

este sentido la biología molecular, aplicada al análisis de las interacciones planta-patógeno 

está poniendo al alcance del investigador poderosas herramientas de trabajo que posibilitan 

estrategias experimentales muy útiles para profundizar en el análisis de los mecanismos que 

participan en estos procesos, donde se pretende la identificación de aquellos genes fúngicos 

que resulten esenciales en patogénesis, siendo por tanto las proteínas codificadas por estos 

genes potenciales dianas para la próxima generación de agentes antifúngicos. 

 
1. Postcosecha de frutos cítricos 
 
 El género Citrus agrupa especies de grandes arbustos o arbolillos perennes (entre 5 y 15 m) 

cuyos frutos poseen un alto contenido en vitamina C y ácido cítrico, que les proporciona ese 

típico sabor ácido tan característico. Oriundo del Asia tropical y subtropical, este género 

pertenece a la familia de las Rutáceas y contiene tres especies y numerosos híbridos 

cultivados, entre los que se incluyen los frutos más ampliamente comercializados, como el 

limón, la naranja, la lima, el pomelo y la mandarina, con diversas variedades que dependen 

de la región en la que se cultive cada una de ellas. Los cítricos constituyen el primer cultivo 

frutal del mundo, con una producción de 129 millones de toneladas en la campaña de 2011. 

España es el sexto productor mundial de frutos cítricos (después de China, Brasil, EEUU, India 

y México) con una producción de 5,2 millones de toneladas en 2011 y el mayor exportador 

de fruta fresca a nivel mundial (FAO, 2011, http://www.fao.org). En España también 

representa el principal cultivo frutal, siendo la Comunidad Valenciana la responsable del 68 % 

de la producción nacional; de ahí la importancia de este cultivo. 

 

La fruta, al ser un producto perecedero, precisa de una tecnología postcosecha para su 

conservación que facilite la preservación de sus características organolépticas, así como su 

apariencia en términos de frescura, color y tersura. Durante el largo período de conservación 

de algunas variedades de fruta, ésta sufre una serie de pérdidas debidas a la disminución de 

peso y/o a la aparición de alteraciones tanto patológicas como fisiológicas.  
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1.1 Enfermedades Postcosecha 

 

Las enfermedades postcosecha representan actualmente uno de los principales problemas 

de la citricultura mundial. Debido al bajo pH de los tejidos cítricos, y de la mayoría de los 

frutos en general, los agentes patógenos responsables de la gran mayoría de las 

enfermedades de postcosecha son hongos. Las pérdidas debidas a las podredumbres 

fúngicas son muy variables y dependen del área productora, la especie y el cultivar, la edad y 

condiciones de los árboles, las condiciones climatológicas durante toda la campaña, la época 

y la forma de recolectar, el manejo de los frutos en la postcosecha y las condiciones de 

almacenamiento (Eckert y Brown, 1986). Las enfermedades de los cítricos ocasionadas por 

hongos provocan pérdidas económicas en todo el mundo y en algunos casos alcanzan hasta 

el 50 % de la producción total de los frutos. La aplicación de fungicidas reduce las pérdidas 

significativamente, pero éstas aún constituyen entre un 5-10 % de la producción total (Ismail, 

2004). 

 

En España, aunque las pérdidas producidas por estos microorganismos son muy variables, se 

estima que las pérdidas habituales por podredumbres en una campaña normal media 

suponen entre el 3 y el 6 % del total del producción, pudiendo llegar hasta el 12 % en años de 

condiciones climáticas favorables para el desarrollo de las podredumbres, es decir, 

temperaturas superiores a 24 ºC y humedad relativamente elevada. Cálculos realizados en 

1987, cuando la producción de cítricos en España fue de 4 millones de toneladas, estimaron 

unas pérdidas por podredumbres de más de 36 millones de euros (Tuset, 1987; Tuset 1999). 

Esto nos da una idea de la importancia de las enfermedades postcosecha y más si tenemos 

en cuenta que en 2011 la producción española superaba los 5,1 millones de toneladas (FAO, 

2013). La infección por hongos puede ocurrir durante el cultivo, en el momento de la 

recolección, durante el procesamiento, almacenamiento, transporte e incluso en el comercio 

final o en el domicilio del consumidor. Los síntomas de deterioro se manifiestan cuando el 

hongo fitopatógeno comienza a desarrollarse activamente en el fruto. En muchos casos de 

infección se aprecia un cambio de coloración y la destrucción del tejido con la aparición de 

lesiones. 

 

1.2 Principales enfermedades fúngicas postcosecha en frutos cítricos 

 

Las especies de hongos que causan podridos tienen un gran poder de adaptación a las 

condiciones adversas, incluso a las bajas temperatura. Aunque existen alrededor de 30 o 40 

especies identificadas como hongos fitopatógenos de frutos cítricos, en la práctica sólo 

algunos géneros presentan importancia económica. Penicillium spp., Alternaria spp. y 

Rhizopus spp. se caracterizan por colonizar numerosos sustratos y poseer una extraordinaria 

capacidad de fructificación y multiplicación, produciendo pequeñas esporas de fácil 

diseminación, lo que conlleva que los frutos sean fácilmente contaminados a partir de 

esporas producidas en partes enfermas de la planta, centrales de embalaje, cámaras 

frigoríficas, etc. Durante la postcosecha de frutos cítricos se han detectado cerca de una 
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veintena de especies de hongos causantes de enfermedades. Los patógenos responsables de 

las enfermedades de mayor importancia son: 

 

Penicillium digitatum Sacc. Es el principal hongo patógeno de frutos cítricos, produce la 

llamada podredumbre verde, siendo responsable de hasta el 80 % de las pérdidas causadas 

por podredumbres postcosecha. Es un hongo ascomiceto, con hifas cilíndricas y los 

conidióforos forman ramas irregulares tabicadas. La forma de reproducción es mediante 

esporas asexuales o conidios que se generan por escisión en cadenas de longitud variable y 

pueden presentar diferente longitud y tamaño, incluso dentro de la misma cadena. Estas 

esporas son mayoritariamente elipsoidales con unas dimensiones de 3,5-8,0 x 3,0-4,0 µm 

(Samson et al. 1995). En medio artificial las colonias son de aspecto similar a las que se 

desarrollan en frutos infectados. Su crecimiento es óptimo a 24 ºC, muy lento a 

temperaturas superiores a los 30 ºC o inferiores a los 10 ºC y a 1 ºC su crecimiento queda 

inhibido completamente (Whiteside et al. 1993). La enfermedad se manifiesta inicialmente 

con una mancha circular alrededor del punto de infección. A temperaturas favorables para el 

crecimiento del hongo, entre 20-28 ºC, esta mancha acuosa y descolorida de la superficie se 

hace más grande y en el centro de la infección comienza aparecer un micelio de color blanco. 

Cuando el área del micelio crece comienzan a producirse esporas de color verde-oliva. La 

progresión de la enfermedad lleva a la descomposición interna del fruto el cual queda 

completamente cubierto de esporas en un plazo de entre 5 y 10 días. 

 

P. digitatum es un patógeno de herida estricto, por lo que las esporas situadas en la 

superficie necesitan de pequeñas lesiones en la piel para penetrar en el tejido vegetal 

(Kavanagh y Wood, 1967). Si la herida penetra unos 2 ó 3 mm dentro del albedo o afecta a 

una glándula de aceite la infección se vuelve irreversible al cabo de 2 días (Eckert y Eaks, 

1989). La contaminación por este hongo tiene lugar durante la recolección, confección, 

transporte y manipulación, aunque el inóculo mayoritario procede del campo, 

principalmente a partir de conidios de otros frutos enfermos que se diseminan con facilidad. 

(Tuset, 1987). Las heridas que constituyen la entrada del patógeno son en su mayoría heridas 

mecánicas que se producen en la recolección y el manejo postcosecha de los frutos, pero 

también pueden producirse en el campo o por causas fisiológicas, como el frío. La alta 

humedad relativa necesaria para la prevención de la deshidratación y pérdida de peso de los 

frutos durante el almacenamiento favorece el desarrollo de este patógeno. Es sabido que la 

acumulación de agua en la superficie de los cítricos estimula el desarrollo de la podredumbre 

verde, por lo que un ligero secado del fruto podría reducir su susceptibilidad al podrido 

(Eckert, 1978). 

 

Penicillium italicum Wehmer. Es el segundo hongo fitopatógeno más importante en la 

postcosecha de frutos cítricos, causante de la podredumbre azul (Tuset, 1987). La 

temperatura óptima de crecimiento de P. italicum es la misma que la de P. digitatum, entre 

20 y 28 ºC. Sin embargo, P. italicum es una especie más adaptada a temperaturas inferiores a 

10 ºC, por lo que es especialmente importante durante la frigoconservación. Los primeros 

síntomas de la enfermedad son iguales a los de la podredumbre verde. Sobre el centro de la 
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lesión aparece micelio blanco, que se desarrolla más lentamente que el de P. digitatum, pero 

que sin embargo esporula más rápidamente y sus esporas poseen un color azul. 

 

Otros hongos causantes de infección en frutos cítricos durante la postcosecha son 

Geotrichum candidum, causante de la podredumbre ácida, especialmente importante 

después de estaciones húmedas prolongadas La podredumbre causada por Alternaria citri 

aparece principalmente como una podredumbre del pedúnculo en frutos almacenados 

durante mucho tiempo, aunque a veces la podredumbre se desarrolla en el extremo foliar 

del fruto en la plantación, produciendo caída anticipada de frutos. Colletotrichum 

gloesporioides, causante de la antracosis, sólo aparece en frutos dañados por otros agentes, 

como quemaduras del sol, frutos sobremaduros o enfermedades. Phytophthora citrophthora, 

agente causal de la podredumbre parda, está presente en las zonas productoras de cítricos 

en las que llueve durante las últimas fases de desarrollo del fruto. La podredumbre causada 

por Aspergillus únicamente causa problemas cuando el fruto se mantiene mucho tiempo 

almacenado a altas temperaturas (Agrios, 2007). 

 

1.3 Control de las podredumbres en postcosecha 

 

En los últimos años los sistemas mayoritariamente utilizados para el control de 

podredumbres en postcosecha se han basado en la utilización sistemática de productos 

químicos aplicados justo después de la recolección y previo a su conservación frigorífica. En 

la actualidad hay un número reducido de fungicidas autorizados para su utilización en la 

postcosecha de frutos cítricos. Los tratamientos más ampliamente utilizados se aplican 

mediante ducha ("drencher") o en balsa y se basan generalmente en una combinación de dos 

o más fungicidas. Las materias activas más utilizadas son los imidazoles (imazalil (IMZ) y 

procloraz), los benzimidazoles (tiabendazol (TBZ) y benomilo) y ortofenilfenato sódico (SOPP) 

(Eckert y Brown, 1986).  

 

Desde el año 2000 y mediante una resolución de la dirección general de Innovación Agraria y 

Ganadería (CAPA, 2001) en la que se establecen las normas para la producción integrada en 

cítricos, se estableció que el tiabendazol, el imazalil y el ortofenilfenato sódico son las tres 

únicas materias activas permitidas, especificando que se evitaría en lo posible su utilización. 

Esta resolución se modificó en el 2004 (CAPA, 2004), añadiendo el miclobutanil, el metil 

tiofanato y el procloraz a la lista de productos tolerados para los tratamientos postcosecha 

en frutos cítricos así como la homologación y registro de dichas sustancias por el Registro 

Oficial de Productos Fitosanitarios. Debido al grave problema que representan los residuos 

de productos químicos para la salud humana, los diferentes Estados, en especial los más 

desarrollados, han establecido una serie de límites máximos de residuos de fungicidas 

postcosecha en frutos cítricos (LMR) que para todos los países pertenecientes a la EU son los 

siguientes: tiabendazol (5 ppm), imazalil (5 ppm), SOPP (12 ppm), miclobutanil (3 ppm) y 

procloraz (10 ppm). 
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1.3.1. Fungicidas químicos 

 

Durante muchos años, el SOPP, TBZ y IMZ han sido registrados para su uso contra las 

podredumbres de cítricos. Cada uno tiene un modo de acción diferente. Utilizados solos, 

combinados en mezclas o aplicados secuencialmente por separado han sido el primer 

método utilizado para el control de las podredumbres de frutos cítricos durante el 

almacenamiento durante más de 25 años (Ismail, 2004). 

 

El tratamiento usando estos fungicidas, sin embargo, está comprometido debido a la 

aparición de poblaciones de patógenos resistentes. Además se han identificado aislados que 

son resistentes a uno, dos o los tres fungicidas (Bus et al. 1991; Eckert, 1982; Harding 1962; 

Holmes y Eckert, 1999). La reducción de la eficacia de estos fungicidas junto con la revisión 

periódica, la retirada o cancelación de muchos de ellos ha estimulado la investigación de 

nuevos materiales que podrían ser eficientemente incorporados a los programas de control 

de las podredumbres de cítricos (Adaskaveg et al. 2002). En cuanto a la toxicidad aguda, el 

IMZ es el que presenta mayores problemas. El IMZ es un fungicida de categoría II (Tóxico al 

ser humano), mientras que el SOPP y el TBZ pertenecen a las categorías III (Moderadamente 

tóxico al ser humano) y IV (Poco tóxico al ser humano) respectivamente.  

 

Dentro de los fungicidas sistémicos se engloban los benzimidazoles y los denominados 

inhibidores de la demetilación de esteroles o DMIs. Los derivados del benzimidazol, como 

tiabendazol (TBZ), benomilo y carbendazima, se empezaron a utilizar como fungicidas a 

finales de los años sesenta. Estos compuestos son activos frente a un amplio espectro de 

hongos patógenos, entre ellos P. digitatum y P. italicum. Su mecanismo de acción se basa en 

la interacción con la tubulina del citoesqueleto, previniendo su polimerización y la elongación 

de los microtubulos, e interfiriendo en los procesos de division y movimiento celular 

(Davidse, 1986). Otros fungicidas introducidos a finales de los setenta son los derivados del 

imidazol, como el imazalil (IMZ) y el procloraz, los cuales inhiben la demetilación del carbono 

14 del lanosterol o 24-metileno dihidrolanosterol, que es un sustrato de la citocromo P450 

esterol demetilasa en la biosíntesis de los esteroles fúngicos, como el ergosterol (Hamamoto 

et al. 2000), componente esencial de la membrana celular de los hongos que afecta a la 

permeabilidad celular. 

 

La azoxistrobina, el fludioxonil y el pirimetanil han sido clasificados como fungicidas de riesgo 

reducido por la Agencia de Protección de Medio Ambiente de los Estados Unidos para el 

tratamiento de los cítricos y aceptados para su uso como sustancias activas en la formulación 

de plaguicidas por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria. Estos fungicidas 

representan las primeras introducciones de fungicidas para el uso en postcosecha de cítricos 

desde el registro del Imazalil en 1981 (Adaskaveg et al. 2004). Kanetis y colaboradores (2007) 

han demostrado la eficacia de estos fungicidas para el control postcosecha de las 

podredumbres de frutos cítricos (principalmente P. digitatum y P. italicum). La introducción 

de estos tres nuevos fungicidas puede hacer efectiva la mezcla de estos fungicidas con los ya 

previamente establecidos para el diseño de programas de rotación que podrían retrasar la 

aparición de resistencias frente a estos nuevos compuestos.  



_____________________________Introducción______________________________  

 

- 7 - 
 

 

La resistencia a los fungicidas puede originarse por varios mecanismos: alteración del sitio 

diana, reduciendo la unión del fungicida;  síntesis de una enzima alternativa capaz de 

sustituir a la enzima diana; sobreproducción de la diana del fungicida; descomposición 

metabólica del fungicida o un flujo activo o reducción de la cantidad admitida de fungicida 

(Fernándes-Ortuño et al. 2008). 

 

En los hongos, los sistemas de transporte han evolucionado para conferir resistencia natural 

contra las sustancias tóxicas, por lo tanto, no es sorprendente que estos transportadores 

también confieran resistencia a los fungicidas (de Waard et al. 2006; Del Sorbo et al. 2000). 

Dos familias de sistemas transportadores de membrana se han relacionado con la secreción 

de compuestos tóxicos: los transportadores ABC (de “ATP binding cassette”) y los MFS 

(“Major Facilitator Superfamily”). Los transportadores ABC utilizan la energía de la hidrólisis 

del ATP para el transporte de diversas sustancias en contra del gradiente de concentración a 

través de la membrana plasmática. Los transportadores MFS, sin embargo, son incapaces de 

hidrolizar el ATP y usan la fuerza motriz de los protones para facilitar el transporte no sólo de 

tóxicos sino también de azúcares, péptidos e iones (Pao, 1998). Estos transportadores han 

sido descritos en varios hongos filamentosos como Aspergillus nidulans, Botrytis cinerea, 

Mycosphaerella graminicola, Magnaporthe grisea, P. digitatum, etc, (Andrade et al. 2000a, 

2000b; del Sorbo et al. 2000; Nakaune, 2002; Schoonbeek, et al. 2003; Stergiopoulos et al. 

2002). Por ejemplo, un mutante de B. cinerea en el que se reemplazó el gen Bcmfs1, que 

codifica un transportador MFS, mostró un incremento de la sensibilidad a compuestos 

tóxicos naturales como la camtotecina y la cercosporina, que son producidos por la planta 

Camptotheca acuminata y por el hongo patógeno de plantas Cercospora kikuchii, 

respectivamente. Los transformantes que sobreexpresaron este gen manifestaron una 

disminución de la sensibilidad a estos compuestos y a diferentes fungicidas, incluyendo 

azoles. Estos resultados demuestran que el transportador MFS Bcmfs1, está involucrado en 

la protección contra toxinas naturales y fungicidas (Hayashi et al. 2002). 

 

1.3.2 Control alternativo 

 

Debido a toda la problemática expuesta en el punto anterior, todos los recursos y esfuerzos 

que se están llevando a cabo llevan la misma dirección: conseguir un control integrado 

alternativo que permita minimizar las aplicaciones de pesticidas y obtener así una fruta libre 

de residuos y más cuando nos referimos al tratamiento postcosecha, ya que es el proceso 

que se encuentra más cerca del consumidor. El objetivo ideal de cualquier programa de 

producción integrada sería la eliminación total de fungicidas sintéticos en postcosecha. 

Según la naturaleza, los sistemas alternativos podríamos clasificarlos en físicos, químicos y 

biológicos. 
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1.3.2.1 Control Físico 

 

Los métodos físicos tienen el beneficio de que no producen residuos perjudiciales para el 

medio ambiente, sin embargo, las desventajas incluyen eficacia limitada y variable y una falta 

de actividad preventiva y persistencia.  

 

Los tratamientos de calor constituyen una alternativa prometedora al uso de productos 

químicos de síntesis y se suelen emplear para mantener los frutos a temperaturas superiores 

a los 30 ºC (con humedades relativas superiores al 90 %) durante 1-3 días, es decir, los 

tratamientos de curado, que han demostrado una elevada eficacia en el control de las 

principales podredumbres en cítricos (Ben-Yehoshua et al. 1987; Plaza et al. 2003). A pesar 

de su buena eficacia, los tratamientos de curado no están muy implementados 

comercialmente debido al coste de la calefacción, a la inmovilización de grandes cantidades 

de fruta durante períodos relativamente largos y porque un excesivo o incontrolado 

tratamiento puede dañar la calidad del fruto (Plaza et al. 2003). Otra alternativa son los 

tratamientos con agua caliente, que es una tecnología fácil, más barata y factible que el 

curado. Inmersiones  breves (2-5 min) en agua a 45-55 ºC han mostrado una reducción de las 

podredumbres verde y azul en cítricos (Schirra y D’hallewin, 1997; Hong et al. 2007). Los 

inconvenientes que presenta este método son que el agua caliente no es un tratamiento 

fungicida muy persistente y su efectividad depende en gran medida del tipo, y las 

condiciones fisiológicas del fruto (Palou et al. 2001). Además, las temperaturas que son útiles 

para reducir el inóculo efectivo están muy próximas a las que causan daños al fruto. 

 

Entre los métodos físicos también pueden incluirse las radiaciones ionizantes y los 

tratamientos con luz ultravioleta (UV). Las radiaciones ionizantes son rayos γ, rayos β o rayos 

X. Su aplicación sobre los frutos cítricos es un método curativo que permite controlar los 

patógenos ya establecidos en el tejido del huésped, tanto los conidios de P. digitatum como 

los de P. italicum son altamente sensibles a las radiaciones γ (Sommer et al. 1964). Los frutos 

maduros son relativamente resistentes a la irradiación porque en este estado de desarrollo 

prácticamente ya no hay división celular. La efectividad de esta técnica como tratamiento 

fungicida depende del tipo de patógeno, su estado de crecimiento y su población en el 

huésped. El problema es que las dosis mínimas requeridas para un control efectivo, que 

oscilan entre (1000-1750 Gy), suelen resultar fitotóxicas (Barkai-Golan, 1992). Por ello, una 

alternativa sería el uso de dosis inferiores en combinación con otros tratamientos 

complementarios como el calor o fungicidas. También se ha estudiado la exposición a 

radiación UV. Una exposición a bajas dosis (0,5-8 KJ/m
2
) de una longitud de onda de entre 

100-280 nm produce una reducción significativa de la incidencia de las podredumbres verde 

y azul en diferentes especies de cítricos y cultivares, aunque la efectividad del tratamiento y 

el riesgo de fitotoxicidad varia con la dosis de radiación y duración, tipo y madurez del fruto y 

las condiciones de almacenamiento (Kinay et al. 2005; Droby et al. 1993), por lo que no 

existe una dosis fija que se pueda recomendar de forma general. 

 

Como tratamientos físicos complementarios a otros tratamientos antifúngicos de 

postcosecha pueden citarse la conservación frigorífica (a 3-5 ºC para naranjas y mandarinas) 
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y la conservación frigorífica en atmósferas controladas convencionales (5-10 % O2 + 0-5 % 

CO2), atmósferas  con monóxido de carbono (5-10 % CO) (Kader y Arpaia, 2002), atmósferas 

de baja presión o hipobáricas (75-175 mm Hg) (Spalding y Reeder, 1976) y atmósferas 

ionizadas (0,1-1,0 ppm O3) (Palou et al. 2007) y la eliminación de etileno de las zonas de 

almacenamiento (Wills et al. 1999) . Estos tratamientos no poseen actividad fungicida por si 

solos, pero sí tienen actividad fungistática. Además, ralentizan la actividad metabólica del 

fruto y retrasan su entrada en senescencia, ayudando a mantener la resistencia del fruto a la 

infección.  

 

El efecto del ozono (O3) en el crecimiento y la virulencia de los hongos patógenos causantes 

de podredumbres también han sido estudiados. Concentraciones muy bajas de O3 causan la 

inhibición del crecimiento del micelio y la esporulación de muchos hongos, incluyendo B. 

cinerea y Sclerotinia sclerotiorum en zanahorias (Liew y Prange, 1994), fresas (Nadas et al. 

2003), y uvas (Palou et al. 2002), P. digitatum en frutos cítricos (Harding, 1968; Palou et al. 

2001), y Rhizopus stolonifer en uvas de mesa (Sarig et al. 1996). Desafortunadamente, las 

concentraciones de O3 que inactivan los conidios son relativamente altas y no pueden ser 

usadas sin un total confinamiento del gas y la protección de los trabajadores al mismo. El 

equipamiento para generar y aplicar altas concentraciones de O3 se ha desarrollado 

comercialmente (Tahoe Food Inc., Sparks NV, USA) y es utilizado experimentalmente para el 

control postcosecha de la podredumbre gris de las uvas causada por B. cinerea (Mlikota 

Gabler et al. 2010).  

 

1.3.2.2 Control Químico 

 

Los productos químicos alternativos a los fungicidas de síntesis tradicionales para el control 

de las enfermedades postcosecha deben ser sustancias naturales o sintéticas con mínimos 

efectos sobre el medio ambiente, personas y animales. El origen de estas sustancias 

alternativas incluye tanto aditivos alimentarios como aquellas sustancias consideradas GRAS 

(Generally Regarded as Safe) por la “Food and Drug Administration” de los Estados Unidos: 

componentes naturales obtenidos de plantas, animales y microoganismos (Troncoso-Rojas y 

Tiznado-Hernández, 2007). 

 

Como componentes naturales pueden incluirse los volátiles de las plantas. Especialmente 

efectivos contra P. digitatum y P. italicum son los jasmonatos (Droby et al. 1999) y algunos 

componentes del aroma, como acetaldehído, benzaldehído, etanol, etilformato y 2-

nonanona (Yuen et al. 1995). Las plantas aromáticas, tales como citrus, producen aceites 

esenciales que básicamente contienen terpenos volátiles tales como el citral, que es un 

componente antifúngico que representa la primera línea de defensa del flavedo de los frutos 

cítricos a la infección por P. digitatum (Rodov et al. 1995). La eficacia in vitro del citral 

depende del método de aplicación pero la aplicación in vivo resulto ser fitotóxica y no 

prometedora (Klieber et al. 2002). La segunda línea de defensa descrita en frutos cítricos 

incluye la síntesis de fitoalexinas, principalmente, cumarinas tales como escoparona, 

escopoletina y escopolina. Angioni y colaboradores (1998) aislaron una cumarina, 7-
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geranoxicumarina, de la piel del pomelo, un componente fenólico que reduce eficazmente la 

podredumbre y no fue fitotóxico. 

 

El ácido amino aminobutírico (BABA) se ha convertido en una prometedora alternativa 

natural a los fungicidas de síntesis debido a que produce la inducción de las respuestas de 

defensa de las plantas (Jakab et al. 2001) y a su actividad antifúngica (Tavallali et al. 2008). 

Algunos investigadores han señalado que el BABA podría inhibir el crecimiento de P. 

digitatum (Porat et al. 2003), además de otros hongos filamentosos como Sclerotinia 

sclerotiorum (Marcucci et al. 2010) y Botrytis cinerea (Fischer et al. 2009). 

 

Polvos, geles y extractos de solventes orgánicos de plantas de diferentes orígenes, como Aloe 

vera (Saks y Barkai-Golan, 1995) o Thymus sp., Cistus sp. y Myrtus sp. (Ameziane et al. 2007), 

también presentan actividad contra P. digitatum y P. italicum bajo diferentes condiciones 

experimentales. Además, las plantas y animales producen una amplia variedad de péptidos y 

pequeñas proteínas con actividad antimicrobiana que forman parte de los mecanismos de 

defensa contra las infecciones fúngicas. Algunos péptidos poseen actividad antifúngica frente 

a P. digitatum y P. italicum, como por ejemplo el hexapéptido sintético PAF26, que es capaz 

de controlar moderadamente las podredumbres de los cítricos incluso por cepas de hongos 

patógenos resistentes a otros fungicidas (López-García et al. 2002, 2003). Ciertas 

formulaciones de quitosano, que es un constituyente primario de crustáceos, insectos o las 

paredes celulares de hongos, tienen actividad antifúngica in vivo contra P. digitatum o P. 

italicum, reduciendo su actividad en frutos cítricos y retardando la senescencia del fruto 

durante los largos almacenamientos en frío (El-Ghaouth et al. 2000; Benhamou, 2004; Chien 

et al. 2007). 

 

Existe una gran cantidad de aditivos alimentarios como acetatos, sorbatos, benzoatos, 

propinatos, formatos, cloruros, fosfatos etc. Los mejores resultados para el control in vivo de 

P. digitatum en cítricos se obtuvieron con el sorbato potásico y el benzoato sódico (Palou et 

al. 2002). Los tratamientos con carbonato sódico (Na2CO3) y el bicarbonato sódico (NaHCO3) 

son ampliamente utilizados desde hace años porque son aditivos alimentarios efectivos y 

baratos permitidos sin ninguna restricción para muchas aplicaciones en la agricultura 

orgánica (Smilanick et al. 1999). El uso de estos aditivos junto con inmersiones prolongadas 

en soluciones calientes permiten un buen control de las podredumbres de cítricos (Palou et 

al. 2002). 

 

1.3.2.3 Control biológico 

 

El control biológico se basa en  la utilización controlada de microorganismos que antagonizan 

con los microorganismos patógenos.  

 

Diversos microorganismos han demostrado su eficacia en el control de P. digitatum y/o de P. 

italicum, como son las levaduras Candida oleophila y Pichia anomala (Lahlali et al. 2004; 

Droby et al. 1998), C. saitoana (El Ghaouth et al. 2000), Kloeckera apiculata (Long et al. 2007) 

Debaryomyces hansenii (Singh, 2002), Metschnikowia fruticola y Metschnikowia pulcherrima 
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(Kinay y Yildz, 2008) y Saccharomycopsis schoenii (Pimenta et al. 2008); las bacterias Pantoea 

agglomerans (Teixidó et al. 2001;Torres et al. 2007), Bacillus subtilis (Obagwu y Korsten, 

2003), Pseudomonas syringae (Smilanick et al. 1996) y Pseudomonas cepacia (Huang et al. 

1993); y los hongos Aureobasidium pullulans (Wilson y Chalutz, 1989), Trichoderma viride 

(Borras y Aguilar, 1990), Cryptococcus laurentii (Zhang et al. 2004) y Verticillium lecanii 

(Benhamou y Brodeur, 2000).      

   

Dependiendo del tipo de antagonista, el patógeno y el fruto huésped, existen diferentes 

modos de acción que pueden explicar la actividad de biocontrol del microorganismo 

antagonista: competición por nutrientes y  espacio, secreción de antibióticos o la inducción 

de los mecanismos de defensa del huésped (Wilson y Wisniewski, 1994; Droby et al. 1992). 

Normalmente, los antagonistas se aplican sobre los frutos cítricos en baño o dréncher como 

suspensiones acuosas. Algunos se han ensayado como tratamientos precosecha (Droby et al. 

1992) y otros como ingredientes activos en recubrimiento del fruto (McGuire, 1994; El-

Ghaouth et al. 2001). Un caso atípico son las biofumigaciones de cítricos almacenados con 

componentes volátiles producidos por el hongo antagonista Muscodor albus (Mercier y 

Smilanick, 2005). Los inconvenientes asociados a la utilización de microorganismos 

antagónicos son la falta de actividad curativa, la alta variabilidad en los resultados obtenidos 

y la dificultad de desarrollar formulaciones para su comercialización. A pesar de ello 

presentan un gran potencial como tratamiento complementario a otros tratamientos ya sean 

físicos o químicos. 

 

Aunque a nivel experimental se han encontrado y patentado en laboratorios de todo el 

mundo numerosas levaduras, bacterias y también hongos filamentosos con capacidad 

antagónica contra las podredumbres verde y azul de los cítricos, únicamente unos pocos 

productos han sido comercializados: BiosaveTM (Pseudomonas syringae, Jet harvest 

solutions, USA), ShemerTM (Metschnikowia fructicola, Bayer Crop Science, AG), PantovitalTM 

(Pantoea agglomerans, Biodurcal S.L., Spain), SerenadeTM (Bacillus subtilis, AgraQuest, USA) 

y BoniprotectTM (Aureobasidium pullulans, Bioprotect, Germany) son algunos de los 

productos comerciales actualmente existentes.  

 

1.3.2.4 Combinación de tratamientos para el tratamiento integral de enfermedades 

 

Todos los sistemas alternativos ensayados no cubren el espectro de acción de los fungicidas 

químicos de síntesis ni son tan consistentes como éstos. Un tratamiento exitoso para el 

control de las enfermedades postcosecha de frutos debe ser extremadamente eficiente, en 

el rango del 95-98 %. Por esta razón, actualmente se está evaluando la integración de dos o 

más sistemas compatibles o complementarios. Tres son los objetivos que deben reunir estos 

tratamientos: tener un efecto aditivo o sinérgico para aumentar la efectividad o la 

persistencia de los tratamientos individuales; tener efectos complementarios para combinar 

actividades curativas y preventivas; y finalmente deben ser aplicables a nivel comercial. 

 

Para reducir el potencial impacto negativo de los tratamientos antifúngicos en la calidad de 

los frutos cítricos, el curado y los tratamientos de agua caliente han sido combinados con 
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envases individuales de plástico para la fruta (Rodov et al. 2000), radiaciones ionizantes a 

bajas dosis (Spalding et al. 1987; Barkai-Golan et al. 1969), tratamientos UV (D’hallewin et al. 

1994) o breves choques de CO2 (Palou et al. 2008). También han sido ampliamente 

estudiadas las soluciones acuosas calientes de cualquiera de los fungicidas convencionales 

(Schirra y Mulas 1995; Schirra et al. 1997; 1998) con químicos alternativos de baja toxicidad, 

tales como carbonato sódico y bicarbonato sódico (Palou et al. 2001), sorbato potásico 

(Smilanick et al. 2008), benzoato sódico y molibdato amónico (Palou et al. 2002), etanol, 

dióxido de azufre (Smilanick et al. 1995), de forma que aumentan significativamente su 

efectividad frente a las podredumbres de Penicillium y otras enfermedades postcosecha de 

cítricos. El calor probablemente facilita la captación de los ingredientes activos a través de la 

cutícula del fruto de un modo similar a como se facilita por los tratamientos por inmersión en 

comparación con las aplicaciones de “spray” o “drencher” (Brown y Baraka, 1996; Porat et al. 

2002).  

 

Los tratamientos de calor y la aplicación de los microorganismos antagonistas son 

tratamientos complementarios que normalmente muestran efectos sinérgicos en el control 

de las enfermedades postcosecha causadas por Penicillium. Entre los microorganismos 

utilizados se incluyen C. oleophila (Lanza et al. 2004), C. famata (D´hallewin et al. 1999), B. 

subtilis (Obagwu et al. 2003) y P. agglomerans (Plaza et al. 2004).    

 

A parte de los tratamientos de calor, también se han desarrollado otros medios físicos de 

control como son la radiación UV y las atmósferas controladas, que se han combinado con la 

aplicación de microorganismos antagonistas para el control de las podredumbres verdes y 

azul de frutos cítricos. La aplicación de radiación UV en combinación con la levadura 

antagonista D. hansenii inhibe completamente el desarrollo de P. digitatum en mandarinas 

Dancy (Stevens et al. 1997). También se han estudiado combinaciones con los fungicidas 

convencionales, como es el tiabendazol, el cual empleado a una concentración de 200 µg/mL 

en combinación con C. oleophila tiene los mismos efectos en el control de las podredumbres 

en frutos cítricos que los obtenidos con el tratamiento comercial de tiabendazol, que 

normalmente se usa en unas concentraciones superiores (Droby et al. 1998). Combinaciones 

con otros químicos de baja toxicidad como el etanol (Lanza et al. 2004) o el ácido oxálico 

(Arras et al. 2008) también aumentan la eficacia del biocontrol contra P. digitatum y P. 

italicum. El cloruro de calcio en frutos cítricos aumenta el efecto del antagonista P. 

guilliermondii y también reduce la población de levaduras requeridas para obtener un 

control efectivo (Droby et al. 2002). Sin embargo el carbonato sódico y el bicarbonato sódico 

son los aditivos que han sido más ampliamente evaluados por su actividad sinérgica con 

microorganismos antagonistas. La combinación de estos componentes con P. syringae 

(Smilanick et al. 1999), P. agglomerans (Usall et al. 2008), C. oleophila (Lanza et al. 2004), B. 

subtilis (Obagwu et al. 2003) y C. laurentii (Zhang et al. 2004) produjo mejores resultados que 

los tratamiendo individuales en el control de las podredumbres verde y azul en diferentes 

especies de cítricos y cultivares.  

 

La aplicación de microorganismos de biocontrol o sustancias naturales en postcosecha sólo 

ha tenido resultados preventivos, por lo que el control de los patógenos postcosecha no 
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puede basarse solamente en la aplicación de estas estrategias, sino en la combinación de 

prácticas apropiadas, tales como métodos de recolección y manejo de fruta que minimicen la 

contaminación y aparición de heridas, métodos de desinfección superficial que impidan la 

contaminación cruzada de la fruta en la línea de confección y el uso de sustancias naturales 

que potencien la acción de los microorganismos antagonistas y tengan acción curativa sobre 

infecciones ya establecidas. 

 

2. Biología de Penicillium digitatum 

 

Como ya se ha comentado, Penicillium digitatum es el agente causal de la podredumbre 

verde de los frutos cítricos y constituye uno de los patógenos más importantes durante la 

postcosecha de los mismos, llegando a causar hasta el 80 % de las podredumbres. A pesar de 

la importancia económica de este patógeno nuestro conocimiento sobre los mecanismos de 

patogenicidad/ virulencia son muy escasos, en contraste con el avance experimentado en los 

últimos años en el conocimiento de las respuestas de defensa del fruto a la infección por este 

patógeno.  

 

P. digitatum es un patógeno específico de frutos cítricos; no se ha descrito en otros sistemas 

vegetales. Como se ha mencionado anteriormente, es un patógeno de herida. A medida que 

aumenta la profundidad de la herida en el albedo (tejido interno de la corteza) mayor es la 

probabilidad de que se desarrolle la infección (Kavanagh y Wood, 1967), mientras que en 

heridas que sólo afectan al flavedo (tejido externo de la corteza) la probabilidad de 

desarrollo de la infección es muy inferior. Sin embargo, si la herida afecta a las glándulas de 

aceite es más fácil que se desarrolle la infección (Rodov et al. 1995). Este efecto ya fue visto 

por French y colaboradores (1977) que observaron que las esporas de P. digitatum y de P. 

italicum germinaban más rápidamente en suspensiones de aceites de glándulas de naranja, 

limón o lima que en citral, nonanal, decanal por separado o en una mezcla de los mismos. 

Eckert y Ratnayake (1994) comprobaron que los compuestos volátiles que desprenden los 

frutos cítricos inducen la germinación de las esporas, facilitando el inicio del proceso 

infectivo. La combinación de limoneno, acetaldehídos, etanol y CO2 en conjunto estimulan la 

germinación, pero cada componente individualmente no tiene efecto. Sin embargo Droby y 

colaboradores (2008) demostraron que los monoterpenos presentes en la piel de los cítricos  

limoneno, mirceno, α-pineno y β-pineno promueven la germinación de conidios de P. 

digitatum y P. italicum en ausencia de nutrientes. Además, estos terpenos ejercen un efecto 

inhibitorio contra otros hongos no-patógenos de cítricos, como P. expansum y B. cinerea, lo 

que sugiere que estos monoterpenos volátiles, en especial el limoneno, actúan como las 

principales moléculas de señalización de reconocimiento del huésped por P. digitatum y P. 

italicum. Otro aspecto que ha sido objeto de estudio es la relación existente entre la 

hormona vegetal etileno y P. digitatum. El etileno actúa desencadenando la maduración de 

los frutos climatéricos, a la vez que acelera el proceso de senescencia. Aun cuando los cítricos 

son frutos no climatéricos, el etileno actúa acelerando el cambio de color del flavedo, hecho 

que es utilizado comercialmente en la desverdización de los frutos al inicio de la campaña. En 

la infección por P. digitatum sobre frutos cítricos la producción de etileno durante los 

primeros estadios del desarrollo de la infección proviene del fruto. Sin embargo, conforme 
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avanza la infección, el hongo es el responsable de prácticamente la totalidad de la 

producción de etileno en estadios más avanzados (Achilea et al. 1985a; Achilea et al. 1985b). 

El razonamiento propuesto es que la producción de etileno aceleraría el proceso de 

senescencia del fruto, favoreciendo así el desarrollo del patógeno. Sin embargo, un mutante 

de P. digitatum que produce bajos niveles de etileno es capaz de infectar tan eficientemente 

como una cepa productora de la hormona, indicando que la producción de etileno no 

representa un mecanismo de patogenicidad (Mattoo et al. 1979). Además, si se bloquea la 

percepción de etileno en los frutos mediante aplicación de 1-metil ciclopropeno no sólo no 

se observa una disminución de la infección, si no que se produce un ligero aumento en la 

incidencia natural de frutos podridos (Marcos et al. 2005; Porat et al. 1999).  

 

En general, los patógenos han desarrollado varios mecanismos para aumentar su virulencia, 

sin embargo, aún desconocemos cuales son los factores de virulencia en los hongos 

patógenos de postcosecha, incluyendo los mecanismos por los que pueden suprimir las 

defensas del fruto y la eficiencia de los mismos, especialmente en la interacción Penicillium-

fruto. Una de las hipótesis es la de que podrían suprimir la vía de fenilpropanoides. La 

fenilalanina ammonio liasa (PAL) es la primera enzima de esta ruta, siendo una enzima clave 

de la misma (Dixon y Paiva, 1995). Las primeras evidencias de que P. digitatum era capaz de 

suprimir las defensas del fruto fue proporcionada por Ismail y Brown (1979) quienes 

observaron que el aumento de la actividad de PAL en la piel de los cítricos, inducido por una 

herida mecánica, era inhibida alrededor de las zonas inoculadas con el hongo. Lisker y 

colaboradores (1983) más tarde demostraron que la actividad PAL es también suprimida en 

áreas distantes de los sitios de inoculación. También observaron que la infección por P. 

digitatum es capaz de inhibir la inducción de PAL por etileno en frutos intactos o en aquellos 

en los que se ha producido una herida mecánicamente. La expresión del gen que codifica PAL 

está inducida en frutos cítricos durante el proceso de infección por P. digitatum en la zona 

próxima a la inoculación, sin embargo no se ha observado en frutos sanos (McCollum, 2000). 

Más recientemente, Ballester y colaboradores (2006) han demostrado que esta supresión 

tiene lugar a nivel post-transcripcional porque la expresión del gen PAL de cítricos fue 

claramente inducida en respuesta al ataque del patógeno, pero no se reflejó en la inducción 

de la actividad PAL.  

 

Sin embargo, el factor más estudiado en relación a los mecanismos de patogenicidad de 

hongos patógenos postcosecha es la modificación o adaptación del patógeno al ambiente del 

huésped adaptándolo a sus necesidades para su beneficio propio. En la interacción planta-

patógeno el pH del tejido de la planta es uno de los factores ambientales que tiene un mayor 

efecto. En frutos el pH es importante porque afecta a la germinación de los conidios (Pelser 

et al. 1977), tiene influencia en la colonización de los tejidos del huésped y en la virulencia de 

los patógenos (Prusky et al. 2004, Prusky y Yakoby, 2003).  Algunas especies de hongos 

patógenos pueden aumentar su virulencia mediante una variación local del pH del huésped, 

aumentándolo o disminuyéndolo. En las especies de Penicillium, la colonización produce una 

acidificación de los tejidos del fruto que infectan (Prusky et al. 2004). En nuestro grupo del 

IATA hemos comprobado que el flavedo macerado de frutos de naranja ‘Navelina’ infectados 

por P. digitatum presentaba un pH 2,2 unidades inferior al de una zona sana lejana al frente 
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de maceración (resultados no publicados). En la infección de manzanas por P. expansum la 

disminución del pH es menos marcada, aunque se ha demostrado que se produce una 

disminución de 0,4-0,5 unidades (Sánchez-Torres y González-Candelas, 2003). Prusky y 

colaboradores (2004) han sugerido que  P. digitatum compromete las defensas de los frutos 

cítricos mediante la acidificación del tejido, especulando que el bajo pH del ambiente es 

óptimo para la expresión y la funcionalidad de las poligalacturonasas fúngicas. Además, 

demostraron que durante el desarrollo de la enfermedad P. digitatum produce ácido cítrico y 

ácido glucónico y captura activamente iones de amoniaco y que estos dos procesos están 

asociados con la patogenicidad. Estas observaciones ya fueron propuestas en los años 70 con 

los estudios de Barash y Angel (1970) y Barmore y Brown (1979) sugiriendo que durante la 

invasión de frutos cítricos por P. digitatum se producía una disminución del pH, aunque en 

este caso estaba asociada a la producción de ácido galacturónico. Hasta la fecha la 

controversia entre cual de los dos (ácido glucónico o ácido galacturónico) es el responsable 

de la acidificación no está resuelta. Sin embargo, en la interacción P. expasum- manzana, 

Hadas y colaboradores (2007) han demostrado que el ácido glucónico es un factor 

fundamental que contribuye a la enfermedad de la manzana por el hongo. La acidificación 

del tejido por este ácido aumenta la expresión de las enzimas pectinolíticas y el 

establecimiento de las condiciones para el desarrollo de este hongo.  

 

Otro factor que también ha sido objeto de estudio en la interacción fruto-patógeno 

postcosecha ha sido el rol de los sistemas antioxidantes. En la interacción planta-hongo 

patógeno, se ha demostrado que la generación masiva de ROS dentro de las células del 

huésped contribuye a la defensa del mismo (Lamb y Dixon, 1997). Existen diferentes 

actividades enzimáticas, como superóxido dismutasa y catalasa, implicadas en la regulación 

de las ROS que juegan un importante papel en la resistencia a patógenos (Mittler, 2002). 

Torres y colaboradores (2003) realizaron ensayos con dos tipos de frutos de manzana, los 

menos susceptibles a la infección por P. expansum mostraron un incremento de los niveles 

de H2O2 junto con una alta actividad superoxido dismutasa (SOD), sin cambios significativos 

en los niveles de catalasa (CAT) o peroxidasa (POX).  En los frutos susceptibles, los niveles de 

H2O2 y SOD fueron similares a los de los frutos control. En contraste, la actividad CAT y POX 

se incrementó significativamente como consecuencia de la herida y la inoculación. Por lo 

tanto, estos autores sugirieron que el H2O2 y el metabolismo asociado inducido por la herida 

podrían jugar un importante papel en los mecanismos de resistencia de manzanas a  P. 

expansum. Macarisin y colaboradores (2007) han demostrado que durante la infección de 

frutos de naranja, P. digitatum es capaz de suprimir la acumulación del H2O2 en las células del 

fruto, mientras que un no patógeno, como P. expansum, desencadena una acumulación 

masiva de H2O2 en el exocarpo del fruto. Para colonizar con éxito el fruto, P. digitatum 

necesita superar los mecanismos de defensa del fruto. Droby y colaboradores (2008) 

sugieren que el ácido cítrico juega un papel en la patogénesis de P. digitatum ya que inhibe la 

producción de H2O2. Sin embargo, otros ácidos como el ácido glucónico inducen la 

producción de H2O2. Ballester y colaboradores (2006) han analizado la distribución espacial 

de las enzimas antioxidantes (superóxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, 

glutatión reductasa, peroxidasa) en frutos cítricos infectados por P. digitatum, comprobando 

que todas las actividades enzimáticas decrecen a medida que el patógeno progresa a través 
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del tejido, pero siguiendo cinéticas diferentes, excepto en la catalasa y la peroxidasa solubles, 

que muestran un ligero incremento en el tejido macerado. Torres y colaboradores (2011) 

sugieren también que P. digitatum suprime la producción de H2O2 así como las actividades 

SOD y CAT producidas en los tejidos de naranja como respuesta al proceso de infección. En 

contraposición, el empleo del agente de biocontrol P. agglomerans CPA-2 activa la 

producción de H2O2 y ambas actividades enzimáticas, probablemente como un mecanismo 

para prevenir al fruto contra futuras infecciones.  

 

En P. digitatum se han caracterizado parcialmente algunas enzimas degradadoras de la pared 

celular vegetal, fundamentalmente pectinasas. El análisis de tres pectinasas, una 

poligalacturonasa, una pectin metil-esterasa y una pectin liasa, obtenidas a partir de 

sobrenadantes de medios de cultivo de P. digitatum mostró que la única con capacidad de 

macerar tejido de naranja era la pectin liasa (Bush y Codner, 1968). Sin embargo, nunca se ha 

detectado esta actividad en tejido macerado. Posteriormente se comprobó que la única 

actividad pectinasa detectable en frutos de limón infectados por P. digitatum era exo-

poligalacturonasa (Barash y Angel, 1970). Estos autores propusieron que esta actividad era la 

principal, sino la única, implicada en la maceración del tejido. Además, al tratarse de una 

actividad de tipo exo, podría explicar perfectamente el aumento de ácido galacturónico que 

se observa en el tejido macerado. En tejido macerado de naranja infectada por P. digitatum 

la única actividad detectada fue también una exo-poligalacturonasa que hidroliza la pectina 

de la pared celular formando monómeros de ácido galacturónico y que demostró ser capaz 

de macerar discos de albedo de naranja (Barmore y Brown, 1979). Con posterioridad a esta 

fecha no hay ninguna referencia bibliográfica acerca de las pectinasas de P. digitatum. Más 

recientemente, se comprobó la presencia de actividad celulasa en frutos de naranja 

infectados con P. digitatum, incluso antes de que los síntomas de la infección fuesen 

evidentes (Barkai-Golan y Karadavid, 1991), pero no se presentó ninguna evidencia que 

sugiriera la implicación de esta actividad en patogénesis. 

 

La inmensa mayoría de los estudios moleculares llevados a cabo en P. digitatum están 

relacionados con la resistencia a fungicidas. Los fungicidas del tipo DMIs constituyen uno de 

los grupos más importantes de fungicidas, entre los que destaca el imazalil. Desde su 

introducción en 1981, se han descubierto muchas cepas de P. digitatum resistentes (Eckert et 

al. 1994; Wild, 1994; Holmes y Eckert, 1995). El mecanismo de resistencia a DMIs más común 

es la aparición de mutaciones en el gen CYP51, que codifica la citocromo P450 esterol 14 

alfa-demetilasa. Hamamoto y colaboradores (2000) aislaron este gen de P. digitatum 

(PdCYP51) y todas las cepas resistentes que analizaron tenían una repetición en tandem de 

cinco copias de una secuencia de 126 pb, mientras todas las sensibles sólo presentaban una 

copia. Esta secuencia de 126 pb puede actuar como potenciador de la transcripción 

aumentando el nivel de expresión de  PdCYP51 y por lo tanto, confiere resistencia a DMIs. 

Más recientemente, Sun y colaboradores (2011) han caracterizado otros dos nuevos genes 

de P. digitatum de la familia CYP51 (PdCYP51B y PdCYP51C), concluyendo que estos dos 

genes junto con el ya conocido PdCYP51A (previamente PdCYP51) forman la familia de genes 

CYP51 de P. digitatum. El gen PdCYP51B está involucrado en la resistencia a DMIs por la 

presencia de una única inserción de 199 pb en la región promotora que resulta en la 
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sobreexpresión del mismo. Con respecto a PdCYP51C no se han detectado cambios 

consistentes en la secuencia de nucleótidos o en los niveles de expresión que se relacionen 

con la resistencia a imazalil.  

 

Otro mecanismo para prevenir o reducir la acumulación de fungicidas DMIs dentro de las 

células y por lo tanto, la reducción o eliminación de su acción tóxica, se basa en la expulsión 

activa de estos compuestos por los transportadores del tipo ABC o MFS. En P. digitatum han 

sido clonados y secuenciados cuatro genes que codifican transportadores ABC [PMR1 

(Nakaune et al. 1998), PMR3 (AB164459.1), PMR4 (AB164460.1) y PMR5 (Nakaune et al. 

2002)].  Hamamoto y colaboradores (2001) observaron que la disrupción de PMR1 en una 

cepa de P. digitatum resistente a DMIs produjo una disminución en su resistencia y además 

el nivel de expresión era ligeramente superior respecto a las cepas sensibles. Otro de los 

genes estudiados es PMR5. Este gen presenta gran homología con PMR1, y también con atrB 

de A. nidulans y BcAtrB de B. cinerea (Schoonbeek et al. 2003); sin embargo, se induce 

fuertemente por benzimidazoles, resveratrol y otros compuestos, pero no por DMIs. Ambos 

genes están involucrados en la resistencia a fungicidas e incrementan su expresión en 

presencia de diferentes componentes tóxicos (Nakaune et al. 1998, 2002). Sánchez-Torres y 

Tuset (2011) evaluaron la sensibilidad de 75 cepas de P. digitatum a siete fungicidas 

diferentes a través de la caracterización molecular de diferentes genes implicados en la 

resistencia a fungicidas. Las conclusiones de estos ensayos fueron que muchos genes están 

involucrados en los mecanismos que confieren resistencia a fungicidas en P. digitatum. En 

algunos casos, la resistencia a un fungicida en particular es determinado por cambios en un 

solo gen, pero en muchos casos, diferentes mecanismos tales como mutaciones que alteren 

la diana de los fungicidas o cambios en la transcripción, están involucrados en el desarrollo 

de resistencia a componentes tóxicos específicos. En los que respecta al otro tipo de 

transportadores (MFS) hasta la fecha solamente ha sido descrito uno en P. digitatum 

(PdMFS1 GU124565.1), y los resultados obtenidos mostraron que este transportador es 

capaz de bombear imazalil fuera de las células, lo que contribuye a la resistencia parcial a 

imazalil (Wang et al. 2012). Estos autores también mostraron que este gen también está 

implicado en la virulencia de P. digitatum sobre frutos cítricos. 

 

Junto con el imazalil, el tiabendazol es el otro fungicida más comúnmente utilizado para 

evitar la podredumbre verde causada por P. digitatum. El tiabendazol pertenece al grupo de 

los benzimidazoles. Los benzimidazoles se unen a la molécula de β-tubulina interrumpiendo 

el ensamblaje de los microtúbulos e interfiriendo con la división celular durante la mitosis. La 

resistencia a este tipo de fungicidas se ha detectado en muchas especies de hongos y al igual 

que en P. digitatum la resistencia está relacionada con una mutación puntual en el gen de la 

β-tubulina que produce una alteración de la secuencia de amino ácidos en el sitio de unión 

del benzimidazol. En P. digitatum se han identificado dos mutaciones en aminoácidos 

específicos que confieren resistencia a los benzimidazoles, una en el codón del amino ácido 

de la posición 198 (Koenraadt et al. 1992) y otra en el 200 donde Schmidt y colaboradores 

(2006) descubrieron que la mutación en todas las cepas resistentes de P. digitatum del 

estudio poseían esta mutación donde la timina era remplazada por una adenina (TTC por 

TAC), lo que produce un cambio de fenilalanina a tirosina. Este resultado se ha confirmado 
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en estudios posteriores con otras colecciones de aislados de P. digitatum (Kinay et al. 2007; 

Sanchez-Torres y Tuset, 2011). 

 

Para un mejor entendimiento de las bases genéticas de la patogenicidad y, por lo tanto, para 

facilitar el diseño de nuevas estrategias para el control de la enfermedad, se requiere un 

eficiente sistema de transformación como una herramienta esencial para la manipulación de 

genes y poder así abordar estudios de genómica funcional en P. digitatum. La transformación 

mediante la utilización de protoplastos ha sido utilizada con éxito en P. digitatum en varios 

estudios (Nakaune et al. 1998; 2002; Hamamoto et al. 2001). La transformación mediada por 

Agrobacterium tumefaciens (ATMT) de conidios germinados es una forma eficiente para 

evitar la costosa preparación de protoplatos (Song et al. 2004). Durante el transcurso de esta 

Tesis Wang y Li, (2008) han descrito la transformación de P. digitatum mediante la utilización 

de Agrobacterium tumefaciens obteniendo más de 60 transformantes a partir de 10
6
 

conidios. Estos resultados hacen de la ATMT una alternativa muy viable para la manipulación 

genética de este hongo. 

 

Muy recientemente, nuestro grupo del Instituto de Agroquímica y Tecnología de Alimentos 

(IATA) ha participado en la publicación de la secuencia del genoma de dos cepas de P. 

digitatum (Marcet-Houben et al. 2012), una de las cuales es la cepa Pd1 (CECT20795), que es 

con la que se ha trabajado en esta Tesis. El tamaño del genoma se ha estimado alrededor de 

26 Mb, lo que supone una notable reducción en comparación con el genoma de P. 

chrysogenum (van den Berg et al. 2008), que es el hongo filogenéticamente más cercano con 

genoma secuenciado. Este avance va a permitir profundizar en la compresión de los 

mecanismos fisiológicos de este fitopatógeno. Además, la disponibilidad de la totalidad de 

los genes es un excelente completemento para los datos obtenidos en esta Tesis que 

permitirá también un mejor entendimiento de la relación P. digitatum-huésped. Dos son los 

aspectos fundamentales que se podrán abordar. Uno es la especificidad de huésped, ya que 

como se ha comentado anteriormente P. digitatum sólo se encuentra de forma natural 

infectando frutos cítricos. El segundo aspecto es el relacionado con los mecanismos de 

patogenicidad de este hongo, incluyendo tanto los mecanismos que le permiten degradar los 

tejidos del fruto como los mecanismos que emplea para suprimir las respuestas de defensa 

del mismo.  

 

A pesar de la importancia económica de P. digitatum el conocimiento actual de los 

mecanismos de patogenicidad de este hongo es muy limitado, como ha quedado patente en 

los párrafos anteriores. Por ello, debemos basarnos en el conocimiento adquirido en otros 

hongos fitopatógenos como punto de partida para poder profundizar en la biología de este 

patógeno. 

 

3. Interacción planta-patógeno 

 

Como parásitos, los microorganismos fitopatógenos están obligados a obtener los nutrientes 

del huésped evadiendo o contrarrestando los mecanismos de defensa de la planta. Aquellos 

patógenos que sólo son capaces de desarrollarse y reproducirse en tejidos de huéspedes 
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vivos son llamados biótrofos. Estos patógenos, también conocidos como parásitos obligados, 

necesitan mantener la célula huésped viva y emplean para ello mecanismos de invasión 

sumamente sutiles. Entre los patógenos biotróficos se encuentran los virus, los nematodos y 

algunos hongos especializados, tales como las royas. Otro tipo de patógenos, denominados 

necrótrofos (por ejemplo, Botrytis y Fusarium), producen la muerte de las células huésped 

obteniendo de esta forma los nutrientes a partir del tejido muerto. En este grupo se incluyen 

la mayoría de los hongos y las bacterias fitopatógenas. Estos pueden utilizar toxinas para 

matar al huésped o bien son capaces de degradar el tejido de la planta (Collinge et al. 2001). 

Los patógenos hemibiótrofos (por ejemplo, Phytophthora y Colletotrichum) son intermedios 

entre los biótrofos y necrótrofos. Presentan un periodo inicial de comportamiento biótrofo, 

donde invaden células vivas y utilizan su actividad metabólica a favor de su crecimiento y 

reproducción, al que sigue el establecimiento de un comportamiento necrótrofo, matando 

las células colindantes (Perfect y Green, 2001). 

 

Hace más de 40 años las investigaciones pioneras de Harold Flor (1971) sobre las 

interacciones planta-patógeno culminaron en la hipótesis del modelo gen-a-gen. Esta 

hipótesis postula que por todo gen dominante de avirulencia (Avr) en el patógeno, hay un 

gen de resistencia en el huésped (R) y que la interacción entre el producto de estos genes 

conlleva la activación de las respuestas de defensa del huésped, tales como las respuesta de 

hipersensibilidad (RH). En los últimos años se han identificado numerosos genes Avr y genes 

R s, lo que ha supuesto un salto cualitativo en nuestro conocimiento a nivel molecular de las 

interacciones planta-patógeno. 

 

Para estudiar y comprender cualquier interacción planta-patógeno es necesario tener en 

cuenta los dos componentes del sistema. En otras palabras, se debe estudiar la virulencia o 

avirulencia de un patógeno siempre en relación con la resistencia o susceptibilidad del 

huésped. Para dar la importancia adecuada a la interrelación entre los dos organismos es 

conveniente utilizar los términos interacción compatible e interacción incompatible. Una 

relación compatible se refiere a una interacción entre una raza virulenta y un cultivar 

susceptible, mientras que una relación incompatible se establece cuando ciertas variedades 

del huésped son resistentes a ciertas razas del patógeno. Las interacciones incompatibles 

(huésped resistente, patógeno avirulento) se caracterizan por estar mediadas por sistemas 

de reconocimiento que activan la expresión de mecanismos de defensa que frecuentemente 

están asociados a la manifestación de la reacción hipersensible (Heath, 2000). Por el 

contrario, en las interacciones compatibles (huésped susceptible, patógeno virulento), el 

reconocimiento no se lleva a cabo o lo hace tardíamente, de forma que la respuesta de 

defensa no es activada a un nivel suficiente para contener al patógeno y se establece la 

enfermedad (De Wit, 1992).  

 

La interacción patógeno-no huésped es la forma más común de resistencia a la enfermedad 

exhibida por las plantas contra la mayoría de los microorganismos potencialmente 

patógenos. Recientemente, se han identificado varios componentes de la resistencia a la 

enfermedad no huésped. Este tipo de resistencia exhibida contra bacterias, hongos y 

oomicetos puede ser de dos tipos. Tipo I, se denomina al tipo de resistencia que no produce 
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ningún tipo de síntomas visibles mientras que la resistencia de tipo II desencadena una 

rápida respuesta hipersensible que resulta en muerte celular. Existen varias similaridades 

entre la resistencia patógeno-no huésped y la resistencia gen por gen pero aún no está claro 

si el mismo mecanismo está involucrado en la producción de estas respuestas de resistencia 

(Heath, 2000; Mysore y Ryu, 2004). 

 

Las plantas desarrollan dos líneas activas de defensa en respuesta al ataque por un 

patógeno. La primera línea proporciona una defensa basal contra todos los patógenos 

potenciales y está basada en el reconocimiento de patrones moleculares conservados 

asociados a patógenos (PAMPs, del inglés: pathogen associated molecular patterns) 

mediante receptores que reconocen estos patrones (PRRs, del inglés: pattern recognition 

receptors). Estos receptores se encuentran generalmente en la superficie de las células 

vegetales y activan la inmunidad producida por PAMPs (PTI, siglas de PAMP-triggered 

immunity), previniendo la colonización del huésped (Wit, 2007; Jones y Dangl, 2006). Ahora 

existen evidencias de que algunos genes Avr codifican efectores que suprimen la PTI, 

permitiendo al patógeno infectar a la planta y causar la enfermedad. Una vez que el sistema 

basal de defensa de las plantas ha sido sobrepasado por los patógenos, durante la evolución 

de las plantas han respondido con el desarrollo de un segundo sistema de reconocimiento 

basado en la percepción de efectores por proteínas R y una subsecuente activación de la 

inmunidad activada por efectores (ETI, del inglés: effector-triggered immunity) lo que 

conduce a una rápida y aumentada respuesta de defensa en las plantas. Esta segunda línea 

de defensa condujo  a su vez a una segunda ola de co-evolución planta-patógeno durante la 

cual los patógenos respondieron mediante la mutación de los efectores o el desarrollo de 

nuevos efectores que podían evitar o suprimir la ETI, mientras que las plantas desarrollaron 

nuevas proteínas R para mediar el reconocimiento de estos nuevos efectores. En la 

interacción molecular entre los hongos necrótrofos y sus plantas huéspedes se supone que e 

éstos no cumplen con el modelo de gen-a-gen, sin embargo, recientemente, se ha 

demostrado que algunos hongos necrótrofos producen proteínas ribosomales que podrían 

funcionar como efectores e inducir la necrosis en plantas para facilitar la enfermedad 

(Friesen et al. 2009). 

 

Jones y Dangl (2006) plantearon que la respuesta del sistema inmune en las plantas podía ser 

representada en un modelo zigzag de cuatro fases (Figura 1). En la fase 1, los PAMPs son 

reconocidos por los PRRs, lo que resulta en la activación de la PTI, que puede detener la 

colonización adicional del tejido vegetal. En la fase 2, los patógenos exitosos liberan 

efectores que contribuyen a la virulencia,  lo que resulta en una ETS (del inglés: effector 

triggered susceptibility). En la fase 3, determinados efectores son reconocidos por una de las 

proteínas NB-LRR, resultando en la activación de la ETI, la cual es una respuesta acelerada y 

amplificada de PTI. En la fase 4, la selección natural conduce al patógeno a evitar la ETI 

eliminando o diversificando el gen efector reconocido o adquiriendo determinantes 

antigénicos o efectores adicionales, que les permiten evadir la ETI.  
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Figura 1. Modelo de zigzag que ilustra la respuesta cuantitativa del sistema inmune en 

plantas (Jones y Dangl, 2006). 

 

Una vez que el patógeno ha sido reconocido por la planta se activan una serie de 

mecanismos de defensa que son los responsables de la resistencia. Durante la infección se 

pueden activar los genes de resistencia (genes R) que pueden funcionar para impedir el 

desarrollo del patógeno. Sin embargo, cuando un patógeno avirulento infecta una planta, 

con frecuencia provoca una muerte rápida de células y la síntesis de compuestos 

antimicrobianos en el sitio de infección, que restringen el crecimiento del patógeno (Dong, 

1995). Entre las respuestas de defensa se encuentra el rápido flujo de iones, el estrés 

oxidativo extracelular, la reprogramación transcripcional dentro y alrededor de los sitios de 

infección y en la mayoría de los casos la respuesta hipersensible (Nimchuk et al. 2003). La 

respuesta hipersensible produce una zona de células muertas alrededor del sitio de 

infección, tiene lugar la síntesis de ácido salicílico y una acumulación de agentes 

antimicrobianos, como las proteínas PR (quitinasas y glucanasas) o compuestos fenólicos 

como las fitoalexinas (Hammond-Kosack y Jones, 1996). En algunos casos puede darse 

también la deposición de calosa en el sitio de infección como medio para reforzar la pared 

celular (Vogel et al. 2002). 
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Las proteínas PR se han detectado e identificado en una amplia variedad de plantas y se 

clasifican de acuerdo a su actividad. Hasta la fecha se conocen 17 grupos diferentes. Entre 

ellas, las proteínas PR2, que son glucanasas, cuya actividad es degradar el principal 

componente de la pared celular de hongos, aunque contribuyen a la resistencia por liberar 

fragmentos glicosídicos de la pared celular de la planta o del patógeno, que actúan como 

inductores de la respuesta de defensa. Varias familias de proteínas PR presentan actividad 

quitinasa (PR3, PR8 y PR11), que actúan en respuesta de defensa en forma sinérgica con las 

glucanasas. Las PR7 son endoproteinasas y las PR10 son ribonucleasas (van Loon et al. 2006). 

Las fitoalexinas son metabolitos secundarios de naturaleza química diversa, principalmente 

flavonoides, de bajo peso molecular, en cuya síntesis intervienen enzimas como chalcona 

sintasa (CHS), flavanona-3-hidroxilasa (F3H) y fenilalanil-amonioliasa (PAL), que son 

consideradas como proteínas relacionadas con el mecanismo de defensa (Ahuja et al. 2012). 

Finalmente, otras proteínas de defensa como las enzimas del estrés oxidativo o las que 

intervienen en la lignificación también tienen un importante papel en la defensa del huésped 

frente a la invasión de patógenos (Bhuiyan et al. 2009). Estos genes, llamados genes de 

defensa, conforman la base de la resistencia horizontal o poligénica. Los mecanismos de 

defensa de la resistencia horizontal, ya sea la producción de fitoalexinas, proteínas PR, 

deposición de lignina, reacción hipersensible; son los responsables de actuar en detrimento 

del patógeno invasor. En otras palabras, la defensa en plantas es básicamente poligénica (van 

Loon et al. 2006). 

 

4. Factores de patogenicidad y virulencia en hongos fitopatógenos    

 

De acuerdo con la convención adoptada por la “American Phytopathological Society”, en esta 

Tesis se emplea el término patogenicidad para designar la habilidad de un patógeno para 

causar enfermedad en un huésped particular (una propiedad cualitativa), mientras que el 

término virulencia hace referencia al grado de daño causado por el patógeno  en el huésped 

(una propiedad cuantitativa) (Sacristán y García-Arenal, 2008). Para causar la enfermedad los 

hongos patógenos poseen un arsenal de “factores de virulencia”, los cuales se despliegan 

espacial y temporalmente determinando el potencial de patogénesis básico y la magnitud de 

la infección, respectivamente (Ortoneda et al. 2004). Los factores de virulencia agrupan 

cualquier factor que contribuya a la penetración, invasión, colonización y maceración de un 

tejido vegetal vivo, mientras que los factores de patogenicidad determinan la capacidad de 

un patógeno de infectar un determinado huésped. 

 

4.1 Reconocimiento del huésped y cascadas de transducción de señales 

 

El éxito de un hongo patógeno depende en gran medida de su capacidad para percibir y 

responder a las señales generadas por la planta, especialmente en las etapas muy tempranas 

de la infección (el reconocimiento), aunque también en etapas posteriores. A pesar del 

creciente número de genes clonados pertenecientes a componentes de las rutas de 

transducción de señal, los acontecimientos iniciales de la detección de señales extracelulares 

y transducción en una señal intracelular son aún poco conocidos. Las cascadas de 

señalización mediadas por genes que codifican proteínas tales como proteínas G 



_____________________________Introducción______________________________  

 

- 23 - 
 

heterotriméricas, proteínas MAP kinasas (Mitogen Activated Protein) y proteínas 

dependientes de AMP cíclico han sido objeto de estudio en varias revisiones (Xu, 2000; 

Román et al. 2007; Li et al. 2007). 

 

La disrupción de estos genes de señalización resulta en la pérdida de y/o reducción en la 

patogenicidad, así como efectos pleiotrópicos en procesos celulares, incluyendo 

reproducción sexual, conidiación, crecimiento y producción de toxinas. En consecuencia, es 

difícil determinar qué aspecto de la fisiología de los hongos es responsable de la pérdida de 

la patogenicidad. El interés especial en estos genes surge de su papel en virulencia, de ahí 

que los componentes de estas cascadas de señalización pueden representar una diana para 

el desarrollo de drogas antifúngicas (Lengeler et al. 2000).  

 

En muchos hongos, la adaptación a la disponibilidad de nutrientes y el estrés se ha 

relacionado con la vía de señalización dependiente de AMP cíclico (cAMP). Además, esta vía 

controla la diferenciación, el desarrollo sexual y la virulencia (Mehrabi y Kema, 2006; 

Yamauchi et al. 2004). El cAMP funciona activando la proteína quinasa A o PKA, también 

conocida como proteína quinasa dependiente de cAMP. La PKA es una holoenzima formada 

por dos subunidades catalíticas y dos subunidades reguladoras. A bajas concentraciones de 

cAMP, la holoenzima permanece intacta y las subunidades catalíticas permanecen unidas a 

las subunidades reguladoras. A altas concentraciones de cAMP, éste se une a las subunidades 

reguladoras. Al unirse provoca un cambio conformacional en las subunidades reguladoras 

que liberan las subunidades catalíticas exponiendo así el sitio activo. Las subunidades 

catalíticas transfieren el grupo fosfato terminal del ATP a residuos serina o treonina de 

sustratos proteicos. Esta fosforilación produce un cambio de la actividad del sustrato 

(Borges-Walmsley et al. 2000). En Ustilago maydis se ha demostrado que la PKA regula la 

transición dimórfica y la patogénesis (Dürrenberger et al. 1998). En este hongo, los genes 

adr1 y uka1 codifican las subunidades catalíticas de PKA. Mutantes nulos en adr1 muestran 

crecimiento filamentoso, en contraposición al crecimiento levaduriforme de las líneas 

haploides de la cepa silvestre. Además, las cepas diploides homozigóticas Δadr1 no son 

capaces de causar enfermedad. En contraste, la eliminación del gen uka1 no tiene efecto 

sobre la virulencia (Dürrenberger et al. 1998). En M. grisea, el gen cpkA está implicado en el 

desarrollo del apresorio y en la penetración en el huésped y es indispensable para el 

crecimiento durante la infección. Mutantes defectivos en el gen cpkA mostraron retraso en la 

formación del apresorio, además de tener un tamaño menor comparado con los de la cepa 

silvestre y ser defectivos en la penetración de las células de la planta. Sin embargo, eran 

capaces de causar lesión cuando se inoculó a través de heridas, sugiriendo un papel adicional 

del cAMP en la detección de la superficie en M. grisea (Xu et al. 1997). El mutante ΔcpkA de 

Colletotrichum trifolli  mostró un fenotipo similar al de M. grisea durante la penetración del 

tejido de la hoja y el crecimiento durante la infección (Yang y Dickman, 1999). PKA también 

regula la virulencia en Mycosphaerella graminicola, un patógeno fúngico que no forma 

apresorios para la infección, sino que penetra a través de los estomas. La eliminación de las 

subunidades reguladora (MgBcy1) o de la catalítica (MgTpk2) resulta en mutantes que 

muestran una disminución en su virulencia y son incapaces de producir picnidios en las hojas 

infectadas (Mehrabi y Kema, 2006). En Sclerotinia sclerotiorum se ha correlacionado el 
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incremento de los niveles de la actividad PKA con la iniciación de la producción de 

esclerocios; sin embargo, la eliminación del gen pka1, que codifica la subunidad reguladora, 

no tuvo efectos en la patogenicidad o en la producción de microesclerocios (Jurick et al. 

2004), por lo que estos autores postulan la existencia de otro gen (pka2) que codificaría la 

proteína responsable de la mayor parte la actividad PKA de la célula. En Verticillium dahliae, 

que produce marchitamiento vascular en un amplio rango de huéspedes, la capacidad para 

causar enfermedad en los mutantes defectivos en el gen que codifica la subunidad catalítica 

de la proteína PKA (VdPKAC1) se vió reducida. Además, producían menos etileno, sugiriendo 

un papel importante del PKA en la síntesis de etileno. Estos mutantes mostraron un 

crecimiento similar al de la cepa silvestre, pero la germinación de las esporas fue ligeramente 

superior y la producción de conidios se redujo significativamente (Tzima et al. 2010). 

 

La vía de señalización de las proteínas G heterotriméricas es una vía conservada en hongos 

filamentosos. Esta vía juega un papel importante en el control del crecimiento, el desarrollo, 

la virulencia y en el metabolismo secundario en hongos (Li et al. 2007). Las unidades básicas 

de esta vía son una proteína G acoplada a receptor y proteínas Gs (consistente en tres 

subunidades Gα, Gβ y Gγ) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Ciclo de la proteína G. El 

ligando se une al receptor de la proteína 

G (GPCR, del inglés G protein–coupled 

receptor) permite el cambio GDP a GTP 

en la proteína Gα y la disociación del 

dímero Gα y Gβγ. Tanto Gα-GTP como 

Gβγ pueden regular a los efectores. La 

hidrólisis de GTP por la subunidad Gα 

produce la reasocación de la unión Gα-

GDP con el dímero Gβγ y el receptor 

GPCR para completar el ciclo. El 

regulador de la señalización de la 

proteína G (RGS, del inglés regulator of 

G protein signaling) acelera la tasa de 

hidrólisis de GTP por las proteínas Gα (Li 

et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

En hongos patógenos de plantas, tales como Gibberella zeae y Fusarium oxysporum algunas 

subunidades Gα regulan positivamente importantes mecanismos de señalización en el 



_____________________________Introducción______________________________  

 

- 25 - 
 

crecimiento vegetativo del hongo y la patogénesis (Jain et al. 2002; Yu et al. 2008). En el 

hongo patógeno causante del chancro del castaño,  Cryphonectria parasitica,  la eliminación 

del gen CPG-1, que codifica la subunidad Gα, produce una reducción del crecimiento y la 

pigmentación, infertilidad, pérdida de virulencia y de esporulación asexual (Dawe y Nuss, 

2001). Sin embargo, la eliminación del gen CPG-2, que codifica una segunda subunidad Gα en 

C. parasítica, solamente causa una pequeña reducción en el crecimiento y el desarrollo 

asexual; además, no tiene efecto en la patogenicidad (Dawe y Nuss, 2001), sugiriendo que 

estas subunidades Gα tienen diferentes funciones en C. parasítica. En M. grisea, hongo 

patógeno del arroz, se han identificado y caracterizado tres genes que codifican subunidades 

Gα (Liu y Dean, 1997) que son MAGA, MAGB y MAGC. Mutantes ΔMAGB, gen ortólogo de  

CPG-1 de C. parasítica, de fadA de A. nidulans y de gna1 de N. crassa presentan una 

reducción significativa del crecimiento de la hifa, de la esporulación, de la formación de 

apresorios y de la patogenicidad. Contrariamente, la eliminación de los otros dos genes, 

MAGA y MAGC, no afecta al crecimiento y a la formación de los apresorios de los mutantes. 

 

Los genes FGB1 y GBB1, son genes que codifican la subunidad Gβ en F. oxysporum y 

Gibberella moniliformis respectivamente. Ambas proteínas sólo difieren en un aminoácido, 

sin embargo, su función en patogénesis es bastante diferente.  Jain et al (2003) demostraron 

que el gen FGB1 está relacionado con la virulencia de F. oxysporum, mientras que GBB1 en G. 

moniliformis no tiene impacto en la podredumbre del tallo del maíz (Sagaram y Shim, 2007). 

 

En hongos filamentosos, como en otros organismos eucariotas, una familia de proteínas 

serín/treonin quinasas conocidas como proteínas quinasas activadas por mitógeno (MAP 

quinasas) están involucradas en la transducción de una variedad de señales extracelulares y 

en la regulación de diferentes procesos del desarrollo. Estas señales extracelulares provienen 

del ambiente que las rodea, incluyendo las señales procedentes de la planta huésped (Figura 

3). En hongos filamentosos esta vía está implicada en multitud de procesos, como el 

desarrollo y la virulencia, como ha quedado demostrado con la obtención de multitud de 

mutantes deficientes en algún componente de la vía (Zhao et al. 2007). En Saccharomyces 

cerevisiae se han identificado cinco rutas de transducción de señales en las que intervienen 

MAP quinasas (ruta de respuesta a feromonas, ruta del crecimiento filamentoso, ruta de alta 

osmolaridad/glicerol, ruta de la integridad de la pared celular y ruta del ensamblaje de la 

pared de la espora) (Chen y Thorner, 2007). Tres de las cinco rutas poseen su homólogo en 

hongos filamentosos: la ruta Fus3/Kss1 está relacionada con la reproducción sexual y el 

crecimiento filamentoso, la ruta Slt2 (Mpk1) está relacionada con la integridad de las células 

y la ruta Hog1 está relacionada con la respuesta a estrés (especialmente a la presión 

osmótica). 
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Figura 3. Ruta de las MAPK en hongos patógenos (Zhao et al. 2007). Componentes básicos de 

las tres rutas de señalización MAPK en cuatro hongos patógenos. Círculos para Magnaporthe 

grisea, cuadrados para Ustilago maydis, óvalos para Candida albicans y rectángulos para 

Cryptococcus neoformans.  

 

En S. cerevisiae, la ruta de la MAPK en las que intervienen las proteínas quinasas Ste7, Ste11 

y Fus3/Kss1, que forman parte de la ruta de respuesta a feromonas, se ha demostrado que es 

necesaria para la reproducción y el crecimiento filamentoso (Gustin et al. 1998). Varios genes 

homólogos de Fus3 y Kss1 en los hongos patógenos de plantas M. grisea (PMK1), 

Colletotrichum lagenarium (CMK1) y Pyrenophora teres (CMK1) Botrytis cinerea (BMP1) son 

esenciales para la formación del apresorio y la infección (revisión Zhao et al. 2007). En 

Saccharomyces cerevisiae, la actividad del factor de transcripción Ste12 está controlada por 

la cascada Fus3/Kss1. En patógenos de plantas como M. grisea, dos Colletotrichum sp. y 

Cryphonectria parasítica, se han descubierto homólogos a Ste12 y se ha demostrado que son 

necesarios para la infección. Mutantes deficientes en Ste12 no son patogénicos o presentan 

reducida enormemente la virulencia además de mostrar defectos en el proceso de 

penetración del huésped (Deng et al. 2007; Hoi et al. 2007). En F. oxysporum, estos mutantes 

presentaron deficiencias en la crecimiento invasivo tanto en tomate como en manzanas y 

también en la capacidad de penetración sobre membranas de celofán (Rispail y Di Pietro, 

2009). En el hongo necrótrofo B. cinerea que invade los tejidos blandos y los frutos maduros 

de una gran variedad de plantas, al igual que otros hongos, la proteína  BMP1, que es 

homóloga a la MAPK Fus3/Kss1, es esencial para la patogénesis. El mutante Δbmp1 posee 

deficiencias en la formación de las estructuras de los apresorios, resultando en un fenotipo 

no patogénico y son incapaces de germinar en superficies hidrofóbicas en ausencia de 

nutrientes (Doehlemann et al. 2006; Zheng et al. 2000). En Alternaria brassicicola, mutantes 

de amk1 no son patogénicos en plantas intactas, pero aún pueden colonizar heridas de las 

hojas en presencia de suplementos nutricionales. Amk1 es esencial para la producción de 

conidios maduros y la regulación de varios genes de enzimas hidrolíticas (Cho et al. 2007). 
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La ruta de alta osmolaridad/glicerol interviene en las respuestas al choque hiperosmótico y 

otros tipos de estrés. Esta ruta en S. cerevisiae está controlada por Hog1. Homólogos a este 

gen han sido estudiados en diferentes hongos patógenos. En A. fumigatus han sido descritos 

dos homólogos de Hog1, SakA y MpkC, que juegan roles diferentes en la respuesta a estrés 

oxidativo y nutricional, pero no son requeridos para la virulencia (Reyes et al. 2006; Xue et al. 

2004). Igualmente, mutantes deficientes en Osm1, homólogo de Hog1 de M. grisea son 

sensibles al estrés osmótico, pero forman un apresorio funcional y son totalmente virulentos 

en plantas de arroz (Dixon et al. 1999). Mutantes en los que se eliminó el homólogo a HOG1 

en C. parasitica, Bipolaris oryzae, C. lagenarium, y M. graminicola son todos sensibles al 

estrés hiperosmótico (Park et al. 2004; Kojima et al. 2002; Mehrabi et al. 2006; Moriwaki et 

al. 2006). En muchos hongos filamentosos, incluyendo N. crassa, C. lagenarium y M. grisea, 

los mutantes en los que se bloqueó la ruta HOG son resistentes a fungicidas fenilpirroles, 

dicarboximidas e hidrocarburos aromáticos (Zhang et al. 2002; Motoyama et al. 2005). El 

tratamiento con estos fungicidas estimula la activación del homólogo de Hog1, la 

acumulación de glicerol e hinchazón celular, indicando que los efectos de los fungicidas 

pueden resultar en la sobreestimulación de la ruta de la osmoregulación. 

 

La ruta Slt2 (Mpk1) está relacionada con la integridad de las células y es responsable de 

orquestar los cambios en la pared celular a través del ciclo celular y en respuesta a diferentes 

formas de estrés (Levin, 2005). La caracterización funcional del homólogo de SLT2 en 

diferentes hongos patógenos de plantas ha indicado que esta MAPK está bien conservada 

entre los hongos patógenos y juega un importante rol durante la infección de la planta 

(revisión Zhao et al. 2007). Mps1 es esencial para la conidiación, penetración del apresorio e 

infección de la planta en M. grisea (revisión en, Liu y Winey, 2012). En F. graminearum, la 

falta de Mgv1 produce una conidiación normal, pero la virulencia se ve claramente 

disminuida, la fertilidad está claramente afectada y aumenta la sensibilidad de la pared 

celular a las enzimas de degradación (Hou et al. 2002). Sin embargo, existe una excepción en 

A. fumigatus, en el que el homólogo MpkA controla la señalización de la pared celular y la 

respuesta al estrés oxidativo, pero es dispensable para la virulencia (Valiante et al. 2008). 

 

La señalización por calcio es una ruta importante en eucariotas implicada en multitud de 

procesos celulares, incluyendo la alteración de la expresión de genes en respuesta a 

estímulos externos. Existen dos importantes mediadores de la señales de calcio en las células 

eucariotas como son la proteína de unión a calcio denominada calmodulina y la fosfatasa 

dependiente de calmodulina, que se denomina calcineurina (Kraus y Heitman, 2003). Las 

funciones de la calmodulina y calcineurina están muy conservadas entre los hongos 

filamentosos y juegan una importante función, como se demuestra que hay sólo unos pocos 

mutantes deletantes viables de calcineurina. Todos estos muestran un crecimiento 

vegetativo perturbado. Por ejemplo, la deleción del gen cna1 en A. fumigatus produce 

mutantes que tienen afectado el crecimiento, la morfología de las hifas, la esporulación y la 

patogenicidad (Ferreira et al. 2007). En hongos patógenos de plantas como Sclerotinia 

sclerotiorum, se ha demostrado que la calcineurina controla el desarrollo esclerotidial y la 
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infección (Harel et al. 2006) y que actúa como un factor de virulencia en B. cinerea 

(Schumacher et al. 2008). 

    

4.2 Genes implicados en el metabolismo de nutrientes esenciales 

 

Tras la penetración, los hongos necrótrofos patógenos de plantas causan la lisis celular y la 

muerte de las células huésped. Es de suponer que la lisis de las células huésped llevaría a un 

aumento de la accesibilidad de nutrientes, sin embargo, como se evidencia a partir del 

estudio de mutantes autótrofos, ciertos aminoácidos como la metionina y la histidina no se 

suministran en cantidades suficientes por el tejido del huésped y su biosíntesis es llevada a 

cabo por el hongo (Balhadere et al. 1999; Seong et al. 2005). La expresión coordinada de los 

genes relacionados con la adquisición de nutrientes durante la infección fue puesta de 

manifiesto en el análisis del transcriptoma de la infección por Fusarium graminearum 

(Güldener et al. 2006). A día 2 tras la infección se expresaba un transportador de ornitina, 

que es un importante intermediario de la ruta metabólica de la biosíntesis de arginina, 

prolina así como putrescina, que es un precursor de otras poliaminas y pirimidinas. La 

captación de ornitina fue seguida por la expresión de genes de biosíntesis de arginina, 

prolina y la putrescina a partir del día 3 y hasta el día 6 trás la infección. Otro ejemplo del 

modo de acción de los genes implicados en nutrición fue expuesto por Bailey (2000) en el 

que observó que mutantes auxótrofos de putrescina del hongo patógeno del trigo 

Stagonospora nodorum en los que se eliminó el gen que codifica una ornitina descarboxilasa, 

odc1, eran mucho menos virulentos en trigo. 

 

Los hongos necesitan obtener nutrientes del huésped durante la invasión y por lo tanto no es 

sorprendente que se hayan identificado genes de virulencia relacionados con la nutrición. En 

muchos de los organismos examinados hasta ahora, mutaciones en genes de la vía del 

glioxalato, implicada en la oxidación de ácidos grasos, tales como una isocitrato liasa y una 

malato sintasa, conducen a una pérdida de patogenicidad (Dunn et al. 2009). Al igual que los 

ácidos grasos, los azúcares como la sacarosa son importantes en la nutrición de los hongos. 

Un transportador de alta afinidad de sacarosa (SRT1) de U. maydis permite la absorción de la 

sacarosa del apoplasto del maíz. Este gen se expresa sólo durante la infección y un mutante 

carente de este gen no es patogénico (Wahl et al. 2010). 

 

Minerales, tales como el hierro, son esenciales para el crecimiento del hongo y su desarrollo. 

Los sideróforos son pequeños péptidos que son capaces de quelar el hierro y son utilizados 

por los hongos para adquirir el hierro presente en el medio. En cuatro hongos fitopatógenos 

(Cochliobolus heterostrophus, C. miyabeanus, F. graminearum y Alternaria brassicicola), la 

eliminación del gen que codifica una péptido sintasa no ribosomal involucrada en la síntesis 

de estos sideróforos, puede conducir a una reducción de la virulencia como resultado de la 

incapacidad del hongo para adquirir el hierro necesario in planta (Oide et al. 2006). 
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4.3 Enzimas degradadoras de pared celular  

 

Los hongos patógenos de plantas producen enzimas extracelulares que pueden degradar los 

componentes de la pared celular de las plantas. La degradación de los polímeros de la pared 

celular de la planta no sólo supone una importante fuente de nutrientes sino  que también 

permite la penetración y la dispersión del hongo a través del tejido de la planta (Tonukari, 

2003). 

 

Las enzimas que degradan la pared celular y otras barreras físicas como la cutina pueden ser 

esenciales para la patogenicidad de los hongos filamentosos. Sin embargo, estas evidencias 

son difíciles de comprobar porque estas enzimas son codificadas normalmente por familias 

multigénicas (Walton, 1994). Un claro ejemplo puede encontrarse en la secuenciación del 

genoma de dos hongos fitopatógenos como M. grisea (Dean et al. 2005) y F. graminearum 

(Cuomo et al. 2007) que contienen 138 y 103 genes que codifican enzimas de degradación de 

la pared celular, respectivamente. En comparación, el genoma U.maydis, un hongo biótrofo 

patógeno de maíz,  no está tan bien equipado con genes que codifican enzimas de 

degradación de la pared celular, conteniendo sólo 33 de tales enzimas hidrolíticas (Kämper et 

al. 2006). A la luz del gran número de familias génicas que codifican enzimas de degradación 

de pared celular que pueden realizar las mismas funciones o similares, es concebible que esa 

redundancia génica dificulte la obtención de un fenotipo claro y concluyente cuando se 

obtiene un mutante de deleción de un único gen (Walton, 1994). Esta redundancia explica 

que en muchas ocasiones la eliminación de un determinado gen no tenga un efecto 

fenotípico claro debido a que la función de otros genes puede enmascarar su ausencia. El rol 

de estas enzimas en patogénesis de plantas es más complicado porque su actividad produce 

oligosacáridos que pueden inducir o suprimir las defensas del huésped (Moerschbacher et al. 

1999). Sin embargo, no todas las enzimas de una determinada familia parecen contribuir por 

igual a la virulencia. Por ejemplo, se ha analizado el papel de las pectinasas de B. cinerea en 

detalle y se ha comprobado que al menos seis genes de endopoligalacturonasas poseían una 

expresión diferencial durante el proceso de infección, pero sólo dos de ellas fueron 

esenciales para la virulencia del hongo (Williamson et al. 2007). 

 

La cutícula de las plantas terrestres es una estructura externa formada por varias capas de 

lípidos cuyo componente principal es la cutina, que asociada con ceras protege a la planta de 

la desecación a la que es expuesta en la atmósfera terrestre, además de proveer una barrera 

contra la entrada de bacterias y hongos. Es formada y secretada por las células de la 

epidermis (Pollard, 2008). Las cutinasas, son las enzimas encargadas de la degradación de la 

cutícula. Estas enzimas forman parte de familias multigénicas y pueden ser factores de 

patogenicidad en los hongos fitopatógenos que necesitan penetrar directamente la 

superficie del huésped. El rol de las cutinasas en los primeros estadios de la patogénesis de 

hongos ha sido ampliamente investigado. Sin embargo, las conclusiones siguen siendo 

controvertidas. En la mayoría de los casos en los que se han obtenido mutantes donde se han 

eliminado estos genes no se ha visto un efecto en el proceso de infección (Stahl y Schäfer, 

1992; van Kan et al. 1997). En contados casos se han aportado evidencias genéticas de que 

las cutinasas podrían ser determinantes cruciales para la virulencia o la patogenicidad en la 



_____________________________Introducción______________________________  

 

- 30 - 
 

penetración del huésped, como en estudios de Fusarium solani f. sp. pisi donde la 

eliminación de un gen que codifica una cutinasa produjo mutantes no patogénicos (Rogers et 

al. 1994) o ejemplos similares descritos en Pyrenopeziza brassicae y M. grisea donde la 

eliminación de los genes Pbc1 y CUT2 respectivamente, que codifican dos cutinasas, también 

se vio reflejada en una reducción de la virulencia (Li et al. 2003; Skamnioti y Gurr 2007). 

 

Dado que la pectina es uno de los componentes mayoritarios de la pared celular vegetal, el 

grupo de enzimas degradadoras de pared celular tradicionalmente más estudiada han sido 

las pectinasas. Estas proteínas se encargan de degradar las sustancias pécticas presentes en 

la lámina media y en la pared celular primaria de las plantas superiores. La degradación de la 

pectina por enzimas tales como pectin liasas, pectato liasas, poligalacturonasas y pectin 

metilesterasas es un factor importante en la patogenicidad de algunos hongos. La 

eliminación del gen pelB, que codifica una pectato liasa, en C. gloeosporioides, resultó en 

mutantes en los que se produjo una reducción de la patogenicidad sobre aguacate (Yakoby et 

al. 2001). Sin embargo, la eliminación del gen pnlA que codifica una pectin liasa en 

Glomerella cingulata no afectó a la patogenicidad (Bowen et al. 1995). La eliminación 

individual de los genes pelA y pelD que codifican dos pectato liasas en Fusarium solani 

resultó en líneas mutantes que aún eran patogénicas, sin embargo, la eliminación simultánea 

de ambos genes sí que conllevó una reducción en la patogenicidad sobre guisantes (Rogers et 

al. 2000). En F. solani se han encontrado cuatro genes que codifican pectato liasas y aunque 

parece que sólo dos de las cuatro son esenciales para la patogenicidad Rogers y 

colaboradores proponen un modelo en el cual los cuatro genes están involucrados. Estos 

autores sugieren que la expresión constitutiva de pelB y pelC produce fragmentos de pectina 

cuando el hongo se posa sobre la planta. Estos fragmentos inducen la expresión de pelA, 

cuya proteína ayuda a la penetración de la planta, mientras que pelD se expresa in planta. La 

eliminación individual de los genes Bcpg1 y Bcpg2, que codifican poligalacturonasas, en B. 

cinerea produce una reducción en el tamaño de las lesiones en las hojas de los frutos de 

tomate y de manzana (ten Have et al. 1998) y un retraso en la aparición de lesiones primarias 

en hojas de tomate (Kars et al. 2005), mientras que la eliminación individual de otros cuatro 

genes que codifican poligalacturonasas o de dos genes que codifican pectin metil esterasas 

no tiene efecto apreciable (Williamson et al. 2007). En el hongo patógeno de frutos cítricos A. 

citri la eliminación de un gen que codifica una endopoligalacturonasa resultó en una 

reducción de los síntomas de la enfermedad en frutos cítricos, mientras que la eliminación de 

un gen homólogo en A. alternata, patógeno de frutos de limón, resultó en mutantes con una 

patogenicidad normal en hojas de cítricos (Isshiki et al. 2001). Todos estos resultados 

sugieren que la importancia de un gen en la patogenicidad o virulencia de un hongo puede 

depender en gran medida del mecanismo de infección que utilice. 

 

Aparte de la pectina, la pared celular de las plantas también está formada por otros 

polisacáridos como son la celulosa y la hemicelulosa. La celulosa es el componente más 

abundante en la naturaleza y el mayor constituyente de la pared celular de las plantas 

otorgándoles su rigidez. La celulosa consiste en uniones β-1,4 de unidades de glucosa que 

forman una cadena linear de 8000-12000 unidades de glucosa.  
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La hidrólisis completa de la celulosa a glucosa requiere de la acción combinada de múltiples 

enzimas con diferentes sustratos específicos. La celobiohidrolasa que elimina unidades de 

celobiosa del final de la cadena del polisacárido. La endoglucanasa corta internamente las 

cadenas celulosa (Teeri, 1997). Y finalmente β-glucosidasas hidrolizan la celobiosa a glucosa 

que sirve como una fuente de carbono fácilmente metabolizable por los hongos. En el hongo 

fitopatógeno Pyrenochaeta lycopersici, que infecta tomate, se aisló y caracterizó una 

endoglucanasa (PlEGL1) cuyos niveles de expresión se correlacionaron con el avance de la 

enfermedad (Valente et al. 2011). Moy y colaboradores (2004) demostraron también que un 

número de genes fúngicos entre los que se encontraba una endoglucanasa eran inducidos 

durante el proceso de infección de Phytophthora sojae en plantas de soja. Sin embargo, a 

pesar del presupuesto destacado papel que juegan este tipo de enzimas en la patogénesis de 

plantas, su importancia real todavía es bastante desconocida ya que la mayoría de los 

estudios existentes se centran en su papel como enzimas implicadas en varios procesos 

industriales. Entre estos procesos destaca la producción de etanol como fuel, procesamiento 

de almidón, industria textil y papelera etc… (Gao et al. 2008; Zhou et al. 2008). 

 

La hemicelulosa es el segundo polisacárido más abundante en la naturaleza y tiene una 

composición heterogénea de varias unidades de azúcares (Scheller y Ulvskov, 2010). El xilano 

es el mayor componente de la hemicelulosa. Las enzimas encargadas de la degradación de la 

hemicelulosa son las hemicelulasas y entre ellas destacan las endo-β-1,4-xilanasas. Estas 

hemicelulasas están claramente involucradas en la degradación de la pared celular, lo que 

sugiere su importante papel en la patogénesis de los hongos fitopatógenos (Walton, 1994). 

En la infección de B. cinerea sobre tomate se ha detectado un gen (xyn11A) que codifica una 

endo-β-1,4-xilanasa. Mutantes deficientes en este gen mostraron una disminución en su 

virulencia, obteniéndose una reducción del tamaño de la lesión de más del 70 % con respecto 

a la cepa silvestre (Brito et al. 2006). Este efecto en la reducción de la patogénesis de B. 

cinerea contrasta con los estudios realizados en otros hongos fitopatógenos. Hasta el 

momento, los experimentos realizados con mutantes de otro hongos en los que se han 

eliminado varios genes que codifican endo-β-1,4-xilanasas, como en Magnaporthe grisea 

(Wu et al. 1997), Cochliobolus carbonum (Apel et al. 1993; Apel-Birkhold y Walton 1996) y F. 

oxysporum (Gomez-Gomez et al. 2002) muestran que la virulencia no se vió afectada.  

 

4.4 Efectores 

 

En las últimas décadas los efectores han sido cada vez más estudiados en las interacciones 

planta-patógeno (Hogenhout et al. 2009). Una vez que el sistema basal de defensa de las 

plantas ha sido sobrepasado por los patógenos, la percepción de efectores por proteínas R 

de la planta produce la activación de la ETI, que conlleva una respuesta de defensa en las 

plantas. En la actualidad, la definición comúnmente adoptada para estos efectores es la dada 

por Sophien Kamoun, que los definió como moléculas que manipulan la estructura y la 

función de la célula huésped, lo que facilita la infección (factores de virulencia o toxinas) y/o 

desencadenar las respuestas de defensa (factores de avirulencia o elicitores) (Kamoun, 

2006). Las plantas y sus patógenos han coevolucionado durante millones de años, lo que ha 

dado lugar a la evolución de algunos genes de resistencia en las plantas para prevenir o 
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limitar la infección por patógenos, y al mismo tiempo algunas proteínas efectoras de los 

patógenos también han evolucionado para superar la defensa de la planta, mediante la 

mutación de los efectores o el desarrollo de nuevos efectores que podían evitar o suprimir la 

ETI (Chisholm et al. 2006; Jones and Dangl, 2006; Kamoun, 2006). 

 

Muchos hongos fitopatógenos producen efectores proteicos (algunos también se conocen 

como toxinas selectivas de huésped) que promueven la enfermedad. En Cladosporum fulvum 

se han clonado cuatro genes Avr que codifican pequeñas proteínas ricas en cisteínas que son 

secretadas durante la infección, incluyendo Avr2, Avr4, Avr4E y Avr9, que son reconocidas en 

tomate por las proteínas Cf-2, Cf-4, Cf-4E y Cf-9, respectivamente (Joosten y De Wit, 1999; 

Thomma et al. 2005). El efector Avr4 contiene un dominio funcional de unión a la quitina que 

protege a los hongos con quitina de las quitinasas vegetales, incluyendo C. fulvum (van den 

Burg et al. 2006; van Esse et al. 2007). En los genotipos de tomate que contienen la proteína 

Cf-4, Avr4 induce una respuesta hipersensible; sin embargo, en las plantas que no tienen esta 

proteína de resistencia, Avr4 es incapaz de inducir la RH, aunque son aún capaces de unir 

quitina (van den Burg et al. 2003; Joosten et al. 1997; Stergiopoulos et al. 2007). En F. 

oxysporum f. sp. lycopersici se conocen los efectores Six (porque son secretados en el 

xilema), que son producidos durante la infección de tomate. Six1 (renombrado Avr3) es 

requerido para la virulencia en tomate (Rep et al. 2004, 2005), pero también activa la 

inmunidad mediada por efector (ETI) en presencia del producto del gen de resistencia del 

tomate I-3 (Huang y Lindhout, 1997; Rep et al. 2004). Además, Six3 (renombrado Avr2) 

contribuye a la virulencia pero también activa la ETI en presencia del producto del gen de 

resistencia I-2 (Houterman et al. 2009). Avr3 reside en un pequeño cromosoma que contiene 

más genes efectores, incluyendo Six2 y Six3. Este cromosoma no se encuentra fuera del linaje 

de F. oxysporum f. sp. lycopersici ni en otras especies patógenas de Fusarium, lo que sugiere 

que confiere virulencia específicamente en tomate. Además, estos datos sugieren que la 

capacidad de causar la enfermedad probablemente ha surgido durante la evolución de F. 

oxysporum f. sp. lycopersici por la adquisición o la aparición de la región genómica que 

alberga los genes efectores necesarios para la infección de tomate. (van der Does et al. 

2008). Six4 (renombrado Avr1) confiere avirulencia de F. oxysporum f. sp. lycopersici a las 

cepas de tomate que llevan el gen de resistencia I-1. Sin embargo Avr1 no es requerido para 

la virulencia de las líneas de F. oxysporum f. sp. lycopersici en plantas de tomate que no 

poseen el gen de resistencia I-1. Esto sugiere que Avr1 ha evolucionado como un efector que 

suprime la ETI en lugar de PTI (Houterman et al. 2008). 

 

Para algunos efectores de hongos patógenos no se ha establecido una relación gen por gen, 

como en el caso del hongo Ustilago maydis, donde se ha analizado la función de varios genes 

efectores en virulencia (Kahmann y Kamper, 2004). Pep 1, es una nueva proteína efectora de 

U. maydis que es esencial durante la penetración. Pep1 se secreta en el apoplasto y se 

acumula en los sitios de paso entre célula y célula. La disrupción de pep1 produce mutantes 

en los que no se ve afectado el crecimiento y tienen un desarrollo normal de las estructuras 

de infección pero son incapaces de penetrar la epidermis de las células y de elicitar una 

fuerte defensa de respuesta en la planta (Doehlemann et al. 2009). 
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Los hongos necrótrofos donde se encuadra P. digitatum obtienen sus nutrientes de las 

células muertas de sus huéspedes, sin embargo, los hongos biótrofos u obligados los 

obtienen de las células vivas. Como patógenos necrotróficos producen efectores proteícos 

(algunos también se conoce como toxinas selectivas de huésped) que promueven la 

enfermedad, y el huésped produce receptores que son requeridos para la susceptibilidad. 

Estos sistemas son a menudo considerados como una imagen especular de los sistemas 

clásicos gen-por-gen que se encuentran en los patosistemas de los biótrofos, donde la 

relación entre los receptores del anfitrión y los productos de los genes de los patógenos 

desencadenan las respuestas de resistencia (Friesen et al. 2008). 

 

Stagonospora nodorum y Pyrenophora tritici-repentis son dos hongos necrótrofos que 

producen varios péptidos específicos de huésped que son reconocidos por los genes de 

susceptibilidad del huésped para causar la enfermedad. SnTox1 fue el primer péptido tóxico 

descubierto producido por S. nodorum que interactúa con el correspondiente gen de 

susceptibilidad del huésped Snn1 (Friesen et al. 2007). SnToxA es codificada por un gen con 

alto grado de similaridad al gen ToxA de P. tritici-repentis que tiene en el trigo el gen de 

susceptibilidad Tsn1. Mutantes en los que se eliminó el gen Tsn1 no fueron sensibles ni a 

ToxA ni SnToxA, sugiriendo que ambas toxinas son funcionalmente similares ya que son 

reconocidos por el mismo locus del huésped (Liu et al. 2006). 

 

Al igual que los efectores de los hongos patógenos biotrófos, los péptidos tóxicos de los 

patógenos necrótrofos representan los efectores que interactúan con las dianas de los 

huéspedes. Sin embargo, muchos de los efectores de los patógenos necrótrofos producen 

necrosis, facilitando la enfermedad, y por lo tanto podrían ser considerados como efectores 

básicos para los que la resistencia basada en la hipótesis gen por gen se ha desarrollado 

como un resultado de un bajo nivel de co-evolución. Podría ser que las dianas de los 

efectores de los patógenos necrótrofos y biótrofos sean intrínsecamente similares, pero que 

las de los agentes patógenos biótrofos han evolucionado aún más como resultado de la co-

evolución y ya no inducen la necrosis, sino que manipulan a los huéspedes de forma menos 

agresiva. 

 

Además, existen pequeñas proteínas que juegan un importante papel en las infecciones. Las 

secuencias de los genomas de varios hongos fitopatógenos están disponibles y los datos han 

revelado cientos de genes que codifican pequeñas proteínas secretadas. Muchos efectores 

fúngicos son pequeñas proteínas secretadas ricas en puentes disulfuro. En la mayoría de los 

casos estas proteínas parecen ser específicas para las especies de hongos o subgrupos, y la 

gran mayoría de ellas aún no han sido funcionalmente caracterizadas. Entre las pocas 

excepciones están las proteínas que actúan como inactivadores de fitoalexinas (Kikot et al. 

2009), inhibidoras de enzimas hidrolíticas de plantas (Rooney et al. 2005), enzimas 

hidrolíticas (Kikot et al. 2009) y particularmente en hongos necrótrofos, como toxinas que 

inducen clorosis y necrosis en el huésped (Howlett, 2006; Möbius y Hertweck, 2009). 
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4.5 Producción y detoxificación de toxinas   

 

Los hongos patógenos producen una amplia variedad de moléculas de bajo peso molecular 

que a menudo afectan a las actividades fisiológicas. A pesar de los varios miles de 

metabolitos producidos por los hongos que se han descrito, sólo una pequeña fracción de 

ellos ha sido objeto de un análisis más detallado, y sólo para una pequeña fracción de ellos se 

conoce la función biológica. Se conocen varios metabolitos secundarios fitotóxicos que 

tienen un efecto en la infección de los hongos, que también podríamos denominar toxinas. 

La patogenicidad de Cochliobolus victoriae sobre los cultivos de avena depende de la 

secreción de una toxina selectiva de huésped (HST) denominada victorina (Wolpert et al. 

1985). Aislados de C. victoriae que son incapaces de producir victorina no son patogénicos 

(Scheffer et al. 1965).  La toxina se une con alta afinidad a dos proteínas que pertenecen al 

complejo glicina descarboxilasa de la mitocondria, esto produce el colapso en el potencial de 

membrana mitocondrial e induce una respuesta de muerte celular similar a la apoptosis 

(Navarre y Wolpert, 1995; Curtis y Wolpert, 2004). Otra toxina selectiva de huésped es la 

toxina HC, un tetrapéptido producido por el ascomiceto Cochliobolus carbonum que es un 

determinante específico de virulencia en la interacción entre el hongo y su huésped, maíz. 

Un aislado deficiente en la toxina HC de C. carbonum produce una pequeña lesión en plantas 

susceptibles de maíz comparado con la cepa silvestre (Ahn y Walton, 1996). Las eniatinas son 

hexapéptidos cíclicos con propiedad fitotóxica producidas por varias especies de Fusarium y 

promueven la virulencia en los hongos. La eliminación del gen que sintetiza la eniatina en 

Fusarium avenaceum produce aislados que son defectivos en la biosíntesis de esta toxina y 

son menos efectivos en la colonización de tubérculos de patata que la cepa silvestre 

(Herrmann, 1996). La tentoxina es una fitotoxina no selectiva de huésped producida por 

hongos de las especies de Aternaria. Esta toxina bloquea la hidrólisis de ATP en ciertas 

ATPasas de los cloroplastos de las plantas produciendo una ruptura completa de la vía de 

obtención de energía en las células de las plantas causando clorosis. El estrés que se produce 

en la planta con la clorosis y la supresión de los mecanismos de resistencia, conlleva un 

aumento de la virulencia del patógeno. (Meiss et al. 2008). Otras toxinas de hongos son 

metabolitos secundarios, algunos de ellos son importantes en la enfermedad. El paso inicial 

en la biosíntesis de estas moléculas involucra péptido sintasas no ribosomales y poliquétido 

sintasas. Estas enzimas generalmente requieren de la activación por una fosfopantitenil 

tranferasa (PPT1). Mutantes de este gen en Colletotrichum graminicola tienen un contenido 

muy reducido de metabolitos secundarios, incluyendo la melanina, forman muy pocos 

apresorios y son hipersensibles a las especies reactivas de oxígeno. Estos mutantes son 

incapaces de penetrar en el maíz, aunque pueden colonizar las heridas de las plantas, pero 

son deficientes en conidiación y no causan síntomas necróticos típicos de la antracnosis 

(Horbach et al. 2009). Los autores concluyeron que los metabolitos secundarios de los que 

carecen estos mutantes PTT1 pueden ser necesarios para el estilo de vida del hongo 

necrotrófico. La mayoría de estos metabolitos secundarios que actúan como toxinas son 

importantes factores de virulencia. En algunos casos la toxina aislada por sí sola puede 

producir síntomas similares a la infección por el hongo. Es de destacar que algunas de las 

toxinas de hongos son capaces de activar las respuestas de defensa vegetal (Qutob et al. 

2006). Sin embargo, no está claro aún si estos resultados son producidos por el 
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reconocimiento de estas toxinas por proteínas PRRs específicas de la planta o sólo es una 

consecuencia indirecta de la intoxicación de las células vegetales. 

 

4.6 Especies reactivas de oxígeno 

 

El desarrollo de los hongos se produce en íntimo contacto con el ambiente que les rodea, por 

lo tanto, están sometidos constantemente a factores de estrés tanto físicos como químicos. 

Todos los organismos con un estilo de vida aeróbico producen especies reactivas de oxígeno 

(ROS). La producción de ROS por parte de la planta durante las primeras horas después de la 

inoculación del patógeno se conoce como explosión oxidativa y está causada principalmente 

por el superóxido (O2
–
) y peróxido de hidrógeno (H2O2) (Apel y Hirt 2004). Durante las 

interacción planta-patógeno, la producción de H2O2 por una NADPH oxidasa específica de la 

membrana plasmática de plantas conlleva normalmente asociado la activación de lo que se 

denomina como reacción de hipersensibilidad (RH), que es un programa de muerte celular y 

defensa celular contra el ataque de los patógenos (Mur et al. 2008). Aunque ambos procesos 

normalmente ocurren conjuntamente, pueden ocurrir de forma independiente. Las ROS 

sirven como mensajeros secundarios en la vía de transducción de señales de respuesta ante 

patógeno (Neill et al. 2002; Veal et al. 2007). La reacción de hipersensibilidad juega un papel 

importante en la defensa de las plantas frente a microorganismos saprófitos y fitopatógenos 

biótrofos; sin embargo, es menos efectiva frente a fitopatógenos necrótrofos ya que la 

principal faceta de la RH es la formación de zonas necróticas justo en el sitio de la invasión, 

limitando los nutrientes al patógeno evitando así la invasión de otros tejidos sanos 

(Glazebrook, 2005). La mayoría de los hongos necrótrofos producen toxinas o enzimas de 

degradación de la pared celular que matan a las células del huésped antes de la invasión y así 

poder obtener nutrientes exclusivamente de tejidos muertos (Divon y Fluhr 2007). En la 

actualidad, la hipótesis más aceptada es que la respuesta hipersensible favorece el ataque de 

los patógenos necrótrofos. Por ejemplo, en B. cinerea, hongo filamentoso necrótrofo, la 

formación de ROS en planta está directamente correlacionada con la agresividad del mismo 

(von Tiedemann, 1997). Existen evidencias de que B. cinerea puede incluso requerir la 

respuesta hipersensible de su planta huésped para conseguir una patogenicidad completa 

(Govrin y Levine, 2000). Por lo tanto, B. cinerea produce H2O2 tanto en cultivos axénicos 

como in planta, indicando que el hongo contribuye al aumento de la formación de ROS por la 

planta, permitiendo la muerte del tejido de la planta y con ello facilitando el crecimiento del 

hongo. Análisis citoquímicos han mostrado la presencia de O2
-
  en las puntas de las hifas y la 

generación de H2O2 en y alrededor de la pared celular del huésped que ha sido penetrado 

(Tenberge et al. 2002). Hay pruebas más claras de la evidencia de ROS y de la aparición de un 

estrés oxidativo en los tejidos atacados por B. cinerea (Lyon et al. 2004). Por lo tanto, la 

presencia de NADPH oxidasas en hongos filamentosos es de gran importancia. Las NADPH 

oxidasas son claves en las reacciones de defensa contra patógenos en los eucariotas 

superiores. Además, en hongos filamentosos las NADPH oxidasas están relacionadas con una 

amplia variedad de funciones, incluyendo la reproducción sexual, la formación de estructuras 

de penetración y el establecimiento de interacciones mutualitas (Egan et al. 2007; Lara-Ortiz 

et al. 2003; Malagnac et al. 2004). Se ha postulado que, en los hongos, la existencia de 

NADPH oxidasas está vinculada a un estilo de vida multicelular. Mientras que las levaduras 
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unicelulares no poseen genes nox, el número de genes nox aumenta de uno en Aspergillus 

nidulans a dos en Podospora anserina y al menos tres en M. grisea (Aguirre et al. 2005; 

Takemoto et al. 2007). Además, son consideradas enzimas claves en la producción de ROS y 

por lo tanto de jugar un papel importante en la virulencia de B. cinerea mediante la 

generación de O2
-
. Una posible fuente para este O2- podría ser una NADPH oxidasa. 

Segmüller y colaboradores (2008) analizaron mutantes simples y dobles de dos genes que 

codifican oxidasas NADPH (bcnoxA y bcnoxB) de B. cinerea y mostraron que ambos estaban 

involucrados en la formación de esclerocios. Además ambos genes tuvieron un gran impacto 

en la patogénesis, donde los mutantes de bcmoxB mostraron un retraso en la formación de 

lesiones primarias, probablemente debido a que las estructuras de penetración estaban 

dañadas. Los mutantes de bcnoxA eran capaces de penetrar el tejido del huésped del mismo 

modo que la de cepa silvestre, pero eran mucho más lentos en la colonización del tejido del 

huésped. Los mutantes dobles mostraron un efecto añadido: eran aberrantes en la 

penetración y colonización de los tejidos vegetales y, por tanto, casi no patógenos. En S. 

sclerotiorum se han identificado también dos NADPH oxidasas (SsNox1 y SsNox2), las cuales 

están presumiblemente relacionadas con la generación de ROS. El silenciamiento de la 

expresión de SsNox1 mediante RNA interferente demostró el papel central de esta enzima en 

la virulencia y la patogénesis, mientras que la inactivación del gen SsNox2 resultó en el 

desarrollo limitado de los esclerocios, pero el organismo se mantuvo totalmente patógeno. 

Cepas ΔSsnox1 tenían los niveles de ROS reducidos y fueron incapaces de desarrollar 

esclerocios, y de forma inesperada se correlacionó con una reducción significativa de la 

producción de oxalato. Estos resultados están de acuerdo con las observaciones anteriores 

que indican que las NADPH oxidasas se requieren para el desarrollo de la patogénesis en 

hongos necrótrofos y son coherentes con la importancia de la regulación de ROS en el éxito 

de la patogénesis de S. sclerotiorum (Kim et al. 2011). Giesbert y colaboradores (2008) 

mostraron que la eliminación del gen cpnox1 que codifica otra NADPH oxidasa en C. 

purpurea tenía impacto sobre la germinación de conidios y la patogenicidad. Estos mutantes 

eran capaces de penetrar la epidermis del huésped pero su capacidad para la colonización 

del tejido de la planta se vió altamente afectada. 

 

Además, la sensibilidad relativa de los hongos patógenos a las ROS puede depender de la 

efectividad de su maquinaria de detoxificación. Para el desarrollo a través del ambiente 

oxidativo de los tejidos necróticos, los patógenos fúngicos han evolucionado múltiples 

sistemas de defensa, tanto enzimáticos como no enzimáticos (Cessna et al. 2000; Mayer et 

al. 2001; Moye-Rowley 2003). Los sistemas enzimáticos especializados que producen los 

hongos fitopatógenos para contrarrestar las ROS están especializados en la neutralización del 

dioxígeno tóxico. En especial se ha estudiado la respuesta antioxidante producida por la 

enzima catalasa en algunos organismos fitopatógenos y también su relación con la virulencia. 

En el hongo patógeno del maíz Cochliobolus heterostrophus se han descrito tres catalasas 

monofuncionales codificadas por los genes cat-1, cat-2 y cat-3. Con la finalidad de 

determinar la sensibilidad al H2O2 y su implicación en virulencia se analizaron mutantes 

simples, dobles y triples de las tres catalasas. Todos los mutantes deficientes en cat-3 

presentan una mayor sensibilidad al peróxido de hidrógeno en comparación con la cepa 

silvestre o con mutantes deficientes en cat-1, cat-2 o ambas. Por lo tanto, Cat-3 protege al 
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hongo del estrés oxidativo durante el crecimiento vegetativo.  Pero ninguna catalasa es 

esencial para la virulencia del hongo (Robbertse et al. 2003). Otro caso en el que se ha 

estudiado la función de una catalasa ha sido en C. gloeosporioides, hongo causante de la 

antracnosis. El proceso de infección de este hongo presenta dos fases, una biotrófica donde 

los niveles del gen de la catalasa son muy bajos comparados con la otra fase que es 

necrotrófica. Estos cambios en la expresión del gen pueden estar asociados al desarrollo, al 

incremento del estrés oxidativo por la rápida degeneración de las células vegetales en la fase 

necrotrófica o por la deficiencia de nutrientes durante la última fase (Goodwin et al. 2001). 

En Blumeria graminis, hongo patógeno de la cebada, la detoxificación del H2O2 por una 

catalasa limita el efecto negativo de este oxidante en la invasión del patógeno y es 

importante en la relación huésped-patógeno (Soanes et al. 2002). Skamnioti y colaboradores 

(2007) al examinar la expresión de varios genes candidatos como antioxidantes en respuesta 

a la aplicación exógena de H2O2 de M. grisea observaron que la mayor expresión  se 

correlacionaba con el gen catB, que codifica una catalasa. Los mutantes deficientes en el 

mismo mostraron una esporulación más pobre, conidios y apresorios más frágiles así como 

defectos en la melanización. Además, la virulencia sobre arroz de los mutantes ΔcatB se vio 

disminuida en relación a la producida por la cepa silvestre y también su capacidad de 

infección se redujo ante la exposición a H2O2. En M. grisea se obtuvo la secuencia de una 

catalasa purificada de un cultivo filtrado. Esto permitió identificar el gen que la codificaba 

como un gen catalasa-peroxidasa, CPXB. Los niveles de catalasa en el medio se redujeron 

drásticamente en mutantes en los que se eliminó el gen. Además, en comparación a la cepa 

silvestre, aumentó su sensibilidad al H2O2 añadido exógenamente. Los resultados de este 

estudio sugirien que este gen juega un papel importante en la defensa del hongo contra el 

H2O2 acumulado en las células de la epidermis del arroz en los primeros estadios de la 

infección pero no en la patogénesis de M. grisea (Tanabe et al. 2011). En B. cinerea, la 

eliminación del gen Bccat2, que codifica una catalasa, no tiene efecto en la virulencia del 

hongo (Schouten et al. 2002). Del mismo modo, en el hongo biótrofo Claviceps purpurea, la 

eliminación de los genes que codifican una catalasa y una superóxido dismutasa (SOD) 

extracelular no tuvo efecto en la virulencia sobre centeno (Garre et al. 1998; Moore et al. 

2002). Sin embargo, la inactivación del factor de transcripción CPTF1, que controla todos los 

genes de catalasas del hongo, sí que tiene una influencia significativa en la virulencia 

(Nathues et al. 2004). Otro importante mecanismo que utilizan los hongos para eliminar las 

ROS producidas por la planta es la SOD. La superóxido dismutasa es una enzima que 

transforma el superóxido en H2O2, que es menos tóxico, pero es más estable y capaz de 

difundir fácilmente a través de la membranas (Branco et al. 2004). Rolke y colaboradores 

(2004) realizaron un análisis funcional de mutantes de B. cinerea carentes de dos genes que 

codifican una glucosa oxidasa (bcgod1) y una superóxido dismutasa (bcsod1) y mostraron 

que la GOD no contribuye significativamente a la generación de ROS (y virulencia), mientras 

que deletantes del gen bcsod1, que codifica una SOD Cn/Zu, conlleva una reducción 

significativa de la producción de H2O2 in vitro y una reducción del tamaño de la lesión en 

plantas de judía. 
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4.7 Implicación del pH en patogénesis 

 

La secreción de ácido oxálico (AO) es ubicua en la naturaleza y juega diversos roles en varios 

organismos, incluyendo animales, plantas y hongos (revisión Dutton y Evans, 1996). El papel 

de la secreción de AO en la patogénesis de hongos filamentosos ha sido ampliamente 

estudiado en el hongo modelo S. sclerotiorum (Godoy et al. 1990; Kim et al. 2008; Walz et al. 

2008). El AO es una molécula multifuncional que contribuye a multitud de procesos 

fisiológicos (por ejemplo reducción del pH, activación de enzimas inducidas por acidificación, 

elevación de los niveles de calcio, guardián de la regulación celular, conexión vascular con 

cristales de oxalato) que contribuyen a la colonización de las plantas huésped por parte de 

los hongos (revisión Dutton y Evans, 1996).  

 

Adicionalmente, estudios realizados con mutantes deficientes en la producción de AO 

sugieren sin lugar a dudas que el AO es un determinante de patogenicidad esencial y un 

factor clave en un amplio número de sucesos patogénicos de este hongo (Bolton et al. 2006; 

Cessna et al. 2000). Mutantes de S. sclerotiorum deficientes en la producción de AO fueron 

incapaces de infectar plantas de Arabidopsis (Dickman y Mitra, 1992) y la deficiencia pudo 

ser restituida añadiendo AO. Más evidencias de la importancia del AO en la patogenicidad se 

demostraron por el hecho de que mutantes defectivos de AO de S. sclerotiorum eran 

incapaces de iniciar la infección a pesar de la producción de los mismos niveles o incluso 

superiores de enzimas de degradación de pared celular (Dutton et al. 1996). En los últimos 

años se ha demostrado que el AO es un efector fúngico que induce la muerte celular en el 

tejido de la planta huésped produciendo apoptosis como marca característica. El AO además 

facilita la patogenicidad de S. sclerotiorum de forma indirecta actuando como molécula de 

señalización a través de la manipulación de las ROS del huésped (Kim et al. 2008). Además de 

facilitar la infección, el AO parece que entra en el torrente vascular, provocando el 

marchitamiento de las hojas (Jennings et al. 1998). 

 

Recientemente se han presentado evidencias de que este potente necrótrofo modula el 

programa de muerte celular del huésped a través de la secreción de AO, por un mecanismo 

independiente de la acidificación. Sorprendentemente, este proceso se inicia por una 

reducción del ambiente generado por el hongo en las células del huésped. Como una 

consecuencia directa de esta manipulación del potencial redox, el hongo evita las respuestas 

de defensa del huésped, inhibe la explosión oxidativa y prepara el establecimiento de la 

enfermedad. Además, mutantes AO
-
, los cuales no son patogénicos, son incapaces de 

suprimir las defensas de la planta resultando en una activación del reconocimiento del hongo 

por la planta que está acompañado por muerte celular delimitando la zona de infección así 

como la formación de callosa, sugiriendo una respuesta similar a la RH (Williams et al. 2011). 

El oxalato, éster del AO, como se ha comentado anteriormente, produce una acidificación del 

medio y determina el pH ambiental de las inmediaciones del micelio que produce la 

infección. Una característica frecuente en la interacción fruto-patógeno es la modificación 

del pH del huésped a través de la producción por parte del patógeno de ácidos o bases, como 

por ejemplo ácido oxálico, ácido cítrico o amonio. Prusky y Yacoby (2003) han proporcionado 

una visión interesante sobre el papel del pH del huésped en el proceso de patogenicidad de 
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hongos fitopatógenos y la manipulación del pH por medio de los mismos. El patógeno puede 

alterar de forma dinámica el pH  local para adaptarse a su arsenal enzimático, por lo que su 

patogenicidad se relaciona con la capacidad o eficiencia para poder variar el pH. El efecto de 

la variación del pH estará relacionado con la capacidad de la planta de poder amortiguarlo y 

por lo tanto un patógeno tendrá diferentes efectos en diferentes huéspedes. La habilidad de 

los patógenos para alterar el pH ha sido descrita en el pasado para una gran cantidad de 

patógenos tales como Colletotrichum sp., Alternaria alternata, B. cinerea, P. expansum, P. 

digitatum y P. italicum (Eshel et al. 2002a, b; Manteau et al. 2003; Prusky et al. 2001, 2004; 

Rollins y Dickman, 2001). Según la capacidad de los patógenos de variar el pH podemos 

diferenciarlos en alcalinizadores y acidificadores algunos de los cuales se resumen en la 

siguiente tabla: 

 

Tabla 1. Efecto del ataque de los hongos en la modulación del pH del huésped por diferentes 

patógenos (Prusky y Yakoby, 2003). 

Hongos alcalizadores 

Colletotrichum gloeosporioides aguacate 

C. acutatum manzana, fresas 

C. coccodes tomate 

Alternaria alternata melon, tomate, pimiento 

Hongos acidificadores 

Penicillium digitatum cítricos 

P. Italicum cítricos 

P. expansum manzana 

B. cinerea tomate, manzana, pimiento 

Geotrichum candidum cítricos 

S. sclerotiorum Amplio rango de huéspedes 

   

La alcalinización ambiental por parte de los hongos se consigue mediante la secreción activa 

de amonio. La producción de amonio por los hongos parece ser un resultado de la activación 

de una actividad proteasa seguida por una desaminación de los aminoácidos, lo que conduce 

a la producción de amonio con la consiguiente alcalinización ambiental (Jennings, 1989). Un 

ejemplo ampliamente estudiado es el hongo C. gloeosporioides, que es un hongo patógeno 

de plantas con un amplio rango de huéspedes que alcaliniza el pH del tejido del huésped 

durante el desarrollo de la enfermedad (Prusky et al. 2001). La alcalinización del huésped 

involucra la secreción activa de amonio inducida por el bajo pH del huésped, como se 

detectó en el tejido de varios frutos infectados por Colletotrichum (Alkan et al. 2008; 

Diéguez-Uribeondo et al. 2008; Prusky y Yakoby 2003). Por ejemplo, en el mesocarpo del 

aguacate, se detectó un incremento del pH de 5,6 en fruta sana a 8,5 en frutos colonizados 

por C. gloeosporioides, mientras que la acumulación de amonio aumentó en casi un 500 % 

(Prusky et al. 2001; Yakoby et al. 2000). Cepas de Colletotrichum que mostraban una 

reducción de la secreción de amonio, tales como mutantes nit
-
 y ΔareA, mostraron una 

significativa reducción de la virulencia (Alkan et al. 2008), un hallazgo consistente con la 

participación de la acumulación de amonio durante la colonización del hongo. Del mismo 

modo, con otros hongos del mismo género, C. acutatum y C. coccodes, se detectó un 
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aumento del pH y una mayor acumulación de amonio durante la colonización de sus 

huéspedes (Prusky et al. 2001). La secreción de amonio también ha sido demostrada en otros 

hongos como A. fumigatus, Candida albicans y Metarhizium anisopliae (De Bernardis et al. 

1998; St Leger et al. 1999; Willger et al. 2009). A este tipo de hongos se les considera 

alcalinizadores. En el lado opuesto se sitúan aquellos que siguen una estrategia totalmente 

opuesta, acidificando el pH del tejido del huésped, por tal hecho se les denominan 

acidificadores. Bateman y Beer (1965) fueron los primeros en sugerir la estrecha relación 

entre el pH y la patogenicidad. Afirmaron que la acidificación de los tejidos durante el ataque 

de patógenos se realiza con la finalidad de ajustar el pH del apoplasto a valores que podrían 

ser más adecuados para la degradación enzimática de las paredes celulares de plantas. Otros 

hongos patógenos como P. expansum, P. digitatum, P. italicum, B. cinerea (Prusky et al. 

2004) y S. sclerotiorum (Bateman y Beer, 1965; Rollins y Dickman, 2001; Vautard-Mey y 

Fevre, 2003) utilizan la acidificación del tejido en su ataque. La acidificación del tejido 

aumenta por la acumulación de ácidos orgánicos y la excreción de H
+
. S. sclerotirum y 

Botrytis disminuyen el pH del huésped mediante la secreción de altas cantidades de ácido 

oxálico (Manteau et al. 2003; Rollins y Dickman, 2001; Billon-Grand et al. 2012), mientras que 

el ácido cítrico y glucónico son principalmente secretados por Penicillium (Prusky et al. 2003). 

En el caso de P. expansum, el ácido glucónico es producido como el principal ácido orgánico. 

Los ácidos orgánicos son secretados durante la infección, y crean un ambiente ácido 

necesario para la actividad de las poligalacturonasas producidas por estos hongos (Magro et 

al. 1984; Prusky y Yakoby, 2003; Hadas et al. 2007). En conjunto, estos resultados sugieren 

que el pH del medio ambiente es importante como un regulador global para la mejora de la 

virulencia de varios patógenos potscosecha. 

 

La expresión génica en respuesta al pH ambiental en hongos filamentosos está controlada 

por un factor de transcripción con tres dedos de cinc denominado PacC. PacC se activa a pH 

alcalino mediante proteólisis de la proteína precursora, para convertirse en la forma activa 

capaz de entrar en el núcleo donde activa la expresión de genes “alcalinos” y reprime la de 

genes “ácidos” (Peñalva y Arst, 2002). El factor de transcripción PacC regula la expresión de 

genes que codifican enzimas extracelulares tales como xilanasas (MacCabe et al. 1998), 

antibióticos y producción de toxinas (Keller et al. 1997), permeasas (Vankuyk et al. 2004) y 

sideróforos (Eisendle et al. 2004), así como de otros genes involucrados en los procesos de 

patogenicidad (Caracuel et al. 2003; Rollins, 2003; Bignell et al. 2005).  

 

Un gran número de investigaciones documentan la relación entre el pH de la planta huésped 

y la virulencia del hongo pero no abordan de manera experimental la participación de PacC 

en la regulación mediada por pH (Cotton et al. 2003; Prusky et al. 2001; Prusky et al. 2004). 

Para estudiar el papel del pH en la patogenicidad de F. oxysporum, se clonó el gen pacC y se 

obtuvieron dos tipos de mutantes: los mutantes portadores de un alelo nulo pacC
+/-

, por 

interrupción de su fase codificante, mostraron un fenotipo de mimetizaba el crecimiento en 

medio ácido. Un segundo tipo de mutantes son los portadores de un alelo truncado que 

determina una proteína PacC constitutivamente activa. Estos mutantes pacC
C 

mimetizan el 

crecimiento en condiciones de alcalinidad independientemente del pH ambiental (Caracuel 

et al. 2003a, Caracuel et al. 2003b). Los mutantes pacC
C
 muestran un fenotipo caracterizado 
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por el escaso crecimiento a pH ácido, producción reducida de fosfatasas y proteasas ácidas, 

aumento de producción de proteasas alcalinas, mayor resistencia al agua oxigenada y a 

cationes tóxicos. Sin embargo, los mutantes pacC
+/-

, con pérdida de función, presentan un 

escaso crecimiento a pH alcalino y una mayor producción de fosfatasas y proteasas ácidas, 

como corresponde a su fenotipo de mimesis de acidez y una mayor sensibilidad a las 

especies reactivas de oxígeno y a cationes tóxicos. Respecto a la capacidad de infección, el 

mutante pacC
+/-

 era más virulento que la cepa silvestre, mientras que el mutante pacC
C
 

mostró un claro retraso en el desarrollo de los síntomas de la enfermedad (Caracuel et al. 

2003). Rollins (2003) creó mutantes de S. sclerotiorum en los que se eliminó el gen homólogo 

de pacC, denominado pac1. El crecimiento in vitro de estos mutantes pac1 fue normal a pH 

ácido, sin embargo el crecimiento fue inhibido cuando el pH del medio de cultivo se 

incrementó. Además, estos mutantes presentaban una drástica reducción de la virulencia en 

ensayos de infección de tomate y de Arabidopsis. En C. acutatum, patógeno que causa la 

antracnosis en los cítricos, el mutante nulo vió reducida severamente su virulencia (You et al. 

2007). 

 

 Por lo tanto, hay casos en los que PacC actúa como regulador positivo de la virulencia (por 

ejemplo en S. sclerotiorum o C. acutatum), mientras que en otros casos actúa como 

regulador negativo (por ejemplo en F. oxysporum). No hay una correlación clara entre 

hongos acidificadores o alcalinizadores con el hecho de que PacC actué como regulador 

positivo o negativo de la virulencia, ya que por ejemplo hay casos de regulación negativa 

tanto en hongos acidificadores (por ejemplo S. sclerotiorum) como en alcalinizadores (por 

ejemplo C. acutatum). 

 

5. Desarrollo de herramientas genómicas en hongos fitopatógenos 

 

En los últimos años ha habido un aumento en el interés por la investigación en genómica 

funcional de hongos filamentosos. Este interés se ha visto propiciado  por varios avances 

importantes. En primer lugar, el desarrollo de sistemas de transformación ha incrementado 

el número de hongos filamentosos que son susceptibles de manipulación genética. Segundo, 

las técnicas de mutagénesis aleatoria y mutaciones de genes diana han sido adaptadas y 

desarrolladas como eficientes herramientas para la investigación de la función de genes en 

hongos. En tercer lugar destaca el hecho de que los genomas de un significativo número de 

hongos han sido o está actualmente siendo secuenciado.  

 

5.1 Aproximaciones a la transformación genética 

 

El establecimiento de un método de transformación genética adecuado no es algo trivial en 

muchos hongos. Desde la primera descripción de transformación mediada por protoplastos 

en la levadura S. cerevisiae (Hinnen et al. 1978), esta técnica ha sido extendida a varios 

hongos filamentosos (Fincham, 1989; Ruiz-Diez, 2002). Sin embargo, la frecuencia de 

transformación comparada con las obtenidas con S. cerevisiae suelen ser extremadamente 

bajas. Para mejorar la transformación en hongos filamentosos se han realizado progresos en 

los últimos años que han resultado en el establecimiento de nuevos métodos, como son la 
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transformación biolística (revisión (Ruiz-Diez, 2002)) y la transformación mediada por 

Agrobacterium tumefaciens ((ATMT; revisión (Frandsen, 2011). Estos métodos han 

demostrado ser valiosos para aquellas cepas de hongos en las que es difícil obtener un 

número suficiente de protoplastos o cuyos protoplastos no regeneran bien (MacKenzie et al. 

2004). 

 

Todas las técnicas tienen en común la necesidad de ser optimizadas para la cepa de hongo de 

interés y a menudo sólo uno o dos de estos métodos puede ser aplicado a cada especie en 

particular (Meyer et al. 2003). Es de destacar que la ATMT ha resultado ser un eficiente 

método de transformación para muchos hongos que eran recalcitrantes por los otros 

métodos descritos (Michielse et al. 2005). Sin embargo, la ATMT también ha demostrado ser 

menos eficiente o incluso nula a la hora de producir transformantes en S. sclerotiorum o en 

A. niger (Michielse et al. 2005). Por lo tanto, no hay ninguna regla general que pueda ser 

aplicada para predecir la utilización de una técnica de transformación en particular para una 

especie fúngica concreta. Pero, interesantemente, se ha detectado una alta frecuencia de 

eventos de integración única cuando se utilizó la ATMT para la introducción de DNA en 

hongos filamentosos como A. awamori, A. giganteus, Calonectria morganii, F. oxysporum 

etc… (Michielse et al. 2008; Mullins et al. 2001; Malonek y Meinhardt, 2001; Meyer, et al 

2003). Contrariamente, cuando la transformación de estos hongos se realizó mediante la 

utilización de protoplastos se observaron preferentemente eventos de integración 

multicopia (de Groot et al. 1998; Malonek y Meinhardt, 2001; Mullins y Kang, 2001; Meyer et 

al. 2003).  

 

Una ventaja adicional de la  ATMT es que se pueden emplear  células intactas, tales como 

conidios o micelio, eliminando así la necesidad de generar protoplastos. El aislamiento de 

protoplastos es laborioso y tanto el rendimiento como la viabilidad de los mismos dependen 

de la calidad del preparado enzimático y el lote utilizado para su generación. 

 

5.2 Recombinación homóloga y no homóloga 

 

La mutagénesis dirigida en hongos filamentosos se ve a menudo obstaculizada por la muy 

baja frecuencia de recombinación homóloga. Mientras que en S. cerevisiae una longitud de 

los fragmentos homólogos de 30-50 pb es suficiente para garantizar un alto rendimiento de 

recombinación homóloga (Hua et al. 1997), en la mayoría de hongos filamentosos son 

necesarios varios cientos de pares de bases y hasta varias kilobases para lograr buenas 

frecuencias de recombinación homóloga (Chevalet et al. 1992; Wu y Linz, 1993; Shiotani y 

Tsuge, 1995; Weidner et al. 1998; Young et al. 1998; Fernandez-Martin et al. 2000; Yu et al. 

2004; Meyer et al. 2007). Aunque la frecuencia de recombinación homóloga en hongos 

filamentosos es muy baja, normalmente entre 0 y 30 %, hay mucha variabilidad en función 

de las especies (Asch y Kinsey, 1990; Bird y Bradshaw, 1997; Meyer et al. 2002; Meyer et al. 

2007). 

 

Para poder superar estas limitaciones una de las aproximaciones utilizadas recientemente es 

el uso de cepas deficientes en la vía de recombinación no homóloga o unión de extremos no 
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homólogos (cuyas siglas en inglés son NHEJ, de “non-homologous end joining”). La NHEJ es 

un sistema que repara roturas en la doble hebra de DNA y predomina sobre la 

recombinación homóloga. Es denominada no homóloga porque los extremos son 

directamente ligados sin la necesidad de un molde homólogo, en contraste con la 

recombinación homóloga, que requiere una secuencia homóloga para guiar la reparación. La 

frecuencia de recombinación homóloga es dependiente de la cepa, del locus y/o del gen 

marcador usado. Una alternativa versátil es la eliminación de algún componente del 

complejo NHEJ, como se describió por primera vez en N. crassa (Ninomiya et al. 2004). La 

NHEJ está mediada por un complejo multiproteico que contiene una proteína quinasa 

dependiente de DNA (DNA-PK), el complejo ligasa IV-XRCC4, la exonucleasa Artemis, y el 

heterodímero Ku70/Ku80, que se une fuertemente al final del DNA y directamente a la DNA-

PK, permitiendo una activación eficiente del complejo (Critchlow y Jackson 1998; Hsu et al. 

2002; Meek et al. 2004; Daley et al. 2005; Hefferin y Tomkinson 2005). En N. crassa, la 

disrupción de cualquiera de los genes ku70 o ku80 resulta en líneas mutantes que muestran 

un alto grado de recombinación homóloga. Cuando se emplearon para la transformación 2 

kb de ambas regiones flanqueantes del gen diana, el 100 % de los transformantes exhibieron 

integración en el sitio homólogo, comparado con sólo el 10-30 % encontrado en la cepa 

silvestre. De este modo han sido generadas cepas mutantes donde se ha eliminado el gen ku 

en muchas especies de hongos filamentosos, consiguiéndose un aumento significativo de la 

frecuencia de recombinación homóloga. Así, en mutantes donde se utilizaron 1000 pb de 

secuencia homóloga flanqueantes en las construcciones en Aspergillus fumigatus la 

frecuencia de recombinación aumentó del 10 al 96 % (Krappmann et al. 2006), en Aspergillus 

niger del 19 al 95 % (Meyer et al. 2007), en N. crassa del 21 al 100 % (Ninomiya et al. 2004) y 

en Sordaria macrospora del 4 al 100 % (Pöggeler y Kück, 2006). Hay que resaltar que el 

porcentaje de recombinación homóloga en las líneas silvestres está por debajo del 20 %. Sin 

embargo, una desventaja de los mutantes Δku cuando son comparados con la cepa silvestre 

es su elevada sensibilidad frente a diferentes compuestos tóxicos, tales como metil 

metanosulfonato, etil metanosulfato y fleomicina. Una posible alternativa para solventar 

este problema ha sido propuesta por Janus et al. (2009), que han utilizado un vector 

inducible de RNA interferente para silenciar la expresión del gen ku permitiendo elevar la 

eficiencia de la recombinación homóloga con respecto a la cepa silvestre pero reducida si es 

comparada con la línea mutante  ΔPcku70. 

 

5.3 RNA interferente 

 

El silenciamiento de un gen no está únicamente restringido a la obtención de mutantes 

nulos. Una estrategia alternativa es el silenciamiento génico post-transcripcional. Este tipo de 

técnicas son especialmente válidas cuando fallan las aproximaciones de eliminación de genes 

diana, cuando el gen de interés está presente en el genoma en múltiples copias o cuando 

otros genes homólogos al gen diana pueden compensar la función de los genes eliminados 

(Akashi et al. 2005). En hongos filamentosos se han realizado con éxito construcciones para 

el silenciamiento de genes en varias especies (Zheng et al. 1998; Kitamoto et al. 1999; 

Bautista et al. 2000; Ngiam et al. 2000; Moralejo et al. 2002; Lombrana et al. 2004; Blanco y 

Judelson, 2005). Sorprendentemente, hasta la fecha no se ha detectado una reducción a cero 
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de los niveles de expresión mediante la utilización de este tipo de técnicas. Sin embargo, esto 

puede considerarse una ventaja en vista de que la eliminación de ciertos genes puede ser 

letal para el hongo, por lo que la atenuación de su expresión puede ser una aproximación 

interesante muy a tener en cuenta.  

 

El RNA interferente (RNAi) se ha mostrado como la técnica más utilizada y potente a la hora 

de silenciar genes a nivel post-transcripcional en hongos filamentosos (Nakayashiki et al. 

2005). Estos RNAs son reconocidos por una RNA polimerasa dependiente de RNA que los 

convierte en RNAs bicatenarios. Estos son procesados por una endonucleasa del tipo RNasa 

III (Dicer) en una reacción dependiente de ATP para generar moléculas bicatenarias cortas de 

RNA, que se denominan pequeñas moléculas de RNA interferente (siRNA), las cuales poseen 

una longitud entre 21-25 pb. Estos pequeños RNAs se incorporan a un complejo de RNasa 

multicomponente, denominado complejo de RNA inducido por silenciamiento (RISC), y sirven 

como guía para la degradación del RNA homólogo (Agrawal et al. 2003). 

 

Hay que destacar que algunas especies de hongos, como por ejemplo Ustilago maydis, 

Candida albicans y S. cerevisiae, no poseen algunos de los componentes de la maquinaria de 

silenciamiento de RNAi (Nakayashiki, 2005). Sin embargo, la inhibición específica de la 

expresión génica mediante RNAi ha demostrado ser adecuada en un gran número de hongos 

filamentosos, tales como A. nidulans (Hammond y Keller, 2005), A. fumigatus (Mouyna et al. 

2004; Bromley et al. 2006; Henry et al. 2007; Khalaj et al. 2007), A. oryzae (Yamada et al. 

2007), Bipolaris oryzae (Moriwaki et al. 2007), Colletotrichum lagenarium (Nakayashiki et al. 

2005), Coprinus cinereus (Namekawa et al. 2005; Wälti et al. 2006), F. solani (Ha et al. 2006), 

M. oryzae (Kadotani et al. 2003; Kadotani et al. 2004; Nakayashiki et al. 2005), Mucor 

circinelloides (Nicolas et al. 2007), N. crassa (Goldoni et al. 2004), P. expansum (Barad et 

al.2012) y Schizophyllum commune (de Jong et al. 2006). 

 
5.4 Proteína verde fluorescente 
 
La caracterización funcional de genes de interés es un complemento importante a los 

estudios genéticos. La clonación del gen gfp, que codifica la proteína verde fluorescente 

(GFP) y la demostración de que la proteína podía expresarse funcionalmente en procariotas 

(E. coli) y eucariotas (Caenorhabditis elegans) (Chalfie et al. 1994) ha abierto nuevas vías para 

la investigación de la patogenicidad de hongos filamentosos. El gen gfp de la medusa 

Aequorea victoria fue clonado en 1992 (Prasher, 1992) y ha revolucionado los estudios de 

biología celular en muchos campos, incluyendo los estudios de interacción planta-patógeno 

(Lorang et al. 2001).  A diferencia de otros marcadores, tales como GUS, que normalmente 

requieren matar y fijar las muestras de tejidos para la detección de la expresión, la proteína 

GFP posee varias ventajas: primero, puede ser detectada sin dañar el tejido; segundo, es 

altamente estable y, tercero, la fluorescencia requiere únicamente oxígeno, luz azul o UV y 

no requiere otro sustrato para su visualización. La GFP facilita la observación continua de los 

hongos patógenos in vivo (Lorang et al. 2001). Las formas mutantes de GFP han eliminado las 

desventajas de la proteína silvestre para los estudios de microscopía, incluyendo 

inadecuados plegamientos a altas temperaturas y fotoblanqueo (Cubitt et al. 1995; 

Lippincott-Schwartz y Patterson, 2003). La proteína mutante SGFP (que presenta una 
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sustitución en el aminoácido 65 de una serina por una treonina) se ha hecho popular debido 

a la fuerte fluorescencia que confiere cuando el gen se expresa en hongos filamentosos 

(Fernandez-Abalos et al. 1998). La SGFP produce un “desplazamiento hacia el rojo” en 

excitación, con un máximo a 488 nm (Lorang et al. 2001). Esto es lo que hace a la SGFP una 

herramienta ideal para los estudios de microscopía confocal de hongos patógenos in planta.  

La mayoría de los estudios que se han llevado a cabo con GFP en hongos han sido llevados a 

cabo con levaduras (Cormack, 1998). U. maydis fue el primer hongo filamentoso en el cual se 

llevó a cabo la expresión del gen gfp (Spellig et al. 1996). Actualmente, la expresión de gfp se 

ha estudiado en multitud de hongos filamentosos, incluyendo especies de los géneros 

Colletotrichum (Dumas et al. 1999), Mycosphaerella (Skinner et al. 1998), Magnaporthe 

(Kershaw et al. 1998), Cochliobolus (Maor et al. 1998), Trichoderma (Bae et al. 2000), 

Podospora (Berteaux-Lecellier et al. 1998), Sclerotinia (Vautard-Mey et al. 1999), 

Schizophyllum (Lugones et al. 1999), Aspergillus (Du et al. 1999) y Phytophthora (Bottin et al. 

1999). 

 

La detección in vivo a lo largo del tiempo es quizás el sello distintivo de la GFP más apreciado 

a la hora de estudiar la biología celular de los hongos filamentosos. Debido a su anatomía 

simple y al rápido crecimiento, los hongos filamentosos son adecuados para tales 

investigaciones. Estas cualidades se han demostrado ampliamente en A. nidulans (Suelmann 

et al. 1997; 2000) como sistema modelo para la investigación de las bases moleculares de la 

morfogénesis celular (revisión Doonan, 1992). En Fusarium oxysporum se visualizó el proceso 

completo de infección de la planta huésped por parte del hongo empleando el promotor 

gpdA de A. nidulans para dirigir la expresión del gen gfp (Di Pietro et al. 2001). En 

Magnaporthe grisea, que se creía que era un patógeno aéreo estricto, los estudios de Sesma 

y Osbourn (2004) con el marcaje con la proteína GFP han permitido demostrar que este 

hongo también es capaz de colonizar plantas de maíz a través de la raíz. El marcaje completo 

de un organismo también permite realizar estudios comparativos entre la estirpe silvestre y 

estirpes mutantes afectadas en el proceso de patogénesis. En A. citri se utilizó una cepa 

mutante marcada con GFP que era deficiente en una poligalacturonasa y tenía muy reducida 

la capacidad de causar los síntomas típicos en los cítricos en comparación con la cepa 

silvestre. Estos estudios revelaron que no había diferencias en la germinación de las esporas 

pero que la estirpe mutante era incapaz de penetrar la piel del fruto (Isshiki et al. 2003). 

 

El gen gfp también ha sido utilizado en el análisis de expresión de genes mediante su fusión a 

los promotores de los mismos. Esto ha permitido el estudio de la expresión de genes que 

están implicados en patogénesis durante el desarrollo de la infección (Kahmann y Basse 

2001; Lorang et al. 2001). También es posible la localización de proteínas mediante fusión a 

GFP y así poder comprender su función y regulación durante el proceso de patogénesis 

(Cormack 1998). Por ejemplo, gracias a la fusión de gfp al gen Tub1, que codifica una tubulina 

en el hongo filamentoso U. maydis, se comprobó in vivo cómo se producen los cambios en el 

citoesqueleto en la transición entre la forma levaduriforme y la forma filamentosa que 

ocurre durante el proceso de infección (Steinberg et al. 2001). 
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6. Desarrollo de técnicas -ómicas en el estudio de hongos filamentosos 

 

Durante los últimos años estamos asistiendo a un incremento exponencial en la 

disponibilidad de información genómica de multitud de organismos. Este conocimiento 

facilita el desarrollo de tecnologías transcriptómicas, tales como hibridación de 

micromatrices, SAGE (Serial Analysis of Gene Expresion) o RNA-seq (revisión en Nowrousian, 

2010; Wang et al. 2009; Matsumura, 2003) que suponen un salto cualitativo de nuestro 

conocimiento a nivel molecular y genómico. No obstante, el análisis a nivel de mRNA 

presenta una serie de limitaciones y la interpretación fenotípica de los resultados no es 

siempre adecuada. La gran cantidad de información genómica generada como consecuencia 

de los proyectos de secuenciación da paso a una nueva era, la de la Genómica Funcional, 

cuyo objetivo es la caracterización funcional de todos y cada uno de los genes de un 

organismo. La complejidad de dicho objetivo ha de abordarse mediante la utilización de 

diferentes aproximaciones “ómicas”, incluyendo estudios de cambios globales en la 

expresión génica (Transcriptómica), proteínas (Proteómica) y metabolitos (Metabolómica). La 

integración de la información obtenida a partir de estas aproximaciones permitirá conocer el 

funcionamiento de los organismos y su interacción con el medio.  

 

La historia de la genómica en hongos es corta pero intensa. Esta carrera por descifrar el 

genoma de los hongos comenzó en 1992, con la publicación de la secuencia completa del 

cromosoma III de S. cerevisiae (Oliver et al. 1992). Pero no fue hasta el año 2000 cuando la 

genómica de los hongos filamentosos comenzó a ver la luz, con el proyecto denominado 

Fungal Genome Initiative (FGI). En la gestación de esta iniciativa participaron distintos 

miembros de la comunidad científica y consorcios de secuenciación, de entre los que destaca 

el Whitehead Institute for Biomedical Research (Cambridge, Massachusetts, EE.UU.), 

conocido en la actualidad como Broad Institute. Finalmente, en 2003 se hizo pública la 

secuencia completa del genoma de N. crassa (Galagan et al. 2003), el primero 

correspondiente a un hongo filamentoso. 

 

La importancia de los estudios genómicos en hongos fitopatógenos se ha incrementado 

debido al aumento del número de proyectos de secuenciación de los genomas de hongos. A 

principios de 2010 existían 16 secuencias de genomas de hongos fitopatógenos (González-

Fernández et al. 2010) y desde entonces muchos más proyectos están en marcha 

(http://fungalgenomes.org/).  Esta cantidad de información ha permitido la identificación de 

cientos de genes de hongos relacionados con la patogenicidad. Algunos de estos han sido 

listados en varias bases de datos, como las que describen en la Tabla 2.  
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Tabla 2. Bases de datos que describen genes relacionados con la patogenicidad en hongos. 

Base de 

datos 
Sitio web Descripción Referencia 

efungi 
http://img.cs.man.ac.uk/efungi/d

atabase.html 
 Hedeler et al.2007 

Fungal 

genome 

research 

http://fungalgenomes.org/ 

Lista de genomas de 

hongos publicados y 

en proceso 

 

Broad 

Institute 

http://www.broadinstitute.org/sc

ience/ 

projects/fungal-genome-

initiative/fungal 

-genome-initiative 

  

JGI fungal 

genomics 

portal 

http://genome.jgi-

psf.org/programs/fungi/index.jsf 

Genómica comparada 

de hongos en grupos 

taxonómicos 

específicos 

 

PHI database 
http://www.phi-

base.org/help.php 

Genes involucrados 

en patogenicidad en 

animales y plantas 

Winnenburg et al. 2008 

Filamentous 

fungal gene 

expression 

database 

http://bioinfo.townsend.yale.edu

/index.jsp 

Datos de expresión 

génica de hongos 

filamentosos 

Zhang y Townsend 2010 

 

 

En la actualidad, una gran cantidad de proyectos de secuenciación ya han sido publicados, 

entre los cuales, muchos de ellos pertenecen a hongos fitopatógenos como Ashbya gossypii 

(Dietrich et al. 2004), M. grisea (Dean et al. 2005), A. fumigatus (Nierman et al. 2005), A. 

oryzae (Machida et al. 2005), U. maydis (Kamper et al. 2006), F. graminearum (Cuomo et al. 

2007), Grosmannia clavigera (DiGuistini et al. 2009), Blumeria graminis (Spanu et al. 2010), B. 

cinerea (Amselem et al. 2011), S. sclerotiorum (Amselem et al. 2011), Puccinia graminis 

(Duplessis et al. 2011) y recientemente el hongo que es objeto de este estudio, P. digitatum 

(Marcet-Houben et al. 2012)  

 

La información de la secuencia del genoma de un organismo es un valioso y necesario punto 

de partida, pero no es suficiente para responder a las preguntas relativas a la función de los 

genes, los mecanismos de regulación y las vías bioquímicas activadas durante la patogénesis. 

Por lo que el desafío actual y en el futuro próximo será descifrar la función de los miles de 

genes identificados por los proyectos de secuenciación de genomas. 

 

La transcriptómica es la cuantificación del transcriptoma, el conjunto completo de todos los 

transcritos de la célula, para un estado de desarrollo específico o para una condición 

fisiológica determinada (Wang et al. 2009). Esto permite la posibilidad de identificar tanto 
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cualitativa como cuantitativamente diferencias en la expresión de genes cuando se 

comparan múltiples poblaciones de mRNAs. La transcriptómica constituye una importante 

herramienta para el conocimiento de los hongos fitopatógenos. El análisis de la expresión de 

los genes durante la infección, junto con los perfiles de expresión en una multitud de 

condiciones de crecimiento in vitro, incluyendo varias clases de estrés, ha aumentado 

nuestro conocimiento de los hongos fitopatógenos.  

 

La hibridación de micromatrices ha sido la plataforma elegida para muchos estudios de 

transcriptómica, aunque las aproximaciones basadas en secuenciación, tales como SAGE 

(Serial Analysis of Gene Expression, Velculescu et al. 1995) y otras técnicas relacionadas, 

como la hibridación substractiva medida por PCR supresiva (SSH, por su siglas en inglés) 

(Diatchenko, 1996) constituyen atractivas alternativas.  Recientemente, el desarrollo de los 

nuevos métodos de secuenciación masiva de DNA ha proporcionado un nuevo método para 

el análisis de transcriptomas. Este método, denominado RNA-Seq (secuenciación de RNA), 

tiene claras ventajas sobre las aproximaciones existentes y se espera que revolucione el 

modo en el que los transcriptomas son analizados (Wang et al. 2009)  

 

La técnica SAGE es un poderoso método de análisis de expresión de genes que permite el 

análisis de cientos de transcritos simultáneamente (Datson et al. 1999). Esta técnica se basa 

en la secuenciación y cuantificación de olinucleótidos de 10 – 14 nucleótidos y la 

correspondencia de éstos a la base de datos de ESTs o la secuencia de genoma para 

identificar los genes expresados correspondientes. Este método ha sido aplicado en el 

estudio de algunos hongos fitopatógenos como M. oryzae (Irie et al. 2003), B. graminis 

(Thomas et al. 2002) y U. maydis (Larraya et al. 2005). Irie et al. (2003), llevaron a cabo 

mediante esta técnica la identificación de genes responsables de la formación del apresorio y 

la invasión del huésped usando el mRNA aislado de conidios germinandos en presencia o 

ausencia de cAMP. Se identificaron varios genes que están implicados en patogénesis y que 

fueron inducidos por el tratamiento con cAMP, demostrando que el cAMP es requerido para 

la virulencia del hongo. Una limitación del SAGE es que requiere de información previa de la 

secuencia para poder asignar las lecturas a ORFs individuales. Por lo tanto, este proceso está 

restringido a las secuencias que se encuentran accesibles en las bases de datos. Esta 

limitación será menos problemática cuantas más ESTs sean generadas y las secuencias 

existentes sean anotadas. Sin embargo esta técnica tiene como ventaja que se generan bases 

de datos digitales lo que facilita la comparación directa entre diferentes librerías. 

Contrariamente, en los experimentos con micromatrices es más difícil debido a una serie de 

errores aleatorios y sistemáticos que son difíciles de eliminar entre los diferentes 

investigadores o laboratorios. 

 

Otra técnica empleada con la finalidad de identificar a escala global qué genes se expresan 

diferencialmente es la hibridación substractiva medida por PCR supresiva (SSH). Las ventajas 

de esta técnica incluyen la habilidad de aislar genes sin necesidad de un conocimiento previo 

de su secuencia así como el uso de técnicas comunes en biología molecular que no requieren 

ni equipamiento ni herramientas de análisis especializado. Esta técnica ha sido usada para la 

identificación de genes de hongos que se expresan diferencialmente en varios patosistemas 
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(Beyer et al. 2002; Bittner-Eddy et al. 2003; Guilleroux y Osbourn, 2004). Cramer y Lawrence 

(2004) identificaron genes que se expresaban diferencialmente durante la infección del 

hongo necrótrofo Alternaria brassicicola en A. thaliana. Lu y colaboradores (2005) 

construyeron una librería sustractiva enriquecida en genes que se expresan durante la 

maduración del apresorio de M. oryzae ya que este proceso es importante para la 

penetración de los tejidos de la planta. Obtuvieron 71 genes que se expresaban sólo en el 

apresorio, algunos de los cuales ya habían sido descritos anteriormente que estaban 

implicados en la formación o función del mismo. 

 

La tecnología de hibridación de micromatrices de DNA tiene un enorme potencial para la 

comprensión de los sistemas de interacción planta-patógeno ya que permite estudiar, de 

manera simultánea, la expresión de miles de genes de los dos organismos que interactúan. 

Esta tecnología está basada en la síntesis o fijación de sondas específicas, que representan 

los genes, sobre un sustrato sólido que permitirá la hibridación con la molécula diana 

(Rensink y Buell, 2005). Al igual que con la técnica SAGE la limitación se encuentra en que 

requiere de un conocimiento previo de gran parte de la secuencia del organismo a estudiar 

para poder llevar a cabo los análisis de expresión génica. Aquellos genes que son expresados 

específicamente durante la infección o bajo condiciones que mimetizan infección son 

candidatos a ser factores de virulencia. Aunque uno de los primeros organismos en los que se 

ha empleado esta técnica fue en la levadura S. cerevisiae, ha transcurrido mucho tiempo para 

el desarrollo de esta técnica en otros hongos. En una reciente revisión, Breakspear y 

Momany (2007) resumen los estudios con micromatrices realizados entre 2002 y 2006 en 

más de 20 especies diferentes de hongos filamentosos, en los que se analizan distintos 

procesos como son metabolismo, patogénesis, desarrollo etc…. .En M. grisea (Takano et al. 

2003) y B. graminis (Both et al. 2005) se han analizado empleando esta aproximación los 

genes relacionados con la formación del apresorio, estructura requerida por muchos hongos 

patógenos de plantas para la invasión del tejido del huésped. En U. maydis los estudios 

llevados a cabo con micromatrices relacionados con la privación de nutrientes, cascadas de 

regulación de cAMP o las respuestas al estrés oxidativo han proporcionado una nueva 

perspectiva sobre la patogenicidad de este hongo (Eichhorn et al. 2006; Hewald et al. 2006; 

Molina y Kahmann, 2007).  

 

Sin embargo, a pesar de todas las técnicas expuestas, debido a la escasa cobertura de la 

secuenciación convencional y la limitada sensibilidad que ofrece la hibridación de 

micromatrices, es difícil aclarar completamente la complejidad funcional del transcriptoma. 

Por este motivo y gracias a las nuevas técnicas de secuenciación masiva (NGS, del inglés next 

generation sequencing) y al abaratamiento de costes que han experimentado, es previsible la 

sustitución de la hibridación de micromatrices por secuenciación directa de la población de 

mRNAs mediante RNA-seq. Comparado con las aproximaciones convencionales para el 

análisis del transcriptoma, la RNA-seq ofrece varias ventajas. Primero, puede cuantificar con 

precisión los niveles de expresión de genes sin ruido de fondo; segundo, es una técnica muy 

sensible y puede detectar un rango dinámico más amplio de niveles de expresión de genes 

en contraste con las micromatrices. Además, puede revelar de forma mucho más precisa los 

límites de las regiones no traducidas incluso con un solo nucleótido de resolución tales como 
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límites entre exones e intrones y es útil también para revelar la compleja topografía del 

transcriptoma incluyendo variaciones en la secuencia tales como procesamientos 

alternativos o fusión de genes. Lo novedoso de esta técnica hace que la bibliografía sobre el 

tema sea muy limitada y que en la mayoría de los casos haya sido utilizada para generar 

bases de datos con la finalidad de identificar ORFs. En relación a hongos filamentosos, Wang 

y colaboradores (2010) analizaron el transcriptoma completo de A. oryzae en el que han 

identificado un gran número de nuevos transcritos, nuevos exones, regiones no traducidas, 

codones de iniciación alternativos aguas arriba etc… Este tipo de análisis indica que el 

transcriptoma es mucho más complejo que lo que previamente se creía. El transcriptoma del 

oomiceto patógeno de plantas Phytophthora sojae también ha sido perfilado en diez 

diferentes estadios tanto del desarrollo como de la infección. De todas las secuencias 

obtenidas se realizó una evaluación del nivel de expresión promedio de 30 familias de genes 

relacionados con la patogénesis que reveló que la mayoría de éstos se inducían durante la 

infección, pero con diferentes niveles y patrones de expresión. Además, se ha creado un 

servidor web con las bases de datos obtenidas con el nombre de “Base de datos 

Transcripcional de Phytophthora” (http://phy.njau.edu.cn/ptd/) (Ye et al. 2011). Otro hongo 

fitopatógenos en el que se ha utilizado esta técnica para el análisis del transcriptoma ha sido 

Blumeria graminis f.sp. hordei (Blumeria). Este hongo es el causante del mildiu de las 

gramíneas. Es un biótrofo cuyo crecimiento y reproducción es totalmente dependiente de 

células de plantas vivas. Se realizó una comparación con el análisis de otros dos mildius 

patógenos de plantas dicotiledóneas. Entre los 248 genes candidatos identificados como 

efectores de patogénesis en el genoma de Blumeria, muy pocos (menos de 10) definen un 

conjunto básico que es conservado en los tres hongos, lo que sugiere que la mayoría de los 

efectores representan adaptaciones específicas de cada especie (Spanu et al. 2010). 

 

La proteómica se basa en el estudio del conjunto de proteínas que son producidas por el 

genoma de un organismo en un momento concreto y se ha convertido en una herramienta 

más para el estudio de la función génica. Aunque el transcriptoma provee una visión muy útil 

de la expresión global de la expresión de los genes, la proteómica es normalmente utilizada 

como una técnica complementaria que proporciona una visión completa del perfil de 

proteínas del organismo. Por otro lado, la diferencia básica entre genómica y proteómica es 

que mientras que la primera engloba el estudio de todo el patrimonio genético de un 

organismo (tanto nuclear como extranuclear, codificante o no codificante), la segunda se 

centra en las partes del genoma que se traducen a proteínas. El objetivo último de la 

proteómica es obtener una visión global e integrada de todos los procesos celulares (Gil, 

2003). Para el aislamiento y la separación de proteínas se utilizan, básicamente, técnicas 

electroforéticas. El desarrollo de la electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida 

(2D-PAGE), basada en una separación de las proteínas en función de la carga seguida de una 

separación en función de su masa molecular, constituyó un gran avance en el campo de la 

proteómica (Graves y Haytead, 2002). La proteómica, junto con otras técnicas, se ha 

convertido en una poderosa herramienta para proporcionar información importante sobre la 

patogenicidad y factores de virulencia, abriendo así nuevas posibilidades para el diagnóstico 

de enfermedades y la protección de cultivos. Por ejemplo, en F. graminearum, un importante 

hongo patógeno de cereales, se estudió el proteoma extracelular cuando fue crecido en 
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presencia de glucosa y paredes celulares de plantas (Phalip et al. 2005). Usando una 

combinación de 2D-PAGE acoplada a una cromatografía de líquidos se identificaron 103 

proteínas, de las cuales 84 se derivaron del crecimiento en paredes celulares de plantas y el 

45 % estaban implicadas en la degradación de paredes celulares (destacando celulasas, 

hemicelulasas y pectinasas). Junto con F. graminearun y S. sclerotiorum, B. cinerea es el 

hongo patógeno de plantas más estudiados en el campo de la proteómica debido a las 

substanciales pérdidas que provoca en el mundo entero, tanto en pre como en postcosecha. 

El primer estudio usando esta especie data del 2006 y describió el proteoma parcial de las 

proteínas de extractos de micelio (Fernández-Acero et al. 2006). Se detectaron 400 manchas 

en geles de 2D teñidos con Coomassie. De un total de 60 manchas sujetas a un análisis de 

espectrometría de masas (MS), 22 fueron identificadas por MALDI-TOF o ionización por 

electroespray (ESI-MS). Algunas de estas proteínas correspondían a formas de malato 

deshidrogenasa (MDH), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) y un tipo de 

ciclofilina que está relacionada con la virulencia (Fernández-Acero et al. 2006). En un 

segundo estudio, el análisis comparativo proteómico se llevó a cabo con el micelio de dos 

cepas de B. cinerea que diferían en virulencia y producción de toxinas y reveló la existencia 

de 73 diferencias tanto cualitativas como cuantitativas en el estudio del perfil de proteínas 

en 2D. Un total de 28 manchas fueron identificadas por MALDI-TOF MS y ESI IT MS/MS, de 

las que 17 fueron identificadas como MDH y se acumulaban en la cepa más virulenta. Esta 

enzima cataliza la conversión reversible del oxalacetato en malato. El oxalacetato es un 

precursor del ácido oxálico que ha sido descrito como un factor de patogenicidad en B. 

cinerea. Cuatro de las manchas fueron identificadas como GADPH. La GAPDH influye en 

muchos procesos celulares como el ciclo de la glicolisis, pero además actúa como un factor 

de virulencia en diferentes organismos (Fernández-Acero et al. 2007). En el tercer trabajo, la 

secreción de conjuntos de proteínas discretos fue inducida por la introducción controlada de 

distintas fuentes de carbono y varios inductores de origen vegetal (glucosa, almidón, pectina, 

pared celular de tomate (TCW) y carboximetilcelulosa (CMC)) (Fernández-Acero et al. 2010). 

Los correspondientes perfiles de proteínas de 2D mostraron un incremento en el número y 

variedad de manchas cuando se utilizaron TCW y CMC. La secreción de proteínas, en su 

mayor parte enzimas de degradación de la pared celular, fue similar con los tratamientos de 

glucosa, almidón y pectina. Sin embargo, en los tratamientos en los que se utilizaron TCW o 

CMC como única fuente de carbono, se detectaron más proteínas con el primer tratamiento 

que con el segundo. Un total de 78 manchas fueron identificadas por análisis MALDI-

TOF/TOF MS/MS, correspondiendo a 56 proteínas únicas. Algunas de las proteínas estaban 

involucradas en los procesos de patogenicidad (por ejemplo, pectin metilesterasas, xilanasas 

o proteasas). 

 

Además de los proteomas de especies concretas de hongos, también se han desarrollado 

aproximaciones de proteómica comparativa que han servido para el estudio de varios 

patosistemas, como son arroz-M. grisea (Agrawal y Rakwal 2006), Brassica carinata-

Leptosphaeria maculans (Subramanian et al. 2004), maíz-Fusarium verticillioides (Campo et 

al. 2004), Medicago truncatula- Aphanomyces euteiches (Colditz et al. 2004), trigo-Puccinia 

triticina (Rampitsch et al. 2006) y trigo-Fusarium graminearum (Wang et al. 2005). 

 



_____________________________Introducción______________________________  

 

- 52 - 
 

Los datos obtenidos mediante aproximaciones proteómicas también están siendo utilizados 

como aplicación a la secuenciación de genomas para mejorar sus anotaciones (es lo que se 

denomina proteogenómica). Los datos de los péptidos proporcionan evidencias definitivas 

sobre la dirección de la traducción, los sitios de comienzo y de fin, así como los límites entre 

exones e intrones. Esta aproximación se ha descrito ya en varias publicaciones y ha 

demostrado ser una herramienta eficiente para la anotación del genoma (Wright et al. 2009). 

 

La metabolómica es la última técnica que está siendo aplicada en los estudio de genómica 

funcional. Metabolómica es el término usado para describir la identificación y cuantificación 

del metaboloma. El metaboloma, a su vez, se define como el complemento cuantitativo de 

los metabolitos de bajo peso molecular presentes en una célula bajo unas condiciones 

fisiológicas dadas (Kell et al. 2005; Oliver et al. 1998). La metabolómica debe ser utilizada 

como una técnica complementaria de otras técnicas genómicas funcionales como por 

ejemplo la proteómica y la transcriptómica, porque ofrece ventajas sobre las otras técnicas 

ya que el metaboloma está directamente relacionado con el fenotipo. El flujo metabólico 

está regulado no sólo por la expresión de los genes, sino también por los eventos post 

transcripcionales y post traduccionales. La cromatografía de gases acoplada a espectrometría 

de masas (GC-MS) es una técnica versátil utilizada para el estudio de metabolitos volátiles, 

metabolitos polares y apolares térmicamente estables (Throck y Sparkman, 2007). Esta es la 

técnica más comúnmente usada para el estudio de los metabolitos de hongos fitopatógenos 

y consiste en el análisis de los volátiles que se producen en la interacción hongo-planta. 

Varios estudios han mostrado que la presencia de determinados volátiles puede ser asociada 

con una enfermedad en concreto. Gracias a estas características la GC-MS ha sido utilizada 

en varios estudios para poder discriminar los patógenos oportunistas de los que no lo son en 

el caso de enfermedades fúngicas con un amplio rango de huéspedes (De Lacy Costello et al. 

2001; Lui et al. 2005; Moalemiyan et al. 2006, 2007; Prithiviraj et al. 2004; Vikram et al. 

2006). Otra técnica que constituye una potente herramienta para separar, identificar y 

cuantificar los componentes volátiles de mezclas complejas es la cromatografía líquida de 

alta resolución acoplada a espectrometría de masas (HPLC-MS). Sin embargo, es justo indicar 

que las limitaciones de esta técnica han llevado a un mayor uso y aplicación de la ionización 

por electroespray utilizada en espectrometría de masas. Además, hasta la fecha no se ha 

aplicado esta técnica a ningún proyecto integral relacionado con la metabolómica de hongos 

fitopatógenos. Sin embargo, se ha utilizado para examinar y detectar metabolitos 

secundarios (Nielsen y Smedsgaard, 2003). 

 

El análisis directo de una muestra mediante ionización por electroespray (ESI) acoplada a 

espectrometría de masas (ESI-MS) es una técnica analítica de alto rendimiento que resuelve 

mezclas complejas en sus diferentes componentes según la masa de los iones sin una 

separación previa por cromatografía, lo que supone una ventaja, ya que como cualquier otra 

técnica separativa, la cromatografía introduce un sesgo en la muestra analizada (Koulman et 

al. 2007). Uno de los primeros ejemplos descritos en el uso de la ESI-MS en hongos fue 

presentado por Smedsgaard y Frisvad (1996). Los autores extrajeron metabolitos de 10 

especies diferentes de Penicillium, pero no fue hasta años después cuando esta técnica fue 

utilizada para el estudio de la interacción de hongos fitopatógenos. En un estudio reciente 
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Cao y colaboradores (2008) utilizaron la ESI-MS para caracterizar el metaboloma de tres 

tejidos diferentes de centeno durante la interacción con el hongo endófito Neotyphodium 

lolii. La técnica reveló la presencia de varios componentes en las plantas infectadas, 

incluyendo manitol así como peramina y perlolina. Los autores también identificaron iones 

que no podían ser sometidos a una mayor fragmentación, lo que dificulta los intentos de 

determinar la identidad del compuesto. 

 

Otra técnica menos utilizada actualmente pero que marcó el comienzo de las aproximaciones 

metabolómicas como una herramienta en bioquímica fue la resonancia magnética nuclear 

(RMN) (Dunn y Ellis, 2005). La RMN es una técnica espectroscópica que identifica 

particularmente las uniones átomo-átomo lo que la diferencia del resto de técnicas de 

espectroscopía de masas además de no ser una técnica destructiva y requerir poca cantidad 

de muestra en sus preparaciones. La aplicación de la RMN para el estudio de las 

enfermedades de hongos de plantas está aún en su infancia y no existen hasta la fecha 

muchas investigaciones sobre el tema (Tan et al. 2009). Keon y colaboradores (2007) han 

estudiado el contenido nutricional del apoplasto durante la infección de trigo por 

Mycosphaerella graminicola. Recogieron muestras durante la fase latente y en la fase 

necrotrófica de la interacción. El análisis de las muestras recogidas durante la fase 

necrotrófica identificó un significativo incremento en muchos componentes como glucosa, 

fructosa y muchos aminoácidos comparado con la fase latente. 

 

Quizás la novedad más interesante en el campo de la metabolómica es la aplicación de la 

espectroscopía de masas por resonancia de la transformada de Fourier ión ciclotrón (FT-ICR-

MS). La FT-ICR-MS ofrece la resolución para determinar inequívocamente la fórmula química 

para el ión molecular de un compuesto (Throck  y Sparkman, 2007). Esta técnica no ha sido 

aplicada aún al estudio de hongos fitopatógenos, pero su potencial es claro. 
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Los Objetivos que se abordan en esta Tesis doctoral son: 

 

1.- Desarrollo de nuevas herramientas genómicas para el estudio de P. digitatum. 

  

2.- Estudio de la implicación de la regulación génica por pH ambiental como factor 

de patogenicidad/virulencia en P. digitatum. 

 

3.- Aislamiento e identificación de genes de P. digitatum implicados en 

patogenicidad/virulencia frente a frutos cítricos. 

 

4.- Aislamiento y caracterización de genes seleccionados mediante disrupción 

génica. 
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1. Organismos: 

1.1. Material vegetal. 

En los experimentos de infección de frutos cítricos por P. digitatum se emplearon frutos de  

naranja (Citrus sinensis L. Osbeck) de las variedades “Navelina”, “Navel” y “Navelate” 

procedentes de la cooperativa citrícola de Llíria (Valencia).  

Todos los frutos se procesaron el mismo día de su recolección y no fueron sometidos a 

ningún tratamiento postcosecha. Se hizo una selección de aquellos frutos sanos que no 

presentaban daños visibles. Seguidamente se lavaron con una solución de lejía al 5 % durante 

5 min para su desinfección, se enjuagaron con agua y se dejaron secar a temperatura 

ambiente durante una noche. 

1.2 Microorganismos 

1.2.1 Hongos 

Los frutos se infectaron con el hongo P. digitatum (Pers.:Fr.) Sacc., agente causal de la 

podredumbre verde de los frutos cítricos durante la postcosecha (Figura 4). Se emplearon 2 

aislados diferentes: el aislado Pd1 (CECT 20795), procedente de un pomelo infectado y 

resistente a los fungicidas imazalil, tiabendazol y parcialmente a azoxiestrobina (Sánchez-

Torres y Tuset, 2011), fue cedido por la Dra. Sánchez-Torres, del Instituto Valenciano de 

Investigaciones Agrarias; y el aislado PHI-26 (CECT 20796) procedente de una naranja 

infectada y aislado en el Laboratorio de Fisiología y Biotecnología de Postcosecha del IATA 

(López-García, 2000). Del mismo origen que el anterior también ha sido utilizado el aislado 

PHI-1 de P. italicum Wehmer (López-García, 2000), patógeno de cítricos, procedente de una 

naranja infectada. Además, se empleó el hongo fitopatógeno P. expansum Link, aislado 

CMP1 (Teixidó et al. 1998), cedido por la Dra. Viñas, de la Universidad de Lleida, que causa la 

podredumbre azul en manzanas y también en condiciones de inoculación artificial es capaz 

de infectar frutos de naranja, aunque con una incidencia mucho menor que las dos especies 

anteriores.  

 

 

Figura 4. Evolución de la infección en frutos cítricos inoculados con P. digitatum  

Todos los aislados fueron cultivados en placas Petri con medio de cultivo PDA (“agar patata 

dextrosa”, Difco Laboratorios Inc.) a partir de muestras glicerinadas de conidios conservadas 
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a -80 ºC. Una vez sembrados los conidios, las placas se incubaron a 24 ºC durante 7 días. Los 

conidios para cada experimento se obtuvieron el mismo día de la infección rascando la 

superficie del medio de cultivo con una espátula estéril. Se añadieron a un tubo con agua y se 

filtraron a través de malla de nailon para eliminar las hifas y restos de agar. El recuento de 

conidios se realizó con un hematocitómetro en un microscopio y se realizó una dilución hasta 

la concentración deseada. 

1.2.2 Bacterias 

Para los experimentos de transformación de P. digitatum se utilizaron 3 cepas diferentes de 

A. tumefaciens (EHA105, LBA4404 y AGL1). Las tres cepas son resistentes al antibiótico 

rifampicina y la cepa AGL1 además es resistente a carbenicilina. 

Para la creación de las genotecas de DNA genómico de P. digitatum (PD1G) los fósmidos 

fueron transformados en la cepa comercial E. coli EPI300-T1 (Epicentre Biotechnologies). En 

el resto de experimentos de clonación se empleó la cepa DH5α de E. coli. 

2. Infecciones de frutos cítricos con P. digitatum 

En los experimentos de infección de frutos de naranja se utilizaron diferentes variedades que 

se detallarán en cada apartado. Se inoculó una suspensión de 10 μL de conidios de P. 

digitatum procedentes de una suspensión ajustada a la concentración necesaria. En el 

experimento para la construcción de la genoteca sustractiva de cDNA esta concentración fue 

de 10
6
 conidios/mL y para el resto de experimentos de 10

4
 ó 10

5 
conidios/mL. Estas 

inoculaciones se realizaron en heridas previas practicadas en el fruto en la zona ecuatorial de 

la corteza con un clavo de 3 mm de profundidad. En general, se inocularon 3 réplicas de 5 

frutos con 4 heridas por fruto, excepto en el experimento diseñado para construir la 

genoteca sustraída de cDNA, en el que se realizaron más heridas ya que la finalidad era la 

obtención de tejido y no la medición del avance de la infección. Finalmente los frutos fueron 

almacenados en cajas de plástico y mantenidos a 90 % de humedad relativa (RH) y 20 ºC, que 

son las condiciones óptimas para el desarrollo del hongo, durante 7 días (Figura 5). 
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Figura 5. Imágenes representativas de la metodología seguida en los ensayos de infección de 

frutos cítricos con P. digitatum. A. Los frutos se seleccionaron del Campo de Llíria (Valencia). 

B. Lavado y desinfección de los frutos en balsa con una solución de lejía comercial diluída al 

5 %. C. Los frutos se dejan secar hasta el día siguiente. D. A lo largo del ecuador se realizan 4 

heridas por fruto de 3 mm de profundidad con un clavo estéril. E. En las heridas se inoculan 

10 μL de una suspensión de conidios del hongo. F. Los frutos almacenados en cámaras a 20ºC 

y 90 % humedad relativa, durante 7 días 

2.1. Toma de muestras.  

2.1.1 Tejido fruto de naranja infectado con P. digitatum 

Para la toma de muestras de frutos, a diferentes tiempos tras la inoculación se extrajeron 

discos de tejido de la corteza con un sacabocados de 7 mm de diámetro centrado en el punto 

de la herida, conteniendo tanto el flavedo, parte externa coloreada de los frutos, como el 

albedo, parte interna blanquecina de la corteza. El tejido se congeló en nitrógeno líquido y se 

trituró con un molinillo hasta conseguir un polvo. Seguidamente se guardó a -80 ºC hasta su 

utilización. 
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2.1.2 Micelio de P. digitatum 

Para la obtención de micelio del hongo para realizar las extracciones de RNA se inoculó un 

matraz de 500 mL de PDB con una concentración de 10
5 

conidios/mL. Los cultivos fueron 

incubados a 24 ºC y 200 rpm durante 72 h. Para la extracción de DNA el hongo se cultivó con 

las mismas condiciones pero usando medio GPY (glucosa 10 gr/L, peptona 5 gr/L, extracto de 

levadura 2 gr/L, pH 7,5) durante 48 h. El micelio del hongo fue filtrado a través de malla de 

nailon, enjuagado con agua estéril y secado. La pasta resultante se troceó y se congeló en 

nitrógeno líquido. A continuación el tejido de guardó a -80 ºC hasta su utilización.  

2.2 Análisis estadístico 

Los datos de incidencia de las infecciones correspondieron al valor medio de tres réplicas de 

cinco frutos con cuatro heridas por fruto. El análisis de los datos se realizó utilizando el 

paquete estadístico “Statgraphics Plus 5.1” (Manugistics, Inc.) aplicando el análisis de la 

varianza (ANOVA). Se realizó un estudio de la homogeneidad de la varianza y, si ésta era 

homogénea, se empleó el test LSD, considerándose significativas las diferencias cuando 

p<0,05. 

3. Aislamiento de ácidos nucleicos  

3.1 RNA de fruto (infectado y no infectado) y de micelio 

Se tomaron muestras de 2 gr de tejido de naranja o 1 gr en el caso de micelio. Para cada 

tejido se procedió del mismo modo. El tejido pulverizado se añadió a una mezcla 

precalentada a 65 ºC consistente en 10 mL de tampón de extracción (Tris-HCl 200 mM pH 

8,0, cloruro sódico 300 mM, EDTA 50 mM, sarcosyl 2 % (p/v), polivinil-pirrolidona 40 1 % 

(p/v), β- mercaptoetanol 1 % (v/v)) y 5 mL de fenol equilibrado con Tris en un tubo de 

propileno de 50 mL. Después de la homogeneización con un Politrón PT 45/80 (Kinematica 

AG, Littau-Lucerne) durante 1 min, el extracto se incubó 15 min a 65 ºC, se dejó enfriar en 

hielo y se añadieron 5 mL de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1, v/v). El homogeneizado se 

centrifugó 20 min a 3900 x g a 4 ºC y la fase acuosa se extrajo de nuevo con 10 mL de fenol: 

cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1, v/v/v). El RNA fue precipitado de la fase acuosa 

mediante la adición de cloruro de litio a una concentración final 3 M y posterior incubación 

durante 20 h a -20 ºC. Pasado este tiempo se centrifugó a 4 ºC durante 60 min a 27200 x g. El 

precipitado se traspasó a un tubo de 1,5 mL con 500 μL de etanol al 70 % y se volvió a 

centrifugar durante 5 min a 17900 x g. El sedimento resultante se lavó con acetato sódico 3M 

pH 6,0 para eliminar polisacáridos, se centrifugó 5 min a 17900 x g, se lavó con etanol al 70 % 

y el RNA se resuspendió en 40-80 μL de agua mili Q estéril y se guardó a -80 ºC hasta su 

utilización. La concentración de RNA se determinó espectofotométricamente mediante un 

espectrofotómetro Multiskan Spectrum (Thermo Electron Corporation) y se verificó su 

integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v) en presencia de bromuro de 

etidio. 
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3.2 RNA de conidios 

Los conidios obtenidos de una placa Petri a los 7 días de incubación en PDA se añadieron a 

una mezcla precalentada de 750 µL de tampón de extracción (Tris-HCl 200 mM pH 8,0, 

cloruro sódico 300 mM, EDTA 50 mM, sarcosyl 2 % (p/v), polivinil-pirrolidona 40 1 % (p/v), β- 

mercaptoetanol 1 % (v/v)) y 375 µL de fenol equilibrado con Tris en un eppendorf con 5 bolas 

de acero de 2,7 mm. Se agitó la muestra en un disruptor de células (BeadBeater, Biospec) 

durante 1 min y se dejó a 65 ºC durante 15 min. Se dejó enfriar en hielo y se añadieron 375 

µL de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1, v/v). El homogeneizado se centrifugó 10 min a 

12000 rpm a 4 ºC y la fase acuosa se extrajo de nuevo con 800 µL de fenol: cloroformo: 

alcohol isoamílico (25:24:1, v/v/v). Nuevamente, el homogeneizado se centrifugó 10 min a 

12000 rpm y a la fase acuosa se le añadió 100 µL de acetato sódico 3 M pH 5,2 y 1 volumen 

de etanol frío (1000 µL) y se dejó incubar 1 h a -20 ºC. Pasado este tiempo, se centrifugó 15 

min a 12000 rpm, se lavó el precipitado con etanol al 70 % y el RNA se resuspendió en 600 µl 

de TES (10 mM Tris HCl, 5 mM EDTA, 0,1% SDS; pH 7,5) y el El RNA fue precipitado mediante 

la adición de cloruro de litio a una concentración final 3 M y posterior incubación durante 20 

h a -20 ºC. Pasado este tiempo se centrifugó 60 min a 17900 x g, se lavó el precipitado con 

etanol al 70 % y el RNA se resuspendió en 25 μL de agua mili Q estéril y se guardó a -80 ºC 

hasta su utilización. 

3.3 Purificación de mRNA 

La purificación de mRNA se realizó mediante el uso del kit “Dynabeads Oligo(dT)” (Invitrogen) 

siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. El mecanismo de purificación se basa en la 

unión selectiva de las colas poly A del mRNA a los residuos del oligo (dT), que a su vez está 

unido covalentemente a la superficie de la matriz de las columnas. 

 

3.4 Extracción de DNA genómico de P. digitatum 

A 1 gr de muestra pulverizada de micelio se añadió 10 mL de TES (100 mM Tris-HCl pH 8, 10 

mM EDTA, 2% SDS), 100 µL de mercaptoetanol y 50 µL de proteinasa K (20 µg/µL). La mezcla 

se incubó durante 1 h a 60 ºC con  agitación suave. A continuación se añadieron 3,9 mL de 

NaCl 5M y 1,4 mL de CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) al 10 % (p/v) y se incubó 10 

min a 65 ºC. Posteriormente se añadió 15 mL cloroformo: alcohol isoamílico(24:1) y se incubó 

30 min en hielo. Se centrifugó 10 min a 15000 rpm y 4 ºC y al sobrenadante se le añadió un 

volumen de NH40Ac 5 M y se incubó 1 h en hielo. Tras la incubación se centrifugó 15 min a 

15000 rpm y 4 ºC. Se recuperó el sobrenadante al que se añadió 0,6 volúmenes de 

isopropanol. A continuación se centrifugó a 15000 rpm durante 10 min. El sobrenadante de 

la centrifugación se eliminó y se lavó el precipitado con 2 mL de etanol al 70 %, se centrifugó 

y se resuspendió con 490 µL de TE y 10 µL de RNasa A (10 mg/mL). Se dejó proceder con la 

digestión del RNA al menos 1 hora a 37 ºC, hasta que se resuspendió bien todo el 

precipitado.  
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Una vez resuspendido el precipitado se procedió a fenolizar las muestras. Se les añadió 1 

volumen de fenol-cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Se centrifugó 15 min a 12000 rpm y 

se volvió a extraer la fase acuosa con  500 µl cloroformo: alcohol isoamílico (24:1). Tras agitar 

la mezcla se centrifugó 10 min a 12000 rpm. A la fase acuosa se le añadió 1/10 del volumen 

de acetato sódico 3 M pH 5,2 (50 µL) y 0,6 volúmenes de isopropanol (350 µL). Se mezcló 

muy despacio y se centrifugó 5 min a 12000 rpm. Descartamos el sobrenandante y el 

precipitado se lavó con 500 µl de etanol al 70 %. Tras centrifugar 5 min a 12000 rpm y retirar 

todo el etanol, se añadió 200 µL de TE, incubándose a 37 ºC hasta que se disolvió por 

completo el DNA. La cuantificación del DNA se llevó a cabo con el reactivo picogreen 

(invitrogen), que es un compuesto fluorescente que se une con mucha mayor afinidad a los 

ácidos nucleicos de doble cadena, por lo que la cuantificación es mucho más precisa que 

mediante espectrofotometría, que cuantifica cualquier tipo de ácido nucleico. 

3.5 DNA genómico de P. digitatum a pequeña escala  

Una vez se realizó la transformación de P. digitatum mediante A. tumefaciens se 

seleccionaron los transformantes positivos crecidos en las placas de PDA suplementadas con 

higromicina (100 µg/mL) y cefotaxima (200 µg/mL). Con un palillo se tocó la superficie y los 

conidios recogidos se inocularon en 500 µL de medio GPY suplementado con higromicina 

(100 µg/mL) y se incubó 2 días a 24 ºC con agitación. Tras centrifugar 5 min a 12000 rpm y 

retirar todo el sobrenadante se resuspendió el precipitado con 300 µL de TNES (200 mM 

Tris.HCl pH 8.5, 250 mM  NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS) y se añadieron 5 bolas de acero 

de 2,7 mm. Se agitó la muestra en un disruptor celular (BeadBeater, Biospec) durante 2 min y 

se centrifugó 10 min a 12000 rpm. A continuación al sobrenadante se le añadió 150 µL de 

acetato de sodio 3 M, pH 5,2, y se incubó 10 min a -20 ºC. Se centrifugó la muestra 10 min a 

12000 rpm y al sobrenadante se le añadió un volumen de isopropanol. Tras 5 min de 

incubación a temperatura ambiente se centrifugó la muestra a 12000 rpm durante 10 min, se 

lavó el precipitado con etanol al 70 %, se centrifugó y se resuspendió el DNA con 100 µL TE.  

3. 6 Purificación de DNA plasmídico 

3.6.1 Purificación de plásmidos a gran escala mediante lisis alcalina  

 

Se inoculó una colonia de E. coli en 3 mL de LB + kanamicina (25 µg/mL), se dejó crecer toda 

la noche a 37 ºC y 200 rpm. Al día siguiente se incularon 500 mL de LB + kanamicina (25 

µg/mL) con 1 mL del precultivo y se dejó incubando toda la noche con agitación a 37 ºC y 200 

rpm. El cultivo se centrifugó  durante 5 min a 4000 x g y 4 ºC, descartando el sobrenadante y 

resuspendiendo las células con 100 mL de tampón STE frío (NaCl 0,1 M, TrisHCl 10 mM, EDTA 

1 mM) y se centrifugó de nuevo. Se descartó el sobrenadante  y las células se resuspendieron 

con 20 mL de tampón ALS-I (Glucosa 50 mM, TrisHCl 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0) y 

400 µL de lisozima (10 mgr/mL) Tras una incubación de 5 min a temperatura ambiente para 

lisar las células, se añadió 40 mL de tampón ALS-II (NaOH 0,2 M, SDS 1 %) y se incubó 10 min 

a temperatura ambiente. A continuación se añadió 30 mL de tampón ALS-III (acetato 

potásico 3 M, ácido acético glacial 11,5 % p/v, pH 4,8) frío para precipitar las proteínas y tras 
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10 min en hielo se centrifugó 15 min a 5000 x g. El sobrenadante se filtró por malla de nailon 

y se le añadió 55 mL de isopropanol para precipitar los ácidos nucleicos. Se centrifugó a 6000 

x g durante 20 min y se lavó el precipitado con etanol al 70 %. Una vez eliminado todo el 

etanol se disolvió el precipitado en 2,5 mL de TE y se le añadió 40 µL de RNAsa A (10 mgr/mL) 

y se incubó toda la noche a la temperatura ambiente. Al día siguiente se fenolizó con 2,5 mL 

de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1; v:v:v). Tras una centrifugación durante 5 

min a 4000 x g se recuperó la fase acuosa y se le añadió de nuevo 3 mL de cloroformo: 

alcohol isoamílico (24:1; v:v). Después de centrifugar 5 min a 4000 x g se recuperó la fase 

superior y se le añadió 300 µL de acetato sódico 3 M a pH 5,2, y 1,8 mL de isopropanol. Tras 

una centrifugación, se lavó el precipitado con etanol 70 % y finalmente se resuspendió en 

agua estéril. Una vez obtenidas las muestras se cuantificaron utilizando el reactivo picogreen. 

 
3.6.2 Purificación de plásmidos a pequeña escala mediante lisis alcalina  
 
Se utilizó el kit comercial “Genelute Plasmid Miniprep Kit” (Sigma), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
3. 7 Purificación de DNA de fósmidos 

3.7.1 Purificación de DNA de fósmido a gran escala por lisis alcalina 

 

Para la obtención de los fósmidos de los clones que poseían cada uno de los genes de interés 

se inoculó una colonia en 10 mL de medio LB  + cloranfenicol (12,5 µg/mL) y se dejó 

incubando toda la noche con agitación a 37 ºC y 200 rpm. Al día siguiente se inocularon 5 mL 

de este cultivo en 45 mL de medio LB + cloranfenicol (12,5 µg/mL) y 50 µL de 1000X 

“CopyControl Induction Solution” para inducir la multiplicación del fósmido y se incubó 5 h 

con agitación a 37 ºC y 200 rpm en una matraz de 250 mL para obtener una buena aireación. 

Una vez se indujo la multiplicación del fósmido se centrifugó el cultivo 5 min a 10000 rpm. Se 

eliminó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió con 3,6 mL GET (50 mM glucosa, 25 

mM Tris pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0) y 0,4 mL de lisozima recién preparada (a 10 mgr/mL de 

lisozima en 10 mM Tris pH 8,0). Después de incubar 5 min en hielo se añadió 8 mL de 

solución de lisis (0,1 N NaOH + 1 % SDS), se mezcló agitando por inversión y se dejó 5 min en 

hielo. Para la precipitación de proteínas se añadió 6 mL acetato potásico 5 M, dejándolo 

actuar aproximadamente 10 min en hielo. Para eliminar los restos celulares se filtró con 

malla de nailon a un tubo nuevo y se precipitaron los ácidos nucleicos con 0,6 volúmenes de 

2-propanol (aprox. 11 mL) y se incubó a – 80 ºC durante 30 min. Se centrifugó 10 min a 15000 

rpm y a 4 ºC. Se lavó el precipitado con 500 µl de etanol al 70 % y tras una breve 

centrifugación y eliminación del etanol restante se resuspendió el precipitado con 500 µl de 

TE conteniendo aproximadamente 50 µgr RNAasa (10 mgr/mL). Después de incubar a 37 ºC al 

menos 2 horas se añadió un volumen de fenol: cloroformo: isoamílico (25: 24: 1), se agitó 

vigorosamente y centrifugó a 12000 rpm durante 5 min. Se recuperó la fase acuosa y se trató 

con 500 µl de cloroformo: alcohol isoamílico y se procedió como antes, agitar, centrifugar y 

recuperar la fase acuosa. Para purificar el DNA de los fragmentos de RNA se añadió medio 

volumen de una solución conteniendo PEG 8000 al 40 % en MgCl2 30 mM. Se agitó bien y se 

incubó a 4 ºC durante 1 h. La mezcla se centrifugó 20 min a 12000 rpm y se lavó el 
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precipitado con 500 µl de etanol 70 %. Se eliminó todo el etanol y resuspendió en 400 µl de 

agua. Mediante espectrofometría y un gel de agarosa al 0,7 % se cuantificó la muestra y 

comprobó que no hubiese degradación de la misma. 

 

3.7.2 Purificación de DNA de fósmido a media escala por el método de ebullición 

 

Se inoculó 3 µL de cada uno de los tubos de la genoteca PD1G en 3mL de medio LB + 

cloranfenicol (12,5 µg/mL), se dejó crecer toda la noche a 37 ºC y 200 rpm. Al día siguiente se 

inoculó 10 mL de LB + cloranfenicol (12.5 µg/mL) con 1,5 mL del precultivo y 10 µL de 

CopyControl Induction Solution 1000X para la multiplicación del fósmido y se incubó 5 h con 

agitación a 37 ºC y 70 rpm en una placa de Petri. El cultivo se centrifugó durante 5 min a 4000 

x g y 4 ºC, descartando el sobrenadante y se resuspendió el precipitado con 700 µL de STET 

(0.1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl, 1M EDTA y 5 % de Triton 100x) y 50 µL de lisozima (10 mg/mL). 

Los tubos se incubaron en agua hirviendo durante 40 s, tras los cuales se centrifugó 10 min a 

12000 rpm. Se añadió al sobrenadante 40 µL de acetato sódico 3 M y 400 µL de isopropanol, 

incubándose toda la noche a -20 ºC. Al día siguiente se centrifugó la muestra para precipitar 

los ácidos nucleicos y posteriormente se lavó con etanol al 70 %. Una vez eliminado todo el 

etanol se resupendió el DNA con 50 µL de una mezcla de TE y RNAsa A y se dejó disolver a 

37ºC. 

 

3.7.3. Purificación de DNA de fósmido a media escala sin amplificación previa 

 

Se inoculó una colonia en 50 mL LB suplementado con cloranfenicol (12,5 µg/mL) y se incubó 

a 200 rpm y 37 ºC durante unas 14 h. Se centrifugó el cultivo 5 min a 10000 rpm. Al 

precipitado les añadió 3,6 mL GET (50 mM glucosa, 25 mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8,0) y 

0,4 mL de lisozima recién preparada (a 10 mg/mL de lisozima en 10 mM Tris pH 8,0). Tras 

incubar 5 min en hielo se añadieron 8 mL de 0,1 N NaOH conteniendo SDS al 1 % (p/v). Se 

mezcló por inversión y se dejó 5 min en hielo. Se añadieron 6 mL de acetato de potasio 5 M y 

se incubó 10 min en hielo. Se filtró con malla de nailon y se añadió 0,6 volúmenes de 

isopropanol, incubándose a –20 ºC durante 30 min. Se centrifugó 10 min a 15000 rpm y a 4 ºC 

y el sobrenadante se lavó con 500 µl de etanol al 70 %. Se centrifugó 5 min a 15000 rpm y 4 

ºC y se resuspendió el precipitado con 80 µl de TE conteniendo aproximadamente 5 µl de 

RNAsa A (10 mg/mL) durante toda la noche a 37 ºC. 

 

4. Análisis Northern 

 

4.1. Preparación de las membranas 

Las muestras de RNA desnaturalizado (10 μgr) se separaron en geles de agarosa al 1,2 % (p/v) 

en tampón ácido 3-morfolino-propano-sulfónico (MOPS: MOPS 0,02 M, acetato sódico 10 

mM, pH 7,0) conteniendo formaldehído 1,2 M según protocolos habituales (Sambrock et al. 

1989). Una vez finalizó la electroforesis, el RNA fue transferido a una membrana de nailon 

Hybond-N+ (Amersham Pharmacia Biotech) usando 20X SSC (cloruro sódico 3 M, citrato 

sódico 0,3 M, pH 7,0) como medio de transferencia. El RNA se fijó a la membrana mediante 
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irradiación con una dosis de 120000 μJ cm 
-2

 de luz UV en un Crosslinker UVC 500 (Hoefer 

Inc.). 

4.2 Marcaje de sondas 

Las sondas se marcaron con α(
32

P)-dATP mediante amplificación lineal de DNA 

monocatenario usando el kit ‘Strip-EZ PCR’ (Ambion, Inc.). El cebador empleado fue FOR17 

(5’ GTA AAA CGA CGG CCA GT 3’) para marcar las sondas correspondientes al 26S rDNA de C. 

sinensis y al 28S rDNA de P. digitatum y N2R (5´ AGC GTG GTC GTC GTC GCG GCC CGA GGT 

3´) para el resto de sondas. Las condiciones de PCR fueron 94 ºC durante 3 min, seguido de 

35 ciclos compuestos por una desnaturalización a 94 ºC durante 30 s, una hibridación a 52 ºC 

durante 30 s y una extensión a 72 ºC durante 1 min. Finalmente se llevó a cabo una extensión 

a 72 ºC durante 10 min. Los productos de PCR obtenidos se purificaron empleando columnas 

‘MicrospinTM S 300 HR’ (Amersham-Pharmacia Biotech). Para determinar la radiactividad de 

las sondas se empleó un contador de centelleo líquido 1409 Rackbeta LKB (LKB Wallac). 

4.3 Hibridaciones y análisis de datos 

Las membranas se prehibridaron en tubos de hibridación durante 1 h con 10 mL de la 

solución “Ultrahyb Ultrasensitive Hybridization Buffer” (Ambion Inc.) a 42 ºC. Seguidamente 

se cambió la solución por otros 10 mL de solución precalentada y se añadió la sonda 

radiactiva a una concentración final de 10
6
 dpm/mL y se dejó hibridar durante 16 h a 42 ºC. 

Posteriormente se realizaron dos lavados de 15 min a temperatura ambiente con una 

solución 2 X SSC, SDS 0,1 % (p/v), seguidos de un lavado de 30 min a 55 ºC con una solución 

0,1 X SSC, SDS 0,1 % (p/v). Finalmente se realizó otro lavado de 30 min a 65 ºC con 0,1 X SSC, 

SDS 0,1 % (p/v). 

Una vez lavadas las membranas, se sellaron en plástico, se expusieron en pantallas “BAS MP 

2040 Imaging Plate” (Fuji Photo Film Co., LTD.), que fueron posteriormente densitometradas 

en un equipo FLA-3000 (Fuji Photo Film Co., LTD.). La intensidad de las señales de hibridación 

se cuantificó con el programa Image Gauge V4.0 (Science Lab 98, Fuji Photo Film Co., LTD.). 

La eliminación de las sondas radiactivas de las membranas se llevó a cabo mediante el uso de 

las soluciones provistas en el kit de marcaje “Strip-EZ PCR” (Ambion Inc.) según las 

instrucciones del proveedor y se guardaron a 4 ºC para nuevas hibridaciones. 

Las últimas hibridaciones de cada membrana se realizaron con la sonda correspondiente al 

RNA ribosómico 28S de P. digitatum. En las hibridaciones con estas sondas se empleó como 

tampón de prehibridación y de hibridación el descrito por Church y Gilbert (1984) 

consistente en fosfato sódico 0,3 M pH 7,2, SDS 7 % (p/v) y EDTA 1 mM. La concentración de 

la sonda en la solución de hibridación fue aproximadamente 10
5
 dpm/mL. La temperatura 

empleada en ambas etapas fue de 68 ºC. El lavado de los filtros consistió en una incubación 

de 15 min a temperatura ambiente en 2 X SSC conteniendo SDS 0,1 %, seguido de una 

incubación de 30 min a 68 ºC con la misma solución. Finalmente se efectuó un último lavado 

de 30 min a 68 ºC en 0,1 X SSC conteniendo SDS 0,1 %. Las membranas se procesaron de la 

forma descrita anteriormente. Para la normalización de los valores relativos de acumulación 
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de cada mRNA se dividió la señal de hibridación de la banda por la obtenida utilizando como 

sonda el fragmento ribosómico del hongo.  

 

5. Obtención de células competentes y transformación 

 

5.1 Preparación y transformación de células quimio-competentes de E. coli 

 

Se inoculó 5 mL de LB con la cepa de E.coli DH5α y se incubó durante toda la noche a 37 ºC 

con agitación a 200 rpm. Al día siguiente se inocularon 2 matraces con 100 mL de medio LB 

precalentado a 37 ºC con 1 mL del precultivo y se incubó a 37 ºC con agitación hasta que la 

A600 alcanzó un valor de 0,3-0,4. Se incubaron los cultivos en hielo durante 15 min para 

detener el crecimiento y seguidamente se centrifugaron a 4500 rpm y 4 ºC durante 15 min, 

tras los cuales se descartó el sobrenadante y se resuspendieron las células con 30 mL de 

tampón Tf1 frío (RbCl 0,1 M, MnCl2 50 mM, KAc 30 mM, CaCl2 10 mM, Glicerol 15 %). Se 

volvió a centrifugar las células a 4500 rpm  15 min y a 4 ºC, se eliminó el  sobrenadante y se 

resuspendió el precipitado en 4 mL de Tf2 frío (RbCl 10 mM, CaCl2 75 mM, Glicerol 15 %, 

MOPS 10 mM). Finalmente se guardaron las células a -80 ºC en alícuotas de 100 µL en tubos 

de 1,5 mL previamente enfriados.  

 

Para la transformación se descongeló en hielo un alícuota de las células quimio-competentes 

guardadas a -80 ºC. A continuación se les añadió  la cantidad necesaria del DNA del plásmido 

y se dejó en hielo durante 30 min. Se incubó la mezcla en un baño de agua a 42 ºC durante 

45s y se transfirió directamente a hielo durante 1 min. Inmediatamente después del choque 

térmico se añadió 450 µL de medio SOC (Sambrook, 1989) y se incubó a 37 ºC durante 1 hora 

a 200 rpm para la recuperación de las células. Una vez pasado este tiempo se sembró en 

placas con medio LB conteniendo el antibiótico de selección y se incubaron a 37 ºC durante 1 

día. 

 

5.2 Preparación de células electro-competentes de E.coli 

 

Se inoculó 5 mL de LB con la cepa de E.coli DH5α y se incubó durante toda la noche a 37 ºC 

con agitación a 200 rpm. Al día siguiente se inoculó 1 matraz de 500 mL del mismo medio con 

2,5 mL del precultivo y se incubó a 37 ºC con agitación a 200 rpm hasta que la A600 alcanzó un 

valor de 0,5. A continuación se enfrió el cultivo en hielo durante 15 min y se transfirió a dos 

botellas estériles de 250 mL, que se centrifugaron 15 min a 3000 rpm y 4 ºC. Se descartó el 

sobrenadante y se resuspendió el precipitado en una pequeña cantidad de glicerol (10 % p/v) 

frío estéril. Una vez resuspendidas las células se unieron en una única botella de centrífuga 

con 250 mL de 10 % glicerol frío. Se volvió a centrifugar las células a 3000 rpm y 4 ºC  durante 

15 min y se descartó el sobrenadante. Se resuspendieron las células con 100 mL de glicerol al 

10 % y fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10 min y a 4 ºC. Tras eliminar el 

sobrenadante las células se lavaron en 2 mL de glicerol al 10 % durante 1 h y se prepararon 

alícuotas de 50 μl en tubos de 1,5 mL previamente enfriados a -20 ºC que se guardaron a        

-80ºC hasta su utilización.  
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Para la transformación se descongeló en hielo un alícuota de las células electrocompetentes 

guardadas a -80 ºC. A continuación se les añadió el DNA del plásmido y se traspasó en frío la 

mezcla a la cubeta de electroporación evitando la formación de burbujas. La electroporación 

se realizó con un aparato Gene Pulse II (Biorad) empleando las siguientes condiciones: 

Voltaje 2500 V; Capacitancia 25 µF; Resistencia 200 W. Inmediatamente después del pulso se 

añadió 450 µL de medio SOC (Sambrook, 1989) y se traspasó el contenido de la cubeta a un 

tubo de 1,5 mL que se incubó a 37 ºC durante 1 h a 200 rpm para la recuperación de las 

células. Una vez pasado este tiempo se sembró en placas con medio LB conteniendo el 

antibiótico de selección y se incubaron a 37 ºC durante 1 día. Tras la comprobación por PCR 

de las colonias seleccionadas, los clones positivos fueron crecidos en medio líquido LB 

suplementado con antibiótico y guardados como glicerinados a -80 ºC hasta su utilización. 

 

5.3 Preparación de células electro-competentes de A. tumefaciens 

 

Para el crecimiento de las cepas se utilizó LB más el antibiótico de selección de cada una de 

ellas. Para las cepas LBA4404 y EHA105 se empleó rifampicina a 20 μg/mL y para AGL-1 

rifampicina a 20 μg/mL y carbenicilina a 75 μg/mL. 

 

Se inoculó cada cepa en  5 mL de LB suplementado con antibióticos y se incubó toda la noche 

a 28 ºC y 150 rpm. Al día siguiente, se inocularon 2 matraces de 300 mL del mismo medio con 

1 mL del precultivo y se incubó a 28 ºC con agitación a 150 rpm hasta que la A600 alcanzó un 

valor de 0,5. Se enfriaron los cultivos en hielo durante 15 min y se centrifugaron 15 min a 

4500 rpm y 4 ºC. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 50 mL de 

agua estéril fría, se volvieron a centrifugar las células a 4500 rpm y 4 ºC  durante 15 min y se 

descartó el sobrenadante. Se lavaron las células con 25 mL de glicerol al 10 % durante 1 h y 

fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10 min y a 4 ºC. Tras eliminar el sobrenadante, las 

células se resuspendieron en 3 mL de glicerol al 10 % y  se prepararon alicuotas de 100 μl en 

tubos de 1,5 mL previamente enfriados a -20 ºC que se guardaron a -80ºC hasta su utilización.  

 

Para la transformación se descongeló en hielo un alícuota de las células electrocompetentes 

guardadas a -80 ºC. A continuación, y en condiciones de frío, se les añadió el plásmido y se 

traspasó la mezcla a la cubeta de electroporación evitando la formación de burbujas. La 

electroporación se realizó con un aparato Gene Pulse II (Biorad) empleando las siguientes 

condiciones: Voltaje 2500 V; Capacitancia 25 µF; Resistencia 200 W. Inmediatamente 

después del pulso se añadió 450 µL de medio SOC (Sambrook, 1989) y se traspasó el 

contenido de la cubeta a un tubo de 1,5 mL que se incubó a 28 ºC durante 1.5 horas a 200 

rpm para la recuperación de las células. Una vez pasado este tiempo se sembró en placas con 

medio LC conteniendo los antibióticos de selección de cada cepa más la que posee el vector y 

se incubaron a 28 ºC durante 2 días. Tras la comprobación por PCR de las colonias 

seleccionadas, los clones positivos fueron crecidos en medio líquido LC más antibióticos 

durante dos días y guardados como glicerinados a -80 ºC hasta su utilización. 
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6. Secuenciación 

 

El protocolo de secuenciación empleado está basado en el método de los 

didesoxinucleótidos (Sanger et al. 1977), utilizando el kit”BigDye® terminator v3.1 Cycle 

sequencing” (Applied Biosystems), que incorpora en una única mezcla todos los 

componentes necesarios para la secuenciación, excepto el DNA y el oligonucleótido. La 

separación electroforética se llevó a cabo en el servicio de secuenciación de ADN de la 

Universidad de Valencia (S.C.S.I.E, Valencia). Según la longitud del molde empleado se varió 

la cantidad del mismo en la reacción, para plásmido se utilizaron entre 20 y 60 ng y para 

fósmido entre 100 y 150 ngr.  

 

6.1 Análisis de secuencias 

 

Se utilizó el programa Seqtools 8.4 (http://seqtools.dk) para obtener las secuencias crudas 

desde los cromatogramas enviados desde el servicio de secuenciación. Estas secuencias 

fueron procesadas eliminando la parte de secuencia correspondiente al vector y los 

adaptadores antes de proceder a su análisis. Todo el procesamiento de secuencias y el 

análisis de agrupamientos fueron realizados con el mismo programa.  

 

Para la identificación de ESTs con alta similitud con genes de hongo se utilizaron los 

algoritmos de búsqueda de homologías BlastX y BlastN (Altschul et al. 1997) frente a  la base 

de datos no redundantes del NCBI (National Center of Biotechnology Information). Aquellas 

secuencias que presentaron elevada similitud con secuencias fúngicas  fueron putativamente 

asignadas como procedentes de P. digitatum, mientras que las que presentaban mayor 

similitud con secuencias de plantas fueron asignadas al fruto. La anotación de ontologías 

génicas de las ESTs se llevó a cabo con el programa Blast2go (Götz et al. 2008; 

http://www.blast2go.de/) asignándolas según el proceso biológico o la función molecular 

que desempeñan. 

 

7. Construcción de vectores 

 

Se han realizado varias construcciones con diferentes genes de interés para transformar 

P. digitatum vía A. tumefaciens como se indica en el apartado 10 de Materiales y Métodos de 

esta Tesis siguiendo la técnica “USER Friendly cloning” (Frandsen et al. 2008) que permite en 

un único paso de clonación integrar los dos fragmentos de DNA requeridos para la 

recombinación homóloga flanqueando el marcador de resistencia presente en el vector 

receptor. Esta técnica ha sido utilizada para la obtención de 7 construcciones con las que 

llevar a cabo el reemplazamiento por recombinación homóloga de 6 genes diferentes (pg1, 

pg2, pnl1, ris1, pacC y ku80) usando como vector el plásmido binario pRF-HU2 (Frandsen et 

al. 2008). Para el gen pacC se realizaron dos construcciones, una para la sobreexpresión de la 

proteína funcional y otra para el reemplazamiento del gen, mientras que para el resto de 

genes sólo se realizaron las construcciones necesarias para el reemplazamiento del gen y 

obtener transformantes deficientes en el mismo. Asimismo, se realizaron también dos 
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construcciones para la sobreexpresión de dos genes (pacC y egfp), usando el vector pRF-HUE 

mediante integración aleatoria en el genoma del hongo por recombinación no homóloga. 

 

7.1 Diseño de oligonucleótidos  

 

Las secuencias flanqueantes a cada uno de los genes que se pretendían eliminar fueron 

amplificadas usando 2 parejas de oligonucleótidos. La pareja O1-O2 para amplificar la región 

del promotor y la pareja A3-A4 para la región del terminador de todos los genes. En el caso 

de pacC se realizaron dos construcciones para obtener mutantes de deleción. En la primera 

construcción se empleó aproximadamente 1 kb de región promotora y terminadora. Como 

no se obtuvo ningún mutante de deleción se obtuvo una nueva construcción en la que se 

empleó aproximadamente 1.5 kb de las regiones promotoras y terminadoras. En la primera 

construcción se utilizaron las parejas de oligonucleótidos anteriormente expuestas y en la 

segunda se utilizaron las parejas D1-O2 y A3-D4 para las regiones del promotor y del 

terminador respectivamente. Además, en el caso del gen pacC se llevó a cabo una 

construcción para la expresión constitutiva de una forma activa de la proteína (PacC
c
), para lo 

cual se emplearon las parejas de cebadores C1-C2S para amplificar la región promotora y la 

pareja A3-D4 para la región terminadora, que fue común para ambas. Para la construcción de 

sobreexpresión de pacC sólo se utilizó la pareja de oligonucleótidos O3-C2S, que son los que 

amplifican la región codificante de la proteína funcional para su clonación a continuación del 

promotor del gen gpdA de A. nidulans presente en el vector pRF-HUE. Como molde se utilizó 

el DNA del fósmido obtenido según se describe en el apartado 3.7 de Materiales y Métodos 

para cada uno de los genes. 

 

Los oligonucleótidos específicos diseñados para cada uno de los genes incluyen una parte de 

la secuencia propia del gen más una extensión de 9 nucleótidos en el extremo 5’ 

correspondiente a secuencia del vector que finaliza con una 2-deoxiuridina, O1 = 

5´GGTCTTAAU, O2 = 5´GGCATTAAU, O3 = 5´GGACTTAAU, 04 = 5´GGGTTTAAU, A3 = 

5´GGACTTAAU, A4 = 5´GGGTTTAAU. Estas extensiones de los oligonucleótidos aseguran la 

direccionalidad en las reacciones de clonación  empleando los plásmidos de la serie pRF 

(Frandsen et al., 2008; Tabla 3). 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de las regiones promotoras y 

terminadoras de cada uno de los genes empleadas para la obtención de las 

construcciones de deleción. En el gen pacC también se incluyen los oligonucleótidos 

empleados para la expresión constitutiva y sobreexpresión. 

Oligonucleótido Secuencia 

RP-O1 5’- GGTCTTAAUTACCCGGGGATCCCACGTACAACGA 

RP-O2 5’- GGCATTAAUGCCAGGCGGGTTGAACTTCCGAAAA 

RP-A3 5’- GGACTTAAUGCGAAGCCGAAGGTGACATGCAACG 

RP-A4 5’- GGGTTTAAUTCCCGAGGCATATTTTGCAACTGTGGA 

  

PACC-O1 5’- GGTCTTAAUGGTGGTTACATATGTCCCAAGGTCA 



_________________________ Materiales y Métodos__________________________ 

 

- 70 - 
 

PACC-O2 5’- GGCATTAAUGATGCCAAGAAGCTTGGTCTGGAAT 

PACC-O3 5’- GGACTTAAUGACGGAGAACCATACCCCTTCTA 

PACC-O4 5’- GGGTTTAAUATATCCTCGCTTACGGTCATAAGG 

PACC-A3 5’- GGACTTAAUCATATCTCGGAGAGTCTGATTGACC 

PACC-A4 5’- GGGTTTAAUTACTCAGGGACGTGCTCAGTTTTAC 

PACC-C1 5’- GGTCTTAAUTTTTCTGGGCAAAGGCTCGGCTCCT 

PACC-C2S 5’- GGGTTTAAUTTAGCGACGATCGTCGTGGTCATAC 

PACC-D1 5’- GGTCTTAAUACCTCCGCCGAACTCCAGCGTGAAT 

PACC-D4 5’- GGGTTTAAUGAAAATCCATCCAATCGCCCTCGCCCTA 

  

PGI-O1 5’- GGTCTTAAUGCCCCACTGGTCGATCCTAACCTTCCA 

PGI-O2 5’- GGCATTAAUTGGGGGTTGACGCTTGCATAACAGAGC 

PGI-A3 5’- GGACTTAAUGCCAGCGATCAAATGGTGAACACCAAAC 

PGI-A4 5’- GGGTTTAAUAAGCGTCTGCGTGGTGGTGTGCAGT 

  

PGII-O1 5’- GGTCTTAAUTGCGTGGTCTGTGGGGTGGTCGTTT 

PGII-O2 5’- GGCATTAAUTGGGTGCCGGTGTTCAATCCAGTCA 

PGII-A3 5’- GGACTTAAUTTTGACTCCTTGCTGGCCGGGCTTG 

PGII-A4 5’- GGGTTTAAUTCCGCTCGTGAACAGGAGCACGTTG 

  

PL-O1 5’- GGTCTTAAUTACACTATCCCCAAGCCCCGGCGTA 

PL-O2 5’- GGCATTAAUGGGCTTTGTTACCGCCATTCGATCTCC 

PL-A3 5’- GGACTTAAUTCGGGGCAATTGCTTCGCTACACCA 

PL-A4 5’- GGGTTTAAUGCCGACCTAACTTTAGGGGCACCCAGTT 

  

KU-O1 5’- GGTCTTAAUTTGAGGTCGCGTCGGTGTCTGAACA 

KU-O2 5’- GGCATTAAUACCACACCAACAGTGGCCGTCTTGC 

KU-A3 5’- GGACTTAAUCGGAGGGAGCTGTGGTGGTTTGTGA 

KU-A4 5’- GGGTTTAAUTGCCCGTCTTACTTCACCGCAATGG 

  

EGFP-O3 5’- GGACTTAAUGGTGAGCAAAGGGCGAGGTGT 

EGFP-O4 5’- GGGTTTAAUTTACTTGTACAGCTGGTCCATGCC 

  

 

 

Además de los oligonucleótidos utilizados para obtener cada construcción también se 

emplearon los oligonucleótidos RF-1, RF-2 y RF-3 para verificar la correcta orientación de 

todas las construcciones (Tabla 4). 
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       Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para verificar las construcciones. 

Oligonucleótido Secuencia 

RF-1 5’- AAATTTTGTGCTCACCGCCTGGAC 

RF-2 5’- TCTCCTTGCATGCACCATTCCTTG 

RF-3 5’- TTGCGTCAGTCCAACATTTGTTGCCA 

 

 

7.2 Preparación de vectores 

 

7.2.1 Linearización de los vectores 

 

Los vectores pRF-HU2 y pRF-HUE (Figura 6) se encuentran como plásmido de bajo número de 

copias en E. coli. El protocolo requiere unos 10 µg de vector, por lo que se hace necesaria 

una extracción de DNA plasmídico a gran escala como se indica en el apartado 3.6.1 de 

Materiales y Métodos. 

 

 

 
 

 

 

Figura 6. Representación esquemática de los vectores pRF-HU2 y pRF-HUE. (A) pRF-HU2, (B) 

pRF-HUE (Frandsen et al. 2008). 

 

 

Una vez se obtuvo la cantidad suficiente de los vectores, el DNA se digirió con 70 unidades de 

la enzima de restricción PacI (New England Biolabs) incubando toda la noche a 37 ºC en un 

volumen total de 300 µL. Al siguiente día se añadió 20 unidades más de PacI y 40 unidades de 

la enzima Nt.BbvCI (New England Biolabs), y se incubó durante 1 h a 37 ºC. PacI es una 
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endonucleasa que produce extremos cohesivos dejando 2 pb libres y Nt.BbvCI, únicamente 

corta en una de las dos cadenas de DNA eliminando 7 pb más, por lo tanto, se genera en el 

vector extremos cohesivos compatibles con el fragmento amplificado por PCR con los 

oligonucleótidos diseñados. Para verificar la digestión de los vectores se realizó un gel de 

electroforesis en gel de agarosa.  

 

Una vez verificadas las digestiones, se procedió a la purificación de los plásmidos con el “High 

Pure PCR Product Purification kit” (Roche), resuspendiendo el DNA en un volumen final de 

100 µL. Se cuantificaron las muestras mediante espectrofotometría usando un equipo 

Nanodrop (ND-1000 Thermo Scientific). 

 

7.2.2 Reacción de clonación USER 

 

La técnica de clonación USER (uracil-specific excision reagent) Friendly (New England Biolabs) 

permite la clonación direccional de los productos de PCR, independientemente de que éste 

contenga sitios de restricción y de DNA ligasa. 

 

Utilizando los oligonucleótidos diseñados para cada uno de los genes se amplifican los 

fragmentos de interés para unirlos al vector correspondiente. Para la amplificación de 

regiones codificantes se empleó la DNA polimerasa PfuTurbo Hotstart (Stratagene) según las 

recomendaciones del fabricante. Esta polimerasa posee actividad exonucleasa 3’-5’ y puede 

amplificar fragmentos que contienen uracilo. Para la amplificación de regiones promotoras y 

terminadoras se empleó la DNA polimerasa EcoTaq (Ecogen) que no posee actividad 

exonucleasa 3’-5’. Los fragmentos amplificados fueron verificados mediante un gel de 

agarosa. 

 

En un volumen final de 25 µL se añadió 150 ngr de cada uno de los fragmentos amplificados 

por PCR y 200 ngr del vector linearizado junto con 1 µL de la mezcla de la enzima USER, la 

reacción se incubó a 37 ºC durante 20 min seguida de otros 20 min a 25 ºC en el 

termociclador. 

 

7.2.3 Transformación  

 

Una vez terminada la fusión de los fragmentos de DNA y el vector se utilizaron 10 µL de la 

mezcla para transformar E. coli. La transformación se hizo según el protocolo de choque 

térmico y no por electroporación, ya que ésta podría disociar los fragmentos unidos no 

covalentemente. Los transformantes se seleccionaron en placas de LB con kanamicina (25 

µg/mL). 

Al siguiente día se analizaron 10 colonias mediante PCR usando los oligonucleótidos 

utilizados para la amplificación de los fragmentos del gen y los oligonucleótidos diseñados 

que se encuentran dentro del vector, como son RF-1, RF-2 y RF-3, cuya secuencia se describe 

en el apartado 7.1. Para la comprobación de los insertos en las construcciones realizadas con 

el vector pRF-HU2 se utilizaron los oligonucleótidos O1 de cada gen y el cebador RF-2 para el 

fragmento correspondiente a la región promotora y la combinación A4-RF1 para el 
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fragmento del terminador. Para la construcción en el vector pRF-HUE, en la que sólo se 

introduce un fragmento, se utilizó la combinación de oligonucleótidos O4-RF3. 

Los clones positivos fueron crecidos en 10 mL de medio LB suplementado con 25 µg/mL de 

kanamicina e incubados a 37 ºC. Se purificaron los plásmidos y se secuenciaron los sitios de 

inserción de los fragmentos introducidos empleando los oligonucleótidos RF-1, RF-2 y RF-3 

para asegurarnos la correcta orientación de los insertos así como que los puntos de unión 

entre el vector y los fragmentos eran los correctos. Una vez seleccionado el plásmido 

correcto se introdujo en A. tumefaciens mediante electroporación para la posterior 

transformación de P. digitatum. 

 

8. Construcción del plásmido pRF-HU2Fle 

Debido a la necesidad de tener un segundo marcador de selección para P. digitatum se 

hicieron pruebas de resistencia a fleomicina (Invivogen) en dos medios de crecimiento 

diferentes y a varias concentraciones del antibiótico. Se utilizó PDA e YPD (10 g/L extracto de 

levadura, 20 g/L peptona, 2 g/L glucosa, 2 g/L agar). Se probaron 4 concentraciones de 

fleomicina (100, 50, 25 y 10 μg/mL) y cantidades diferentes de conidios del aislado Pd1 de 

P. digitatum (10
8
, 10

6
 y 10

4
 conidios/mL). 

Una vez comprobado que se podía utilizar fleomicina como marcador de selección para P. 

digitatum se procedió a introducir el gen de resistencia a fleomicina, obtenido del plásmido 

pUG66 (European Saccharomyces Cerevisiae Archive for Functional Analysis. http://web.uni-

frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/), sustituyendo el casete de resistencia a higromicina 

presente en el plásmido pRF-HU2. En el plásmido pUG66 el  gen de resistencia a fleomicina 

proviene del transposón Tn5 y su expresión está controlada por el promotor y terminador del 

gen tef (Translation Elongation Factor) de Ashbya gossypii. 

Para eliminar el casete de resistencia a higromicina del plásmido pRF-HU2 se digirió el mismo 

con las enzimas BamHI y ClaI. El casete de resistencia a fleomicina se amplificó con los 

oligonucleótidos Ble-A1 (TCAGCGGGCCCATCGTAGGTCTAGAGATCTGTTTAGCT) y Ble-S1 

(ACTAGTCGGGGGATCCGAAGTTATATTAAGGGTTCTCG). Estos oligonucleótidos incluyen 15 

nucleótidos en los extremos 5’ que son idénticos a la secuencia del vector donde deben 

insertarse (marcados en rojo). El cebador Ble-A1 posee los 15 nucleótidos del vector pRF-HU2 

donde corta ClaI más 23 nucleótidos del promotor del gen tef presente en el plásmido pUG66 

y Ble-S1 posee 15 nucleótidos del vector pRF-HU2 donde corta BamHI más 23 nucleótidos del 

terminador del gen tef del plásmido pUG66. 

 

Una vez digerido el vector se procedió a amplificar el fragmento de pUG66 que contiene el 

marcador de fleomicina con los oligonucleótidos Ble-A1 y Ble-S1 usando para ello la DNA 

polimerasa Pfu Turbo Hotstart (Stratagene) de alta fidelidad siguiendo las recomendaciones 

del fabricante. Se purificó el fragmento amplificado con el kit “High Pure PCR Product 

Purification Kit” (Roche) y se unió con el vector digerido empleando el “In-Fusion Dry-Down 

PCR Cloning kit” (Clontech) según las instrucciones del fabricante. El plásmido obtenido se 

empleó para obtener mutantes de P. digitatum deficientes en el gen ku80 y resistentes a 
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fleomicina, de forma análoga a cómo se describe en el apartado 10 para la obtención de 

mutantes deficientes en ku80 y resistentes a higromicina. 

 

9. Construcciones de RNA interferente 

 

Para la obtención de las construcciones para el silenciamiento génico mediante RNA 

interferente se utilizaron como base los vectores pJK11 y pJK4 (Fitzgerald, 2003) (Figura 7). 

Se han construido dos nuevos vectores partiendo como base del plásmido pJK4, a los que se 

les denominó pKMP1 y pKMP2. La necesidad de la creación de los plásmidos pKMP1 y pKMP2 

es debida a que dentro del casete del gen de resistencia a higromicina del plásmido pJK4, la 

parte del terminador posee también parte del gen ASS (arginato succinato sintasa) de B. 

cinerea, lo que produce que, al igual que los fragmentos de las secuencias repetidas de los 

genes de interés, este gen que está muy conservado en diferentes hongos también vea 

reducida su expresión, produciendo mutantes auxótrofos que tendrán alterada su capacidad 

infectiva, por lo tanto, los resultados obtenidos no reflejarán la verdadera función de 

nuestros genes de interés.  

 

 

 
 

Figura 7. Representación esquemática de los vectores utilizados para las construcciones de 

RNA interferente. (A) pJK11, (B) pJK4 (Fitzgerald, 2003). En color verde sobre el vector pJK4 

se muestran los sitios de corte HindIII y XbaI. 

 

Para la construcción del plásmido pKMP1 se diseñaron los oligonucleótidos PH-1 y PH-2 

(Tabla 5) con los que se amplificó tanto el promotor como el gen de resistencia a higromicina 

desde el plásmido pJK4. Después de la purificación de los productos de amplificación, estos 

fueron digeridos con EcoRI y XbaI. Los oligonucleótidos T-GPD3 y T-GPD4 (Tabla 5) fueron 

diseñados para amplificar el terminador del gen gpd a partir de DNA genómico de F. 

oxysporum. El producto de la amplificación fue purificado y digerido con EcoRI y HindIII. Estos 

dos fragmentos fueron ligados en el plásmido pJK4, previamente digerido con HindIII y XbaI, 

creando pKMP1. 

 

Para obtener el plásmido pKMP2 se aisló un fragmento de 1,2 Kb del plásmido pUG66 

conteniendo el gen de resistencia a fleomicina y las secuencias control del mismo (promotor 
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y terminador) usando las enzimas de restricción HindIII y SacI. Este fragmento fue ligado en el 

plásmido pJK4 digerido con las mismas enzimas HindIII y SacI para eliminar el casete de 

higromicina, creando el nuevo plásmido pKMP2. 

 

El plásmido pJK11 está diseñado para la construcción de las repeticiones invertidas de los 

genes diana. pJK11 contiene un fragmento de promotor del gen gpdA de Glomerella 

cingulata y un fragmento del terminador trpC de A. nidulans, separados por sitios únicos de 

restricción EcoRI y HindIII, donde se insertan las repeticiones invertidas. Los fragmentos de 

las secuencias repetidas “hairpin” se crean a partir de las regiones codificantes de los genes 

mediante PCR. Los oligonucleótidos son diseñados para crear un bucle en la hebra sentido. 

Tras la amplificación, el producto sentido es purificado y digerido con HindIII y BamHI. La 

región antisentido es purificada y digerida con EcoRI y BamHI. Los fragmentos sentido y 

antisentido aislados son entonces ligados en el plásmido pJK11 digerido con EcoRI y HindIII.  

 

El fragmento de las secuencias “hairpin” junto con el fragmento de promotor del gen gpdA 

de G. cingulata y el fragmento del terminador trpC de A. nidulans son digeridos y ligados en 

el plásmido pJK4, que es un plásmido binario, previamente digerido con las mismas enzimas 

de restricción. Este plásmido contiene el gen de resistencia a higromicina como marcador de 

selección para los transformantes.  

 

  Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados para la construcción del plásmido pKMP1. 

pKMP1 Secuencia Oligonucleótidos 5'-3' Tm 
Sitio de 

restricción 

PH-1 GAGAGATCTAGAACCATCAAAGTCGTATAGCTACCAGT 56 XbaI 

PH-2 GAGAGAGAATTCTTCGAGATCAACGTGGGCGG 56 EcoRI 

T-GPD3 GAGAGAGAATTCGCGTAGAGCGCTCAAGAGGC 58 EcoRI 

T-GPD4 GAGAGAAAGCTTCTATGGCCGAAAAGGGGTTGCT 57 HindIII 

 

 

10. Transformación de P. digitatum mediante A. tumefaciens 

 

En esta Tesis se ha puesto a punto un método de transformación de P. digitatum usando A. 

tumefaciens. Se han utilizado tres cepas diferentes de A. tumefaciens que han sido descritas 

en la bibliografía cómo útiles para la transformación de otros hongos filamentosos. Las cepas 

utilizadas han sido LBA4404, EHA105 y AGL-1. 

 

10.1 Transformación  de P. digitatum mediada por A. tumefaciens 

 

Una colonia individual de la cepa de A. tumefaciens conteniendo el plásmido de interés se 

inoculó en medio LC (Hooykaas, 1977) líquido conteniendo los antibióticos apropiados y se 

incubó a 28 ºC y 200 rpm durante un día. Se centrifugó una alícuota de 1,5 mL del cultivo a 
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2400 × g durante 5 min. Se descartó el sobrenandante y tras un lavado con un volumen de 

medio de inducción IM (Hooykaas, 1979) las células se resuspendieron a una A600 de 0,15 en 

medio de inducción (IM) suplementado con acetosiringona (AS) 200 µM. Este cultivo fue 

incubado a 28 ºC y 200 rpm hasta que la A600 alcanzó un valor entre 0,7 y 1,0. Los conidios de 

P. digitatum fueron obtenidos como se indica en el apartado 1.2.1 de Materiales y Métodos, 

pero antes de ser cuantificados fueron lavados dos veces con medio de inducción IM y 

ajustados a la concentración requerida con medio IM suplementado con AS. 

 

A continuación, se mezcló un volumen de suspensión de conidios a la concentración 

requerida con un volumen de células de A. tumefaciens. Seguidamente, la mezcla fue 

sembrada sobre filtros de nitrocelulosa (0,45 µm de poro y 45 mm de diámetro) previamente 

colocados en placas conteniendo IM (con glucosa a 5 mM en vez de 10 mM) y tras una co-

incubación a 24 ºC durante 3-4 días, los filtros fueron transferidos a placas de PDA 

conteniendo higromicina (100 μgr/mL), para la selección de transformantes, y cefotaxima 

(200 μgr/mL), para inhibir el crecimiento de A. tumefaciens. Los presuntos transformantes, 

que fueron visibles a partir de los 4-5 días de incubación, fueron traspasados a medio PDA 

con higromicina e incubados a 24 ºC hasta que esporularon.  Entonces se procedió a inocular 

los conidios con la ayuda de un palillo estéril en medio GPY líquido con higromicina con el fin 

de obtener más biomasa para la extracción de DNA. También se llevó a cabo la obtención de 

aislados monospóricos mediante siembra por triple estría en placas de PDA conteniendo 

higromicina (100 μgr/mL). Una vez crecidos y esporulados, estos aislados monospóricos 

fueron guardados a -80 ºC como suspensión de conidios en glicerol al 25 %. 

 

10.2 Estabilidad mitótica de los transformantes 

 

Para determinar la estabilidad mitótica del T-DNA insertado en los transformantes, varios 

presuntos transformantes fueron sembrados en placas de PDA durante 8 generaciones 

sucesivas (7 días por cada generación) en ausencia de higromicina, y tras estos pases una 

dilución de los transformantes fueron sembrados en placas tanto de PDA con higromicina 

(100 μgr/mL) como en PDA sin antibiótico e incubados a 24 ºC. La estabilidad mitótica se 

determinó como la proporción de colonias que crecen en presencia de higromicina respecto 

a las que lo hacen en medio no selectivo.  

 

11. Construcción de una genoteca sustractiva de cDNA enriquecida en genes de 

P. digitatum inducidos durante la infección de frutos cítricos. 

 

11.1 Hibridación sustractiva mediada por PCR supresiva (SSH) 

 

Tanto la síntesis de cDNA como el procedimiento del SSH (Diatchenko et al. 1996) fueron 

llevados a cabo usando el kit “PCR-Select
TM 

cDNA Subtraction” (Clontech. Palo Alto, CA, USA) 

conforme al protocolo que indica el fabricante. Se usó una mezcla de RNAs de fruto herido e 

inoculado con agua a las 72 h tras la inoculación y de hongo crecido en medio PDB durante 

72 h como muestra “driver” y RNA de tejido de fruto infectado con P. digitatum 72 h tras la 

inoculación de los frutos como muestra “tester”. Un microgramo de RNA poly(A)
+
 de las 
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muestras de “tester” y “driver” fueron utilizados para la síntesis de cDNA. Las muestras de 

cDNA de “tester” y “driver” fueron primero digeridas con la enzima de restricción RsaI, que 

produce fragmentos de cDNA con extremos romos. Los fragmentos de cDNA de la muestra 

“tester” se  dividieron en dos alícuotas iguales y cada una se ligó con un adaptador diferente, 

resultando en dos poblaciones “tester” de cDNA. Una pequeña cantidad de cada una de 

estas dos poblaciones se hibridó con un exceso de “driver”. Las dos muestras de esta primera 

hibridación fueron entonces combinadas entre sí añadiendo una cantidad extra de cDNA 

“driver”. Se realizó una PCR inicial usando un único cebador que está presente en el extremo 

5’ de los dos adaptadores. A continuación,  se llevó a cabo una segunda PCR usando como 

cebadores dos oligonucleótidos “nested” presentes en el extremo 3’ de los adaptadores. Los 

fragmentos de cDNA sustraídos fueron purificados usando el kit comercial “High Pure PCR 

Product Purification kit” (Roche, Barcelona, Spain) como indica el proveedor y fueron 

entonces ligados al vector de clonación pCRII (Invitrogen). Una alícuota de la mezcla de 

ligación se usó para transformar células competentes de E. coli (DH5α) por electroporación. 

La selección de clones se realizó en placas de LB suplementado con carbenicilina (100 

μgr/mL) y 80 μL de X-Gal (20 mg/mL). 

 

Los plásmidos fueron purificados con el kit “GeneElute Plasmid Miniprep” (Sigma, St. Louis, 

MO, USA) y secuenciados con el primer SP6 (5' GATTTAGGTGACACTATAG 3') y el kit “BigDye 

terminator” (Applied Biosysntems, USA) por el servicio de secuenciación del IBMCP (UPV-

CSIC, Valencia, Spain). Se secuenciaron un total de 328 clones. 

 

11.2 Elaboración e hibridación de una macromatriz de cDNA 

 

Partiendo de la genoteca sustraída previamente creada, denominada PDS, se realizó un 

análisis de expresión génica mediante el empleo de un macromatriz de cDNA. Esta genoteca 

está enriquecida en genes de P. digitatum que se expresan más abundantemente durante la 

infección de frutos cítricos que durante el  crecimiento del hongo en medio de cultivo. A 

partir de esta genoteca se amplificó por PCR el inserto presente en 1440 clones 

seleccionados al azar. Los productos de PCR fueron impresos en una macromatriz de nailon 

formada por 16 placas de 96 clones, distribuidos en 12 columnas y 8 filas, por el Laboratorio 

de Chips de DNA de la Universitat de València. En la macromatriz se añadieron además 96 

controles de amplificación, impresión y expresión génica conocida. Una de las 16 placas 

contenía todos los controles para su distribución homogénea por toda la matriz. Cada 

macromatriz conteniendo 1536 puntos fue hibridada con muestras de cDNA marcadas con 
33

P derivadas de RNA total de tejido de fruto infectado a los 3 días después de la inoculación 

y P. digitatum crecido durante 3 días en PDB. Se hibridaron 3 réplicas biológicas 

independientes. 

 

Para la hibridación de las macromatrices se sintetizó cDNA a partir de 20 µg de RNA total por 

transcripción reversa. Se añadió al RNA 1,5 µL del cebador “anchored” oligo (dT) 20 (2,5 

µg/µL) (Invitrogen), se incubó a 70 ºC durante 5 min, y se transfirió a hielo. Posteriormente se 

añadió 6 µL de tampón 5X de primera hebra, 1,5 µL de ditiotreitol (DTT) 0,1 M (Invitrogen), 

1,5 µL de una mezcla de dNTPs (16 mM cada dATP, dGTP, dTTP y 100 µM el dCTP) (Sigma), 
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4,5 µL de [α
33

P] dCTP (10 mCi/µL), 1 µL de inhibidor de ribonucleasas (10 U/µL) (Invitrogen) y 

2 µL de Superscript III reverse transcriptase (400 U) (Invitrogen). La incubación tuvo lugar 

durante 120 min a 50 ºC y luego se detuvo la reacción mediante incubación a 70 ºC durante 

15 min. El RNA se degradó mediante lisis alcalina añadiendo 3,5 µL de NaOH 3 N e incubando 

a 70 ºC durante 15 min. El pH se neutralizó con 10 µL de Tris-HCl 1 M pH 7,4 y 10,5 µL de HCl 

1N en un volumen final de 54 µL. La eliminación del [α
33

P] dCTP no incorporado se realizó 

mediante el kit de purificación “Microspin S-300HR Columns” (Amersham). El 
33

P incorporado 

en las muestras fue cuantificado con un contador de centelleo líquido. La concentración final 

de cada cDNA fue ajustada a 3 x 10
6 

cpm/mL con TE. 

 

La hibridación de la macromatriz y la posterior eliminación de la sonda radiactiva para 

reutilizar la membrana se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito por Alberola et al. 

(2004). Después de la hibridación, las membranas se lavaron una vez con 50 mL de 2 X SSC y 

SDS 0,1 % (p/v) a 65 ºC, y posteriormente dos veces con 50 mL de 0,2 X SSC, SDS 0,1 % (p/v) 

durante 30 min a 65 ºC. Tras el último lavado los filtros se envolvieron en film de plástico 

transparente y se expusieron 2 días con una pantalla“BAS MP 2040 Imaging Plate” (Fuji 

Photo Film Co., LTD). El densitometrado de la imagen se realizó con un equipo FLA-3000 (Fuji 

Photo Film Co., LTD).  

 

11.3 Análisis de las hibridaciones de las macromatrices 

 

Para la cuantificación de la señales de hibridación de las macromatrices se utilizó el programa 

ArrayVsion 7,0 (Imaging Research, Inc., GE Healthcare Europe, Barcelona, Spain). La 

intensidad de la señal de cada punto fue estimada como la densidad de ARM (Artifact 

Removed Median) una vez sustraído el ruido de fondo. Solamente los valores superiores a 

1,3 veces el ruido de fondo local y que presentasen al menos señal de hibridación en 2 de las 

3 réplicas fueron tomados como medidas válidas. El análisis estadístico fue llevado a cabo 

con el programa ArrayStat (Imaging Research, Inc.). La normalización se llevó a cabo entre las 

diferentes condiciones usando la mediana global de los valores. Para identificar qué clones 

de cDNA presentan expresión diferencial entre las condiciones analizadas se utilizó el “z-test” 

para dos condiciones independientes. Este test nos da como resultado el estadístico “valor-

Z” que se calcula como la diferencia entre las medidas dividida por el error estándar. Se 

utilizó la corrección de falsos positivos (FDR) al 5 % (valor nominal alfa de 0,05). Esto implica 

que hay una probabilidad del 5 % de que clones que se asignen como diferenciales, 

realmente no lo sean (Benjamini y Hochberg, 2000). Este tipo de corrección permite abordar 

el problema de las comparaciones múltiples de un modo diferente a las técnicas Bonferroni 

(Bland y Altman, 1995). Es un método menos restrictivo, y por lo tanto permite detectar 

mayor cantidad de diferencias biológicas dentro de los datos. 
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12. Construcción de una  genoteca de DNA genómico de P. digitatum 

 

Para la construcción de la genoteca se utilizó el “CopyControl™ HTP Fosmid Library 

Production kit” (EPICENTRE Biotechnologies), que permite clonar fragmentos de DNA de 

aproximadamente 40 kb en el fósmido pCC2FOS. 

 

En primer lugar se procedió a fragmentar el DNA para obtener una distribución de 

fragmentos de alrededor de 40 kb, ya que éste es el tamaño óptimo que admite el fósmido 

empleado. Si los fragmentos son mayores el fósmido resultante no es empaquetado 

eficazmente, y si son menores se corre el riesgo de obtener concatémeros. Para cizallar el 

DNA se empleó una punta de micropipeta de 200 µL y se pipeteó el DNA 75 veces.  

 

Para purificar los fragmentos de DNA del tamaño deseado el DNA cizallado se resolvió en un 

gel de agarosa al 1 % (SeaKem gold Agarose, Cambrex) mediante electroforesis en campo 

pulsante en presencia de tampón 0,5 X TBE y empleando el equipo CHEF-DR III (Bio-Rad 

Laboratories). Se cargaron 150 µg de DNA y se realizó la electroforesis con las siguientes 

condiciones: temperatura de 14 ºC,  velocidad de 6 V/cm, ángulo de 120 º, con un tiempo de 

variación de rampa de 10-40 s. La electroforesis duró 16 h. Como marcadores de tamaño 

molecular se empleó DNA del fago lambda linearizado, que tiene 48,5 kb, y el fósmido 

control presente en el kit, que tiene un tamaño de 36 kb. 

 

Se cortó el trozo de gel situado entre los dos marcadores y se incubó a 70 ºC durante 10-15 

min para disolver la agarosa. A continuación, se añadió 2 µL de la enzima GELasa 50x del kit 

por cada 100 µL de muestra y se incubó a 45 ºC durante 3 h. La enzima se inactivó mediante 

incubación a 70 ºC durante 10 min. Después de enfriar 5 min en hielo se centrifugó 20 min a 

9500 rpm. El DNA se precipitó añadiendo 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5,2) 

y 2,5 volúmenes de etanol 100 %. Tras incubar 40 min a -80 ºC se centrifugó 20 min a 9500 

rpm. El precipitado se lavó dos veces con 350 µL etanol frío al 70 %. Finalmente el DNA se 

resuspendió con 45 µL de TE. 

 

A continuación se procedió a la reparación de los extremos de los fragmentos de DNA para 

dejarlos romos utilizando los componentes proporcionados en el kit. Tras fenolizar y 

precipitar de nuevo el DNA, se cuantificó el mismo con el fluoróforo picogreen. Finalmente, 

se procedió a ligar 0,25 µg de DNA genómico con 0,5 µg del fósmido linearizado pCC2FOS 

suministrado en el kit en un volumen de 10 µL. La mezcla se incubó 3 h a temperatura 

ambiente y luego se inactivó la DNA ligasa incubando 10 min a 70 ºC.  

 

Para el empaquetamiento de los fósmidos resultantes de la ligación se empleó la cepa de E. 

coli EPI300 suministrada con el kit y el extracto de empaquetamiento “MaxPlax Lambda 

Packaging Extracts” (Epicentre Biotechnologies) siguiendo las instrucciones del proveedor. 

Una vez terminado el empaquetamiento se añadió 150 µL de tampón PDB (Phage Dilution 

Buffer) y 5 µL de cloroformo, para evitar el crecimiento microbiano, y se guardó a 4 ºC. Una 

alícuota de 10 µL de los fósmidos empaquetados se empleó para transfectar la cepa de E. coli 

EPI300. Finalmente se sembraron distintas diluciones en placas con medio LB suplementado 
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con cloranfenicol a 12,5 µg/mL, que se incubaron toda la noche a 37 ºC con el fin de titular la 

genoteca. Una vez titulada se repitió el procedimiento con una dilución apropiada para 

obtener aproximadamente 500 clones por placa. Las colonias de cada placa se recogieron 

con 3 mL de glicerol al 20 % y se guardaron a -80 ºC. 

 

Para la comprobación de la genoteca se purificaron los fósmidos de 5 clones elegidos al azar 

según se describe en el apartado 3.7.2. Se digirieron las muestras de DNA con la enzima de 

restricción BamHI. Esta enzima corta a ambos lados del sitio de clonación del fósmido. La 

estimación del tamaño del fragmento de DNA insertado en cada fósmido se llevó a cabo 

mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0,6 % utilizando como marcadores de 

tamaño DNA lineal del fago lambda, DNA del fago lambda digerido con la enzima de 

restricción HindIII y el patrón de tamaños “1 kb plus DNA ladder” (Invitrogen). Los fósmidos 

analizados deben presentar una banda común correspondiente al fósmido y la suma del 

resto de bandas debería estar comprendida  entre 35 y 50 kb. 

 

13. Secuenciación de genes de interés desde la genoteca de DNA 

 

A partir de 20 de los tubos de la genoteca se procedió a la inducción de la multiplicación del 

fósmido, ya que éste se encuentra en copia única dentro de cada célula. Para ello, se inoculó 

1,5 mL de un cultivo de 12 h en 10 mL de LB suplementado con cloranfenicol (12,5 µg/mL) y 

con 10 µL de la solución de Inducción CopyControl 1000X del kit. Siguiendo las instrucciones 

del fabricante se dejó 5 h a 37 ºC en agitación y manteniendo una buena aireación de los 

cultivos. A continuación se centrifugaron las células y se extrajo el DNA por el método de 

ebullición como se describe en el apartado 3.7.2 de Materiales y Métodos. 

 

13.1 Cribado de la genoteca 

 

Una vez obtenido el DNA de los clones presentes en los veinte tubos se procedió a diseñar 

oligonucleótidos para cada uno de los genes de interés para poder hacer el cribado de la 

genoteca. Partiendo de la secuencia obtenida de los clones de la genoteca sustractiva se 

diseñaron oligonucleótidos para los genes que codifican putativamente una endoglucanasa 

(egl1, PDIP_65210), una proteína Rieske (ris1, PDIP_10140). De la genoteca sustractiva 

también se identificaron dos genes que codifican poligalacturonasas y una pectin liasa, cuya 

secuencia era idéntica a las de otros clones obtenidos anteriormente en el laboratorio en la 

generación de otras genotecas. Cómo estos últimos poseían una secuencia mayor, se 

emplearon estos últimos clones para el diseño de los oligonucleótidos. Para el gen pg1 se 

empleó la secuencia del clon C06016G09, para el gen pg2 el clon C34110E09 y para el gen 

pnl1 el clon C34104G01 (Tabla 6).    

 

El gen ku80 no fue aislado de la genoteca sustractiva. Para la clonación del mismo se 

diseñaron oligonucleótidos degenerados basados en la comparación de las secuencias de las 

proteínas Ku80 de los hongos filamentosos más cercanos a P. digitatum que poseen el 

genoma secuenciado, como son A. fumigatus, A. oryzae y P. chrysogenum. Para el gen pacC 

se diseñaron los oligonucleótidos basándonos en una secuencia obtenida previamente en el 
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laboratorio que se obtuvo de la misma manera que con el gen  ku80, amplificando parte del 

gen con oligonucleótidos degenerados. 

 

 Tabla 6. Oligonucleótidos empleados para el cribado de cada uno de los genes. 

Gen Oligonucleótido Secuencia Longitud (pb) 

egl1 
A1 CGAAGTAAATCGAGAAGAAAG 21 

S1 GTCAAGCAGAACCCATTC 18 

ku80 
A1 TCCARAGGWGGRAAMCGATA 20 

S1 GARTGGGYCATGSARTATGT 20 

pg1 
A1 CGATGTTGGACAGCTTGA 18 

S1 AACTCTGGCTCGAACATC 18 

pg2 
A1 CTCGGCACACAGAATGTA 18 

S1 CGAGAACTGCAACATCAA 18 

pnl1 
A1 TAGTGCTGACGACCAATG 18 

S1 CGAGGAGCTGGTCTCTTA 18 

pacc 
A1 TGAGAGCCACCAGGGCTGTA 20 

S1 AAGACCCATGCGGACGACTC 20 

ris1 
A1 GTTCCTTGTCGAAGTTGC 18 

S1 GGAAATTCCCAAATCCTC 18 

 

 

Una vez diseñados todos los oligonucleótidos se procedió a hacer una PCR con los mismos 

usando como molde el DNA obtenido de cada uno de los 20 tubos, en los que cada uno 

posee aproximadamente unos 500 clones. Al visualizar los resultados en geles de agarosa al 1 

% se eligió un tubo que fuese positivo. Se inoculó entonces 5 µL del stock de -80 ºC del tubo 

positivo para cada uno de los genes en 1 mL de medio LB suplementado con cloranfenicol 

(12,5 µg/mL). De este cultivo se sembraron diluciones seriadas en placas de LB con 

cloranfenicol (12,5 µg/mL), que se incubaron a 37 ºC hasta el día siguiente. De una dilución 

apropiada se seleccionaron 400 clones que se distribuyeron en 20 grupos de 20 clones cada 

uno resuspendiéndolos en 100 µL de agua estéril. Se realizó una nueva PCR con los mismos 

oligonucleótidos partiendo ahora de colonias directamente como molde. De estos 20 grupos 

se seleccionó uno de los tubos positivos y se realizó la misma operación. En una tercera 

ronda se resuspendieron 20 colonias individuales en 20 tubos con 10 µL de agua estéril, 

hasta identificar un clon individual positivo. 

 

Una vez obtenido un clon positivo para cada uno de los genes se procedió a realizar una 

extracción de DNA a gran escala mediante lisis alcalina para obtener el fósmido como se 

describe en el apartado 3.7.1 de Materiales y Métodos. 

 

13.2 Obtención de secuencias de los genes  

 

Una vez se obtuvieron los fósmidos conteniendo presuntamente cada uno de los genes se 

hizo una comprobación antes de empezar la secuenciación propiamente dicha. Se diseñaron 

2 oligonucleótidos, pCC2-A1 (5´ CAG GAA ACA GCC TAG GAA 3´) y pCC2-S1 (5´ GTA CAA CGA 

CAC CTA GAC 3´), que se encuentran flanqueando el sitio de inserción del DNA de 

P. digitatum  dentro de fósmido para poder secuenciar los extremos del mismo y comprobar 
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que el gen de interés no se encuentra interrumpido en alguno de los extremos del inserto. 

Utilizamos el kit “BigDye terminator” (Applied Biosysntems, USA) para secuenciar los 

fragmentos en el servicio de secuenciación de ADN y Proteínas de la Universidad de Valencia 

(S.C.S.I.E, Valencia).  

 

Una vez se verificó que los genes de interés estaban completos dentro del fósmido se 

procedió a secuenciar los genes, para ello se utilizaron los mismos oligonucleótidos utilizados 

en el cribado de la genoteca y el kit “BigDye terminator”. A partir de las secuencias obtenidas 

se diseñaron nuevos oligonucleótidos en zonas seguras según los cromatogramas obtenidos 

y así se fue secuenciando todo el gen completo en ambas cadenas, incluyendo 

aproximadamente 1,5 kb de promotor y de terminador. Todos los oligonucleótidos 

empleados en la secuenciación de los genes aparecen indicados en la Tabla 7.  

 

       Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación de los genes. 

Oligonucleótido Secuencia Longitud (pb) 

PacC-S6 AATGTCCGAACTAAGAACGA 20 

PacC-S7 GTGCCTGAATATCAGCAAAT 20 

PacC-S8 CTTGCATATCTCGGAGAGTC 20 

PacC-S9 TTCCTTCCTCGCATTGTAT 19 

PacC-S10 ACTTTTTCGAAGTTGGATCA 20 

PacC-S11 TCTTTCTGCTTCTTTTCAGG 20 

PacC-S12 ATGTGCCACTTAAACCTCAC 20 

PacC-S13 CTTGAATGTTTGGAGTTGGT 20 

PacC-A7 GTGAGGTTTAAGTGGCACA 19 

PacC-A8 ATCATGTCAGGATGCTTCA 19 

PacC-A9 ATGCCTAGAGAGCCAAAAA 19 

PacC-A12 TCGTTCTTAGTTCGGACATT 20 

PacC-A13 CACGCAAGACAAATTTAACA 20 

PacC-A14 TAGAATCGAGACCGCTAGAA 20 

PacC-A15 GTGTATGACTGTGCGCTAGA 20 

PacC-A16 ACCTGAGGTGTTCGGATAG 19 

Oligonucleótido Secuencia Longitud (pb) 

PGI-S2 TGGCTATCAACTCTGGCT 18 

PGI-S3 TCACTCCTCCATCTTCTCAC 20 

PGI-S4 TGGATTGATCTTGTCAATGG 20 

PGI-S5 GAGTTCCGATGGTTCATGT 19 

PGI-S6 AGTAACTCAGGGGGATGTG 19 

PGI-S7 AAGCTCGATGGAATAGCTT 19 

PGI-S8 AAAGAAGAAGCCCAAGTTCT 20 

PGI-A1 CGATGTTGGACAGCTTGA 18 

PGI-A2 CGTAATCCTGCTCGATGA 18 
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PGI-A3 CGCTCAACGAGATCAGTAA 19 

PGI-A4 GTGTCCATCCACAGGTTAAG 20 

PGI-A5 GAGCAAGTCTTCTGGAAAAA 20 

PGI-A6 GTGCTGTCATGTACTCATCG 20 

PGI-A7 CCCAGTAAAAGGACATGC 18 

Oligonucleótido Secuencia Longitud (pb) 

PGII-S1 CGAGAACTGCAACATCAA 18 

PGII-S2 CTGGGATTCTGACACGTTAT 20 

PGII-S3 GATTCTTGACCGTAGGTCTG 20 

PGII-S4 ATGCTATTGGTTCTTTCCTC 20 

PGII-S5 CCAGGAAAAATAAGTGGAGA 20 

PGII-S6 TCTGCATACAACCGAACAT 19 

PGII-A1 CTCGGCACACAGAATGTA 18 

PGII-A2 CCTTCGAAGATGACCTATTG 20 

PGII-A3 GAAAAAGGACAAGCAATCTG 20 

PGII-A4 CCACATATCGACCTTTGTCT 20 

PGII-A5 CCCTTTTTCTTCCAGTCTTT 20 

PGII-A6 TCCCTCCGTAAACTAAACAA 20 

Oligonucleótido Secuencia Longitud (pb) 

PL-S1 CGAGGAGCTGGTCTCTTA 18 

PL-S2 AACTTCATCAACGGTGAATC 20 

PL-S3 GCAAAAACAGATGCACTTC 19 

PL-S4 AACCTGGCACAAGTAAACC 19 

PL-S5 CTGTGTACCCTACCACCAAC 20 

PL-S6 CAAGATAGAACACCCACAACT 21 

PL-S7 AAACGTCTCAACGGCTAAT 19 

PL-S8 TCGAAACTCAACAACTTCTG 20 

PL-A1 TAGTGCTGACGACCAATG 18 

PL-A1B GTTGTCGTCCCAGTAGTTGT 20 

PL-A2 TGTCGGTGAAGTCGAAACTA 20 

PL-A3 CCAATTAACGTGCAAGATTC 20 

PL-A4 CATCAGTATGCCACAAAAAG 20 

PL-A5 TCAATTAATACGGGGCTAGA 20 

PL-A6 TGCGGAGTATACGGAGTAGT 20 

PL-A7 CATGAGAAGGCGTTGAAT 18 

Oligonucleótido Secuencia Longitud (pb) 

RP-S1 GGAAATTCCCAAATCCTC 18 

RP-S1B GAATGTTACCACTGCCCTAC 20 

RP-S2 ACCATATTGCGTCTCTTCAT 20 

RP-S3 AACACGGAAACCCTCAAG 18 
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RP-S4 AGGCGATTTAAGTTGGGTA 19 

RP-S5 GAAGAACATCGTTGGGATT 19 

RP-S6 GAGATTGAGGATTCGCATAG 20 

RP-S7 TGCATCATGGTACACTTCAC 20 

RP-A1 GTTCCTTGTCGAAGTTGC 18 

RP-A1B TTCTGTGCGTTGTTACAGAG 20 

RP-A2 GTATCGACAAGCGAGGATT 19 

RP-A3 CAAGCCCTAATTTTCGATCT 20 

RP-A4 CCCGTGCTACATCTTTAATC 20 

RP-A5 TTAACAACCACACCAGTATCC 21 

RP-A6 TCTTGTGGACCTGTTCTTTC 20 

RP-A7 GAGAGAGAGCTTCCGGAGT 19 

Oligonucleótido Secuencia Longitud (pb) 

KU-S2 GGAGTATGACACAGCAATCA 20 

KU-S3 GACGAGTCATTCTCACCATT 20 

KU-S4 TGGTAGGAGGTTGATTATGG 20 

KU-S5 GTCTTCTGCGAGAGTGTAGC 20 

KU-S6 GTATCTGATCAGCACGGTTC 20 

KU-S7 AAATGTGCAGAAGGGCTAT 19 

KU-S8 GAGGGGAAGAAGTGGATATAA 21 

KU-S9B AAGAGGGTGTTAAGGTGGTT 20 

KU-S10 CGGACATATCAGATCACAGA 20 

KU-A2 AAAACATTCAGGACAGCTTG 20 

KU-A3 TATTTCCACTTGCGGTTTAG 20 

KU-A4 CTCACTCCAAGGAGATGCT 20 

KU-A5 ATTGCCAGCAACAATCTC 18 

KU-A6 GAGGGCAGTGAAAGTGAAG 19 

KU-A7 TCAGTACCTTTGCACTGAGTC 21 

KU-A8 CTCGCCTTTCTTAACATCTG 20 

KU-A9 CTCTGGCGTTAAACAAAGTC 20 

KU-A10 GGATTGCATTCTCGGTAGAT 20 

   

 

14. PCR en tiempo real para la cuantificación del número de copias de DNA 

 

Se diseñaron oligonucleótidos a partir de las secuencias obtenidas para cada uno de los 

genes de interés en la región promotora de los mismos. Como referencia se empleó el gen de 

P. digitatum que codifica la beta-tubulina a partir de la secuencia completa del aislado Pd1 

de P. digitatum que se encuentra en la base de datos del NCBI (GU124566.1). Se estableció 

una longitud media de unos 25 pb para los oligonucleótidos y de un máximo de 

aproximadamente 200 pb para el amplicón, así como un porcentaje mínimo de GC del 50 % y 
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una temperatura de fusión próxima a 65 ºC. Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados 

así como la longitud del amplicón se muestran en la tabla 8. 

 

Tabla 8. Oligonucleótidos diseñados para los experimentos de PCR en tiempo real para cada 

uno de los genes ensayados. 

Oligonucleótido Secuencia Longitud (pb) 
Longitud del 

amplicón (pb) 

KU-Pr-S ATATCACGCGTCTGCCTGTTGTCT 24 
95 

KU-Pr-AS CTGTAGCTTCTTTCTCCGCCATGA 24 

PL-Pr-S CACAACATAGGGCGACCTAATCC 23 
148 

PL-Pr-AS CCATAGGGAGTAGTGTGACGTGTTC 26 

PGI-Pr-S CGGACGGAGTAGATCTCACAACT 23 
112 

PGI-Pr-AS CCTGCGCTAACATCCTCATGAAAC 24 

PGII-Pr-S CCTCGTGGTGCTTGTACCTTCTC 23 
85 

PGII-Pr-AS TCAGGGTAATGGTCGAGCAAGC 23 

RP-Pr-S CCACCACAGCACTACAATCCGTACT 25 
106 

RP-Pr-AS CCGAGTAGAGGTTGGGTTTGACA 23 

beta-tub PD1G1 CGATGGCGATGGACAGTAAGTTT 23 
148 

beta-tub PD1G2 TTGGTTCGTGGTCGTTGTACTCA 24 

 

 

Se obtuvieron curvas de calibrado para cada una de las parejas de oligonucleótidos con la 

finalidad de obtener su eficiencia. Como molde se utilizó una muestra formada por una 

mezcla de los DNAs genómicos de cada una de las extracciones de los transformantes del 

ensayo ajustados a una misma concentración. Para la recta patrón se analizaron 8 puntos, 

realizando diluciones seriadas 1:2 partiendo de 80 ngr de la mezcla de DNAs genómicos. Cada 

dilución se ensayó por duplicado. La curva estándar se representó interpolando el valor Cp 

obtenido en cada caso en ordenadas y el logaritmo de la concentración de DNA en abscisas y 

se obtuvo la eficiencia (E) de cada pareja de oligonucleótidos según la fórmula: 

E = 10���
	 
, donde “a” es la pendiente de la recta. 

 

14.1 Reacción de PCR en tiempo real 

 

La concentración de DNA de las muestras estudiadas se determinó mediante 

espectofotometría usando un equipo Nanodrop (ND-1000 Thermo Scientific). La 

cuantificación del número de copias de cada gen se llevó a cabo mediante PCR cuantitativa a 

tiempo real con un termociclador LightCycler 2.0 de Roche (Penzberg, Alemania) y el 

software LigthCycler 4.0 para el registro de los datos. En cada reacción se utilizó 10 ngr de 

DNA de cada muestra y los oligonucleótidos específicos de cada gen. El volumen total de la 

reacción fue de 10 µL y consistió en 2 µL de muestra, 4,9 µL  de agua, 2 µL de Master Mix (LC 

FastStar DNA MasterPLUS SYBR Green I, Roche), 0,5 µL de cada uno de los oligonucleótidos 

(10 µM) y 0,2 µL de cloruro de magnesio (50 mM). Las condiciones de reacción fueron 95 ºC 
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10 min (desnaturalización), 35 ciclos de amplificación a 95/56/72 ºC durante 20/20/20 s, 

respectivamente.  

 

15. Microscopía de fluorescencia 

 

Una vez se desarrolló el sistema de transformación de P. digitatum usando A. tumefaciens, se 

transformó el aislado Pd1 de P. digitatum con dos vectores que contienen dos variantes de la 

proteína fluorescente GFP. La versión eGFP posee una doble substitución, en el aminoácido 

64 cambia una Phe por una Leu y en el 65 una Ser por Thr, respecto la proteína GFP original. 

El gen egfp fue obtenido por PCR a partir del plásmido pEGFP C3 (Invitrogen, cedido por el 

Dr. J.F. Marcos, IATA-CSIC), cuyo mapa físico se muestra en la Figura 8, y fue clonado en el 

plásmido pRF-HUE bajo el control de un promotor fuerte como se indica en el punto 7 de 

Materiales y Métodos de esta Tesis. La otra variante usada fue sGFP, la cual sólo posee un 

cambio en el aminoácido 65, que cambia Ser por Thr. Esta segunda variante está incluida en 

el plásmido binario pCAMBgfp (Figura 9), cedido amablemente por la Dra. Anne Osbourn 

(John Innes Center, UK) que ya había sido probado con éxito en otro hongo fitopatógeno 

como es M. grisea en arroz (Sesma y Osbourn, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Representación esquemática del vector pEGFP. 

 

Los transformantes de P. digitatum obtenidos con cada uno de los plásmidos fueron 

cultivados en placas de PDA con higromicina (100 µg/mL). Se empleó micelio de estas placas, 

que se lavó y se resuspendió en una solución de glicerol al 20 %. La fluorescencia fue 

visualizada usando un microscopio de fluorescencia Eclipse 90i (Nikon) equipado con un filtro 

FITC B-2E/C (excitación a 450-490 nm y emisión a 515-565 nm). 
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Figura 9. Representación esquemática del vector pCAMgfp (Sesma y Osbourn, 2004). 
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1. Herramientas genómicas 

Como se ha comentado en la Introducción, el empleo de herramientas moleculares y 

genómicas ha permitido dar un salto cualitativo en el estudio de los mecanismos de 

patogenicidad. Con el fin de dilucidar el papel que desempeñan en patogénesis los genes 

aislados en la genoteca PDS es necesario disponer de unas herramientas genómicas, que en 

el caso de P. digitatum no están desarrolladas, por lo que una parte importante del trabajo 

realizado en esta Tesis se ha centrado en el desarrollo de tales herramientas.   

1.1 Construcción de una genoteca de DNA genómico de P. digitatum 

El DNA genómico de P. digitatum utilizado para la obtención de la genoteca se obtuvo como 

se indica en el apartado 3.4 de Materiales y Métodos. Mediante electroforesis en campo 

pulsante se comprobó que la distribución de tamaños del DNA purificado abarcaba desde 20 

hasta 100 kb, centrada alrededor de 50 kb (Figura 10). Se procedió a la reparación de 

extremos y se ligaron 0,25 µg de DNA genómico con el fósmido linearizado pCC2FOS del kit. 

Tras el empaquetamiento en fagos T1, éstos se usaron para transfectar la librería en la cepa 

de E. coli EPI300. Se obtuvieron 41 placas con una media de 500 colonias por cada una de 

ellas. Por lo tanto, la genoteca, que se denominó PD1G, está compuesta por 

aproximadamente 20000 colonias. 

 

Figura 10. Distribución de tamaños de 3 

muestras de DNA genómico de P. digitatum 

mediante electroforesis en campo pulsante. 

Como controles se utilizaron el fósmido 

comercial proporcionado con el kit, cuyo 

tamaño es de 36 Kb, y un patrón de pesos 

moleculares comercial “Low Range PFG 

Marker” (New England Biolabs) de un rango 

entre 0,1 y 200 Kb. 

 

 

 

Para la validación de la genoteca se seleccionaron 4 clones al azar, los cuales se crecieron y se 

les indujo la multiplicación del fósmido. Se llevó a cabo la extracción de DNA utilizando el kit 

comercial “GenElute Plasmid Miniprep Kit” (Sigma-Aldrich).  Usando la enzima de restricción 

BamHI se llevó a cabo la digestión de los mismos. Se utilizó este enzima ya que sólo tiene dos 

sitios de corte en el vector flanqueando al sitio de inserción del inserto. La figura 11 muestra 

que todos los clones poseen una banda común de 9kb correspondiente al vector y el tamaño 
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medio del inserto, que es la suma del resto de bandas, oscila entre 35 y 45 kb. Teniendo en 

cuenta que el tamaño del genoma de P. digitatum es de 26 Mb (Marcet-Houben et al., 2012) 

y de acuerdo con la fórmula N=ln (1-P) / ln (1-f), donde N corresponde al número de clones 

que debemos obtener, P es la probabilidad deseada y f es la proporción del genoma 

contenida en un clon, la probabilidad de que cualquier fragmento de DNA esté representado 

en esta genoteca es superior al 99,99 %. 

 

Figura 11. Digestión con la enzima de restricción 

BamHI de los fósmidos obtenidos de 4 clones 

seleccionados al azar de la genoteca. Como 

marcadores de peso molecular se utilizaron λDNA, 

cuyo tamaño es de 50 Kb, λDNA digerido con el 

enzima de restricción HindIII y el marcador 

comercial 1Kb. La flecha roja corresponde a una 

banda de 9 Kb correspondiente al tamaño del 

vector.  

 

 

 

 

 

1.2 Transformación de P. digitatum mediada por A. tumefaciens (ATMT) 

1.2.1 Sensibilidad de P. digitatum a higromicina  

La mayoría de las transformaciones que se han realizado en hongos filamentosos han usado 

como marcador de selección el antibiótico higromicina. Por esta razón el primer paso fue 

determinar la concentración mínima inhibitoria de higromicina para el aislado de P. 

digitatum Pd1. Se inocularon 10
5
 conidios en placas de PDA suplementadas con higromicina a 

diferentes concentraciones (0, 100, 200, 300, 400 y 500 μg/mL). Los resultados mostraron 

que la germinación de los conidios de P. digitatum fue inhibida en medio PDA conteniendo 

concentraciones ≥100 μg/mL higromicina. Por lo tanto, 100 μg/mL fue considerada la 

concentración mínima inhibitoria de higromicina para la selección de transformantes de P. 

digitatum en los experimentos de ATMT. 

1.2.2 Transformación de P. digitatum 

La transformación de P. digitatum fue llevada a cabo usando la cepa de A. tumefaciens 

LBA1100 conteniendo el plásmido pTAS10 (cedida por el Dr. Hooykass). El vector pTAS10 es 

un vector binario que contiene la región codificante del gen de resistencia a higromicina de E. 
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coli bajo el control de las secuencias del promotor de gpd y del terminador trpC de 

Aspergillus nidulans situadas entre los bordes izquierdo y derecho del T-DNA, que es la zona 

que se integra dentro del genoma del huésped.   

1.2.3 Análisis molecular de los transformantes 

Para confirmar la integración del T-DNA en el genoma de P. digitatum, se seleccionaron 

varios transformantes al azar para analizar la presencia del gen de resistencia de higromicina. 

Además, se utilizó el gen pg1 de P. digitatum que codifica una poligalacturonasa como 

control. Para confirmar la integración del T-DNA se realizó una PCR dúplex usando los 

oligonucleótidos específicos de higromicina HMBR1 (5´ CTG ATA GAG TTG GTC AAG ACC 3´) y 

HMBF1 (5´ CTG TCG AGA AGT TTC TGA TCG 3´) además de otro par pertenecientes al gen pg1 

de P. digitatum, PDIGPG1A2 (5´ CGT AAT CCT GCT CGA TGA 3´) y PDIGPG1S2 (5´ TGG CTA TCA 

ACT CTG GCT 3´). Sólo en los transformantes se amplificó un fragmento específico de 799 pb 

correspondiente al gen de resistencia a higromicina, indicando que el T-DNA se ha integrado 

en el genoma de P. digitatum. Además, tanto en la cepa silvestre como en todos los 

transformantes se amplificó un fragmento de 327 pb correspondiente al gen que codifica la 

poligalacturonasa (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. PCR dúplex de 6 transformantes aleatorios. Para la confirmación de la integración 

del T-DNA se utilizaron los oligonucleótidos específicos de higromicina HMBR1 y HMBF1, que 

amplifican un  fragmento específico de 799 pb, y la pareja PDIGPG1A2 y PDIGPG1S2 que 

amplifican un fragmento de 327 pb correspondiente al gen pg1 de P. digitatum que codifica 

una poligalacturonasa. Como marcador de peso molecular se utilizó el marcador comercial 1 

Kb DNA Ladder (Invitrogen) que comprende tamaños entre 100 y 12000 pb. 

1.2.4 Estabilidad mitótica de los transformantes 

Para confirmar la estabilidad genética de los transformantes se seleccionaron seis 

transformantes (PDT1, PDT3, PDT4, PDT6, PDT7 y PDT11) y se incubaron en placas de PDA sin 

higromicina a 24 ºC durante 8 generaciones. En cada pase se recogieron las esporas de la 

placa tras 7 días de incubación, se diluyeron en agua a una concentración de 10
6
 conidios/ml  
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y se sembraron 10
5
 conidios en una nueva placa de PDA. Al final se sembraron por triplicado 

alícuotas en placas de PDA sin higromicina y otras tres alícuotas en placas de PDA con 

higromicina a 100 μg/mL y se hizo recuento de colonias a las 72 h de incubación a 24 ºC. En la 

gráfica se representa los recuentos y las desviaciones estándar de las tres réplicas de cada 

transformante (Figura 13). Los resultados muestran que no hay diferencias entre el número 

de colonias obtenidas en medio con y sin higromicina, sugiriendo que estos transformantes 

son mitóticamente estables. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Estabilidad mitótica de los transformantes de P. digitatum. Los transformantes 

PDT1, PDT3, PDT4, PDT6, PDT7 y PDT11 se sometieron a ocho pases en medio PDA sin 

higromicina. A continuación se hizo recuento de colonias con sus desviaciones estándar de 3 

réplicas de una dilución que tiene teóricamente 10
6
 conidios/ mL en placas de PDA sin 

higromicina y otras tres alicuotas en placas de PDA con 100 μg/mL de higromicina B.  

 

1.2.5 Optimización del sistema ATMT para P. digitatum 
 
El fondo genético de la cepa de Agrobacterium tumefaciens también juega un importante 

papel en la eficiencia de la transformación. Además de la función de la región vir, el 

reconocimiento y unión de A. tumefaciens a la superficie del huésped también depende de 

los genes codificados en el genoma de la bacteria. Una vez comprobado que el sistema ATMT 

es funcional en P. digitatum, elegimos tres cepas representativas de A. tumefaciens, LBA 

4404, EHA 105 y AGL-1, y comparamos su habilidad para poder transformar P. digitatum. La 

cepa LBA 4404 es una cepa octopina de A. tumefaciens, con el cromosoma Ach5. Esta cepa 

crece lentamente y fácilmente condensa formando agregados. Las cepas EHA105 y AGL-1 

pertenecen al tipo de las succinamopinas (o agropinas) y su cromosoma es C58. Ambas cepas 

proceden de una común, EHA101 (genotipo C58 pTiBo542) (Hood et al. 1986), con la 

excepción de que la cepa AGL-1 posee una deleción extra en la región T del cromosoma que 

también elimina el gen de la aminoglicosil fosfotransferasa (aph). Estas cepas exhiben un 

crecimiento rápido, son altamente infecciosas y no forman agregados. La cepa EHA105 de A. 

tumefaciens transfiere el T-DNA en Penicillium marneffei más eficientemente que la cepa LBA 

4404 (Zhang et al. 2008).  
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Las tres cepas ensayadas contenían el plásmido pHUEegfp (cuya construcción se describirá 

más adelante). Se obtuvieron transformantes de P. digitatum con las tres cepas de A. 

tumefaciens, aunque las eficiencias de transformación difirieron entre ellas. Para los dos 

períodos de tiempo de coincubación ensayados, la cepa de A. tumefaciens AGL-1 tuvo la 

mayor eficiencia de transformación y la cepa LBA 4404 tuvo la menor eficiencia, indicando 

que la cepa de A. tumefaciens utilizada afecta a la eficiencia de la transformación de P. 

digitatum.  

 
Se ensayaron varios parámetros para optimizar el proceso de transformación. El tiempo de 

co-incubación es un paso crítico en el proceso de transformación. Seleccionamos dos 

períodos de tiempo (72 y 96 h). Para las tres cepas empleadas la proporción de 

transformantes obtenidos en los dos períodos fue similar, por lo que un período de co-

incubación de 72 horas es suficiente para la transformación.  

Otro factor de relevancia es la concentración de conidios de P. digitatum que se usa en la co-

incubación. Se ensayaron tres concentraciones diferentes (10
5
, 10

6
 y 10

7
 conidios/mL). La 

concentración seleccionada para futuros experimentos fue la de 10
5
 ya que con las otras 

concentraciones más elevadas se obtenía mucha cantidad de transformantes siendo difícil la 

separación de transformantes individuales, y con esta concentración se obtenía la suficiente 

cantidad para poder trabajar con facilidad con transformantes independientes. 

1.3 Proteína verde fluorescente (GFP, green fluorescent protein) 

El empleo de la proteína GFP ha abierto nuevas vías de estudio en hongos fitopatógenos. Su 

uso como marcador del organismo completo ha suministrado nuevos datos que antes eran 

difíciles de obtener por otras técnicas, como es el proceso de propagación y el seguimiento 

del proceso de infección. Este tipo de marcaje no sólo permite monitorizar el proceso de 

infección fúngica sino también realizar estudios comparativos entre la estirpe silvestre y 

estirpes mutantes afectadas en el proceso de patogénesis. 

1.3.1 Vectores  de expresión de la proteína verde fluorescente 
 
La primera aproximación consistió en la transformación de P. digitatum con la cepa de A. 

tumefaciens LBA 4404 conteniendo el plásmido pPK2-HPHGFP, el cual posee el gen que 

codifica la proteína GFP original bajo el control del promotor del gen que codifica la 

gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa de A. nidulans (gpdA) y el terminador del gen trpC 

de A. nidulans (trpC). Esta cepa fue cedida amablemente por la Dra. Clara Pliego (IFAPA, 

Málaga, España). En ninguno de los transformantes se obtuvo fluorescencia alguna. 

Atendiendo a la bibliografía y a los resultados negativos obtenidos con la versión nativa de 

GFP se llevaron a cabo nuevas construcciones con dos versiones diferentes de GFP que son 

funcionales en hongos filamentosos; una es la versión sGFP y otra la eGFP. Ambas han sido 

utilizadas con éxito en diferentes especies fúngicas. Posiblemente la diferencia en la 

preferencia de uso de codones en hongos filamentosos y los presentes en el gen gfp nativo 

conlleva que se produzcan cantidades de proteína muy bajas y no se pueda detectar 

fluorescencia (Fernández-Ábalos et al. 1998). 
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Se utilizaron dos plásmidos conteniendo las dos variantes de GFP. La versión eGFP fue 

obtenida del plásmido pEGFP C3 (Invitrogen, cedido por el Dr. J. F. Marcos del IATA) y fue 

clonada en el plásmido pRF-HUE (Frandsen et al. 2008). Este vector contiene también el 

casete de higromicina como marcador de selección, además contiene un promotor 

constitutivo (el del gen que codifica la gliceraldehido-3-deshidrogenasa de A. nidulans 

PgpdA), tras el cual se clonó el fragmento de 719 pb del gen egfp amplificado con los 

oligonucleótidos EGFP 03 y EGFP 04, obteniéndose el plásmido pRF-HUE-EGFP (Figura 14A). 

La variante sGFP está incluida en el plásmido binario pCAMBgfp (Figura 14B), cedido 

amablemente por la Dra. Anne Osbourn (John Innes Center, UK). En este plásmido la 

expresión del gen sgfp está bajo el control del promotor del gen toxA de Pyrenophora tritici-

repentis (Lorang et al., 2001) y se ha demostrado una alta expresión constitutiva en ocho 

especies diferentes de hongos filamentosos.  

 

 

 

 

Figura 14. Representación esquemática de los vectores utilizados para la proteína verde 

fluorescente. (A) pRF-HUEegfp, (B) pCAMgfp (Sesma y Osbourn, 2004).   

 

1.3.2 Microscopía 

Ambos plásmidos binarios pCAMBIAgfp y pRF-HUE-EGFP fueron introducidos en P. digitatum 

tal como se explica en el apartado 10 de Materiales y Métodos. La selección de 

transformantes se realizó en medio PDA suplementado con higromicina. En un grupo de 

transformantes resistentes a higromicina se comprobó la presencia del gen de resistencia a 

higromicina mediante PCR normal con los oligonucleótidos HMBR1 y HMBF1. A continuación, 

se examinó si eran fluorescentes con un microscopio de epifluorescencia usando el filtro 

FITC. Todos los transformantes analizados poseían la fluorescencia verde característica. 

Aunque se obtuvo una fuerte expresión de GFP con el uso de ambas construcciones, la 

A B
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intensidad de la fluorescencia obtenida con la variante sGFP fue mayor que con la variante 

eGFP. Todas las partes de la estructura del hongo, incluyendo conidios, micelio y conidios 

germinando mostraron emisión de fluorescencia (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Visualización microscópica de diferentes estadios de transformantes de P. 

digitatum con las dos variantes de la proteína verde fluorescente utilizadas, con su 

correspondiente área visualizada en campo claro. Los paneles A, B, C, D, E, F, G y H 

corresponden a transformantes con la variante sGFP y los paneles I, J, K, L y M a 

transformantes con la variante eGFP. La fluorescencia se visualizó con un microscopio de 

epifluorescencia usando el filtro FITC. 
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1.3.3 Ensayos de infección transformantes de GFP 

 

Una vez se comprobó la presencia del T-DNA en los transformantes, así como la expresión de 

la proteína GFP mediante microscopía, se quiso comprobar si la capacidad infectiva de los 

transformantes se había visto afectada, ya que el uso de la proteína verde fluorescente 

puede ser una herramienta molecular útil para el estudio de las interacciones compatible e 

incompatible entre patógeno y huésped y detectar y visualizar el proceso de infección in situ. 

Para tal finalidad se realizaron ensayos de infección como se detalla en el apartado 2 de 

Materiales y Métodos en frutos de naranja “Navel Late” con transformantes de P. digitatum 

que expresan las dos variantes de la proteína verde fluorescente utilizadas (eGFP y sGFP) 

comparadas con la cepa silvestre. El análisis estadístico de la varianza (ANOVA) empleando el 

test LSD indicó que la capacidad infectiva de los transformantes no se vió alterada (Figura 16) 

y por lo tanto se demuestra la idoneidad del uso de las variantes eGFP y sGFP como 

marcadores de P. digitatum en la monitorización de la interacción fruto-patógeno. Los 

ensayos se realizaron por triplicado obteniendo los mismos resultados en todos ellos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 16. Incidencia de la infección en frutos “Navel Late” inoculados con los 

transformantes de P. digitatum que expresan las variantes eGFP y sGFP de la proteína verde 

fluorescente. Se realizaron 3 experimentos independientes. Los resultados se presentan 

como valores medios del porcentaje de infección ± SD para cada tratamiento. Se inocularon 

tres réplicas de 5 frutos (4 heridas por fruto) con 10
4
 conidios/ml. Se realizó el análisis de la 

varianza (ANOVA) empleando el test LSD. Muestras con distintas letras fueron consideradas 

significativamente diferentes (p≤0.05). El análisis se llevó a cabo independientemente para 

cada uno de los experimentos. 

 
1.4 Obtención de mutantes de P. digitatum carentes del gen ku80 
 

Al realizar las transformaciones con las construcciones de pacC, que se describen más 

adelante en la memoria, se analizaron más de 500 transformantes crecidos en placas de PDA 

con 100 µg/mL de higromicina sin obtener ningún mutante en el que la integración del DNA 
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en el genoma hubiese sido por recombinación homóloga. Estas construcciones tenían 

alrededor de 1 kb de promotor y terminador del gen flanqueando al marcador de selección. 

 

Un fragmento de DNA exógeno puede integrarse en el genoma huésped por la acción de 

mecanismos de reparación de rotura de doble hebra (double-strand break, DSB). Las DSBs 

son las formas más severas en las que el DNA puede ser dañado y deben ser reparadas para 

prevenir mutaciones o reordenamientos en el cromosoma que pueden causar 

frecuentemente la muerte celular. En eucariotas las dos principales vías de recombinación 

son la recombinación homóloga que implica la interacción entre secuencias homólogas y la 

unión de extremos no homólogos (NHEJ, “nonhomologous end-joining”) que involucra la 

ligación directa de las hebras independientemente de la homología del DNA. En la mayoría 

de los organismos, incluyendo los hongos filamentosos, NHEJ es el mecanismo usado 

preferencialmente para la reparación de las roturas de la doble hebra, lo que conduce a un 

mayor porcentaje de eventos de integración ectópica y a una menor frecuencia de 

recombinación homóloga a la hora de intentar la deleción de un gen deseado. Esta es una 

posible causa por la cual no se obtuvieron mutantes nulos carentes del factor de 

transcripción PacC. 

 

La vía del NHEJ puede ser inactivada por la eliminación de los genes ku70 o ku80, que 

codifican las proteínas formadoras del heterodímero KU70/KU80. Mutantes deficientes en 

cualquiera de estos dos genes presentan un incremento del porcentaje de HR por 

disminución de la función de NHEJ. Por este motivo nos planteamos clonar, secuenciar y 

obtener un mutante de P. digitatum carente del gen ku80, con la confianza de conseguir 

aumentar el porcentaje de recombinación homóloga. 

 

Para el aislamiento del gen ku80 de P. digitatum se diseñaron oligonucleótidos degenerados 

a partir de las secuencias de otros hongos filamentosos obtenidas de la base de datos pública 

del NCBI. Se realizó un alineamiento múltiple de las secuencias de nucleótidos de los genes 

ku80 de A. oryzae (AB214651.1), A. fumigatus (DS499595.1) y P. chrysogenum (CS181303.1). 

A partir del alineamiento se diseñaron los oligonucleótidos ku80A1 (5´-TCC ARA GGW GGR 

AAM CGA TA-3´) y ku80S1 (5´-GAR TGG GYC ATG SAR TAT GT-3´) con los que se realizó un 

escrutinio mediante PCR de la genoteca de DNA genómico de P. digitatum (PD1G) obtenida 

en esta Tesis  hasta obtener un clon positivo. A partir de DNA de este fósmido se secuenció 

todo el gen así como promotor y terminador mediante paseo genómico, sintetizando 

oligonucleótidos en función de las lecturas de reacciones de secuenciación previas.  

 

En total, se secuenciaron 6186pb de los cuales 1743 pb corresponden a la región promotora, 

incluyendo parte de secuencia que codifica una proteína hipotética de función desconocida, 

1771 pb corresponden a la región terminadora, que incluye una proteína tirosin-fosfatasa 

(PTP) la cual cataliza la desfosforilación de péptidos fosfotirosina regulando el nivel de los 

mismos en las vías de transducción de señales, y 2672 pb correspondieron a la secuencia 

completa del gen ku80. El alineamiento múltiple de la secuencia con otros genes ku80 de 

hongos filamentosos fue utilizado para determinar el codón de inicio y de parada y la 

localización de los intrones/exones. Basado en este análisis el gen ku80 contiene 11 intrones  
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(posiciones 130-175, 231-250, 270-309, 352-414, 482-535, 707-751, 813-865, 1372-1424, 

1810-1854, 2078-2132, 2602-2654 en la Figura 17) y 12 exones, que codifican una proteína 

de 713 aminoácidos con un peso molecular teórico de 80,10 kDa y un punto isoeléctrico 

teórico de 5,05. Respecto a la composición de aminoácidos, el que se encuentra en mayor 

proporción es alanina (7,0 %), seguido de arginina (6,0 %) y asparagina (3,5 %). El número 

total de residuos cargados negativamente (ácido aspártico y ácido glutámico) es de 119 y de 

residuos cargados positivamente (arginina y lisina) es de 89. La comparación de la secuencia 

del gen ku80 con las recientementes depositadas en el NCBI para las dos cepas de P. 

digitatum Pd1 (PDIP_73590) y PHI26 (PDIG_64250), ha mostrado que tanto la secuencia del 

gen como de las regiones reguladoras flanqueantes son 100 % idénticas a Pd1 y un 99 % a la 

de PHI26 variando únicamente en un nucleótido dentro del gen. 
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Figura 17. Secuencia completa del gen ku80 de P. digitatum. En rojo se muestra la posición 

de los intrones, en negro las regiones promotora y terminadora secuenciadas. Dentro de las 

regiones promotora y terminadora se han localizado parte de la secuencia de otros genes 

que están marcadas en verde.   
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El análisis BlastX de la secuencia codificante mostró una identidad máxima del 91 % con la 

proteína Pc18g018200 de P. chrysogenum Wisconsin (número de acceso CAP94406.1) que 

corresponde a una proteína de 718 aminoácidos con todos los dominios característicos de la 

familia de proteínas Ku. En la figura 18 se muestra el alineamiento de ambas secuencias. 

 

 

Figura 18. Alineamiento de la secuencia de la proteína ku80 de P. digitatum con la proteína 

Pc18g018200 de Penicillium chrysogenum Wisconsin. (PCHRYKU80; número de acceso 

CAP94406.1 en la base de datos del NCBI). El alineamiento se llevó a cabo con el algoritmo 

ClustalX. 

Una caracterización más profunda in silico de la estructura de la proteína KU80 de P. 

digitatum  permitió la detección de 3 posibles motivos (Figura 19). Un dominio  N-terminal 

“von Willebrand” factor tipo A (vWA) (aa 4-180), que media la interacción proteína-proteína, 

tales como la heterodimerización entre Ku70 y Ku80, así como la interacción con otras 

proteínas involucradas en la maquinaría del NHEJ. Un dominio central de la superfamilia Ku 

(aa 221-552) formado por una estructura de barriles beta, un anillo polipeptídico y un brazo 

C-terminal cuya función es la unión al DNA. El último motivo pertenece a la superfamilia de 

unión a proteínas quinasas (aa 611-690). Estos 3 dominios estructurales se encuentran 

conservados en todos los ortólogos caracterizados de Ku80. 
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Figura 19. Caracterización in silico de la estructura de la proteína Ku80 de P. digitatum. Se 

identifican 3 motivos característicos de la familia de proteínas Ku: el N-terminal “von 

Willebrand” factor tipo A (vWFA superfamily), el dominio central de la superfamilia Ku (KU 

superfamily) y un tecer motivo que pertenece a la superfamilia de unión a proteínas quinasa 

(Ku PK bind superfamily). 

1.4.1 Obtención y caracterización de un mutante de P. digitatum carente del gen ku80 

El objetivo planteado fue la deleción del gen ku80 para generar una cepa recipiente de 

P. digitatum con la que poder obtener mutantes de deleción en otros genes diana con una 

frecuencia superior respecto a la cepa parental. Para ello se construyó el vector pRF-HU2-Ku 

(Figura 20) que contiene como marcador de selección el gen de resistencia a higromicina 

flanqueado por el promotor y el terminador del gen trpC de A. nidulans. Flanqueando al 

casete de higromicina se introdujeron más de 1,5 kb de las regiones promotora y 

terminadora del gen ku80. Con las construcciones de pacC se introdujeron fragmentos de 1 

kb y no se obtuvo ningún mutante de deleción. Por ello se decidió aumentar el tamaño de los 

fragmentos hasta 1,5 kb, ya que en otros casos se ha demostrado que el tamaño de los 

mismos puede aumentar el porcentaje de recombinación homóloga. Las regiones promotora 

y terminadora fueron amplificadas por PCR. Un fragmento de la región promotora de 1660 

pb fue amplificado con los oligonucleótidos KU-01 y KU-02 (Tabla 3), mientras que otro 

fragmento de 1700 pb del terminador fue amplificado con los oligonucleótidos KU-A3 y KU-

A4 (Tabla 3). Estos dos fragmentos se unieron al vector pRF-HU2 previamente tratado con 

PacI y NbvC1 mediante la técnica del “USER Friendly cloning” ya detallada en el apartado 7 

de Materiales y Métodos, obteniéndose el plásmido pRF-HU2-Ku (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Representación esquemática del 

vector pRF-HU2-KU. KU 01 y KU 02 son lo 

oligonucleótidos utilizados para la amplificación 

del fragmento 01-02 que corresponde a 1660 pb 

de la región promotora y KU-A3 y KU-A4 son lo 

oligonucleótidos utilizados para la amplificación 

del fragmento A3-A4 que corresponde a 1700 pb 

de la región terminadora. 
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A través de la transformación mediada por A. tumefaciens, que se llevó a cabo como se 

describe en el apartado 10 de Materiales y Métodos de esta Tesis, se introdujo la 

construcción pRF-HU2-KU en el aislado de P. digitatum Pd1. El resultado esperado es que en 

algún transformante tuviese lugar la recombinación homóloga de las secuencias 

flanqueantes del gen de resistencia a higromicina del plásmido y las del genoma del hongo 

para así sustituir el gen Ku80 por el gen de resistencia a higromicina. La selección de 

transformantes se llevó a cabo en placas con medio PDA suplementado con higromicina.  

 

Mediante PCR se diferenció entre los transformantes que integraron correctamente la 

construcción mediante recombinación homóloga y, por lo tanto, eliminaron el gen ku80, y los 

que la integraron ectópicamente, y por lo tanto aún conservan la copia del gen. Se extrajo 

DNA genómico de 30 transformantes seleccionados al azar y se realizó una PCR con los 

oligonucleótidos KU-A7 y KU-S8 (Materiales y Métodos). Estos oligonucleótidos se 

encuentran situados dentro de la secuencia de la construcción presente en el plásmido pRF-

HU2-KU y por lo tanto amplifican tanto en la cepa parental, como en los transformantes de 

deleción o en los ectópicos, aunque los tamaños del amplicón son diferentes. Ya que las 

diferencias de tamaño de los dos amplicones son pequeñas, se realizó una digestión del 

producto de amplificación con dos enzimas de restricción para diferenciarlos. La primera se 

realizó con BamHI, que reconoce tres sitios en el T-DNA, por lo que en los presuntos 

mutantes de deleción debería originar 4 bandas (1800, 727, 480 y 289 pb). En la cepa 

silvestre sólo debe obtenerse una banda (3058 pb) porque no hay sitio de corte, mientras 

que en los presuntos mutantes ectópicos deberíamos obtener 5 bandas (3058, 1800, 727, 

480 y 289 pb) que corresponden a la banda de la cepa silvestre y las 4 de la construcción. La 

segunda digestión se llevó a cabo con la enzima de restricción SalI. Esta enzima de restricción 

no posee ningún sitio de corte dentro del T-DNA por lo que los presuntos mutantes de 

deleción deberían tener una única banda correspondiente al amplificado original (3001 pb). 

En la cepa silvestre esta enzima sí que reconoce un sitio de corte por lo que origina dos 

bandas (2439 y 655 pb) y, como en el caso anterior, los presuntos mutantes ectópicos 

deberían tener tres bandas (3001, 2439 y 655 pb), dos correspondientes a la cepa silvestre y 

una al T-DNA integrado ectópicamente (Figura 21). De los 30 transformantes analizados 7 

resultaron positivos, por lo que el porcentaje de recombinación homóloga obtenido fue del 

23,3 %. 
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Figura 21. Análisis de transformantes de P. digitatum obtenidos con el plásmido pRFHU2-

ku80. Digestión de las amplificaciones obtenidas por PCR con los oligonucleótidos KU-A7 y 

KU-S8 de varios transformantes de P. digitatum, presuntos mutantes de deleción del gen 

ku80, con las enzimas de restricción SalI y BamHI. Todas las muestras están realizadas por 

duplicado. Los transformantes 1, 3, 4 y 9 son mutantes de deleción del gen ku 80, Δku80. 

Como marcador de peso molecular se utilizó el marcador comercial 1 Kb DNA Ladder 

(Invitrogen) que comprende tamaños entre 100 y 12000 pb. 

1.4.2 Comprobación número de copias mediante PCR en tiempo real 
 
Se seleccionaron varios transformantes en los que se había producido la deleción del gen 

ku80 para comprobar mediante PCR en tiempo real si además de la copia que sustituye al 

gen ku80 se habían integrado copias ectópicas adicionales del T-DNA. Como gen de 

referencia se utilizó el gen que codifica la beta-tubulina, ya que se dispone de su secuencia 

completa en el NCBI y sólo hay una copia de este gen en el genoma. La diferencia entre los 

valores de Cps entre el gen control y el gen de interés debe ser la misma para la cepa 

silvestre y para los mutantes Δku80 que no presenten copias adicionales del T-DNA. Sin 

embargo, en aquellos mutantes Δku80 en los que se hayan introducido una o más copias 

adicionales del T-DNA el valor de la diferencia entre las Cps ya no será igual a la de la cepa 

silvestre ya que se amplificará la región promotora de todas las copias que se hayan 
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integrado. De esta forma podremos calcular el número de copias integradas en el genoma. 

Se analizaron cuatro de los transformantes en los que había ocurrido recombinación 

homóloga (KU-1, KU-3, KU-4 y KU-9) y dos transformantes ectópicos (KU-2 y KU-6) con los 

oligonucleótidos KU-Pr-S y KU-Pr-AS (Materiales y Métodos, Tabla 6) que se encuentran en la 

región promotora del gen ku80 y están presentes en el T-DNA. Estos oligonucleótidos 

amplifican un producto de 95 pb. 

 

Se determinó la eficiencia de amplificación realizando una curva estándar tanto para el gen 

diana (ku80) como para el gen de referencia (β-tubulina) utilizando como moldes  una 

dilución seriada de DNA. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Para el cálculo de la 

eficiencia se utilizó el método de dilución del estándar en el cual la pendiente de la curva 

estándar es lo que nos da la eficiencia (Eficiencia= 10 
-1/pendiente

). La eficiencia para el gen ku80 

fue de 1,964 y para el gen que codifica la β-tubulina fue de 1,979, en ambos casos dentro del 

rango comúnmente aceptado que se situa entre 1,8-2,0. 

 

Una vez se comprobada que la eficiencia de cada pareja de oligonucleótidos era adecuada,  

se utilizó el Método del ΔΔCp para conocer el número de copias de cada gen que posee cada 

transformante. En este método se comparan directamente los valores de Cp (Crossing point, 

valor umbral donde empieza a observarse fluorescencia en la amplificación) del gen 

problema y  del gen de referencia (ΔCp) en cada muestra, y posteriormente se comparan los 

ΔCp de los DNAs problema con respecto al de la cepa silvestre. El número de copias se 

calculó siguiendo la siguiente ecuación descrita por Pfaffl (2001): 

 

Ratio = (Ediana)
ΔCPdiana(cepa silvestre−mutante)

/(Ereferencia)
ΔCPreferencia(cepa silvestre−mutante)

 

 

Según los datos obtenidos en las curvas para el cálculo de la eficiencia se emplearon 10 ng de 

DNA de cada muestra para llevar a cabo la PCR, analizando por duplicado cada una de las 

muestras. En la tabla 9 se muestran los resultados de la PCR en tiempo real en la cual se 

observa que los transformantes KU-3 y KU-9 tienen un ΔCp igual al de la cepa silvestre y por 

lo tanto no tienen ninguna copia extra. Los transformantes KU-1 y KU-4 tienen un valor  ΔCp 

mayor que el de la cepa silvestre en un ciclo, por lo que tienen la copia truncada y otra más.  

De los 2 transformantes ectópicos KU-2 y KU-6 el valor ΔCp de ambos indica que tienen 3 y 4 

copias del gen, por lo que estos mutantes presentan 2 y 3 integraciones ectópicas del T-DNA 

respectivamente, ya que una copia corresponde a la del locus de la cepa original. 
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Tabla 9. Determinación del número de copias del gen ku80 en transformantes de P. 

digitatum mediante PCR en tiempo real. El gen que codifica la β-tubulina (βtub) fue 

utilizado como gen de referencia. 

Muestra ΔCp (ku80 - βtub) 
nº copias 

ku80 
Tipo de mutante 

Pd1 (wt) -0,01 1 
 
 

KU-1 0,89 2 deleción             + 1 copia ectópica 

KU-3 -0,04 1 deleción 

KU-4 0,96 2 deleción             + 1 copia ectópica 

KU-9 -0,01 1 deleción 

KU-2 1,41 3 ectópico               (2 copias T-DNA) 

KU-6 1,88 4 ectópico               (3 copias T-DNA) 

 

 

1.4.3 Análisis morfológico  

Para determinar si la deleción del gen ku80 en P. digitatum afectaba a su desarrollo o 

morfología, se sembraron en placas de PDA sin higromicina los dos transformantes Δku80 y 

un transformante ectópico antes de analizar su capacidad infectiva. Como se muestra en la 

figura 22 no se observaron diferencias entre ninguno de los transformantes analizados en 

relación a la cepa silvestre. 

 

 

 

Figura 22. Crecimiento en medio PDA de 

tres transformantes del gen ku80 de P. 

digitatum. Desde la parte superior 

izquierda y en sentido horario aparecen la 

cepa silvestre de P. digitatum Pd1, el 

transformante KU-3 (Δku80), 

transformante KU-9 (Δku80) y el 

transformante KU-9 (ectópico). Las placas 

se incubaron durante 5 días a 24 ºC. 
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1.4.4 Ensayos de infección 

Una vez que se dispuso de dos transformantes de P. digitatum en los que se había eliminado 

el gen ku80 y que no presentaban ninguna otra copia adicional del T-DNA, se estudió si su 

capacidad infectiva se había visto afectada. El objetivo perseguido es generar una cepa de P. 

digitatum con la que poder reemplazar eficientemente otros genes diana para estudiar su 

papel en patogénesis y una alteración en la capacidad infectiva de la cepa con la que se van a 

realizar las transformaciones no permitiría su uso para este fin.  

Con esta finalidad se realizaron ensayos de infección en frutos de naranja “Lane late” con los 

transformantes del gen ku80 de P. digitatum como se detalla en el apartado 2 de Materiales 

y Métodos. Se inocularon 10 µl de una suspensión de 10
4
 conidios/mL de tres transformantes 

y de la cepa silvestre Pd1 de P. digitatum. Se realizaron tres ensayos independientes con los 

transformantes KU-3 y KU-9, que carecen del gen ku80 y no tienen copias adicionales del T-

DNA, y el mutante ectópico KU-6, que presenta 3 copias de T-DNA integradas. En la figura 23 

se muestran los resultados de los tres experimentos en los que puede apreciarse que no hay 

diferencias estadísticamente significativas entre los mutantes Δku80, el mutante ectópico y 

la cepa silvestre; todos tienen el mismo comportamiento. 

Por lo tanto, estos resultados  demuestran que puede usarse un transformante Δku80 como 

cepa receptora para la deleción de otros genes, ya que la eliminación de este gen no afecta a 

la virulencia. 

 

Figura 23. Incidencia (%) de la infección en frutos de naranja “Lane Late” inoculados con 
transformantes de P. digitatum. Los transformantes KU-3 y KU-9 son mutantes de deleción 
del gen ku80 y KU-6 es un mutante ectópico, mientras que Pd1 es la cepa parental. Las 
medidas de la infección se realizaron a día 5 tras la inoculación. Los resultados se presentan 
como valores medios del porcentaje de infección ± SD. Se inocularon tres réplicas de 5 frutos 
(4 heridas por fruto). Se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) empleando el test LSD de 
forma independiente para cada experimento. Muestras con distintas letras fueron 
consideradas significativamente diferentes (p≤0.05). 
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1.5 Uso de fleomicina como marcador de selección en P. digitatum  

Una vez obtenidos los mutantes Δku80 de P. digitatum y comprobado que su morfología y 

virulencia no variaban respecto de la cepa silvestre, era necesario disponer de otro marcador 

de selección distinto de higromicina para poder emplearlo en la selección de transformantes, 

ya que la cepa Δku80, que es la que se emplearía en la transformación, ya es resistente a 

higromicina.  

1.5.1 Sensibilidad de P. digitatum a fleomicina 

Se hicieron ensayos para determinar la susceptibilidad de P. digitatum al antibiótico 

fleomicina. Se ensayaron 4 concentraciones de fleomicina (100, 50, 25 y 10 μg/mL) y varias 

concentraciones de conidios del aislado P. digitatum Pd1 (10
8
, 10

6
 y 10

4
 conidios/ mL) en dos 

medios de crecimiento diferentes (YPD y PDA). Como puede verse en la Tabla 10, en medio 

YPD no hubo crecimiento en ninguna de las combinaciones utilizadas. En cambio, en medio 

PDA se observó crecimiento para la concentración de P. digitatum de 10
8
 conidios/mL para 

las concentraciones de fleomicina de 10 y 25 μg/mL (Tabla 11). Por lo tanto, para la selección 

de los transformantes se decidió utilizar una concentración de 10 μg/mL en medio YPD. 

Tabla 10. Ensayos de la susceptibilidad del aislado Pd1 de P. digitatum ante el antibiótico 

fleomicina en medio YPD. 

Medio de cultivo 
Concentración 

Fleomicina (μg/mL) 
Concentración de conidios 

Pd1 (conidios/ mL) 
Crecimiento 

 
YPD 

 
100 

10
8 

10
6 

10
4 

No 
No 
No 

 
YPD 

 
50 

10
8 

10
6 

10
4 

No 
No 
No 

 
YPD 

 
25 

10
8 

10
6 

10
4 

No 
No 
No 

 
YPD 

 
10 

10
8 

10
6 

10
4 

No 
No 
No 
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Tabla 11. Susceptibilidad del aislado Pd1 de P. digitatum al antibiótico fleomicina en medio 

PDA. 

Medio de cultivo 
Concentración 

Fleomicina (μg/mL) 
Concentración de conidios 

Pd1 (conidios/ mL) 
Crecimiento 

 
PDA 

 
100 

10
8 

10
6 

10
4 

No 
No 
No 

 
PDA 

 
50 

10
8 

10
6 

10
4 

No 
No 
No 

 
PDA 

 
25 

10
8 

10
6 

10
4 

Si 
No 
No 

 
PDA 

 
10 

10
8 

10
6 

10
4 

Si 
No 
No 

 

1.5.2 Diseño del vector pRF-HU2Fle 

Una vez se comprobó que se podía utilizar la fleomicina como marcador de selección para P. 

digitatum, se diseñó el plásmido pRF-HU2FLe. Este nuevo plásmido tiene como base el vector 

pRF-HU2 del que se eliminó el casete de resistencia a higromicina mediante digestión con las 

enzimas de restricción BamHI y ClaI. Por otro lado se diseñaron 2 oligonucleótidos, Ble-A1 y 

Ble-S1, con los cuales se amplificó el gen de resistencia a fleomicina junto con sus secuencias 

reguladoras (promotor y terminador) desde el vector pUG66 (Gueldener et al. 2002). Este 

plásmido pertenece a la colección EUROSCARF y posee el gen de resistencia a fleomicina 

flanqueado por el promotor TEF1 de Ashbya gossypii y el terminador TEF1 del mismo hongo.  

Por último se procedió a la ligación de ambas fragmentos tal como se detalla en la figura 24. 
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 Figura 24. Representación esquemática del diseño del vector pRF-HU2Fle. Del vector pRF-

HU2 se eliminó el casete de resistencia a higromicina al digerir con las enzimas de restricción 

BamHI y ClaI. En su lugar se añadió el casete con el gen de resistencia a fleomicina obtenido 

del vector pUG66 amplificado con los oligonucleótidos Ble-A1 y Ble-S1. 

1.5.3 Transformación de P. digitatum con el vector pRF-HU2Fle 
 
Una vez finalizada la construcción del vector como se indica en el apartado 8 de Materiales y 

Métodos se transformó el aislado de P. digitatum Pd1 con el vector pRF-HU2Fle para 

comprobar si se podía utilizar como segundo marcador de resistencia. La selección de los 

transformantes se llevó a cabo en placas de YPD con una concentración de fleomicina de 10 

μg/mL.  

 

La frecuencia de aparición de transformantes fue muy baja y las pocas colonias que se 

obtuvieron no eran capaces de esporular. Se seleccionaron 8 posibles transformantes y se 

pasaron a placas de PDA sin antibiótico. En las placas de PDA sí que hubo esporulación de los 

8 presuntos transformantes. Se obtuvieron monospóricos de los mismos y se les extrajo el 

DNA genómico. Se diseñaron los oligonucleótidos Phleo A1 (5´- GCA ATT CGT TCT GTA TCA 
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GG-3´) y Phleo S1 (5´-ATC ACG AGA TTT CGA TTC C-3´) que amplifican 365 pb dentro del gen 

de resistencia de fleomicina para verificar si los presuntos transformantes obtenidos 

contenían el gen de resistencia a fleomicina. Sólo 2 de los 8 presuntos transformantes dieron 

resultado positivo en la amplificación por PCR. Este resultado implica que la mayoría de las 

colonias resistentes a fleomicina son mutantes espontáneos resistentes al antibiótico, y sólo 

un porcentaje menor de colonias son realmente transformantes. Por lo tanto, aunque se 

podría utilizar la fleomicina como segundo marcador de resistencia, la frecuencia de 

integración es baja y los transformantes no esporulan en medio con antibiótico, por lo que la 

utilidad de este marcador es muy limitada. 

 

1.6 Obtención de plásmidos binarios de RNA interferente para P. digitatum  

 

Hay dos métodos principales para la obtención de mutantes en los que se produzca el 

silenciamiento génico. Uno es mediante disrupción génica, que es el método empleado en la 

obtención del mutante Δku80 descrito anteriormente, pero desde hace unos años se está 

implantando un nuevo método, RNA interferente, que está dando muy buenos resultados y 

que se está empleando en todos los campos y organismos. Esta alternativa es la más factible 

cuando la obtención de mutantes nulos es difícil o en los casos en los que se quiera silenciar 

varios genes pertenecientes a una misma familia génica. 

 

Por este motivo, y para ampliar el conjunto de herramientas genómicas disponibles para P. 

digitatum, se han construido dos nuevos plásmidos con esta finalidad: pKMP1 y pKMP2 

(Figura 25). Ambos plásmidos parten del mismo plásmido base pJK4 (Fitzgerald, 2003). 

pKMP1 es un plásmido binario que tiene higromicina como marcador de selección. La 

comprobación de la construcción se realizó mediante secuenciación, digestión con HindIII y 

XhoI que sólo tiene un punto de corte en el plásmido y PCR estándar con los oligonucleótidos 

utilizados en la construcción.  

 

El plásmido pKMP2 al igual que pKMP1 es un plásmido binario pero que como marcador de 

selección de transformantes posee fleomicina, en lugar de higromicina, que, como con el 

plásmido pRF-HU2Fle anteriormente descrito, fue obtenido desde el plásmido pUG66. La 

construcción se comprobó igualmente mediante secuenciación y digestión con HindIII y XhoI 

esperando dos fragmentos de 6,8 Kb y 1,2 Kb (Figura 25).  
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Figura 25. Representación esquemática de los plásmidos pKMP1 y pKMP2. HigromicinaR: gen 

de resistencia a higromicina. FleomicinaR: gen de resistencia a  fleomicina. Ptef-1: Promotor 

de TEF2 de Ashbya gossypii. Ttef-1: terminador de TEF2 de Ashbya gossypii. TgpdA: 

Terminador de gpdA de F. oxysporum. CloranfenicolR: gen de resistencia a cloranfenicol. LB: 

left border. RB: right border. pBR322 ori: origen de replicación de E. coli. 

pJK11 consiste en un vector de fondo de pBluescript II conteniendo el promotor del gen gpdA 

de G. cingulata y el terminador del gen trpC de A. nidulans separados por sitios únicos de 

restricción EcoRI y HindIII, donde se clonan las repeticiones invertidas del gen de interés. 

Éstas son creadas a partir de las regiones codificantes de los genes mediante PCR y 

diseñando los oligonucleótidos para crear una región bucle en la hebra sentido. Los 

fragmentos sentido y antisentido de cada gen son ligados en el vector pJK11 previamente 

digerido con EcoRI y HindIII. Este casete de expresión es entonces digerido con las enzimas 

de restricción SacI y XhoI y clonados en pKMP1 o pKMP2, según el marcador de selección que 

quiera emplearse, previamente digeridos con SacI y XhoI. pKMP1 y pKMP2 son ya vectores 

binarios que pueden ser introducidos en A. tumefaciens para la transformación de P. 

digitatum. 

2. Factor de transcripción PacC 

Una característica que comparten las tres principales especies de Penicillium patógenas de 

frutos (P. digitatum, P. italicum y P. expansum, las dos primeras son patógenas de cítricos y la 

última de frutos de pepita) es que acidifican el tejido del fruto durante el desarrollo de la 

infección. El tejido de naranja infectado por P. italicum tiene un pH 1,9 unidades inferior al 

del tejido sano (Barmore y Brown, 1979). En la actualidad la hipótesis más extendida es que 

el patógeno modifica localmente el pH del huésped con el fin de que las actividades 

enzimáticas responsables de la degradación de la pared celular vegetal se encuentren en un 

pH cercano a su pH óptimo, o en el que la secreción de las mismas sea más efectiva (Prusky 

et al. 2004). 

Se han realizado experimentos en los que se ha medido el pH en frutos cítricos en el punto 

de inoculación hasta los 4 días post-inoculación (dpi) con las tres principales especies de 

Penicillium (P. digitatum, P. italicum y P. expansum) y un control sin inóculo solamente 

realizando la herida. Como se aprecia en la Figura 26, la infección de frutos cítricos por P. 
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digitatum y P. italicum está acompañada de una fuerte acidificación del tejido desde el 

primer día tras la inoculación, alcanzándose descensos de hasta dos unidades de pH. Cuando 

se inocula P. expansum el descenso que se produce es menor y más tardío, disminuyendo en 

una unidad de pH a los 4 dpi, mientras que en control de herida no se observa variación 

alguna.  

 

Figura 26. Evolución del pH en heridas de frutos de naranja inoculados con P. digitatum, P. 

italicum y P. expansum. 

2.1 Clonación y secuenciación del gen pacC de P. digitatum 

De forma previa a este trabajo, en nuestro grupo se obtuvo un fragmento de 662 pb del gen 

pacC de P. digitatum mediante PCR, empleando oligonucleótidos degenerados basados en 

las secuencias de aminoácidos de las proteínas PacC de otros hongos filogenéticamente 

próximos. Este fue el primer paso en la obtención de una sonda para realizar el escrutinio de 

la genoteca de DNA genómico (PD1G) para obtener la secuencia completa del gen. 

A continuación, se llevó a cabo el escrutinio de la genoteca de DNA genómico (PD1G) 

construida en el fósmido pCC2FOS con los oligonucleótidos PDPACA1 y PDPACS1 (Tabla 6 en 

Materiales y Métodos). Se realizaron extracciones de DNA plasmídico a pequeña escala por 

ebullición para los 20 primeros tubos de la genoteca, cada tubo conteniendo 

aproximadamente unos 500 clones, para obtener el DNA de los mismos y mediante una PCR 

con los oligonucleótidos diseñados se obtuvo el amplicón esperado en todos los tubos menos 

en uno de ellos (Figura 27A). De los 20 tubos se seleccionaron dos de ellos (13 y 17), los 

cuales se sembraron para obtener colonias aisladas y se realizó un segundo escrutinio 

mediante PCR en placa de 96 pocillos donde cada pocillo contenía biomasa de 12 colonias. 

Para cada uno de los dos tubos seleccionados se analizaron un total de 540 colonias (45 

pocillos por cada tubo). De esta PCR se identificaron varios pocillos positivos, de los que se 
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seleccionaron uno positivo de cada tubo inicial (13-15 y 17-24), que se sembraron para aislar 

colonias (Figura 27B). De las colonias obtenidas se realizó una tercera ronda de PCR 

empleando esta vez colonias individuales. Se analizaron 20 colonias por cada uno de los dos 

tubos positivos seleccionados. De esta última PCR se obtuvieron 4 clones positivos (17-24-4, 

17-24-5, 17-24-10 y 17-24-12) (Figura 27C). 

 

Figura 27. Escrutinio de la genoteca de DNA genómico para clonar el gen pacC de P. 

digitatum. A. Primera fase de escrutinio: PCR de las extracciones de DNA plasmídico de los 20 

primeros tubos de la genoteca PD1G. B. Segunda fase de escrutinio: PCR de grupos de 12 

clones obtenidos a partir de los tubos 13 y 17. C. Tercera fase de escrutinio: PCR de 20 

colonias individuales de los tubos positivos 13-15 (parte superior) y 17-24 (parte inferior). 

Como H se representan los controles negativos de PCR. 

Se seleccionó el clon 17-24-4 y se realizó extracción del DNA del fósmido (tal y como se 

describe en el apartado 3.7 de Materiales y Métodos). El DNA del fósmido obtenido se 

empleó directamente para secuenciar todo el gen así como su promotor y terminador. La 

secuenciación se realizó en ambas hebras para evitar posibles errores, partiendo de 

oligonucleótidos diseñados según la secuencia obtenida en las reacciones de secuenciación 

previas. En total, se secuenciaron 5966 pb de las cuales 1984 pb correspondieron a la 

secuencia completa del gen pacC (Figura 28), 2631 pb correspondieron al promotor, en el 

cual se identificó un gen que presumiblemente codifica una oxigenasa dependiente de 

oxoglutarato y hierro, y 1351 pb al terminador. Comparando la secuencia con la depositada 

recientemente en el NCBI para Pd1 (PDIP_75300), la identidad fue del 99 % con tres 

nucleótidos diferentes entre las secuencias. Idénticos resultados se obtuvieron al comparar 

la secuencia con la del gen pacC (PDIG_66000) de la otra cepa disponible de P. digitatum 

PHI26. 
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Figura 28. Secuencia del gen pacC de P. digitatum. En rojo se muestra la secuencia completa 

del gen. En negro y letras minúsculas se indican los intrones. Dentro de la región promotora 

se localiza otro gen que está marcado en verde.   
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2.2 Análisis de la secuencia del gen pacC de P. digitatum 

La secuencia del gen pacC tiene 1984 pb y al traducirla, teniendo en cuenta la presencia de 

un único intrón (nt 226-284), se obtuvo una secuencia de 641 aminoácidos. El peso molecular 

teórico es de 69,13 kDa y su punto isoeléctrico teórico de 5,98. 

La secuencia de la proteína PacC se comparó con las secuencias deducidas de la misma 

proteína de otros hongos filamentosos, como son P. chrysogenum, A. niger y A. nidulans. En 

la figura 29 se muestra el alineamiento de la secuencia de aminoácidos de PacC realizado con 

el programa ClustalX.  

En dicho alineamiento se observa que la proteína PacC de P. digitatum presenta los dominios 

que están conservados en las demás proteínas PacC de otros hongos filamentosos y que son 

los que le confieren la funcionalidad. Estos dominios son tres regiones (A, B y C) implicadas 

en las interacciones intramoleculares y en el plegamiento de la proteína, 2 regiones en las 

que se sitúan las señales para sendos cortes proteolíticos que originan la forma activa de la 

proteína, así como tres motivos denominados dedos de cinc Cys2His2. Los dedos de cinc son 

pequeños motivos estructurales de proteínas que pueden coordinar uno o más iones de cinc 

para ayudar a estabilizar sus pliegues, coordinan iones de cinc con una combinación de 

residuos de cisteína e histidina. En el factor de transcripción PacC sólo los dedos dos y tres 

contactan directamente con el sitio de unión a DNA (secuencia consenso 5´-GCCARG) y 

mediante modelado y analogía, se conoce que el dedo uno interactúa con el segundo dedo 

(Peñalva et al. 2008). 
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Figura 29. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos del factor de transcripción PacC de 
P. digitatum (P.dig) con las descritas en otros hongos filamentosos: A. nidulans (A.nid) 
número de acceso GenBank: CAA67063.1; P. chrysogenum (P.chr) número de acceso 
GenBank: AAC36492.1 y A. niger (A.nig) número de acceso GenBank: CAK37752.1. Las 5 
regiones conservadas descritas en la bibliografía aparecen marcadas en recuadros de 
diferentes colores. En gris se marca la región de los 3 dedos de cinc C2H2 y en naranja cada 
uno de ellos; en rojo, verde y amarillo las regiones A, B y C respectivamente y en morado la 
región donde se produce el primer corte proteolítico. La flecha indica el lugar donde tienen 
lugar los dos cortes proteolíticos que producen la forma activa de la proteína. El 
alineamiento se llevó a cabo con el programa ClustalX. 

2.3 Análisis de expresión de pacC 

El patrón de expresión del gen pacC se analizó mediante hibridación Northern. Se realizaron 

extracciones de RNA total a partir de los micelios liofilizados obtenidos en las distintas 

condiciones ensayadas. En la primera se partió de RNA total extraído de micelio de P. 

digitatum crecido en medio PDB a 0, 1, 2, 3, 4 y 7 días con la finalidad de conocer la 

expresión in vitro de pacC. En la segunda condición se extrajo RNA de tejido de frutos de 

naranja infectados con una suspensión de 10
6
 conidios/mL de P. digitatum a los 1, 2, 3, 4 y 7 

días tras la inoculación. La normalización de todas las señales se llevó a cabo con la señal de 

la hibridación con una sonda correspondiente al 28S rDNA de P. digitatum.  

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 30. Se puede observar que el gen pacC no 

se induce ni durante el proceso de infección ni durante el crecimiento en medio PDB. La 
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presencia de dos bandas en la hibridación Northern podría indicar la presencia de dos 

transcritos cuyos orígenes pueden obedecer a distintos motivos. Sin embargo es de reseñar 

que en otros hongos filamentosos el gen pacC está en copia única y los datos recientes de la 

secuenciación del genoma de dos aislados indican que en P. digitatum sólo existe una copia 

de pacC.     

 

Figura 30. Análisis Nothern del patrón de expresión del gen pacC. El nivel de transcrito fue 

cuantificado y normalizado respecto a la sonda 28S rDNA de P. digitatum. El análisis se 

realizó a los 1, 2, 3, 4 y 7 días posteriores a la infección (dpi) de los frutos de naranja con P. 

digitatum (infección), así como a los 0, 1, 2, 3 y 4 días de incubación en medio PDB (in vitro) 

de P. digitatum. 
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2.4 Obtención de mutantes pacC de P. digitatum  

Con el fin de profundizar en el posible papel que desempeña este factor de transcripción 

durante el proceso de infección, el siguiente paso de este trabajo fue la obtención de 

mutantes que expresasen una variante de la proteína truncada por el segundo sitio de corte 

proteolítico, de forma que la proteína sintetizada sea funcionalmente activa 

independientemente del pH. Hemos abordado dos aproximaciones. En la primera, se 

pretende obtener una expresión constitutiva de una versión truncada del gen bajo el control 

del promotor del gen gpdA de A. nidulans. Esta fusión se integraría de forma ectópica en el 

genoma, de forma que los transformantes obtenidos serían merodiploides. En la segunda 

aproximación se pretende substituir el gen pacC original por una copia truncada del mismo 

mediante recombinación homóloga.  

2.4.1 Construcción del plásmido de sobreexpresión pRF-HUE-pacC
c
 

Con la finalidad de conocer mejor el efecto del factor de transcripción PacC se construyó el 

plásmido pRF-HUE-pacC
c
 (Figura 31), que deriva del vector pRF-HUE (Frandsen et al. 2008). 

Este vector contiene el casete de higromicina como marcador de selección. Además, 

contiene el promotor del gen que codifica la gliceraldehido 3 deshidrogenasa de A. nidulans  

(PgpdA) tras el cual se clonó un fragmento de 1447 bp del gen pacC amplificado con los 

oligonucleótidos PACC-03 y PACC-C2S (Tabla 3 en Materiales y Métodos). El oligonucleótido 

PACC-03 introduce el codón ATG de inicio de la proteína. El oligonucleótido PACC-C2S cambia 

la arginina de la posición 472 de la proteína por el codón de parada TGA. A pesar de que el 

segundo corte proteolítico que produce la forma final y activa de la proteína tiene lugar en el 

residuo 237Y, los trabajos realizados  con otros hongos filamentosos han demostrado que 

para conseguir una forma activa de la proteína se necesitan tanto la región A y B de la misma 

para que puedan interaccionar con el DNA. Por esta razón se diseñó el oligonucleótido PACC-

C2S, para establecer el codón de parada dentro de la “caja” de la segunda señal de corte 

proteolítico, en el mismo residuo de arginina empleado en estudios previos en A. nidulans 

(Tilburn, 1995), F. oxysporum (Caracuel et al. 2003) y Wangiella dermatitidis (Wang y 

Szaniszlo, 2009). La amplificación del fragmento se llevó a cabo con una DNA polimerasa que 

posee actividad de corrección de lectura (PfuTurbo Hotstart, Stratagene) para asegurar la 

fidelidad de la copia amplificada, que fue confirmada mediante secuenciación. Este 

fragmento se clonó en el vector pRF-HUE siguiendo la metodología USER descrita en 

Materiales y Métodos. Para comprobar que la incorporación de la copia truncada del gen 

pacC se había producido correctamente se secuenció el plásmido con los oligonucleótidos 

RF3, que se encuentra dentro del casete de resistencia a higromicina, y el oligonucleótido 

PACC-C2S, que está situado en uno de los extremos del fragmento que se ha utilizado para la 

clonación.  



____________________________Resultados _______________________________  
 
 

- 119 - 
 

 

 

Figura 31. Representación esquemática de la construcción vector pRF-HUE-pacC
c
. LB: left 

border. RB: right border. pacC: secuencia del factor de transcripción pacC de P. digitatum que 

codifica los 472 primeros aminoácidos de la proteína introduciendo un codón de parada en la 

última posición. PgpdA: promotor del gen gpdA de A. nidulans. hph: gen de resistencia a 

higromicina. PtrpC: promotor del gen trpC de A. nidulans. TtrpC: terminador del gen trpC de 

A. nidulans. pacC
c
: proteína funcional. HMBF1 y HMBR1: oligonucleótidos que amplifican el 

gen de resistencia a higromicina.  

2.4.2 Construcción del plásmido de expresión constitutiva pRF-HU2-pacC
c
 

Para la expresión constitutiva del factor de transcripción PacC se construyó el plásmido pRF-

HU2-pacC
c
 (Figura 32), que deriva del vector pRF-HU2 (Frandsen et al. 2008) y que contiene 

como marcador de selección el gen de resistencia a higromicina flanqueado por el promotor 

y terminador del gen trpC de A. nidulans. Flanqueando al casete de higromicina hay un 

fragmento de 1620 pb del terminador de gen pacC, amplificado con los oligonucleótidos 

PACC-A3 y PACC-D4 (Tabla 7 en Materiales y Métodos) y 1674 pb que incluyen 258 pb de 

promotor y 1416 pb del extremo 5’ del gen, correspondientes a los 472 primeros 

aminoácidos de la proteína, amplificados con los oligonucleótidos PACC-C1 y PACC-C2S 

(Tabla 3). Este fragmento se amplificó con una DNA polimerasa (PfuTurbo Hotstart, 

Stratagene) con actividad correctora de lectura para asegurar la fidelidad de la copia 

amplificada. Tanto el casete de higromicina como los fragmentos derivados de la secuencia 

de pacC se encuentran situados entre los bordes derecho e izquierdo (RB y LB) del T-DNA que 

se integrará en el genoma del hongo por recombinación homóloga, facilitando así que se 

produzca la forma activa de la proteína PacC de forma constitutiva sin tener que depender 

del control del pH. 

La clonación de ambos fragmentos y la comprobación del plásmido resultante se llevaron a 

cabo con la misma metodología explicada en el apartado anterior. Para la comprobación de 

uno de los lados se amplificó un fragmento de 1787 pb con los oligonucleótidos PACC-C1 y 

RF2. El oligonucleótido PACC-C1 se encuentra en uno de los extremos del fragmento 

introducido y el oligonucleótido RF2 se encuentra situado en el casete de resistencia a 

higromicina. A las colonias positivas se les realizó la comprobación del otro lado de la 
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construcción mediante los oligonucleótidos PACC-D4 y RF1 que amplifican un fragmento de 

2262 pb. Una vez seleccionados varios clones positivos, se emplearon los mismos cuatro 

oligonucleótidos citados anteriormente para secuenciar los puntos de fusión y comprobar 

que no se habían introducido errores durante el proceso de clonación.  

 

 

Figura 32. Representación esquemática de la construcción vector pRF-HU2-pacC
c
. LB: left 

border. RB: right border. pacC: secuencia del factor de transcripción pacC de P. digitatum que 

codifica los 472 primeros aminoácidos de la proteína introduciendo un codón de parada en la 

última posición. Promotor: 258 pb del promotor de pacC., Terminador: 1620 pb del 

terminador de gen pacC. hph: gen de resistencia a higromicina. PtrpC: promotor del gen trpC 

de A. nidulans. TtrpC: terminador del gen trpC de A. nidulans. pacC
c
: proteína funcional. 

HMBF1 y HMBR1: oligonucleótidos que amplifican el gen de resistencia a higromicina. PacC-

S6 y PacC-A11: oligonucleótidos utilizados para diferenciar entre los transformantes en los 

que se produjo la recombinación homóloga de los que aún conservan la copia del gen.  

2.4.3 Construcción del plásmido de deleción pRF-HU2-ΔpacC1 

Para la deleción de pacC se construyeron dos plásmidos que diferían en la longitud de los 

fragmentos que flanqueaban al casete de higromicina. El primer plásmido, denominado pRF-

HU2-ΔpacC1 (Figura 33), contiene el casete de higromicina flanqueado por un fragmento de 

1091 pb del terminador de gen pacC, amplificados con los oligonucleótidos PACC A3 y PACC 

A4 (Tabla 7), y otro fragmento que contiene 1013 pb de la zona del promotor del gen pacC, 

que se obtuvo con los oligonucleótidos PACC 01 y PACC 02 (Tabla 3). La metodología 

empleada fue la misma descrita anteriormente. La integración del T-DNA en el genoma del 

hongo por recombinación homóloga eliminará el gen pacC en el genoma del hongo, 

sustituyéndolo por el casete de resistencia a higromicina.  

Para la comprobación de la clonación se emplearon los oligonucleótidos PACC-O1 y RF2, que 

amplifican un fragmento de 1174 pb correspondiente a la región del promotor y los 
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oligonucleótidos PACC-A4 y RF1, que amplifican un fragmento de 1246 pb de la región del 

terminador. Estos mismos cuatro oligonucleótidos se emplearon para comprobar mediante 

secuenciación la ausencia de errores y artefactos de clonación. 

 

Figura 33. Representación esquemática de la construcción vector pRF-HU2-ΔpacC1. LB: left 

border. RB: right border. Promotor: 1013 pb del promotor del gen pacC. Terminador: 1091 pb 

del terminador de gen pacC. hph: gen de resistencia a higromicina. PtrpC: promotordel gen 

trpCde A. nidulans. TtrpC: terminador del gen trpCde A. nidulans. pacC
c
: proteína funcional. 

HMBF1 y HMBR1: oligonucleótidos que amplifican el gen de resistencia a higromicina. PacC-

S12 y PacC-A10: oligonucleótidos que amplifican dentro del mismo gen pacC. PacC-S18 y 

HPHTER2: oligonucleótidos para comprobar si la construcción se integró en el locus de pacC. 

 

2.4.4 Construcción del plásmido de deleción pRF-HU2-ΔpacC2 

La segunda construcción se denominó pRF-HU2-ΔpacC2 (Figura 34). La necesidad de realizar 

esta segunda construcción fue debida a que con 1 kb de longitud de las regiones 

flanqueantes del plásmido pRF-HU2-ΔpacC1 no se obtuvo ningún transformante. Sin 

embargo en la búsqueda de una alternativa para aumentar el nivel de recombinación 

homóloga como fue la utilización de mutantes deletantes en ku80 se descubrió que al 

aumentar la longitud de las regiones flanqueantes desde 1 kb a 1,5 kb el porcentaje de 

recombinación aumentaba en gran medida. La construcción pRF-HU2-ΔpacC2 deriva también 

del vector pRF-HU2 (Frandsen et al. 2008) y contiene igualmente el casete de higromicina 

flanqueado por un fragmento de 1620 pb del terminador de gen pacC, amplificados con los 

oligonucleótidos PACC-A3 y PACC-D4 (Tabla 3). El otro fragmento contenía 1798 pb de la 

zona del promotor del gen pacC que se obtuvo con los oligonucleótidos PACC D1 y PACC O2 

(Tabla 3).  
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Para la comprobación de la clonación se emplearon los oligonucleótidos PACC-D1 y RF2, que 

amplifican un fragmento de 1911 pb correspondiente a la región del promotor y los 

oligonucleótidos PACC-D4 y RF1, que amplifican un fragmento de 2262 pb de la región del 

terminador. Del mismo modo que con la construcción anterior se secuenció la zona de unión 

de los fragmentos con el plásmido para comprobar la correcta ligación y orientación de los 

fragmentos.  

 

Figura 34. Representación esquemática de la construcción vector pRF-HU2-ΔpacC2. LB: left 

border. RB: right border. Promotor: 1798 pb del promotor de pacC. Terminador: 1620 pb del 

terminador de gen pacC. hph: gen de resistencia a higromicina. PtrpC: promotordel gen 

trpCde A. nidulans. TtrpC: terminador del gen trpCde A. nidulans. HMBF1 y HMBR1: 

oligonucleótidos que amplifican el gen de resistencia a higromicina. PacC-S12 y PacC-A10: 

oligonucleótidos que amplifican dentro del mismo gen pacC. PacC-S18 y HPHTER2: 

oligonucleótidos para comprobar si la construcción se integró en el locus de pacC. 

2.5 Transformación de P. digitatum con los plásmidos pRF-HU2-pacC
c
, pRF-HU2-ΔpacC y 

pRF-HUE-pacC
c
 

La transformación del aislado de P. digitatum Pd1 con las diferentes construcciones se llevó a 

cabo empleando A. tumefaciens como se indica en el apartado 10 de Materiales y Métodos. 

La selección de transformantes se hizo en placas de PDA suplementado con higromicina. Los 

transformantes obtenidos se analizaron por PCR.  

A los presuntos transformantes que poseían la construcción con el plásmido pRF-HUE-pacC
c
, 

para la sobreexpresión del factor de transcripción PacC, se les analizó únicamente la 

presencia del gen de resistencia a higromicina, cuya presencia indica que los transformantes 

habían integrado la construcción en su genoma. El análisis se llevó a cabo mediante PCR con 

los oligonucleótidos HMBF1 (3’ CTG ATA GAG TTG GTC AAG ACC 5’) y HMBR1 (3’ CTG TCG 
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AGA AGT TTC TGA TCG 5’) que amplifican un fragmento de 800 pb del gen de resistencia a 

higromicina. Todos los transformantes analizados fueron positivos. 

Para el análisis de los transformantes que contenían las construcciones de los plásmidos de 

deleción pRF-HU2-ΔpacC1 y pRF-HU2-ΔpacC2 se utilizaron las parejas de oligonucleótidos 

PACCS18-HPHTER2 y PACCS12-PACCA10. La primera pareja de oligonucleótidos amplifica si la 

construcción se integró en el locus de pacC mientras que la segunda amplifica dentro del 

mismo gen pacC. Para la primera construcción se analizaron más de 500 presuntos 

transformantes y no se obtuvo ningún mutante de deleción. Respecto a la segunda 

construcción pRF-HU2-ΔpacC2, del mismo modo, de más de 250 presuntos transformantes 

analizados tampoco se obtuvo ningún mutante de deleción, aunque algunos dieron positivo 

para la primera pareja de oligonucleótidos, la segunda pareja siempre dio positivo para todos 

los transformantes lo que indica que todos conservan una copia intacta de pacC.  

Para el análisis de los transformantes que contenían la construcción del plásmido de 

expresión constitutiva pRF-HU2-pacC
c
 se utilizó la pareja de oligonucleótidos PACCS6-

PACCA11. El tamaño del amplicón diferencia los transformantes en los que se produjo la 

recombinación homóloga, en los cuales resulta de un tamaño de 3600 pb, de los 

transformantes que aún conservan la copia original del gen, que es de 1255 pb. Al igual que 

en el caso anterior del análisis de más 100 presuntos transformantes no se obtuvo ningún 

mutante de expresión constitutiva. 

2.5.1 Ensayos de infección transformantes de PacC 

Una vez se comprobó la presencia del T-DNA transformante en el genoma de los 

transformantes de sobreexpresión, se seleccionaron 3 de ellos (PacC S2, PacC S6 y PacC S7) 

para comprobar si la capacidad infectiva de los mismos se había visto afectada. Estos 

mutantes deberían expresar constitutivamente la forma activa del factor de transcripción 

PacC independientemente del pH del medio, inhibiendo la expresión de los genes que se 

expresan en condiciones ácidas. Se realizaron 3 ensayos de infección independientes en 

frutos de naranja “Lane Late” con conidios de los transformantes de P. digitatum a una 

concentración de 10
4
 conidios/mL. A los 5 días tras la inoculación se realizó el análisis 

estadístico de la varianza (ANOVA) empleando el test LSD (Figura 35). Los resultados reflejan 

que en los tres transformantes la capacidad infectiva se vió afectada, produciéndose una 

disminución de la infección con respecto al control de un 20 %. Por lo tanto, se comprueba la 

importancia del pH en el proceso de infección de P. digitatum sobre frutos de naranja. 
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Figura 35. Incidencia (%) de la infección en frutos de naranja “Lane Late” incoculados con de 

transformantes de P. digitatum que expresan constitutivamente el factor de transcripción 

PacC. Los resultados se presentan para 5 dpi como valores medios del porcentaje de 

infección ± SD para cada transformante y experimento. Se inocularon tres réplicas de 5 

frutos (4 heridas por fruto). Se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) empleando el test 

LSD. Muestras con distintas letras dentro de cada experimento fueron consideradas 

significativamente diferentes (p≤0,05). 

3. Identificación y caracterización de genes de P. digitatum que se inducen durante el 

proceso de infección de frutos cítricos 

Para la identificación y caracterización de genes de P. digitatum que se inducen durante el 

proceso de infección se construyó una genoteca de cDNA sintetizado a partir de RNA aislado 

de tejido de naranja infectado con P. digitatum usando el método de la hibridación 

sustractiva mediada por PCR supresiva (SSH). El tejido infectado fue recogido a las 72 horas 

tras la inoculación, cuando la maceración del tejido es ya evidente. Para la estimación de las 

proporciones tanto de hongo como de tejido de naranja a emplear en la muestra “driver” se 

analizaron mezclas de diferentes proporciones de ambos RNAs comparándolas con una 

muestra de RNA de tejido de naranja infectado a los 3 días después de la inoculación (Figura 

36). La proporción estimada para la muestra “driver” fue de 90 % de RNA de hongo y 10 % de 

RNA de tejido del fruto.  
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Figura 36. Comparación de diferentes proporciones de RNA de hongo (H) y naranja (N) con 

RNA de tejido de naranja infectado a los 3 días tras la inoculación (I3). 

Para construir la genoteca sustractiva de cDNA se usó como muestra “driver” una mezcla de 

RNAs de tejido de fruto no infectado y de hongo crecido in vitro en las proporciones 

estimadas anteriormente y como muestra “tester” tejido de fruto infectado a los 3 dpi. La 

comprobación de que el proceso de sustracción había sido eficiente se llevó a cabo mediante 

PCR con los genes que codifican una proteína similar a actina y la histona H3 (Figura 37), que 

ya habían sido aislados previamente en el grupo (González-Candelas et al. 2010). 

 

 

Figura 37. Hibridaciones Northern de los genes seleccionados para comprobar la eficiencia 

del proceso de sustracción. Las sondas utilizadas para la hibridación se sintetizaron a partir 

de genes que presentan homología con la histona H3 (his3, C06004H02) y con actina (act, 

C06016B02). Para cada uno de los genes analizados, la intensidad de la señal de hibridación 

fue cuantificada y normalizada respecto a la sonda 28S rDNA de P. digitatum. Al pie de cada 

panel se muestra la cuantificación relativa de la correspondiente señal referida al valor de la 

muestra de infección a día 3. El análisis se realizó a los 1, 2, 3, 4 y 7 días posteriores a la 

infección de los frutos de naranja con P. digitatum (infección), así como a los 0, 1, 2, 3 y 4 

días de incubación en medio PDB (in vitro) de P. digitatum. Como control negativo se utilizó 

RNA de fruto a los 3 días después de practicar la herida. 
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Como puede observarse en la Figura 37, estos dos genes presentan una expresión 

constitutiva durante la infección de frutos de naranja.  Se analizó por PCR semicuantitativa la 

abundancia relativa de estos dos genes en el cDNA obtenido tras el proceso de sustracción y 

se comparó con su abundancia en un control de cDNA no sustraído. Como se muestra en la 

Figura 38, la aparición del amplicón correspondiente al gen de actina en el control no 

sustraído se observa a partir del ciclo 16, mientras que en el cDNA sustraído no se observa 

amplicón, incluso después de 25 ciclos. Según los análisis Northern, el gen que codifica la 

histona H3 tiene una expresión mayor que el gen que codifica la actina (Figura 37). Por ello la 

sustracción del gen de la histona H3 fue mucho menos eficiente que en el caso anterior, 

observándose sólo un ligero retraso en la aparición del amplicón (Figura 38). Estos resultados 

confirman que la sustracción ha tenido lugar, pero que la eficiencia de la misma depende del 

nivel de expresión de cada gen. Una vez comprobado que la sustracción había tenido lugar se 

procedió a clonar los fragmentos de cDNA en el plásmido pCRII, obteniéndose una genoteca 

sustractiva, que se denominó PDS.  

 

 

 

 

Figura 38. Comprobación de la eficiencia de la sustracción. Muestras de PCR obtenidas a 

diferentes ciclos tanto del cDNA sustraído como del cDNA control no sustraído para los dos 

genes utilizados como control, Histona H3 (his3, C06004H02) y Actina (act, C06016B02). 
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3.1 Secuenciación y análisis de las secuencias de clones de la genoteca PDS  

Se seleccionaron aleatoriamente 328 clones de la genoteca PDS para su secuenciación, de los 

cuales 33 fueron descartados (27 secuencias malas y 6 secuencias sin inserto). El análisis de 

los agrupamientos de secuencias se llevó a cabo con el programa SEQtools 

(http://seqtools.dk ). De los 295 clones válidos se obtuvieron 149 unigenes, lo que supone el 

51 % del total de secuencias válidas, por lo que la redundancia final en la genoteca PDS fue 

del 49 %. Los 149 unigenes están formados por 98 secuencias únicas y 51 agrupamientos, 

que incluyen 197 ESTs (Tabla 12). El tamaño medio de los insertos es de 290 pb, próximo al 

valor teórico de 256 pb correspondiente al tamaño esperado en función de la frecuencia de 

corte de la enzima RsaI empleada en la digestión del cDNA durante la construcción de la 

genoteca.  

 

                     Tabla 12. Resumen de las características generales de la genoteca PDS. 

Resumen genoteca PDS 

Clones secuenciados 328 

Secuencias válidas (ESTs) 295 

ESTs en agrupamientos 197 

Nº total de agrupamientos 51 

ESTs únicas 98 

Unigenes 149 

Redundancia (%) 49 

                     Redundancia = (1-(Genes totales/ESTs)) x 100 

 

En la tabla 13 se muestran los 23 unigenes que contienen 3 o más ESTs, que incluyen un total 

de 141 ESTs, lo que representa un 48 % del total de ESTs. De estos 23 agrupamientos dos de 

ellos tienen homología con proteínas relacionadas con el fruto, una reticulin oxidasa y una 

proteína de unión a DNA respectivamente (Cs2g10140.0 y Cs3g01585.1). Los 21 

agrupamientos restantes proceden putativamente de P. digitatum. La reciente disponibilidad 

de la secuencia completa del genoma de P. digitatum ha permitido asignar cada una de las 

ESTs al gen al que pertenecen y a su número de acceso en el NCBI. Destaca el hecho de que 

varios de los agrupamientos más numerosos tienen homología con diferentes tipos de 

proteasas, como son una endopeptidasa aspártica (PDIP_82060), una tripeptidil peptidasa S8 

(PDIP_12220), una aspergilopepsina (PDIP_06020) y una carboxipeptidasa (PDIP_71590), así 

como otros con homología con varias enzimas degradadoras de pared celular, como una 

poligalacturonasa (PDIP_64460), una endoglucanasa (PDIP_65210) y una pectin liasa 
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(PDIP_57790). También se encuentran agrupamientos relacionado con proteínas ribosomales 

(Proteína ribosomal 60S L9; PDIP_41510).  

Los restantes 126 genes (datos suplementarios) incluyen a 154 ESTs. Catorce de ellos 

corresponden a genes del fruto, como el que codifica una lipasa de clase 3 (Cs2g28830.1), 

dos glutatión S-transferasas (orange1.1t03455.1 y orange1.1t03630.1) o una alfa-dioxigenasa 

inducible por patógeno (Cs2g28680.1). El grupo más representado con 14 genes está 

relacionado con proteínas ribosomales. Varios genes están relacionados con la patogénesis, 

ya que codifican enzimas relacionadas con la degradación de la pared celular, como una 

glucanasa (PDIP_08210) o una pectin liasa B (PDIP_08080), o proteasas, como una serin 

peptidase (PDIP_67670). También destacan los unigenes relacionados con el transporte de 

sustancias, como un transportador de oligopéptidos (PDIP_80310) y dos relacionados con 

mecanismos de detoxificación de la célula: un transportador MFS (PDIP_09580) y un 

transportador tipo ABC (PDIP_53810). También se encuentran unigenes relacionados con el 

metabolismo redox, como los que codifican una tioredoxina (PDIP_60580), una 

peroxiredoxina (PDIP_61930), una superóxido dismutasa (PDIP_66470), una glutatión S-

transferasa (PDIP_62390) y una formato deshidrogenasa (PDIP_18480). Y varios unigenes 

relacionados con la obtención de energía mediante la vía de la glucólisis, como una enolasa 

(PDIP_68590) o una piruvato quinasa (PDIP_70570). También se encuentran unigenes que 

codifican proteínas de la vía de la ubiquitinación, que está relacionada con la degradación de 

proteínas anómalas: una ubiquitina ligasa (PDIP_66270) y una enzima de unión a ubiquitina 

(PDIP_31680). 
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Tabla 13. Anotación de los genes de la genoteca sustraída de cDNA PDS que tienen más de 3 
ESTs. 

Unigen Proteína 
nº Acceso 
GenBanK 

Anotación Origen 
nº 
ESTs 

SSH-01 PDIP_82060 EKV05607.1 Endopeptidasa aspártica pep1 P. digitatum 27 

SSH-03 PDIP_65210 EKV09439.1 Endoglucanasa/celulasa extracelular P. digitatum 11 

SSH-02 PDIP_64460 EKV09364.1 Endo-poligalacturonasa P. digitatum 10 

SSH-07 PDIP_03330 EKV21742.1 Proteína hipotética P. digitatum 9 

SSH-05 PDIP_12220 EKV20850.1 Tripeptidil peptidasa S8 P. digitatum 8 

SSH-09 mitocondria CM001644.1 
Penicillium digitatum Pd1 

mitocondria 
P. digitatum 7 

SSH-08 PDIP_71590 EKV07879.1 Carboxipeptidasa 5 P. digitatum 6 

SSH-10 PDIP_47870 EKV13428.1 
Gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa 
P. digitatum 6 

SSH-11 PDIP_77270 EKV06691.1 Ribonucleasa guanil-específica P. digitatum 6 

SSH-12 Cs2g10140.1  Reticulina oxidasa C. sinensis 6 

SSH-04 PDIP_06020 EKV21461.1 Aspergillopepsina P. digitatum 5 

SSH-13 PDIP_33560 EKV16989.1 Proteína hipotética P. digitatum 5 

SSH-06 PDIP_45260 EKV14128.1 
Proteína C inducida por 
concanamicina (CipC) 

P. digitatum 4 

SSH-14 PDIP_45660 EKV13970.1 Sorbitol / xilulosa reductasa P. digitatum 4 

SSH-16 PDIP_49840 EKV13126.1 
Inhibidor de la iniciación de la  

traducción 
P. digitatum 3 

SSH-18 PDIP_48830 EKV13195.1 Nucleósido difosfato quinasa P. digitatum 3 

SSH-19 PDIP_49850 EKV13127.1 Giberelina 3-beta hidroxilasa P. digitatum 3 

SSH-20 Cs3g01585.1  Proteína de unión a DNA C. sinensis 3 

SSH-21 PDIP_06490 EKV21440.1 Proteína hipotética P. digitatum 3 

SSH-22 PDIP_10140 EKV21060.1 
Naftaleno 1,2-dioxigenasa, subunidad 

alfa 
P. digitatum 3 

SSH-23 PDIP_41510 EKV15092.1 Proteína ribosomal 60S L9 P. digitatum 3 

SSH-24 PDIP_57790 EKV11104.1 Pectin liasa P. digitatum 3 

SSH-25 PDIP_64200 EKV09493.1 
Aminotransferasa de aminoácidos de 

cadena ramificada 
P. digitatum 3 

 

3.2 Análisis de expresión de los clones presente en la genoteca  PDS  

La segunda aproximación genómica que se utilizó para identificar genes de P. digitatum que 

se inducen durante el proceso de infección fue la creación de una macromatriz partiendo de 

los clones obtenidos previamente en la genoteca PDS y la hibridación de la misma con 

muestras de RNAs procedentes de tejido infectado y de micelio de hongo crecido en medio 

de cultivo. Para la construcción de la macromatriz de cDNA se seleccionaron al azar 1440 

clones individuales de la genoteca PDS. Los insertos de estos clones fueron amplificados por 

PCR y depositados en una membrana de nailon. También se incluyeron en la membrana 96 

controles tanto positivos como negativos. El vector sin inserto fue utilizado como control 

negativo. Para la selección de posibles controles de expresión tanto constitutiva como 

diferencial se realizaron análisis Northern de varios genes de P. digitatum obtenidos de 
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genotecas previamente construidas en nuestro grupo. Como genes control se incluyeron el 

gen que codifica una pectin liasa (C34104G01) y el gen que codifica la histona H3 

(C06004H02). Estos genes fueron obtenidos de dos bibliotecas de cDNA (RindPdig24 y 

PostharvP1) construidas previamente en nuestro laboratorio: RindPdig24 se obtuvo de frutos 

de mandarina “Clemenules” a las 24 horas después de ser heridos e infectados con P. 

digitatum (Forment et al. 2005), mientras que PostharvP1 se obtuvo de frutos de mandarina 

“Clemenules” heridos y frutos heridos e infectados con P. digitatum a diferentes tiempos, y 

está enriquecida en cDNAs de longitud completa (Marques et al. 2009). También fueron 

incluidos como controles clones de los rRNA 26-28S de C. sinensis y de P. digitatum (Figura 

37), que ya habían sido clonados en el laboratorio (Ballester et al. 2006). Se obtuvieron 12 

réplicas de la macromatriz en el Servicio de Chips de DNA de la Universitat de València. 

La macromatiz fue hibridada con muestras de cDNA de cadena sencilla marcadas con 
33

P-

dCTP. Se emplearon las mismas muestras a partir de las cuales se obtuvo la genoteca PDS, 

tejido de naranja a los 3 días de la infección (I3) y hongo crecido en medio de cultivo líquido 

PDB durante 3 días (H3). Se realizaron un total de 3 réplicas biológicas de cada muestra. Las 

señales obtenidas fueron convertidas a valores de intensidad relativa que se cuantificaron 

mediante el programa informático Array Vision y con el programa Array Stat se realizó el 

análisis estadístico de los mismos, como se indica en el apartado 11.3 de Materiales y 

Métodos. La comparación entre las imágenes de hibridación de ambas muestras reveló la 

presencia de genes que se inducían durante el proceso de infección (Figura 39).  
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 Figura 39. Imágenes de la hibridación de las macromatrices generadas a partir de la 

genoteca PDS. I3: cDNA de tejido de naranja a los 3 días de la inoculación con P. digitatum. 

H3: cDNA de hongo crecido in vitro durante 3 días. En detalle se muestran 4 clones que se 

expresan más durante la infección. Las hibridaciones se realizaron con tres réplicas biológicas 

independientes. 

El análisis estadístico, realizado con un intervalo confianza de 0,05, reveló un total de 867 

clones con una diferencia de expresión significativa (60,2 % del total), de los cuales 741 

clones, que representan un 51,5 % del total de clones representados en la macromatriz, 

pertenecen a clones con una expresión mayor en infección, lo que demuestra, que la 

genoteca PDS está enriquecida en genes que se inducen. Del resto de clones se obtuvieron 

554 (38,5 % del total) no significativos, y 19 no fueron analizados por no cumplir los 

requisitos mínimos de intensidad de señal para ser analizados.    

Teniendo en cuenta los datos de expresión obtenidos en la hibridación de la macromatriz se 

secuenciaron 76 clones más, incluyendo clones cuyo nivel de inducción durante la infección 

respecto al crecimiento en condiciones in vitro era igual o superior a 2 y que no habían sido 

ya obtenidos en la secuenciación aleatoria, así como algunos clones con niveles de expresión 

muy elevados o muy bajos. Las secuencias de estos clones se integraron con las obtenidas 

previamente mediante secuenciación aleatoria.  

En la Tabla 14 se muestran los 24 unigenes cuyo valor de inducción en la muestra I3 fue 

mayor o igual a 2 comparado con la muestra H3. Tres de estos unigenes codifican proteínas 

hipotéticas (PDIP_12700, PDIP_61480 y PDIP_23200) y dos (Cs2g28680.1 y fragmento entre 

Cs7g25660 y Cs7g25670) tienen homología con proteínas relacionadas con el fruto. Los 

agrupamientos restantes proceden putativamente de P. digitatum. El mayor nivel de 

inducción correspondió a una proteína extracelular con dominio de taumatina (PDIP_76190). 
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Varios de los unigenes con mayor nivel de inducción durante la infección  tienen homología 

con diferentes tipos de proteasas, como son una endopeptidasa aspártica (PDIP_82060), una 

tripeptidil peptidasa S8 (PDIP_12220), una aspergilopepsina (PDIP_06020) y una serin 

peptidasa (PDIP_67670). Otros unigenes presentan homología con enzimas degradadoras de 

pared celular, como la poligalacturonasa PG1 de P. digitatum (PDIP_12220) y dos pectin 

liasas (PDIP_67670 y PDIP_08080). Algunos de los unigenes están relacionados con 

mecanismos de obtención de energía, entre los que se encuentran una piruvato quinasa 

(PDIP_70570). Otro unigen con muchas ESTs y con alto valor de inducción es el que codifica 

una proteína C inducida por concanamicina (CipC), que está relacionada con el transporte de 

sustancias y resistencia a antibióticos. Otro unigen relacionado con la síntesis o 

metabolización de antibióticos fue el que codifica una aflatoxina b1-aldehído reductasa 

(PDIP_27790). También encontramos unigenes relacionados con la hidrólisis de RNA, como 

una guanil-específica ribonucleasa (PDIP_77270) y otro relacionado con la inhibición del 

inicio de la traducción (PDIP_49840). Varios de los unigenes se engloban dentro del grupo de 

las oxidorreductasas, como son una sarcosina oxidasa (PDIP_07830) y una glicerol 

dehidrogenasa (PDIP_42980), que está involucrada en el metabolismo de glicerolípidos. 

También encontramos un unigen perteneciente al grupo de las fosfatasas, en concreto una 

fitasa (PDIP_55120).  También se encuentran agrupamientos relacionado con proteínas 

ribosomales (Proteína ribosomal 60S L13; PDIP_15790 y Proteína ribosomal L34; 

PDIP_71990). 
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Tabla 14. Genes presentes en la genoteca PDS con un nivel de inducción ≥ 2 en tejido de 

naranja a los 3 días de la inoculación con P. digitatum con respecto a micelio del hongo 

después de 3 días de crecimiento en medio de cultivo líquido. 

Unigen Proteína 
No. acceso 
GenBank  

No ESTs 
(significati

vas) 
Anotación Origen 

Valor de 
inducción 

SSH-38 PDIP_76190 EKV06798.1 2 (2) 
proteína extracelular 
con dominio taumatina 

P. digitatum 4.16 ± 0.59 

PDS15G06 Cr. 7 
 

1 (1) 
Entre Cs7g25660 y 
Cs7g25670 

C. sinensis 4.07 

SSH-04 PDIP_06020 EKV21461.1 13 (11) Aspergilopepsina P. digitatum 3.88 ± 1.19 

SSH-26 PDIP_67670 EKV08475.1 3 (1) 
Serin peptidasa, familia 
S28 

P. digitatum 3.88 

SSH-06 PDIP_45260 EKV14128.1 10 (9) 
Proteína inducida por 
concanamicina (CipC) 

P. digitatum 3.81 ± 1.35 

SSH-46 PDIP_12700 EKV20803.1 2 (1) Proteína hipotética P. digitatum 3.68 

SSH-01 PDIP_82060 EKV05607.1 53 (44) 
Endopeptidasa 
aspártica pep1 

P. digitatum 3.51 ± 1.47 

PDS01H10 PDIP_61480 EKV10010.1 1 (1) Proteína hipotética P. digitatum 3.68 

SSH-34 PDIP_40860 EKV15256.1 2 (2) 
Monoxigenasa con 
dominio de unión a FAD 

P. digitatum 3.43 ± 0.4 

SSH-50 PDIP_70570 EKV08094.1 2 (1) Piruvato quinasa P. digitatum 3.27 

SSH-05 PDIP_12220 EKV20850.1 12 (10) Tripeptidil peptidasa S8 P. digitatum 3.12 ± 1.13 

SSH-02 PDIP_64460 EKV09364.1 16 (11) Endo-poligalacturonasa P. digitatum 2.88 ± 1.29 

SSH-11 PDIP_77270 EKV06691.1 6 (4) 
Ribonucleasa guanil-
específica 

P. digitatum 2.67 ± 1.03 

SSH-17 Cs2g28680.1 
 

3 (2) 
Alfa-dioxigenasa 
inducible por patógeno 

C. sinensis 2.6 ± 1.14 

PDS09G03 PDIP_27790 EKV18231.1 1 (1) 
Aflatoxina b1-aldehído 
reductasa 

P. digitatum 2.53 

SSH-24 PDIP_57790 EKV11104.1 3 (1) Pectin liasa P. digitatum 2.46 

PDS08F04 PDIP_42980 EKV14602.1 1 (1) 
Glicerol dehidrogenasa 
dependiente de 
NADP(+) 

P. digitatum 2.42 

SSH-32 PDIP_23200 EKV19512.1 2 (2) Proteína hipotética P. digitatum 2.23 ± 0.14 

SSH-30 PDIP_07830 EKV21285.1 2 (2) Sarcosin oxidasa P. digitatum 2.22 ± 0.29 

PDS08G09 PDIP_71990 EKV07821.1 1 (1) Proteína ribosomal L34 P. digitatum 2.21 

PDS02H01 PDIP_15790 EKV20495.1 1 (1) 
Proteína ribosomal 60S 
L13 

P. digitatum 2.20 

SSH-15 PDIP_08080 EKV21276.1 3 (3) Pectin liasa B P. digitatum 2.07 ± 0.11 

SSH-16 PDIP_49840 EKV13126.1 3 (3) 
 Inhibitor del inicio de 
la traducción 

P. digitatum 2.04 ± 0.11 

PDS09F01 PDIP_55120 EKV11691.1 1 (1) Fitasa P. digitatum 2.03 

Cr; Cromosoma 
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3.3 Anotación funcional de las secuencias 

Después del análisis de la expresión de genes individuales, se procedió a la anotación 

funcional por ontologías génicas (GO, Gene Ontology) de los  unigenes obtenidos de las 371 

ESTs procedentes de la secuenciación aleatoria y de los clones seleccionados después de la 

hibridación de la macromatriz. Para ello empleamos el programa Blast2GO (Götz et al, 2008), 

que extrae los términos GO asociados con los genes homólogos identificados en el NCBI 

mediante el algoritmo BlastX. El análisis de ontologías génicas permite la categorización de 

genes en clases funcionales atendiendo a la función de sus homólogos. Las secuencias se 

asocian al proceso biológico en el que están implicados, a la función molecular que 

desempeñan y al compartimento celular en el que se localizan.  

Antes de realizar este análisis se identificaron a qué genes de C. sinensis y de P. digitatum 

pertencían las ESTs de la genoteca. Después de descartar las secuencias quimeras (32), se 

identificaron 129 genes, de los que 106 tienen anotación GO. Ya que esta Tesis se centra en 

P. digitatum, sólo se incluyeron en el análisis los 94 genes del hongo que tiene anotación GO. 

En el análisis de procesos biológicos (Figura 40) están muy representadas las categorías 

relacionadas con el metabolismo de aminoácidos y proteínas, incluyendo el metabolismo 

celular de proteínas y macromoléculas, biosíntesis de componentes nitrogenados, proceso 

metabólico, y el metabolismo de ácidos nucleídos, en el que figuran el proceso biosintético 

de nucleótidos y ácidos nucléicos. También están representadas las categorías de glucólisis y 

fosforilación oxidativa, que están relacionadas con la obtención de energía por la célula, así 

como procesos catabólicos y biosintéticos del alcohol. Estos procesos indican que el hongo 

está creciendo y desarrollándose, por eso también hay muchas categorías relacionadas con la 

biosíntesis y metabolismo de moléculas, como ácidos orgánicos, glucósidos, oligosacáridos, 

aminas, alcohol, fosfato, macromoléculas y compuestos nitrogenados. Varios procesos 

también se relacionan con el transporte, como el transporte transmembrana, transporte de 

iones y transporte de hidrógeno. También están representados varios procesos catabólicos 

de ribonucleótidos, ácidos nucleicos y componentes celulares nitrogenados. Con respecto a 

las categorías relacionadas con la patogénesis sólo hay una categoría representada, la de 

proteólisis.  
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Figura 40. Análisis de Ontologías Génicas (GO) en la categoría de “proceso biológico”, nivel 5, 

de los 170 unigenes obtenidos de la genoteca PDS. El análisis se llevó a cabo con el programa 

Blast2GO. 

El estudio de la función molecular (Figura 41) indica que están muy representadas todas 

aquellas categorías relacionadas con la patogénesis del hongo, como son dos actividades 

hidrolasas, sobre componentes O-glicosil y ácidos anhídridos, actividad peptidasa y serin 

peptidasa. La categoría más representada con diferencia está relacionada con la unión a 

iones metálicos. También relacionada con los iones está la actividad transportador 

transmembrana de iones. Otras funciones relacionadas con la membrana son el transporte 

activo primario a través de membrana y la función ATPasa acoplada a movimiento 

transmembrana. Varias de las categorías se engloban en actividad oxidorreductasa sobre 

diferentes sustratos como son grupos CH-OH y aldehídos. Varias funciones están 

relacionadas con los ácidos nucleicos como son la unión tanto a nucleótidos purina como a  

ribonucleótidos y una actividad nucleasa que produce la hidrólisis de los enlaces ester de los 

ácidos nucleicos. En menor medida están representadas las actividades hidrolasas, quinasa y 
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liasa. Por último una de las categorías está relacionada con la traducción de proteínas como 

es la unión a RNA ribosómico. 

 

 

Figura 41. Análisis de Ontologías Génicas (GO) en la categoría de “función molecular”, nivel 5, 

para los 170 unigenes obtenidos de la genoteca PDS. El análisis se llevó a cabo con el 

programa Blast2GO. 

 

3.4 Análisis de la expresión génica mediante hibridación Northern 

A partir del análisis de secuencias se seleccionaron varios clones en función de su 

abundancia, su expresión diferencial o por su posible implicación en el proceso de infección 

para analizar su patrón de expresión. Mediante análisis Northern se llevó a cabo el estudio 

temporal de la expresión de estos genes en las dos condiciones estudiadas (infección y 

crecimiento in vitro) y también la confirmación de los resultados obtenidos previamente 

mediante la hibridación de la macromatriz. Tanto en la secuenciación aleatoria como en el 

análisis de la macromatriz los genes más abundantes son los que codifican proteasas y 

enzimas degradadoras de pared celular. Ambas actividades han sido descritas como factores 

de virulencia en varios hongos fitopatógenos, por lo que se realizó el análisis Northern de 

todos los genes que codificaban proteasas obtenidos en la genoteca PDS: una endopeptidasa 

aspártica (PDIP_82060), una tripeptidil peptidasa S8 (PDIP_12220), una aspergilopepsina 

(PDIP_06020), una serin peptidasa (PDIP_67670) y una carboxipepsina (PDIP_71590). 

También se seleccionaron los genes que codifican enzimas relacionadas con la pared celular, 

como son una endoglunasa (PDIP_65210), dos poligalacturonasas (PDIP_12220 y 

C34110E09), una pectin liasa (PDIP_57790), una manosiltransferasa (PDIP_59020) y una 
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glucanasa (PDIP_08210). Otro grupo de genes que también se han relacionado con virulencia 

son proteínas que actúan en detoxificación o que están relacionadas con resistencia a 

antibióticos. En la genoteca se han obtenido cuatro genes relacionados con estas actividades: 

los clones que codifican un transportador MFS (PDIP_09580), una P450 14 α-esterol 

demetilasa CYP51B (PDIP_01820), la proteína CipC (PDIP_45260) y un transportador de unión 

a ATP denominado PMR4 (PDIP_53810). El último grupo de genes seleccionados están 

relacionados con el metabolismo redox, incluyendo genes que codifican una tioredoxina 

(PDIP_60580), una superóxido dismutasa (PDIP_66470) y una proteína rieske [2Fe-2S] 

(PDIP_10140). 

Una vez seleccionados los 19 clones para su análisis se prepararon filtros para realizar las 

hibridaciones Northern a partir de RNA de tejido de naranja infectada a los 1, 2, 3, 4 y 7 días 

tras la infección y RNA de P. digitatum a los 0, 1, 2, 3 y 4 días de crecimiento in vitro, en 

medio de cultivo PDB. Se incluyó además un control negativo de herida de RNA de naranja 

“Navelate” a los 3 días de practicar la herida. Los resultados de estas hibridaciones se 

muestran en la Figura 42. Para la normalización de las señales de hibridación de cada mRNA, 

se hibridaron todos los filtros con una sonda proveniente de un fragmento del gen 28S rRNA 

de P. digitatum (Figura 42). Para la cuantificación de las señales obtenidas en las 

hibridaciones Northern la intensidad de la señal se normalizó en primer lugar teniendo en 

cuenta la cantidad de RNA ribosómico de P. digitatum presente en cada muestra y tras esto 

se le asignó arbitrariamente un valor de 100 a la muestra de tejido infectado a los 3 días tras 

la infección, refiriendo el resto de valores a éste.  

Todos los genes que codifican proteasas presentan un patrón de expresión diferencial, ya 

que se expresan más durante la infección que durante el crecimiento en medio de cultivo, 

aunque el patrón de expresión que presentan no es igual en todos ellos. El único gen que no 

se expresa in vitro es el que codifica la carboxipeptidasa, siendo el gen de la aspergilopepsina 

el único que se expresa durante todos los días en medio de cultivo, aunque su expresión es 

baja. Los otros tres genes sólo se expresan a día 1 in vitro, destacando la gran expresión del 

gen que codifica la endopeptidasa aspártica. Durante la infección se expresan los cinco 

genes, siendo los genes de la endopeptidasa aspártica y la tripeptidil peptidasa los que tienen 

mayor expresión desde día uno de infección. Los genes de la carboxipeptidasa y la 

aspergilopepsina son los únicos que mantienen una expresión alta hasta el último día. Sin 

embargo, tanto el gen de la serin peptidasa como el de la tripeptidil peptidasa disminuyen 

mucho su expresión a partir del día 3. De todos los genes la mayor expresión corresponde al 

que codifica la endopeptidasa aspártica.  

De los genes relacionados con la pared celular también se incluyó en el análisis un gen que 

codifica otra poligalacturonasa (C34110E09) proveniente de la genoteca PostharvP1 

(Marques et al. 2009). Al igual que con los genes que codifican  proteasas, en todos los genes 

relacionados con pared celular se observa un patrón de expresión claramente diferencial en 

infección respecto al crecimiento in vitro. El gen que codifica una endoglucanasa muestra 

una alta expresión en infección y no se expresa apenas in vitro, mientras que los dos genes 

que codifican las dos poligalacturonasas tienen un pico de expresión durante el crecimiento 

in vitro a diferentes días, uno a día 1 y el otro al cuarto día de crecimiento. Además, destaca 
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la gran expresión del gen de la poligalacturonasa 1 a 1 dpi, cuando el resto de genes apenas 

se expresan. Los patrones menos diferenciales corresponden a los genes que codifican una 

manosiltransferasa y una glucanasa, que aunque tienen una expresión mayor en infección 

mantienen una expresión basal durante todos los días de crecimiento in vitro. Todos los 

genes, excepto el que codifica la endoglucanasa, mantienen una alta expresión durante todo 

el proceso de infección. 

Respecto a los genes relacionados con el metabolismo redox destaca el patrón de expresión 

del gen que codifica una proteína rieske, ya que sólo se expresa durante el proceso de 

infección, con un máximo a 3 dpi. Los otros dos genes analizados presentan mayor expresión 

durante la infección, aunque también muestran expresión durante el crecimiento in vitro. 

También destaca la alta expresión del gen que codifica la tioredoxina, incluso desde día 0 de 

crecimiento in vitro, que corresponde con esporas. 

También se ha incluido en los análisis Northern varios genes relacionados con resistencia a 

fungicidas. Todos ellos muestran una expresión diferencial en infección, excepto el gen que 

codifica una P450 14-alfa-sterol demetilasa, que es el único de todos los genes analizados 

que no muestra una expresión diferencial en infección y se expresa más in vitro, con un pico 

de expresión a día 1. Del resto de genes destaca PMR4, que es un gen que codifica un 

transportador ABC, que tiene su máximo de expresión a día 2 de infección. Los  otros dos 

genes, que codifican un transportador MFS y una proteína inducida por concanamicina 

(CipC), presentan el máximo de expresión a día 3. 

Por último se incluyó para su análisis un gen que codifica una gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa como control de un gen clásicamente considerado como un gen constitutivo 

de alto nivel de expresión. Sin embargo, como puede verse en la hibridación, también tiene 

una mayor expresión en infección con respecto al crecimiento in vitro. 
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Figura 42. Hibridaciones Northern de los clones seleccionados de la genoteca PDS 

enriquecida en genes de P. digitatum que se inducen durante el proceso de infección de 

frutos de naranja. Como control se utilizó RNA de fruto a los 3 días tras la realización de la 

herida. Las sondas utilizadas para la hibridación se sintetizaron a partir de genes con 

homología con: endopeptidasa aspática (PDIP_82060), tripeptidil peptidasa S8 (PDIP_12220), 

aspergilopepsina (PDIP_06020), serin peptidasa (PDIP_67670), carboxipeptidasa 

(PDIP_71590), endoglucanasa (PDIP_65210), poligalacturonasa 1 (PDIP_64460), 

poligalacturonasa 2 (C34110E09), manosiltransferasa (PDIP_59020), glucanasa (PDIP_08210), 

pectin-liasa (PDIP_57790), tioredoxina (PDIP_60580), superóxido dismutasa (PDIP_66470), 

proteina rieske [2Fe-2S] (PDIP_10140), PMR4 (PDIP_53810), transportador MFS 

(PDIP_55680), P450 14 alfa-esterol demetilasa Cyp51B (PDIP_01820), CipC (PDIP_45260) y 

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (PDIP_47870). Para cada uno de los genes 

analizados la intensidad de la señal de hibridación fue cuantificada y normalizada respecto a 

la de la sonda 28S rRNA de P. digitatum. Al pie de cada panel se muestra la cuantificación 

relativa de la correspondiente señal referida al valor de la muestra de infección a día 3. El 

análisis se realizó a los 1, 2, 3, 4 y 7 días posteriores a la infección de los frutos de naranja con 

P. digitatum, así como durante el crecimiento in vitro de P. digitatum a los 0, 1, 2, 3 y 4 días 

de incubación en medio PDB. 
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4. Análisis de genes presuntamente implicados en patogenicidad/virulencia 

A partir de los resultados obtenidos en el estudio de la expresión de los genes de la genoteca 

PDS seleccionamos varios genes candidatos para profundizar en el estudio de su posible 

implicación en el proceso de infección de frutos cítricos mediante la obtención de mutantes 

nulos de P. digitatum que carezcan del gen objeto de estudio.  

Aunque es evidente que los genes que codifican diferentes proteasas son buenos candidatos, 

nos encontramos con un gran número de proteasas, lo que conlleva la posibilidad de que 

exista una redundancia funcional entre ellas. De ser éste el caso, el efecto de la eliminación 

de alguno de estos genes puede quedar enmascarado por el resto, por lo que sería necesario 

obtener un mutante carente de la mayoría de estos genes, objetivo que técnicamente no es 

factible debido a la falta actual de herramientas moleculares para P. digitatum que lo 

permitan. Por esta razón, se desestimó el estudio de estos  genes mediante la aproximación 

de obtener mutantes nulos.  

Atendiendo a su expresión diferencial en el proceso de infección se seleccionaron los genes 

que codifican la poligalacturonasa 1 (PDIP_12220), poligalacturonasa 2 (C34110E09), pectin 

liasa (PDIP_57790) y la proteína rieske [2Fe-2S] (PDIP_10140). No se seleccionó ninguno de 

los genes relacionados con fungicidas ya que en los proyectos en los que se enmarca esta 

Tesis (AGL2005-04921 y AGL2008-04828) hay otro grupo implicado, el grupo de la Dra. 

Paloma Sánchez del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), que trabaja con 

este grupo de genes y ha realizado este tipo de aproximación con varios de los genes 

relacionados con fungicidas identificados en el presente trabajo. 

4.1 Poligalacturonasa 1 (pg1) 

La secuencia del gen pg1 (Figura 43) tiene 1225 pb y presenta dos intrones (posición 226-282 

y 703-766 en la figura 43), de forma que codifica una proteína, denominada PG1, de 367 

aminoácidos, que tiene una masa molecular teórica de 37,75 kDa y un punto isoeléctrico 

teórico de 8,04.  La secuencia del gen pg1 es 100 % idéntica en los 1225 bp a la descrita por 

Arimoto (GenBank, No. Acceso AB015286) . Sin embargo, en los 588 bp de promotor descrito 

en la secuencia AB015286 hay 3 diferencias, mientras que en los 539 bp de terminador 

ambas secuencias son idénticas. La comparación con las secuencias disponibles de los 

genomas secuenciados de las dos cepas de P. digitatum Pd1 y PHI26 mostró un 99% de 

identidad para las secuencias correspondiente a las poligalacturonasas PDIP_64460 para Pd1 

y PDIG_30080 para PHI26. También se han secuenciado 1676 pb de la zona del promotor y 

2047 pb de la zona del terminador. En la región promotora no se ha identificado la presencia 

de ningún gen, pero en la del terminador se ha identificado la presencia de un gen entre las 

posiciones 1694 y 2097 que contiene un intrón (posición 1944-2097). El posicionamiento de 

intrones se ha llevado a cabo comparando secuencias homólogas y teniendo en cuenta que 

en hongos filamentos los intrones suelen comenzar por “GT” y finalizar en “AG” (Kupfer, et 

al. 2004). Este gen codifica una epimerasa/deshidratasa dependiente de NAD, que pertenece 

a una familia de proteínas que utilizan el NAD como cofactor y azúcares como substrato en 

un gran número de reacciones químicas. Además, en el final del fragmento secuenciado, y en 

la cadena complementaria, se encontraría un gen que codifica una proteína muy similar a la 
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fenilacetil-CoA ligasa de P. chrysogenum y cuyo codón de parada está ubicado en las 

posiciones 2840-2838 y que corresponde con el gen PDIP_64470 de Pd1. Esta proteína está 

presuntamente involucrada en la activación del ácido fenilacético durante la biosíntesis de 

penicilina en P. chrysogenum. 

 

Figura 43. Secuencia completa del gen pg1 de P. digitatum. En rojo se muestran los exones 

del gen. Dentro de las regiones promotora y terminadora que están marcadas en negro se 

han localizado parte de la secuencia de otros genes que están marcadas en verde y en azul. 
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El análisis informático de la estructura primaria de la proteína con la aplicación SMART 

(Simple Modular Architecture Research Tool, http://smart.embl-heidelberg.de/) revela que 

PG1 presenta dos dominios de baja complejidad (aa121-132 y aa346-359) y 5 dominios PbH1 

(Parallel beta-helix repeats), dominios de repeticiones paralelas de cadenas beta formando 

hélices. Estas estructuras son típicas de las pectato liasas y rhamnogalacturonasa A. 

Normalmente los sustratos de este tipo de proteínas suelen ser polisacáridos a los cuales 

hidrolizan. El mismo programa muestra la existencia de un posible péptido señal que 

comprende los 18 primeros aminoácidos y cuya secuencia sería (MRTSFVTMLALGAAAVSA).  

Mediante el servicio online I-TASSER  (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) 

(Zhang, 2008) se ha predicho la estructura secundaria de la proteína y se ha obtenido un 

modelo en 3D de la misma a partir de la secuencia de aminoácidos. Dentro de la estructura 

predicha, el 50 % de los aminoácidos forman 30 hojas beta (representadas en color amarillo 

en la Figura 44) y un 4 % de los mismos forman 4 hélices (color rosa). La mayor similitud en el 

banco de datos de proteínas ya resueltas (PDB-Protein Data Bank) corresponde a una 

endopoligalacturonasa II de A. niger. El programa predice que los principales ligandos son N-

acetil-D-glucosamina y el ion zinc. La predicción de la función nos muestra que corresponde a 

una poligalacturonasa cuya función es la hidrólisis aleatoria de los enlaces alfa (1->4)-D-

galactosidurónico en pectato u otros galacturonanos y que se trata de una proteína 

extracelular. Por lo tanto, PG1 sería una endopoligalacturonasa extracelular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Modelo teórico de la estructura tridimensional de la proteína PG1 utilizando el 

programa de predicción I-TASSER. En amarillo se representan las hojas beta y en rosa las 

hélices alfa.  
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Una caracterización más profunda in silico de la estructura de la proteína PG1 de P. digitatum 

desde la base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) permitió la detección del un 

dominio de la familia 28 de glicosil hidrolasas (aa 49-367) (Figura 45). Esta familia incluye 

tanto poligalacturonasas como rhamnogalacturonasas, enzimas importantes en el 

metabolismo de la pared celular. Además, la proteína PG1 presenta similtud con la 

superfamilia PNL03003, que engloba a poligalacturonasas.  

 

 

Figura 45. Localización in silico de dominios en la proteína PG1 de P. digitatum. El análisis se  

llevó a cabo en el NCBI con el algoritmo Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

4.2 Poligalacturonasa 2 (pg2) 

La secuencia del gen pg2 (Figura 46) tiene 1308 pb con tres intrones (posiciones  256-311, 

735-789 y 920-979). La proteína deducida, denominada PG2, contiene 378 aminoácidos, con 

una masa molecular de 38,52 kDa y un punto isoeléctrico teórico de 6,15. La proteína más 

parecida presente en la base de datos del Genbank es la poligalacturonasa de Penicillium 

griseoroseum (No. acceso AAF06810), con la que comparte una identidad del 75 % y una 

similitud del 86 % (Figura 47). La secuencia obtenida tiene un 100 % de identidad con las 

poligalacturonasas PDIP_19910 de P. digitatum Pd1 y PGIP_50670 de P. digitatum PHI26. 

También se ha secuenciado 1464 pb de la zona del promotor y 2125 pb de la zona del 

terminador. En el promotor no se ha identificado ningún gen, mientras que en el terminador, 

en la cadena complementaria, se ha identificado parte de un gen PDIP_19900, cuyo codón de 

parada está en la posición 2593-2591, que codifica una proteína con similitud a proteínas que 

contienen el dominio PH (“Pleckstrin homology domain”), que es un dominio de 

aproximadamente 120 aminoácidos que está presente en un amplio rango de proteínas de 

señalización. En la región terminadora hay una diferencia de 10 nucleótidos entre la 

secuencia obtenida y la depositada en la base de datos del NCBI. Estas diferencias se 

encuentran en una región rica en adenosinas y otra rica en citosinas por lo que puede haber 

llevado a un error en la secuenciación 454 ya que la revisión de los cromatogramas obtenidos 

con el paseo genético no deja lugar a la confusión.  
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Figura 46. Secuencia completa del gen pg2 de P. digitatum. En rojo se muestran los exones 

del gen. Dentro de las regiones promotora y terminadora que están marcadas en negro se 

han localizado parte de la secuencia de otros genes que están marcadas en verde y en azul. 

Según la aplicación SMART, PG2 presenta tres dominios de baja complejidad (aa 15-26, aa 

151-162 y aa 310-326) y 4 dominios PbH1 (Parallel beta-helix repeats) (aa 172-210, aa 225-
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245, aa 254-275, aa 283-305), como los encontrados en la proteína PG1. El mismo programa 

muestra la existencia de un posible péptido señal que comprende los 20 primeros 

aminoácidos y cuya secuencia sería (MGSSFKFGLIGLMGAAAVSAA).  

 

 

Figura 47. Alineamiento de la secuencia de la proteína PG2 de P. digitatum con la 

poligalaturonasa AF195791_1 de Penicilllium griseoroseum obtenida con el programa 

ClustalX. La identidad entre ambas proteínas es del 76 %. 

 

Mediante el servicio online I-TASSER se ha predicho la estructura secundaria de la proteína y 

se ha obtenido un modelo en 3D de la misma. Dentro de la estructura predicha el 51 % de los 

aminoácidos forman 30 hojas beta (representadas en color amarillo en la figura 48) y un 5 % 

de los mismos forman 4 hélices (color rosa). La mayor similitud en el banco de datos de 

proteínas ya resueltas (PDB-Protein Data Bank) corresponde a una poligalacturonasa de 

Aspergillus aculeatus. El programa predice que los principales ligandos de la misma son N-

acetil-D-glucosamina y α-D-manosa. La predicción de la función nos muestra que 

corresponde a una poligalaturonasa cuya función es la hidrólisis aleatoria de los enlaces alfa 

(1->4)-D-galactosidurónico en pectato u otros galacturonanos y que se trata de una proteína 

extracelular. Por lo tanto, PG2 sería una endopoligalacturonasa extracelular. 
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Figura 48. Modelo teórico de la estructura tridimensional de la proteína PG2 utilizando el 

programa de predicción I-TASSER. En amarillo se representan las hojas beta y en rosa las 

hélices alfa. 

La proteína PG2 presenta, al igual que ocurría con PG1, posee un dominio típico de la familia 

glicosil hidrolasas 28 (aa 59-378). También presenta similitud con la superfamilia PLN03003 

de poligalacturonasas (Figura 49). 

 

 

Figura 49. Caracterización in silico de la estructura de la proteína PG2 de P. digitatum. Se 

localizan el motivo glicosil hidrolasa 28, típico de poligalacturonasas, y el dominio de la 

superfamilia PNL03003, que engloba a muchas poligalacturonasas. Los datos fueron 

obtenidos desde la base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Mediante el programa ClustalX se realizó un alineamiento de las dos poligalacturonasas 

secuenciadas observándose que poseen una identidad del 51 %, lo que indica que son 

proteínas claramente diferentes (Figura 50). 
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Figura 50. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos deducidas de las dos 

poligalacturonasas PG1 y PG2.  El alineamiento se llevó a cabo con el programa ClustalX. 

 

4.3 Pectin liasa (pnl1) 

La secuencia del gen pnl1 (Figura 51) tiene 1366 pb y presenta cuatro intrones (posiciones 

201-256, 401-460, 588-659 y 756-811). La proteína deducida de este gen, designada como 

PNL1, contiene 374 aminoácidos, con una masa molecular teórica de 39,02 kDa y un punto 

isoeléctrico teórico de 5,46. La secuencia de proteínas más similar a PNL1 es la pectin liasa D 

de Aspergillus niger (nº Acceso AAA32701.1) con la que comparte una identidad del 75 %. En 

la figura 52 se muestra el alineamiento de ambas secuencias. La secuencia comparte un 

100% de identidad con la secuencias PDIP_08080 y PDIG_03380 de las cepas P. digitatum 

Pd1 y PHI26 respectivamente. También se ha secuenciado 2080 pb de la zona del promotor y 

1856 pb de la zona del terminador. No se ha identificado la presencia de algún gen en 

ninguna de estas dos regiones. 
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Figura 51. Secuencia completa del gen pnl1 de P. digitatum. En rojo se muestran los exones 

del gen. Dentro de las regiones promotora y terminadora que están marcadas en negro se 

han localizado parte de la secuencia de otros genes que están marcadas en verde. 
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El análisis de la estructura primaria de la proteína PNL1 con la aplicación SMART identificó 

dos dominios de baja complejidad (aa28-40 y aa338-348) y 1 dominio Amb alpha II (aa 94-

301), dominio típico de la superfamilia  de las pectato liasas. Estas enzimas forman una 

estructura beta hélice dextrógira y suelen estar involucradas en la maceración del tejido de la 

planta. El mismo algoritmo muestra la existencia de un posible péptido señal que comprende 

los 19 primeros aminoácidos y cuya secuencia sería (MKYALVLTAIVTIASKVAA).  

 

Figura 52. Alineamiento de la secuencia de PNL1 de P. digitatum con la pectin liasa D de A. 

niger obtenida con ClustalX. 

En la figura 53 se muestra un modelo teórico de la estructura tridimensional de la proteína 

PNL1 de P. digitatum obtenida utilizando el programa de predicción I-TASSER. Dentro de la 

estructura predicha, el 41 % de los aminoácidos forman 33 hojas beta (representadas en 

color amarillo en el gráfico) y un 11 % de los mismos forman 7 hélices (color rosa). La mayor 

similitud en el banco de datos de proteínas ya resueltas (PDB-Protein Data Bank) 

corresponde a la pectin liasa A de A. niger. La predicción de la función muestra que PNL1 es 

una pectin liasa, cuya función es la eliminación del enlace alfa (1->4) del metil éster D-

galacturonano para generar oligosacáridos con grupos 4-deoxy-6-O-methyl-alpha-D-galact-4-

enuronosilo en sus extremos no reductores. Por lo tanto PNL1 sería una pectin liasa 

extracelular. 

 

Figura 53. Modelo 

teórico de la estructura 

tridimensional de la 

proteína PNL1 

utilizando el programa 

de predicción I-

TASSER. En amarillo se 

representan las hojas 

beta y en rosa las 

hélices alfa. 
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Para obtener una mayor información de la proteína, se realizó una búqueda de posibles 

dominios estructurales conservados en la base de datos de NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Según los datos obtenidos, la región de la proteína 

contenida entre los aminoácidos 112 y 299 permitió englobar la proteína dentro de la 

superfamilia pectato liasa (Figura 54). Las proteínas pertenecientes a esta superfamilia 

poseen una estructura de hélice beta levógira. Además todas están involucradas en la 

maceración y la podredumbre del tejido de la planta.  

 

 

Figura 54. Caracterización in silico de la estructura de la proteína PNL1 de P. digitatum. Se 

localizó un motivo característico de la superfamilia pectato liasa entre los aminoácidos 112 y 

299. Los datos fueron obtenidos desde la base de datos de NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

4.4 Proteína Rieske (ris1) 

La secuencia del gen ris1 (Figura 55) tiene 1296 pb y presenta un único intrón (posición 829-

882 en la figura 55). La proteína codificada por este gen, a la que denominamos RIS1, tiene 

414 aminoácidos, con una masa molecular teórica de 48,08 kDa y un punto isoeléctrico 

teórico de 6,33. La proteína con mayor similtud a RIS1, con una identidad del 89 %, es una 

proteína hipótetica de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 (nº Acceso CAP83006.1), la cual 

posee todos los dominios característicos de la familia de las proteínas de la familia Rieske. En 

la Figura 56 se muestra el alineamiento de ambas secuencias. La comparación de la 

secuencia con las depositadas en la base de datos del NCBI para las dos cepas de P. digitatum 

secuenciadas mostró una identidad del 100 % con la secuencia PDIG_05470 de PHI26 y  99 % 

con PDIP_10140 de Pd1. También se han secuenciado 2100 pb de la zona del promotor, 

donde se identificó el gen PDIP_10130 casi completo (posición <1-909) que codifica una 

proteína muy similar a varios reguladores transcripcionales de hongos filamentosos. Esta 

proteína contiene el dominio de la superfamilia cl00381 (piridoxina 5´ fosfato oxidasa, PNP). 

Las proteínas que contienen este dominio unen flavin mononucleótidos y catalizan 

reacciones redox. En los 1589 pb de la zona del terminador se ha identificado el gen 

incompleto PDIP_10150 (desde la posición 2129 hasta el final) con un intrón (entre las 

posiciones 2381-2454) que codifica una  proteína con dominio “F-box”. Este dominio media 

la interacción proteína-proteína y está asociadas a funciones celulares tales como la 

transducción de señales y la regulación del ciclo celular. 
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Figura 55. Secuencia completa del gen ris1 de P. digitatum. En rojo se muestran los exones 

del gen. Dentro de las regiones promotora y terminadora, que están marcadas en negro, se 

ha localizado parte de la secuencia de otros genes que están marcadas en verde. 

Según la aplicación SMART, la estructura primaria la proteína RIS1 presenta un dominio 

Rieske (49-144 aa), que es el dominio típico de las proteínas Rieske. Este dominio contiene 3 

capas de hojas beta antiparalelas formando dos sandwich beta. El sitio de unión del metal 

está en la parte superior del sandwich beta formado por las hojas 2 y 3. El átomo de hierro 1 
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está coordinado por dos cisteínas mientras que el otro átomo de hierro está coordinado por 

dos histidinas. El mismo programa indica que RIS1 carece de péptido señal.  

 

 

Figura 56. Alineamiento de la secuencia de la proteína RIS1 de P. digitatum con la proteína 

hipótetica CAP83006.1 de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255. 

A partir de la secuencia de aminoácidos se ha predicho la estructura secundaria de la 

proteína, observándose que el 24 % de los aminoácidos forman 23 hojas beta (representadas 

en color amarillo en el gráfico) y un 33 % de los mismos forman 19 hélices (color rosa) (Figura 

57). Estos datos se obtuvieron gracias al servicio online I-TASSER. La mayor similitud en el 

banco de datos de proteínas ya resueltas (PDB-Protein Data Bank) corresponde a una 

naftaleno 1,2 dioxigenasa. Esta proteína es un sistema multicomponente que contiene una 

reductasa, una oxigenasa hierro/azufre y una ferredoxina, cuyos ligandos son el ión hierro III 

y el complejo Fe2/S2. La función molecular es la de interactuar selectivamente y no 

covalentemente con un complejo (2Fe-2S), formado por 2 átomos de hierro con 2 átomos de 

azufre inorgánicos que se encuentran entre los hierros y actúan como ligandos puente. La 

localización de la proteína corresponde a un componente celular incluido en la membrana o 

en la pared celular. 
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Figura 57. Modelo teórico de la estructura tridimensional de la proteína RIS1 utilizando el 

programa de predicción I-TASSER. En amarillo se representan las hojas beta y en rosa las 

hélices alfa. 

La proteína RIS1 de P. digitatum se ha clasificado en 2 superfamilias. La zona comprendida 

entre los aa. 50 a 169 pertenece a la superfamilia Rieske y entre los aa. 197 a 364 a la 

superfamilia SRPBCC, la cual posee un dominio con un profundo bolsillo hidrofóbico que une 

diferentes ligandos. Además se ha determinado entre los aminoácidos 27-345 un multi 

dominio HcaE relacionadas con anillos hidroxilantes de dioxigenasas.  Estos datos se han 

obtenido desde la base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Figura 58).  

 

Figura 58. Caracterización in silico de la estructura de la proteína RIS1 obtenida de P. 

digitatum. Se localizaron dos superfamilias, superfamilia Rieske (aa 50-169) y superfamilia 

SPRBCC (aa 197-364) y un multi dominio HcaE (aa 27-345). Los datos fueron obtenidos desde 

la base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
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4.5 Obtención de mutantes nulos de P. digitatum en los genes pg1, pg2, pnl1 y ris1 

Tras clonar, secuenciar y analizar la expresión de los genes de interés se procedió a la 

obtención de cepas mutantes en las que se interrumpió cada uno de estos genes con la 

finalidad de comprobar in vivo su posible implicación en la capacidad de infección de P. 

digitatum sobre frutos cítricos.  

Las construcciones necesarias para obtener los mutantes nulos se realizaron de la misma 

forma como se llevó a cabo la interrupción de gen ku80, utilizando el vector pRF-HU2 y la 

técnica del “USER Friendly cloning” (Figura 59). Se diseñaron oligonucleótidos específicos 

conteniendo un uracilo por oligonucleótido y se amplificaron los productos de PCR con Taq 

DNA polimerasa, incluyendo en cada uno de los casos más de 1,5 kb tanto de promotor como 

de terminador, para introducirlos en el vector pRF-HU2 previamente digerido. En la Tabla 15 

se muestran los oligonucleótidos utilizados y el tamaño del fragmento amplificado que se ha 

insertado en el vector pRF-HU2 y el diseño de cada uno de los vectores construidos. La 

transformación mediante A. tumefaciens se llevó a cabo como se describe en el apartado 10 

de Materiales y métodos de esta Tesis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 59. Representación esquemática de los vectores pRF-HU2-RP, pRF-HU2-PL, pRF-HU2-

PG1 y pRF-HU2-PG2. Los oligonucleótidos 01 y 02 amplifican el fragmento que corresponde a 

la región promotora y los oligonucleótidos A3 y A4 el fragmento que corresponde a la región 

terminadora. 
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La selección de transformantes se llevó a cabo en medio PDA suplementado con higromicina. 

El siguiente paso fue diferenciar entre todos los transformantes aquellos en los que tuvo 

lugar la recombinación homóloga de los que han integrado la construcción ectópicamente 

(Figura 60). Se utilizaron oligonucleótidos situados dentro de las secuencias utilizadas para 

las construcciones que flanquean al casete de higromicina, un oligonucleótido está situado 

en el promotor y otro en el terminador (Tabla 15). Estos oligonucléotidos también están 

presentes en la cepa silvestre, en el locus del gen, flanqueando la región codificante del gen. 

En un transformante en el que haya ocurrido recombinación homóloga se obtendrá un 

amplificado de PCR correspondiente al tamaño del casete de higromicina presente en el T-

DNA del plásmido, mientras que si ha habido integración ectópica se obtendrán dos bandas 

de distinto tamaño: una correspondiente a la copia original del gen y otra correspondiente al 

casete presente en el plásmido. En la Tabla 15 se muestran los oligonucleótidos utilizados 

para cada gen así como el tamaño de los dos posibles amplicones, que sirven  para 

diferenciar los transformantes que han eliminado la copia original del gen de los que se han 

integrado ectópicamente. 

Tabla 15. Oligonucleótidos utilizados para diferenciar entre transformantes de 
deleción y ectópicos de los distintos genes. 

Gen Oligonucleótidos 
Tamaño amplicón 

deleción 
Tamaño amplicón 

locus original 

ris1 
RP-A5 

3312 pb 2230 pb 
RP-S6 

pg1 
PGI-A7 

3385 pb 1863 pb 
PGI-S7 

pg2 
PGII-A6 

3031 pb 1697 pb 
PGII-S4 

pnl1 
PL-A5 

3741 pb 2207 pb 
PL-S6 

 

En la Tabla 16 se muestra el número de transformantes analizados para cada gen indicando 

el número en los que tuvo lugar la deleción del mismo por recombinación homóloga. El 

porcentaje de recombinación homóloga obtenido se situó entre el 10 %, observado con el 

gen pg2, y el 26 % obtenido con el gen ris1, del cual se obtuvieron 13 presuntos 

transformantes. 

Tabla 16. Análisis de los transformantes. Número de transformantes analizados para cada 
uno de los genes, mutantes nulos obtenidos y el porcentaje de recombinación homóloga 
obtenido. 

Gen 
Transformantes 

analizados 
Mutantes nulos 

% de recombinación 
homóloga 

pg1 50 8 16 

pg2 96 10 10 

pnl1 56 6 11 

ris1 50 13 26 
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Figura 60. Comprobación de los transformantes de P. digitatum mediante PCR para cada uno 

de los genes pg1, pg2, pnl1 y ris1. La flecha roja indica los transformantes en los que ha 

tenido lugar recombinación homóloga. El resto de transformantes son ectópicos, ya que se 

obtienen dos bandas,  una correspondiente a la copia original del gen y otra correspondiente 

al casete presente en el plásmido. Como wt (wild type) se indica la carrera en la que está 

presente la cepa parental. 

 

4.5.1 Comprobación del número de copias de los transformantes mediante PCR tiempo real 

Para cada gen se seleccionaron varios transformantes en los que se había producido la 

deleción del gen con el fin de comprobar mediante PCR en tiempo real si además de la copia 

que sustituye al gen de interés se habían integrado copias adicionales del T-DNA de forma 

ectópica. Para ello se siguió la misma metodología ya descrita en el apartado 1.4 de 

Resultados con los transformantes de ku80. Los oligonucleótidos se diseñaron en la región 

promotora de cada uno de los genes. 

Se hizo una curva estándar tanto para todos los genes de interés como para el gen que 

codifica la β-tubulina, que se seleccionó como control. Se utilizó como molde en la reacción 

diluciones seriadas de una mezcla de los DNAs de todos los transformantes que iban a ser 

analizados, incluyendo DNA de la cepa silvestre que sirve como control de copia única de 

ambos genes. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Para el cálculo de la eficiencia 

se utilizó el método de dilución del estándar en el cual la pendiente de la curva estándar 

proporciona la eficiencia (Eficiencia= 10 
-1/pendiente

). La eficiencia para el gen pg1 fue de 1,955, 

para el gen pg2 fue de 2,033, para el gen ris1 fue de 1,923 y 2,003 para el gen pnl1, mientras 

que para la β-tubulina 1,979, en todos los casos dentro del rango comúnmente aceptado de 
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1,8-2,0. Una vez se comprobó que la eficiencia de cada pareja de oligonucleótidos era 

adecuada, se utilizó el método del ΔΔCp para estimar el número de copias de cada gen, tal y 

como se detalló anteriormente en el análisis de los transformantes de deleción del gen ku80.  

Según los datos obtenidos en las curvas para el cálculo de la eficiencia se tomó una cantidad 

de cada muestra de 10 ng, analizando por duplicado cada una de las muestras. En la Tabla 17 

se muestran los resultados de la PCR en tiempo real en la cual se observó que los 4 

transformantes de pg1 (pg1-3,  pg1-6,  pg1-8 y  pg1-10), los 4 de ris1 (ris1-1, ris1-7, ris1-10 y 

ris1-19) así como los transformantes pg2-0 y pg2-13 de pg2 y pnl1-6 y pnl1-7 de pnl1 tenían 

un ΔCp igual al de la cepa silvestre y por lo tanto no tenían ninguna copia extra del T-DNA. 

Los transformantes pg2-10 y pg2-11 de pg2 y pnl1-18 y pnl1-11 de pnl1 presentaban un valor 

de ΔCp menor que la cepa silvestre en un ciclo, lo que indica que tienen la copia truncada y 

otra más.  

El valor de ΔCp de los transformantes ectópicos de pg1 (pg1-5 y pg1-6) indica que tienen 2 

copias del gen, por lo que estos mutantes presentan una única integración ectópica del T-

DNA, ya que una copia corresponde a la del locus de la cepa original. De los transformantes 

ectópicos de pg2 (pg2-3 y pg2-5) el valor de ΔCp de ambos indica que tienen 4 y 2 copias del 

gen, por lo que estos mutantes presentan tres y una integración ectópicas del T-DNA 

respectivamente. De los transformantes ectópicos de ris1 (ris1-12 y ris1-18) el valor de ΔCp 

de ambos indica que tienen 6 y 3 copias del gen, por lo que estos mutantes presentan cinco y 

dos integraciones ectópicas del T-DNA, respectivamente. Y de los transformantes ectópicos 

de pnl1 (pnl1-9 y pnl1-10) el valor de ΔCp de ambos indica que tienen 2 copias del gen, por lo 

que estos mutantes presentan una integración ectópica del T-DNA respectivamente (Tabla 

17). 
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Tabla 17. Determinación mediante PCR en tiempo real del número de copias de T-DNA que 

se han integrado en cada transformante. Se comparan directamente los valores de Cp del 

gen problema (pg1, pg2, ris1 o pnl1) y  del gen de referencia (βtub) (ΔCp) en cada muestra, 

del que se obtiene el número de copias de T-DNA.  

Gen Cepa ΔCp (gen diana - βtub) 
nº copias 
gen diana 

Tipo de mutante 

pg1 PD1 (wt) 1,12 1  

 pg1-3 0,95 1 deleción                    
 pg1-6 0,95 1 deleción 
 pg1-8 1,00 1 deleción                    
 pg1-10 0,91 1 deleción 
 pg1-5 0,11 2 ectópico   (1 copia T-DNA) 
 pg1-6 -0,06 2 ectópico   (1 copia T-DNA) 
pg2 PD1 (wt) -0,41 1  

 pg2-0 -0,57 1 deleción                    
 pg2-10 -1,93 2 deleción    + 1 copia ectópica 
 pg2-11 -2,00 2 deleción    + 1 copia ectópica                 
 pg2-13 -0,55 1 deleción 
 pg2-3 -3,24 4 ectópico    (3 copia T-DNA) 
 pg2-5 -1,44 2 ectópico    (1 copia T-DNA) 
ris1 PD1 (wt) 0,83 1  

 ris1-1 0,83 1 deleción                    
 ris1-7 0,92 1 deleción 
 ris1-10 0,89 1 deleción                    
 ris1-19 0,87 1 deleción 
 ris1-12 -1,73 6 ectópico    (5 copias T-DNA) 
 ris1-18 0,27 3    ectópico    (2 copia T-DNA) 
pnl1 PD1 (wt) -0,01 1  

 pnl1-6 -0,01 1 deleción                    
 pnl1-7 -0,03 1 deleción 
 pnl1-18 -1,22 2 deleción  + 1 copia ectópica                   
 pnl1-11 -1,14 2 deleción  + 1 copia ectópica 
 pnl1-9 -1,19 2 ectópico    (1 copia T-DNA) 
 pnl1-10 -1,15 2 ectópico    (1 copia T-DNA) 

 

4.6 Análisis morfológico de los mutantes nulos Δpg1, Δpg2, Δpnl1 y Δris1 de P. digitatum  

Para completar la caracterización de los transformantes obtenidos, se determinó si la 

deleción de los genes afectaba al desarrollo, morfología o crecimiento. En una primera 

aproximación se sembraron en placas de PDA varios transformantes de cada gen, tanto de 

los mutantes de deleción como de un transformante ectópico junto con el aislado Pd1 de P. 

digitatum. Como se muestra en la Figura 61 después de 5 días de incubación a 24 ºC no se 

observaron diferencias entre ninguno de los transformantes analizados en relación a la cepa 

silvestre en ninguno de los genes estudiados. 
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Figura 61. Crecimiento en medio sólido PDA de los transformantes de P. digitatum. Las 

placas fueron incubadas durante 5 días a 24 ºC. Desde la parte superior izquierda y en 

sentido horario aparecen: A. aislado Pd1 de P. digitatum, los mutantes nulos Δpg1-8 y Δpg1-

10 y el transformante ectópico pg1-5 (ectópico). B. aislado Pd1 de P. digitatum, los mutantes 

nulos Δpg2-0 y Δpg2-13 y el transformante ectópico pg2-5 (ectópico). C. aislado Pd1 de P. 

digitatum, los mutantes nulos Δris1-10 y Δris1-19  y el transformante ectópico ris1-19 

(ectópico). D. aislado Pd1 de P. digitatum, los mutantes nulos Δpnl1-6 y Δpnl1-7 y el 

transformante ectópico pnl1-9 (ectópico). 

4.7 Ensayos de infección de los mutantes nulos Δpg1, Δpg2, Δpnl1 y Δris1 de P. digitatum 

Para evaluar el efecto de cada uno de los genes analizados en la patogenicidad de P. 

digitatum sobre frutos de naranja, se realizaron ensayos de infección controlada tal como se 

indica en el apartado 2 de Materiales y Métodos de esta Tesis en frutos de naranja “Lane 

Late”.  

Todas las infecciones se llevaron a cabo con una dosis de inóculo de 10
4
 conidios/mL, tanto 

para los transformantes como para el control del aislado de P. digitatum Pd1. Este inóculo 

produce una cinética de infección lo suficientemente lenta para poder observar claramente 

cambios en la misma. Para este ensayo se utilizaron tres cepas transformantes de cada uno 

de los genes; dos de ellas fueron mutantes nulos que no presentaban copias adicionales del 
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T-DNA y la tercera cepa correspondió a un mutante de integración ectópica. Todos los 

ensayos se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes. Se realizó el 

análisis estadístico de la varianza (ANOVA) en cada experimento de forma independiente.  

En la Figura 62 se muestran los resultados obtenidos en los tres experimentos realizados con 

los transformantes nulos del gen pg1 con respecto al control del aislado Pd1 de P. digitatum. 

En los dos transformantes nulos (Δpg1-8, Δpg1-10) se vió afectada a la capacidad de 

infección con una reducción de la virulencia del 25 % con respecto a la cepa silvestre, 

mientras que el transformante ectópico (pg1-5) presenta la misma virulencia que la cepa 

parental. Por lo tanto, pg1 está claramente involucrado en el proceso de patogénesis. 

 

Figura 62. Incidencia (%) de la infección en frutos de naranja “Lane Late” inoculados con 

transformantes deletantes de P. digitatum para el gen pg1. Los transformantes Δpg1-8 y 

Δpg1-10 son mutantes de deleción del gen pg1 y Δpg1-5 es un mutante ectópico, mientras 

que Pd1 es la cepa parental. Las medidas de la infección se realizaron a día 5 tras la 

inoculación. Los resultados se presentan como valores medios del porcentaje de infección ± 

SD. Se inocularon tres réplicas de 5 frutos (4 heridas por fruto). Se realizó el análisis de la 

varianza (ANOVA) empleando el test LSD de forma independiente para cada experimento. 

Muestras con distintas letras fueron consideradas significativamente diferentes (p≤0.05).  

Para los transformantes del otro gen  que codifica una poligalacturonasa (pg2), en los tres 

experimentos realizados se obtuvieron resultados muy similares a los obtenidos con los 

transformantes de pg1. En la Figura 63 se observa que en los dos transformantes nulos Δpg2 

(Δpg2-0 y Δpg2-13) la capacidad de infección se vió disminuida en un 25 % con respecto al 

control del aislado Pd1 de P. digitatum, reducción que no ocurre en el transformante 

ectópico (pg2-5). Es de destacar además que los deletantes de pg2 han perdido parcialmente 

la capacidad de maceración del tejido, ya que el tejido por el cual se extiende la infección se 
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mantiene duro en comparación con el reblandecimiento que se produce normalmente por 

efecto de la invasión del hongo. 

 

Figura 63. Incidencia (%) de la infección en frutos de naranja “Lane Late” inoculados con 

transformantes deletantes de P. digitatum para el gen pg2. Los transformantes Δpg2-0 y 

Δpg2-13 son mutantes de deleción del gen pg2 y Δpg2-5 es un mutante ectópico, mientras 

que Pd1 es la cepa parental. Las medidas de la infección se realizaron a día 5 tras la 

inoculación. Los resultados se presentan como valores medios del porcentaje de infección ± 

SD. Se inocularon tres réplicas de 5 frutos (4 heridas por fruto). Se realizó el análisis de la 

varianza (ANOVA) empleando el test LSD de forma independiente para cada experimento. 

Muestras con distintas letras fueron consideradas significativamente diferentes (p≤0.05).  

 

Del mismo modo que se observó en los mutantes nulos en los dos genes que codifican 

poligalacturonasas, los dos transformantes nulos de pnl1 (Δpnl1-6 y Δpnl1-7) presentaron 

una reducción del 20 % de infección respecto al control del aislado Pd1 de P. digitatum, 

como se muestra en la Figura 64. Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de 

este gen en el proceso de infección. En los tres experimentos realizados se obtuvieron 

resultados muy similares. Además en el transformante ectópico (pnl1-9) no se vió alterada 

la capacidad de infección.  
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Figura 64. Incidencia (%) de la infección en frutos de naranja “Lane Late” inoculados con 

transformantes deletantes de P. digitatum para el gen pnl1. Los transformantes Δpnl1-6 y 

Δpnl1-7 son mutantes de deleción del gen pnl1 y Δpnl1-9 es un mutante ectópico, mientras 

que Pd1 es la cepa parental. Las medidas de la infección se realizaron a día 5 tras la 

inoculación. Los resultados se presentan como valores medios del porcentaje de infección ± 

SD. Se inocularon tres réplicas de 5 frutos (4 heridas por fruto). Se realizó el análisis de la 

varianza (ANOVA) empleando el test LSD de forma independiente para cada experimento. 

Muestras con distintas letras fueron consideradas significativamente diferentes (p≤0.05).  

Con respecto a los transformantes del gen que codifica la proteína Rieske, en los tres 

experimentos realizados tanto con los transformantes nulos (Δris1-10 y Δris1-19) como con 

el transformante ectópico (Δris1-12) no se observaron diferencias en el porcentaje de 

infección respecto al control del aislado Pd1 de P. digitatum (Figura 65). 
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Figura 65. Incidencia (%) de la infección en frutos de naranja “Lane Late” inoculados con 

transformantes deletantes de P. digitatum para el gen ris1. Los transformantes Δris1-10 y 

Δris1-19 son mutantes de deleción del gen ris1 y Δris1-12 es un mutante ectópico, mientras 

que Pd1 es la cepa parental. Las medidas de la infección se realizaron a día 5 tras la 

inoculación. Los resultados se presentan como valores medios del porcentaje de infección ± 

SD. Se inocularon tres réplicas de 5 frutos (4 heridas por fruto). Se realizó el análisis de la 

varianza (ANOVA) empleando el test LSD de forma independiente para cada experimento. 

Muestras con distintas letras fueron consideradas significativamente diferentes (p≤0.05).  
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P. digitatum, agente causal de la podredumbre verde, es el principal patógeno de 

cítricos durante el manejo y almacenamiento de frutos cítricos durante la postcosecha en las 

regiones de clima mediterráneo, siendo responsable de hasta el 80 % de las pérdidas debidas 

a podredumbres (Tuset, 1987). Este hongo necrótrofo posee un rango de huésped muy 

restringido, infectando únicamente frutos cítricos. A pesar de la importancia económica de 

este hongo, nuestro conocimiento sobre sus mecanismos de patogenicidad es todavía muy 

limitado, a diferencia del avance experimentado en los últimos años en el conocimiento de 

las respuestas de defensa del fruto frente la infección por este patógeno. Actualmente, el 

control de esta enfermedad se lleva a cabo mediante la aplicación de fungicidas químicos. 

Los benzimidazoles, tales como carbendazima, tiabendazol y metil-tiofanato, han sido 

utilizados para el control de la podredumbre verde durante muchos años. Éstos han ido 

siendo gradualmente remplazados por imazalil y procloraz debido a la aparición generalizada 

de resistencias a los benzimidazoles en P. digitatum (Zhu et al. 2006). En la actualidad, y 

debido al uso continuado del imazalil, la eficiencia del control también se ha visto 

comprometida (Kinay et al. 2007). Esta problemática, unida al incremento de la conciencia 

por parte de los consumidores acerca de los riesgos para la salud y el medio ambiente que 

puede traer consigo el uso de fungicidas y a que los países importadores exigen cada vez 

menores niveles de plaguicidas en los productos agrícolas, ha derivado en la necesidad de 

encontrar alternativas al uso de productos químicos para solucionar los problemas de 

conservación de frutas y vegetales. El desarrollo de estas estrategias alternativas para el 

control de la podredumbre verde está siendo más costoso de lo esperado, ya que hasta la 

fecha no se conoce ningún tratamiento alternativo que por sí solo iguale la eficacia de los 

fungicidas de síntesis química. Aunque hay un cierto interés en los mecanismos que 

conducen a la aparición de resistencias a fungicidas en P. digitatum, apenas existen estudios 

relacionados con los mecanismos de patogenicidad, tema que constituye el objetivo primario 

de esta Tesis. Este conocimiento podría aportar pistas importantes como paso previo que 

nos permita el diseño racional de una estrategia nueva y más segura de control que pueda 

desembocar en métodos perdurables de control. Para poder llevar a cabo el estudio de los 

mecanismos de patogenicidad de P. digitatum es necesario disponer de un conjunto de 

herramientas genómicas y moleculares, que aún no están disponibles para este hongo. El 

desarrollo de este conjunto de herramientas constituye un paso previo en la identificación y 

caracterización funcional de genes involucrados en patogenicidad/ virulencia. 

1. Desarrollo de herramientas genómicas para P. digitatum 

Un factor esencial en el avance de las técnicas de DNA recombinante ha sido el desarrollo de 

sistemas de transformación genética. Los sistemas de transformación constituyen una parte 

esencial de la investigación moderna en hongos y tienen una gran importancia en 

aplicaciones en muchas especies de hongos usadas en biotecnología y en especies patógenas 

tanto de plantas como de animales. Por esta razón, uno de los principales objetivos de esta 

Tesis fue el desarrollar un sistema de transformación para P. digitatum.  

Desde el primer estudio llevado a cabo con éxito en la transformación mediada por 

protoplastos de S. cerevisiae (Hinnen et al. 1978), el uso de la transformación se ha 
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extendido a varios hongos filamentosos (Fincham, 1989; Ruiz-Diez, 2002). Sin embargo, 

generalmente la frecuencia de transformación es extremadamente baja en comparación con 

los rendimientos obtenidos con S. cerevisiae. Con el fin de mejorar la transformación de los 

hongos filamentosos se han establecido métodos alternativos, como la utilización de 

protoplastos tratados con CaCl2/polietilenglicol, electroporación, bombardeo de partículas o 

transformación mediada por A. tumefaciens (ATMT) (Weld et al. 2006; Meyer et al. 2008). 

Cada uno de estos métodos posee sus ventajas e inconvenientes. 

La transformación de protoplastos usando CaCl2/polietilenglicol (PEG), aunque usada 

ampliamente, posee una limitación importante, ya que este método requiere de la 

producción de protoplastos, un proceso muy inconsistente ya que las condiciones óptimas de 

obtención de protoplastos varían entre lotes distintos del mismo preparado enzimático. En la 

transformación mediante bombardeo de partículas, el tejido intacto del hongo es 

bombardeado con bolas de oro o de tungsteno recubiertas con el DNA transformante. Se 

utiliza en sistemas donde la producción de protoplastos no ha sido desarrollada. Algunos 

investigadores han demostrado una frecuencia de transformación y una estabilidad mitótica 

similar o mayor a la obtenida con la transformación mediada por protoplastos. 

La tendencia actual en la  transformación de hongos filamentosos se centra en la utilización 

de la bacteria A. tumefaciens con la denominada ATMT. Meyer y colaboradores (2003) 

mostraron que el empleo de la ATMT produjo la integración estable en los transformantes y 

altos niveles de transformación en comparación con las otras técnicas de transformación. 

Bajo las condiciones adecuadas, A. tumefaciens puede transferir el T-DNA a un amplio rango 

de hongos. Algunos hongos que se han mostrado recalcitrantes con otros sistemas de 

transformación han sido finalmente transformados mediante coincubación con 

Agrobacterium. ATMT es un sistema simple para poder trabajar, ya que no requiere la 

obtención de protoplastos, y puede ser utilizada tanto para mutagénesis dirigida 

(recombinación homóloga) como para mutagénesis al azar (integración aleatoria) (Combier 

et al. 2003). Por estos motivos se decidió desarrollar un sistema de transformación de P. 

digitatum mediado por A. tumefaciens. En este sentido, durante el desarrollo de esta Tesis, 

Wang y Li (2008) han publicado el primer trabajo que describe la transformación de P. 

digitatum usando ATMT. 

Se puso a punto el sistema de ATMT utilizando como marcador de selección de los 

transformantes el gen hph (resistencia a higromicina B). El gen de la higromicina B 

fosfotransferasa (hph) es de origen bacteriano y se ha utilizado con éxito como marcador de 

selección en diversas especies de hongos patógenos de interés, entre ellas M. grisea (Leung 

et al. 1990), F. moniliforme (Leslie y Dickman 1991) y en muchos otros casos (Frandsen 2011). 

Los ensayos de sensibilidad realizados con varias concentraciones de higromicina B 

mostraron que P. digitatum no podía crecer con una concentración mayor o igual a 100 

µg/ml. Por lo tanto, 100 μg/mL fue considerada la concentración mínima inhibitoria de 

higromicina para la selección de transformantes de P. digitatum en los experimentos de 

ATMT. 

La eficiencia de la transformación fue comparada usando tres cepas diferentes de A. 

tumefaciens. Hubo diferencias en las eficiencias de transformación entre ellas. Para P. 
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digitatum, la cepa AGL-1 se mostró como la más eficiente de las tres cepas.  Contrariamente, 

la eficiencia de transformación de la cepa LBA4404 fue menor que las otras dos. Queda claro 

que con las cepas del tipo succinamopinas (EHA 105 y AGL-1), las cuales fueron construidas 

como cepas de A. tumefaciens super virulentas (Hood et al. 1993), se obtuvieron más 

transformantes que con la cepa octopina (LBA 4404). Zhang y colaboradores (2008) 

obtuvieron los mismos resultados en otro hongo del mismo género, P. marneffei, al 

comparar la eficiencia de transformación de las cepas de A. tumefaciens EHA 105 y LBA 4404. 

Del mismo modo, en otros hongos fitopatógenos como Cryphonectria parasitica, y Rosellinia 

necatrix, la cepa Agrobacterium AGL-1 fue más eficiente en la transformación que LBA 4404 

(Park et al. 2004; Kano et al. 2011), lo que sugiere que la diferencia en la eficiencia de 

transformación puede ser debido al fondo genético de las cepas de Agrobacterium. 

Se observó una buena estabilidad mitótica de los transformantes tras varias generaciones en 

ausencia de presión selectiva (Figura 13). Las únicas desventajas de este sistema con 

respecto a los otros sistemas son que este método requiere un mayor tiempo de 

procesamiento y que hay varios parámetros que afectan a la transformación durante el 

periodo de coincubación. Para establecer las condiciones óptimas de transformación se 

llevaron a cabo diferentes ensayos variando la temperatura y tiempo de coincubación, así 

como con la concentración de conidios. Una vez que se optimizó el sistema de 

transformación se consiguió una buena reproducibilidad y una alta frecuencia de 

transformantes. La eficiencia de transformación obviamente aumentó cuando la 

concentración de conidios de P. digitatum que se utilizó en la co-incubación aumentó de 10
5
 

a 10
6
 o 10

7
 conidios/mL, de tal modo que se tuvo que elegir la concentración más baja de 

todas las ensayadas (10
5
 conidios/mL) para los experimentos como único medio para poder 

obtener transformantes individuales fácilmente distinguibles ya que con cantidades mayores 

de conidios se obtuvieron muchos transformantes, que crecían confluentemente. Todos 

estos resultados hacen de la ATMT una herramienta muy factible para la manipulación 

genética de P. digitatum.  

1.1 Uso de la proteína verde fluorescente para el estudio de P. digitatum 

Una vez puesto a punto el sistema de transformación de P. digitatum se procedió a la 

transformación del hongo mediante la cepa AGL-1 de A. tumefaciens con el gen que codifica 

la proteína verde fluorescente (GFP). La importancia de esta proteína como marcador se 

debe a sus cualidades únicas de absorber luz con un máximo a longitudes de onda de 395 y 

475 nm y emitir luz con un máximo a 508 nm. La principal ventaja de la GFP es que no 

requiere sustratos exógenos ni tratamientos de permeabilización de las células. Esta 

característica no solamente permite la observación de células vivas en condiciones de 

perturbación mínima, sino que también facilita el seguimiento directo de procesos 

intracelulares. Todo esto hace a la GFP un marcador ideal para el estudio de las interacciones 

hongo-planta. En un primer ensayo se llevó a cabo la transformación de P. digitatum con la 

versión original del gen gfp y no se observó fluorescencia alguna en los transformantes. Este 

fenómeno ha sido observado en otros hongos filamentosos. En 1996, Spellig y colaboradores 

comprobaron que la versión nativa de GFP no era funcional en U. maydis, mientras que una 

versión modificada sí que lo era.  
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Por este motivo se utilizaron las versiones sgfp y egfp para la transformación de P. digitatum. 

Fernández-Ábalos y colaboradores (1998) estudiaron la expresión en A. nidulans de cuatro 

variantes de gfp con el mismo promotor y concluyeron que la variante sGFP, que posee la 

mutación S65T, permitía alcanzar un alto nivel de concentración de GFP y de fluorescencia en 

los transformantes. Ésta ha sido la versión más usada en la transformación de hongos 

filamentosos. La otra versión que también dio buenos resultados fue eGFP, que es similar a 

sGFP pero difiere en que posee una substitución más, en el aminoácido 64 cambia una Phe 

por una Leu. Esta versión ha sido utilizada con éxito en varios hongos filamentosos como A. 

flavus, M. grisea y Podospora anserina (Berteaux-Lecellier et al. 1998, Du et al. 1999, Liu et 

al. 1999). Nuestros ensayos mostraron que ambas variantes de GFP mostraban fluorescencia 

en P. digitatum, aunque la versión sGFP producía una mayor fluorescencia que la variante 

eGFP (Figura 15). Esto puede ser debido a que realmente, como se ha indicado en 

bibliografía, la variante sGFP produzca mayores niveles de fluorescencia, pero no se puede 

afirmar con rotundidad, ya que la expresión de estos genes no se llevó a cabo con el mismo 

promotor y la variación observada puede ser también debida a la diferencia en los 

promotores empleados. La cepa silvestre no mostró ninguna fluorescencia de fondo. 

La transformación con la proteína verde fluorescente es una importante herramienta para el 

estudio de hongos filamentosos. Esta proteína no sólo ha sido utilizada para la visualización 

de las estructuras del hongo sino que también puede fusionarse transcripcionalmente, para 

evaluar la expresión de genes, y traduccionalmente, para estudiar la localización celular de 

las proteínas. En hongos fitopatógenos, además puede resultar de gran interés para conocer 

la expresión durante el proceso de infección de posibles genes implicados en patogénesis y 

poder conocer su implicación en determinadas etapas de la enfermedad (Lorang et al. 2001). 

Para poder realizar estos estudios es esencial evaluar las características de crecimiento, 

esporulación y virulencia de los mutantes que expresan constitutivamente GFP, ya que es 

importante que el comportamiento de los transformantes sea igual al de la cepa silvestre 

para poder extrapolar los resultados. No se observaron cambios ni en la morfología de las 

colonias ni en la forma o tamaño de las hifas y conidios de los transformantes de GFP cuando 

se compararon con la cepa silvestre en un medio no selectivo. Del mismo modo, el ritmo de 

crecimiento tampoco se vio afectado, a diferencia de lo que se ha descrito en otras especies 

de hongos en las que no habiéndose observado diferencias en la morfología sí que se 

observó un ritmo de crecimiento ligeramente menor en los transformantes de GFP 

comparados con la cepa silvestre (Pliego et al. 2009; Zhang et al. 2008). 

Los ensayos de virulencia realizados con los transformantes de P. digitatum (Figura 16) 

mostraron que los mutantes fluorescentes pueden ser una importante herramienta para 

estudios futuros del proceso de infección, ya que no mostraron diferencias de virulencia 

respecto de la cepa parental. En la mayoría de los ensayos de virulencia de transformantes 

de GFP de otros hongos se han obtenido resultados similares. En el hongo patógeno del maíz, 

Cochliobolus heterostrophus, las líneas transgénicas son tan virulentas como la cepa silvestre 

(Maor et al. 1998). Del mismo modo sucede con el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, 

agente causal de la enfermedad de Panamá en bananas, donde los transformantes no se 

diferenciaron marcadamente de la cepa silvestre en lo que se refiere a crecimiento y 
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características morfológicas (Visser et al. 2004). Además, los test de patogenicidad mostraron 

que el proceso de transformación no alteró la virulencia de los transformantes. Sin embargo, 

no todos los ejemplos en la bibliografía muestran los mismos resultados. En el hongo 

patógeno Trichophyton mentagrophytes la infección se mantuvo, aunque el grado de 

virulencia no fue el mismo entre todos los transformantes de GFP obtenidos, posiblemente 

por diferencias en el lugar de integración (Kaufman et al. 2004). Por este motivo, se hace 

necesario un ensayo previo de patogénesis de cada uno de los transformantes. 

2. Implicación del factor de transcripción PacC de P. digitatum en patogenicidad 

En la interacción con el huésped, los hongos están expuestos a continuas variaciones en las 

características físico-químicas y biológicas del medio ambiente, entre las que se encuentran 

las variaciones de pH. Por lo tanto, muchos hongos han desarrollado sistemas para poder 

desenvolverse en un amplio intervalo de pH ambiental. En el caso de los hongos patógenos, 

el pH ambiental determina la capacidad del patógeno para colonizar e invadir con éxito un 

huésped específico, ya que la producción y secreción de diferentes factores de patogenicidad 

está en muchos casos regulada por el pH ambiental (Eshel et al. 2002; Prusky et al. 2001, 

2003; Rollins, 2003; Yakoby et al. 2000). Uno de los posibles mecanismos comunes para 

lograr la colonización en un entorno de pH dinámico es la respuesta del patógeno a las 

condiciones de pH de cada huésped. En la interacción patógeno-huésped, el patógeno puede 

alterar el pH local para adaptarlo a su arsenal enzimático, de forma que el nivel de 

patogenicidad está relacionado con la eficacia para lograr el cambio de pH del tejido del 

huésped. En este sentido, a los hongos capaces de producir un ambiente alcalino se les 

denomina hongos alcalinizadores, y aquellos que producen un ambiente ácido se les 

denominan hongos acidificadores. En los ensayos realizados en esta Tesis con las tres 

principales especies de Penicillium patógenas de frutos (P. digitatum, P. italicum y P. 

expansum) se ha comprobado que la infección de frutos cítricos por P. digitatum y P. italicum 

está acompañada de una fuerte acidificación del tejido desde el primer día tras la 

inoculación, alcanzándose descensos de hasta dos unidades de pH (Figura 26). Cuando se 

inocula P. expansum el descenso que se produce es menor y más tardío, disminuyendo en 

una unidad de pH a los 4 dpi. Por lo tanto, podemos encuadrar a las especies de Penicillium 

dentro de los hongos acidificadores. Estos datos ya habían sido sugeridos por Prusky y 

colaboradores (2004). En otros patógenos fúngicos como B. cinerea (Prusky et al. 2003) y S. 

sclerotiorum (Bateman y Beer, 1965; Rollins y Dickman, 2001; Vautard-Mey y Fevre, 2003) se 

ha comprobado que también acidifican el tejido del huésped en su ataque. Estos 

fitopatógenos disminuyen el pH del huésped mediante la secreción de cantidades 

significativas de ácido oxálico (Manteau et al. 2003; Rollins y Dickman, 2001) mientras que 

los ácidos cítrico y glucónico son principalmente secretados por Penicillium (Prusky et al. 

2003) y Aspergillus (Ruijter et al. 1999). Es de prever que la regulación de la expresión génica 

mediada por el pH ambiental pueda tener un importante papel en la capacidad de este 

patógeno para infectar frutos cítricos.  

A. nidulans es un buen ejemplo en el que el sistema de regulación del pH está ampliamente 

caracterizado. El pH alcalino es percibido y transmitido mediante la vía de señalización PAL, la 

cual activa el factor de transcripción PacC (Peñalva y Arst, 2002). PacC es un activador 
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transcripcional de “genes alcalinos” y un represor transcripcional de “genes ácidos” (Tilburn 

et al. 1995). PacC y su vía de regulación está conservada en hongos, y se ha demostrado que 

este regulador participa en la virulencia de algunos hongos patógenos (Rollins, 2003; 

Caracuel et al. 2003; Miyara et al. 2008). Por este motivo se decidió estudiar el papel que 

juega el factor de transcripción PacC en el proceso de infección de P. digitatum sobre frutos 

cítricos.  

A partir de la secuencia de un fragmento del gen pacC previamente disponible en el 

laboratorio se clonó el gen pacC de P. digitatum mediante rastreo de la genoteca de DNA 

genómico obtenida en esta Tesis. La comparación de la secuencia de la proteína deducida de 

PacC de P. digitatum con la de otros hongos filamentosos mostró una gran similitud (Figura 

29). La región más conservada está localizada en la región de dedos de cinc, que es la región 

responsable de la interacción directa con el DNA y que además está involucrada en la 

localización nuclear de la proteína (Espeso et al. 1996, Mingot et al. 2001). Además, la 

posición del primer intrón en el gen pacC de P. digitatum se encuentra también muy 

conservada (Caracuel et al. 2003, Flaherty et al. 2003, Tilburn et al. 1995). En la secuencia del 

promotor se localizaron 3 sitios de unión de PacC, cuya secuencia consenso es 5´-GCCAAG- 

3´, entre las posiciones -228 y -1122 pb aguas arriba del codón de inicio. Esto sugiere que la 

expresión de pacC se autoregula por sí misma. Mediante análisis Northern se comprobó que 

la expresión del gen pacC de P. digitatum en la cepa silvestre no mostró una expresión 

diferencial durante la infección (Figura 30). Este hecho era esperable, ya que durante la 

infección se produce una acidificación del medio y como ya se ha comentado anteriormente 

la transcripción de pacC se activa en condiciones alcalinas (Rollins et al. 2001; Caracuel et al. 

2003). 

Para profundizar en el estudio del posible papel que juega PacC en patogénesis, se abordó la 

obtención de mutantes de P. digitatum que produjesen constitutivamente una forma activa 

de la proteína, independientemente del pH ambiental, así como de mutantes que careciesen 

de dicho factor transcripcional. En los primeros debe tener lugar la activación constante de la 

transcripción de genes “alcalinos” y la represión constitutiva de los genes “ácidos”.  

Se obtuvieron transformantes merodiploides de P. digitatum que además de la copia nativa 

del gen pacC expresan constitutivamente la forma activa de PacC. En los ensayos de 

patogenicidad sobre frutos cítricos se observó una reducción de la virulencia con respecto de 

la cepa silvestre de un 20 % (Figura 35). Como hemos comentado anteriormente, en el punto 

donde se inicia la infección de P. digitatum en frutos de naranja se produce una acidificación 

del medio. Conjuntamente, estos resultados sugieren que PacC es un regulador negativo de 

la patogenicidad de P. digitatum, pero de efecto muy moderado, ya que apenas hay 

disminución de la capacidad infectiva. El conjunto de genes y los procesos regulados por este 

factor de transcripción en P. digitatum es todavía desconocido, aunque en muchos hongos 

fitopatógenos se ha demostrado que muchas enzimas de degradación de la pared celular, así 

como varias proteasas, están reguladas coordinadamente por el pH ambiental (Peñalva y 

Arst, 2004). Los resultados obtenidos con los mutantes de P. digitatum que producen 

constitutivamente una forma activa de la proteína PacC confirman los resultados obtenidos 

previamente en otros hongos. Así, en Fusarium oxysporum los mutantes nulos en pacC 
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presentan una ligera mayor capacidad de infección en plantas de tomate que la cepa 

silvestre, mientras que plantas inoculadas con un mutante dominante pacC
c
, equivalente a 

los mutantes de pacC obtenidos en este trabajo, mostraron un retraso en el desarrollo de la 

infección (Caracuel et al. 2003). Sin embargo, en otros hongos, PacC ejerce de regulador 

positivo de la patogenicidad. Por ejemplo, mutantes nulos de S. sclerotiorum en pac1, el gen 

homólogo de pacC en A. nidulans, presentan una reducción drástica de virulencia respecto 

de la cepa silvestre en ensayos de infección frente a tomate y Arabidopsis, confirmando la 

importancia de ese factor transcripcional en patogénesis (Rollins, 2003). En Colletotrichum 

acutatum, hongo patógeno de cítricos como P. digitatum, la disrupción del gen PacC
KLAP2

  

originó mutantes que eran hipersensibles a pH alcalino. Estos mutantes vieron alterada su 

capacidad para la producción y generación del apresorio y por lo tanto se redujo su virulencia 

(You et al. 2007). 

A pesar de haber analizado aproximadamente 800 transformantes de P. digitatum para 

identificar mutantes nulos que carezcan del gen pacC, no se ha obtenido ninguno. La primera 

construcción empleada para la obtención de dichos mutantes contenía una kilobase de la 

secuencia del promotor y del terminador de pacC flanqueando el casete de resistencia a 

higromicina para que, mediante recombinación homóloga, se integrase en el genoma 

introduciendo una copia del gen de resistencia a higromicina B en lugar del gen pacC. Tras el 

análisis de más de 500 transformantes resistentes a higromicina B, en ninguno de ellos se 

había producido recombinación homóloga en locus del gen pacC. Por este motivo nos 

planteamos dos alternativas con la finalidad de aumentar la frecuencia de recombinación 

homóloga. En la primera de ellas se preparó una nueva construcción plasmídica que contenía 

1,5 kb de las regiones del promotor y del terminador flanqueando al gen de resistencia a 

higromicina, en lugar de 1 kb como se había empleado anteriormente. En la segunda 

aproximación, que se ha desarrollado más en profundidad en el apartado 1.4 de Resultados, 

se pretendió obtener una cepa mutante de P. digitatum que careciese del gen ku80 y fuese 

defectuosa en el mecanismo de recombinación no homóloga o de unión de extremos no 

homólogos (NHEJ).  

De la primera de las nuevas aproximaciones, en las que se alargó la secuencia de las regiones 

adyacentes al gen de resistencia de higromicina, se analizaron más de 300 nuevos 

transformantes. Como en el caso anterior, aunque todos tenían el gen de resistencia a 

higromicina B, ninguno de ellos presentaba la sustitución del gen pacC por la construcción 

contenida en el T-DNA.  

Como no se ha obtenido todo el conjunto de mutantes posibles de pacC, sólo se puede 

especular con los resultados de los mutantes obtenidos. Según estos resultados, PacC sería 

un regulador negativo de la virulencia en P. digitatum. En los mutantes PacC
c
, de producción 

constitutiva de la forma activa de este factor de transcripción, se deben reprimir los genes 

“ácidos”, entre los que se deben encontrar genes de patogenicidad/virulencia, conduciendo 

a un fenotipo de disminución más o menos drástica de la capacidad infectiva. En teoría si se 

hubiese obtenido el mutante deletante éste debería ser más virulento que la cepa silvestre, 

aunque sería difícil de comprobarlo debido a que la cepa silvestre de P. digitatum ya es de 

por sí muy virulenta. 
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3. Nuevas alternativas para la obtención de mutantes con expresión reducida de genes 

diana 

La gran dificultad encontrada para la obtención de mutantes de deleción de pacC sugiere una 

dificultad intrínseca en el proceso de recombinación homóloga en el hongo filamentoso P. 

digitatum. Ante esta situación nos planteamos desarrollar nuevas herramientas que 

permitiesen abordar en el futuro el silenciamiento génico: obtener mutantes nulos Δku80 y 

construir vectores para RNAi. 

3.1  Obtención de mutantes nulos ku80 (Δku80)  

Como se ha comentado anteriormente, una de las posibles causas de la no obtención de 

mutantes de deleción del gen pacC, es que la frecuencia de recombinación homóloga en P. 

digitatum sea muy baja. En eucariotas se han identificado dos mecanismos por los que el 

DNA puede integrarse en el genoma. La recombinación homóloga (RH), que resulta en la 

integración en el locus diana, y la recombinación no homóloga (NHEJ), que resulta en una 

integración aleatoria en el genoma. Mientras que la RH se produce fácilmente en S. 

cerevisiae, la vía NHEJ es el modo dominante en la mayoría de los hongos. El principal 

componente del sistema NHEJ es el complejo DNA-PK que consiste en tres proteínas, la 

unidad catalítica DNA-PK y el dímero Ku70/Ku80.  

En Kluyveromyces lactis se demostró un incremento significativo de la frecuencia de RH 

gracias a la deleción de los genes ku70 o ku80 (Kooistra et al. 2004). Este concepto ha sido 

transferido a otros hongos, incluyendo Neurospora crassa (Ninomiya et al. 2004; Ishibashi et 

al. 2006), Claviceps purpurea (Haarmann et al. 2008) y algunos Aspergilli (A. nidulans (Nayak 

et al. 2006), A. fumigatus (Krappmann et al. 2006), A. soyae (Takahashi et al. 2006), A. niger 

(Meyer et al. 2007) y A. parasiticus (Chang, 2008). En todos estos hongos la deleción de los 

genes homólogos a ku70 y ku80 ha resultado en un aumento significativo en la eficacia de la 

RH.  

Por esta razón decidimos obtener un mutante nulo Δku80 de P. digitatum. Partiendo de la 

genoteca PD1G y usando oligonucleótidos degenerados basados en la secuencia de los genes 

ortólogos de ku80 de otros hongos filamentosos, se clonó el gen ku80 de P. digitatum. Se 

determinó la secuencia del gen, incluyendo más de 1,5 kb tanto de promotor como de  

terminador, y se obtuvieron construcciones que contenían más de 1,5 kb de promotor y 

terminador flanqueando el casete de resistencia a higromicina. De 30 transformantes 

analizados, siete carecían del gen ku80 original, lo que supone una frecuencia de RH del 

23,3%. Este aumento de la frecuencia con respecto al 0 % que se obtuvo con los 

transformantes de pacC se debió únicamente al aumento de la longitud de las secuencias 

flanqueantes de 1 a 1,5 kb. Esto sugiere la importancia de la longitud de las secuencias 

flanqueantes del gen diana en las construcciones para que se produzca correctamente la 

recombinación homóloga. En otros hongos, como por ejemplo A. niger y A. nidulans, 500 pb 

fueron suficientes para obtener unas altas frecuencias de recombinación  (Nayak et al. 2006; 

Meyer et al. 2007), mientras que en N. crassa y A. fumigatus se necesitó al menos una 

longitud mínima de 1 kb (Krappmann et al. 2006; Ishibashi et al. 2006). En la Tabla 18 se 
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muestra como a mayor longitud de las secuencias flanqueantes se obtiene una mayor 

frecuencia de recombinación homóloga.  

En los ensayos de infección sobre frutos de naranja, los mutantes Δku80 no mostraron 

diferencias en patogenicidad respecto a la cepa silvestre (Figura 23). Además, tanto el 

crecimiento como las características morfológicas de los mutantes cultivados en medio no 

selectivo tampoco difirieron de la cepa silvestre (Figura 22). Por lo tanto, estos resultados 

sugieren que estos mutantes Δku80 pueden ser empleados para la deleción de otros genes y 

de este modo aumentar el porcentaje de recombinación homóloga, lo que permitiría reducir 

tiempo y esfuerzo a la hora de obtener mutantes nulos de otros genes. Estas ventajas hacen 

de los mutantes Δku80 una nueva plataforma experimental para el análisis funcional de gran 

cantidad de genes de P. digitatum. Todas las construcciones que hemos empleado en este 

trabajo tienen como base el mismo vector binario, que posee como marcador de resistencia 

el gen hph (resistencia a higromicina B). Para poder transformar la cepa Δku80, que ya es 

resistente a higromicina, es necesario disponer de un nuevo marcador de resistencia. De 

entre los marcadores más utilizados en hongos filamentosos se seleccionó la fleomicina, ya 

que ha sido utilizada con éxito en otros hongos próximos, como por ejemplo P. chrysogenum 

(Snoek et al. 2009), también para la eliminación de los genes ku70/ku80. Se comprobó la no 

resistencia de la cepa silvestre y sobre el vector original se obtuvo un nuevo vector con el gen 

de resistencia a fleomicina como marcador de selección para los transformantes. Sin 

embargo, contrariamente al caso de la higromicina, la frecuencia de transformantes fue muy 

baja y se obtuvieron bastantes mutantes espontáneos resistentes al antibiótico. Además, los 

pocos transformantes obtenidos eran incapaces de esporular en medio con el antibiótico, 

aunque esta capacidad se recuperaba al pasarlos a medio sin el mismo. Por lo tanto, aunque 

la fleomicina puede ser un potencial segundo marcador de resistencia para P. digitatum, aún 

debe profundizarse en la mejora de este sistema 

Tabla 18. Ejemplos de la frecuencia de la eliminación de genes diana obtenidas en cepas 

silvestres y líneas Δku70 de varios hongos filamentosos (Meyer, 2008) 

Cepa Longitud secuencias homólogas flanqueantes (pb) 
      100                          500                          1000 

Referencia 

A. fumigatus wt: 0% 
mut: 75% 

wt: 2% 
mut: 84% 

wt: 10% 
mut: 96% 

Krappmann et al. 
2006 

A. nidulans wt: n.d. 
mut: n.d. 

wt: n.d. 
mut: 89% 

wt: n.d. 
mut: 92% 

Nayak et al. 2006 

A. niger wt: 4% 
mut: 18% 

wt: 7% 
mut: 88% 

wt: 19% 
mut: 95% 

Meyer et al. 2007 

A. sojae wt: n.d. 
mut: 0% 

wt: n.d. 
mut: 14% 

wt: n.d. 
mut: 71% 

Takahashi et al. 
2006 

N. crassa wt: 2% 
mut: 10% 

wt: 9% 
mut: 91% 

wt: 21% 
mut: 100% 

Ninomiya et al. 
2004 

S. macrospora wt: n.d. 
mut: n.d. 

wt: n.d. 
mut: n.d. 

wt: 4% 
mut: 100% 

Pöggeler y Kück, 
2006 

wt: cepa silvestre; mut: línea mutante deletante del homólogo Ku70; n.d.: no determinado.  
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3.2 RNA interferente (RNAi) 

Para solucionar los problemas de la baja frecuencia de RH obtenida con los transformantes 

de pacC se siguieron dos vías diferentes. Una de ellas fue la anteriormente expuesta, la 

obtención de mutantes de deleción Δku80, y la segunda alternativa fue la construcción de 

vectores para el silenciamiento génico por RNA interferente. En la última década esta 

aproximación ha experimentado un gran desarrollo en diferentes organismos eucariotas 

(Napoli et al. 1990; Romano y Macino, 1992), siendo una alternativa para analizar la función 

de aquellos genes en los que es difícil la obtención de mutantes nulos mediante interrupción 

génica. 

El uso del silenciamiento genético basado en RNAi resulta especialmente atractivo cuando 

los genes diana están presentes en copia múltiple o cuando la eliminación de los genes diana 

es letal. También es útil en muchos sistemas de hongos, como el caso de P. digitatum, en el 

que la frecuencia de recombinación homóloga es baja, ya que esto dificulta  la obtención de 

mutantes nulos (Nakayashiki 2005; Nakayashiki y Nguyen 2008). 

Se diseñaron dos vectores para el silenciamiento génico, cada uno con un marcador de 

selección diferente: uno con el gen de resistencia a higromicina y otro a fleomicina. El 

desarrollo de esta herramienta es una importante aproximación que podrá ser utilizada para 

el estudio de genes involucrados en la virulencia de P. digitatum como ya ha sido utilizada 

con éxito en varios hongos fitopatógenos. Por ejemplo, en M. oryzae ha sido utilizada para el 

silenciamiento de un gen que codifica una poliketido sintesa (MPG1) y resultó en el 

silenciamiento del 70-90 % de los transformantes obtenidos. Sin embargo, el silenciamiento 

no fue homogéneo entre todos los transformantes. El silenciamiento de este gen que codifica 

una hidrofobina fúngica involucrada en las interacciones superficiales durante la infección, 

relacionadas con el desarrollo del hongo, resultó en una severa reducción de la virulencia 

(Nakayashiki et al. 2005). 

4. Aplicación de herramientas genómicas en el estudio de la interacción P. digitatum- fruto 

cítrico. 

4.1 Identificación de genes de P. digitatum que se inducen durante la infección de frutos 

cítricos 

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha construido una genoteca substractiva de 

cDNA, que se denominó PDS, para obtener fragmentos de genes de P. digitatum que se 

inducen durante la infección de frutos de naranja. Esta genoteca se obtuvo mediante la 

técnica de SSH. Esta técnica permite identificar genes que se expresan diferencialmente 

entre dos poblaciones combinando un proceso de normalización y sustracción en un proceso 

único (Gurskaya et al. 1996). El paso de normalización equilibra la abundancia de fragmentos 

de DNA dentro de la población diana, y el paso de sustracción excluye secuencias que son 

comunes a las poblaciones que se comparan. Esto aumenta drásticamente la probabilidad de 

obtener fragmentos de cDNA expresados diferencialmente que son menos abundantes y 

además simplifica el análisis de la genoteca (Rebrikov et al. 2004). Una de las principales 

ventajas que aporta esta técnica sobre otras, como por ejemplo, la hibridación DNA-DNA 
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usando micromatrices, es que esta última técnica identifica sólo los genes que están 

presentes en la matriz y no los que están ausentes; mientras que el SSH no requiere de 

ningún conocimiento genómico previo del organismo en estudio. Por lo tanto, se seleccionó 

el SSH como la mejor alternativa ya que no se necesita un conocimiento previo del sistema. 

Además, está técnica elimina cualquier paso intermedio para la separación física del cDNA de 

cadena simple y doble hebra y mediante hibridación sustractiva puede lograr alcanzar un 

enriquecimiento en cDNAs expresados diferencialmente en más de 1000 veces. Este método 

ya ha sido aplicado para el estudio de la interacción planta-patógeno, resultando en la 

identificación de genes que se sobreexpresan durante la interacción (Thara et al. 2003; Li et 

al. 2004). En la misma línea se utilizó una segunda aproximación genómica que fue la 

creación de una macromatriz partiendo de los clones obtenidos previamente en la genoteca. 

De forma similar a las micromatrices, las membranas de nylon conteniendo fragmentos de 

cDNAs se han utilizado para comparar los patrones de expresión génica de miles de genes en 

una sola hibridación (Rast et al. 2000). Esta tecnología de hibridación de macromatrices 

proporciona un método rápido y de alto rendimiento para el cribado de una genoteca de 

cDNA obtenida mediante SSH.  

Se han empleado estas dos aproximaciones genómicas para la identificación de genes de P. 

digitatum que se inducen durante la infección. Para esta finalidad se compararon dos 

muestras: una obtenida a partir de tejido de naranja infectada por P. digitatum a las 72 horas 

tras la inoculación, cuando la maceración del tejido es ya evidente y más del 90 % del RNA 

ribosómico presente en el tejido corresponde al hongo. La segunda muestra empleada como 

control para la sustracción fue una mezcla de RNAs de tejido de fruto no infectado y de 

hongo crecido in vitro. Para comprobar la eficiencia de la sustracción y que la población de 

cDNAs obtenida realmente estaba enriquecida en genes diferenciales, se comparó la 

amplificación por PCR de dos genes entre una muestra de cDNA sustraída y una no sustraída 

(Figura 38). Previamente se había comprobado mediante hibridación Northern que los genes 

tenían expresión constitutiva (Figura 37).  

Tras secuenciar y analizar 295 clones se obtuvo un valor de redundancia de la genoteca del 

49 %, lo que sugiere que el proceso de sustracción se llevó a cabo correctamente, ya que 

indica que a pesar de no tener muchas secuencias el 49 % de las mismas están repetidas, por 

lo que la genoteca está enriquecida en un grupo relativamente pequeño de genes (Tabla 12). 

De los 1440 clones seleccionados al azar para preparar la macromatriz, el 51,5 % presentaban 

una mayor expresión en infección, una muestra más de que la genoteca PDS está enriquecida 

en genes que se inducen durante el proceso de infección. A partir de los resultados de 

hibridación se secuenciaron 76 clones cuyo nivel de inducción era igual o superior a 2 y que 

no habían sido ya obtenidos en la secuenciación aleatoria. Sin embargo, debido al alto 

porcentaje de redundancia obtenido en la genoteca PDS, de esta segunda ronda de 

secuenciación se obtuvieron muy pocos genes nuevos. Entre los genes nuevos que se 

identificaron en la macromatriz se encuentran genes que codifican una proteína TorA 

(PDIP_64280), una proteína ribosomal 40S (PDIP_74880), una proteína de choque térmico 

(PDPI_26120), una proteína hipotética (PDIP_61480) y un gen con homología a proteínas del 

fruto (fragmento entre Cs7g25660 y Cs7g25670).  
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La síntesis de las proteínas de choque térmico se ha asociado a la respuesta tanto al estrés 

térmico como al estrés oxidativo (Thompson et al. 2008; Albrencht et al. 2010) como un 

mecanismo de tolerancia contra condiciones de crecimiento adverso, estabilizando el 

metabolismo celular y previniendo la acumulación de proteínas desnaturalizadas. Sin 

embargo, poco se conoce de las funciones de las quinasas TOR (del inglés Target Of 

Rapamycin) en hongos filamentosos. La actividad antifúngica de la rapamicina contra hongos 

como Cryptococcus neoformans, A. flavus, A. niger, F. oxysporum y Penicillium sp. (Cruz et al. 

1999; Muthuvijaban y Nmarten, 2004; Wong et al. 1998) sugiere que la función de las TOR en 

los hongos filamentosos es similar a las de S. cerevisiae y humanos. En éstos, TorA es una 

proteína que integra señales para el control del crecimiento de la célula, especialmente en 

respuesta a la disponibilidad de nutrientes a través de la biogénesis de ribosomas, y 

regulación transcripcional y traduccional (Cutler et al. 1999). 

En la secuenciación de los clones seleccionados de la macromatriz, más del 50 % de las 

secuencias obtenidas pertenecen a cinco unigenes (Tabla 14), tres corresponden a proteasas 

(PDIP_82060, PDIP_12220 y PDIP_06020), una a una poligalacturonasa (PDIP_64460), y la 

última corresponde a una Proteína C inducida por concanamicina (CipC) (PDIP_45260). Estos 

5 genes se encuentran entre los 13 agrupamientos con mayor número de ESTs obtenidos en 

la genoteca PDS. Los resultados de hibridación de la macromatriz aportan información sobre 

el nivel de expresión de cada uno de los genes y por lo tanto, complementan los obtenidos 

con la secuenciación aleatoria de clones de la genoteca. De hecho, sólo 8 de los 24 unigenes 

con mayor valor de inducción corresponden a los más abundantes obtenidos en el SSH (Tabla 

13). Además, en este trabajo se empleó también en análisis Northern que nos permitió 

confirmar la expresión diferencial de los genes obtenidos así como revelar su patrón de 

expresión. 

Para tener una visión global de los procesos biológicos y de la funciones moleculares más 

sobrerrepresentadas en la infección de P. digitatum sobre frutos cítricos, se estudió la 

distribución en ontologías génicas de los 94 genes de P. digitatum identificados en la 

genoteca PDS que tienen anotación GO (Figuras 40 y 41). Atendiendo al proceso biológico, la 

mayoría de las categorías están relacionadas con el metabolismo de aminoácidos y proteínas, 

la biosíntesis de moléculas y la obtención de energía por la célula, sugiriendo que todos los 

procesos relacionados con el metabolismo primario están sobreexpresados. La única 

categoría clásicamente relacionada con la patogénesis que encontramos es la de proteólisis. 

Este resultado concuerda con la abundancia de ESTs correspondientes a proteasas que se 

obtuvo en la secuenciación de clones de la genoteca, lo que apunta a que este conjunto de 

proteínas juega un papel relevante en la patogenicidad de P. digitatum. 

En la clasificación por función molecular (Figura 41) encontramos muy representadas 

aquellas categorías que parecen consistentes con los requerimientos de un estilo de vida 

patogénico. Entre estas categorías aparecen no sólo la actividad peptidasa sino también dos 

actividades hidrolasas. Estos resultados, paralelamente a los obtenidos previamente, 

sugieren que la patogénesis del hongo está asociada con el incremento del potencial 

catalítico de enzimas tales como hidrolasas y peptidasas. Sin embargo, la categoría de 

función molecular más representada está relacionada con la unión a iones metálicos y su 
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transporte. Se sabe que los organismos vivos necesitan iones metálicos para sus procesos 

metabólicos. En el caso de los hongos, metales como el Fe, Co, Mg, Mn, etc. actúan como 

cofactores de distintas enzimas que intervienen tanto en diversas rutas metabólicas como en 

proteínas reguladoras (Kozlovskii et al. 2000). La abundancia de proteínas relacionadas con 

iones metálicos sugiere la importancia de los mismos no sólo para el crecimiento normal del 

hongo, sino con el proceso de infección.  

La combinación de técnicas como el SSH y la hibridación de macromatrices junto con el 

análisis de anotación funcional de las secuencias por ontologías génicas, ha permitido la 

identificación de varios unigenes, que presentan diferencias significativas en los niveles de 

expresión entre el tejido de estudio y el control, y por lo tanto presentan una expresión 

diferencial durante la infección. Para un estudio en mayor profundidad estos genes se han 

agrupado según la función que desempeñan.  

4.2 Respuesta a estrés y detoxificación 

En la genoteca PDS se han identificado varios genes relacionados con actividad 

oxidoreductasa y procesos metabólicos de especies reactivas de oxígeno (ROS). Es conocido 

que en la interacción planta-patógeno se produce una producción masiva de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), tales como el H2O2, (Mehdy 1994) que están destinadas a la 

defensa del huésped. Aunque hay algún caso como el del hongo necrótrofo Botrytis cinerea 

en el que existe cierta controversia en este tema. En la interacción B. cinerea-Nicotiana 

benthamiana, las ROS tienen un efecto positivo en la expansión de las lesiones (Asai y 

Yoshioka, 2009). Sin embargo, en la interacción B. cinerea-Solanum lycopersicum la 

producción de H2O2 en la pared celular bloquea efectivamente el desarrollo temprano de B. 

cinerea (Asselbergh et al. 2007). En muchos casos, la respuesta inicial de la planta al 

patógeno involucra la producción de peróxido de hidrógeno. En la genoteca PDS se ha 

identificado un grupo de cDNAs que codifican enzimas que están relacionadas con el 

metabolismo ROS como son una superóxido dismutasa (PDIP_66470), una tioredoxina 

(PDIP_60580), una glutatión-S-transferasa (PDIP_62390), una NADH:ubiquinona 

oxidorreductasa (PDIP_19750), una amino oxidasa de cobre (PDIP_13870), una sarcosina 

oxidasa (PDIP_07830)  y una proteína Rieske (PDIP_10140).  

La superóxido dismutasa (SOD) es una proteína que pertenece a la familia de enzimas que 

neutralizan el efecto de las ROS. La SOD cataliza la dismutación de superóxido en oxígeno y 

peróxido de hidrógeno. En varios hongos fitopatógenos se han identificado diversas SODs y 

se ha estudiado el papel de las mismas en la virulencia. Por ejemplo, en B. cinerea se ha 

estudiado la expresión de gen Bcsod1 tanto in vitro como in planta y mutantes deletantes del 

gen mostraron una clara reducción de la virulencia (Rolke et al. 2004), posiblemente porque 

son incapaces de hacer frente a la defensa del huésped como lo hace la cepa silvestre, lo que 

implica su importancia en la virulencia y de ahí su mayor expresión en el proceso de 

infección. Veluchamy y colaboradores (2011) identificaron un gen que codifica una SOD en S. 

sclerotiorum, Sssod1. Los mutantes a los que se les eliminó este gen mostraron una 

reducción de la virulencia en la infección de plantas de tomate y de tabaco en relación a la 

cepa silvestre.  
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Las tioredoxinas reducen otras proteínas mediante intercambio de puentes disulfuro y 

participan activamente en las repuesta de la célula a ROS (Collet y Messens, 2010). La 

eliminación del gen trxA en A. nidulans afectó al desarrollo y a la resistencia del hongo frente 

a H2O2 (Thön et al. 2007). El papel de las ROS en la interacción cítrico-P. digitatum ha sido 

poco estudiado, aunque la supresión de la producción de H2O2 en frutos cítricos puede ser 

uno de los mecanismos de patogenicidad de P. digitatum (Macarisin et al. 2007; Droby et al. 

2008; Torres et al. 2011).  

PDIP_62390 codifica una Glutatión-S-transferasa (GST), enzima que detoxifica compuestos 

tóxicos tales como los peróxidos de ácidos grasos, mediante la conjugación con glutatión. La 

GST es importante para proteger las células del estrés oxidativo (Marrs, 1996; Hayes et al. 

2005). Esta enzima ha sido poco estudiado en hongos. En levadura, las GSTs están implicadas 

en la protección de las células contra el daño causado por el estrés oxidativo, metales 

pesados y compuestos antifúngicos (Veal et al. 2002). La importancia de esta enzima en la 

defensa frente a las ROS y la protección de las proteínas celulares frente al estrés oxidativo 

quedó puesta de manifiesto en los estudios realizados por Qin y colaboradores (2007) con P. 

expansum. Estos autores observaron que la supresión de la expresión de estas proteínas 

resultó en un aumento de la cantidad de ROS y un aumento del nivel de proteínas 

carboniladas en la célula. Prins y colaboradores (2000) clonaron un gen de B. cinerea, 

denominado Bcgst1, que codifica una GST. A pesar de que esta proteína puede permitir al 

hongo tolerar los componentes fungitóxicos producidos por la defensa de la planta,  este gen 

no es esencial para la virulencia, ya que mutantes nulos carentes del mismo presentaron la 

misma virulencia que la cepa parental en ensayos de infección con hojas de tomate. Los 

datos obtenidos en otros hongos fitopatógenos junto con la expresión diferencial que se 

observa en el análisis Northern de estos tres genes (Figura 42) sugieren que son importantes 

para el proceso de infección detoxificando ROS. 

Varias ESTs de la genoteca PDS corresponden a PDIP_10140, una proteína en la que se 

localizó un dominio Rieske [2Fe-2S]. Este dominio es típico de proteínas que forman parte del 

complejo III (también conocido como ubiquinol citocromo-c-reductasa o complejo bc1) en la 

cadena respiratoria en la membrana interna de la mitocondria (Link, 1997). La importancia 

de este complejo radica en que se ha demostrado que contribuye a la producción de ROS 

inducida por hipoxia en levaduras (Guzy et al. 2007). Por este motivo se incluyó este gen 

dentro de la categoría de respuesta a estrés y detoxificación. Una vez obtenida la secuencia 

completa del gen se analizaron los dominios de la proteína y se comprobó que las proteínas 

con las que presentaba mayor similitud eran proteínas Rieske del tipo oxigenasas 

hidroxilantes de anillos aromáticos que contienen hierro distintos del grupo hemo (“Rieske-

type non-heme iron aromatic ring-hydroxylating oxygenases”, RHO) y no proteínas del 

complejo III de la cadena respiratoria. El análisis BlastP de la proteína deducida de la 

secuencia mostró una alta identidad con varias proteínas de esta familia entre las que 

destacan una naftaleno 1,2-dioxigenasa y una colina monooxigenasa. Homólogos a esta 

proteína se encuentran en muchos hongos filamentosos, incluyendo fitopatógenos, pero en 

ningún caso se ha caracterizado esta proteína a partir de alguno de ellos.  
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El análisis de los dominios de la proteína RIS1 de P. digitatum en la base de datos Pfam reveló 

que, aparte del dominio Rieske [2Fe-2S], la proteína presenta un dominio catalítico “aromatic 

ring-hydroxylating dioxygenases” presente en tres tipos diferentes de dioxigenasas 

(fenilpropionato dioxigenasa, antranilato 1,2-dioxigenasa y benzoato 1,2-dioxigenasa). Estos 

datos sugieren que la proteína RIS1 de P. digitatum es del tipo dioxigenasa. La escisión de 

anillos aromáticos es una de las funciones más importantes de las dioxigenasas, que juegan 

papeles clave en la degradación de compuestos aromáticos (Chandrakant y Shwetha, 2011).  

Los compuestos aromáticos como el benzoato y antranilato pertenecen a la segunda clase de 

sustratos orgánicos más abundantes utilizados para el crecimiento, junto a los carbohidratos, 

que la naturaleza proporciona tanto a bacterias como hongos como materia prima. Tanto el 

benzoato como el antranilato son convertidos en catecol por la benzoato 1,2-dioxigenasa y la 

antranilato 1,2-dioxigenasa, respectivamente. Bugos y colaboradores (1988) observaron que 

la degradación de compuestos aromáticos era importante durante el proceso de degradación 

de la madera por el hongo de la pudrición blanda Lecythophora hoffmannii. Estos procesos 

han sido poco estudiados en hongos, sin embargo se conoce que todas las vías de 

degradación de antranilato en bacterias compromete el ataque de una dioxigenasa para 

convertir el antranilato en catecol (Chang et al. 2003) y pueden ser utilizados como única 

fuente de carbono y energía. Por ejemplo Pseudomonas putida es capaz de degradar la 

limonina a través de una dioxigenasa (naftaleno 1,2-dioxigenasa) como única fuente de 

carbono y energía (Ghosh et al. 2006). La limonina es un limonoide presente en frutos 

cítricos, miembro de la clase de compuestos conocidos como furanolactonas. La 

fenilpropionato dioxigenasa degrada el 3-fenilpropionato que es un fenilpropanoide. Estos 

compuestos se encuentran ampliamente disponibles en el medio ambiente y pueden ser 

originados como productos de descomposición de varios constituyentes de plantas, tales 

como lignina, varios aceites o resinas (Turlin, 2001).  

La expresión diferencial del gen ris1 durante el proceso de infección de frutos de naranja en 

el hongo (Figura 42) sugiere que la proteína Rieske pertenece a la familia de las dioxigenasas 

y que su  posible función estaría relacionada con la degradación de algún tipo de compuesto 

aromático producido por el fruto, como una fuente de carbono y energía para el crecimiento 

del hongo,  como se ha descrito en otros hongos (Prenafeta-Boldú et al. 2006). A pesar de 

que el gen ris1 presentó un marcado patrón de expresión diferencial, el fenotipo de los 

mutantes de deleción no presentó diferencias respecto a la cepa silvestre (Figura 61) y 

tampoco se vio alterada la capacidad de infección (Figura 65). Esto sugiere que ninguna de 

las posibles funciones de la proteína codificada por este gen es fundamental para la 

patogenicidad del hongo y que es necesario un estudio fenotípico en profundidad para 

conocer la función de esta proteína. 

Otras enzimas que están implicadas en el metabolismo ROS y que han sido identificadas en la 

genoteca PDS son una NADH:ubiquinona oxidorreductasa (PDIP_19750), una amino oxidasa 

dependiente de cobre (PDIP_13870) y una sarcosina oxidasa (PDIP_07830). Aunque una 

revisión de la bibliografía sugiere que pueden estar relacionadas con la obtención de fuentes 

de carbono y nitrógeno para el crecimiento del hongo, estas enzimas catalizan procesos en 

los que se produce H2O2. La NADH:ubiquinona reductasa, forma parte del complejo 
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respiratorio I, que es el punto de entrada de la cadena de transporte de electrones en la 

mitocondria. Su expresión diferencial durante la infección puede sugerir que el hongo puede 

necesitar aumentar su actividad mitocondrial, posiblemente para proveerse de energía para 

el crecimiento. Aunque no se han realizado estudios en los que este gen haya sido 

caracterizado, sí que se ha obtenido evidencias de su implicación en el proceso de infección. 

En F. graminearum se utilizó la aproximación de integración mediante enzimas de restricción 

(restriction enzyme-mediated integration, REMI) para la obtención de mutantes deletantes 

aleatorios. En uno de estos mutantes el vector fue integrado en una NADH:ubiquinona 

reductasa. Estos mutantes presentaron un crecimiento similar a la cepa silvestre aunque 

vieron reducida su virulencia (Seong et al. 2005). Goswami y colaboradores (2006) también 

encontraron este gen cuando crearon una biblioteca de cDNA mediante SSH con la finalidad 

de conocer la expresión de genes relacionados con las fases iniciales de la patogénesis de F. 

graminearum sobre trigo. 

Las amino oxidasas dependientes de cobre son metaloenzimas que catalizan la desaminación 

oxidativa de varios sustratos amino a sus correspondientes aldehídos produciendo H2O2 

(Brazeau et al. 2004). En procariotas y hongos, las amino oxidasas permiten a los organismos 

la utilización de aminas como una fuente de carbono y nitrógeno para el crecimiento celular 

(Samuels et al. 2005). Sin embargo, mientras que no existen estudios sobre el papel durante 

el proceso de infección de los hongos, en las plantas se sabe que generan especies reactivas 

de oxígeno y están involucradas en la respuesta de defensa frente a patógenos y en la 

inducción del crecimiento (Cona et al. 2006). Este gen no tuvo una diferencia de expresión 

significativa en infección según los datos de expresión obtenidos en la hibridación de la 

macromatriz. Por lo tanto, estos datos sugieren que su función no es esencial para el proceso 

de infección. Probablemente sus niveles de expresión sean parecidos en las dos condiciones 

estudiadas y su función principal estaría más encaminada a la obtención de energía para el 

crecimiento. Sin embargo, en el caso contrario se encuentra la sarcosina oxidasa 

(PDIP_07830). El nivel de inducción de este gen durante la infección respecto al crecimiento 

en condiciones in vitro es significativo. La sarcosina oxidasa es una enzima que cataliza la 

desmetilación oxidativa de la sarcosina originando formaldehído, glicina y H2O2 (Wyss y 

Kaddurah-Daouk, 2000). Esta enzima es inducida en varios microorganismos del suelo 

cuando crecen con sarcosina como fuente de carbono y energía (Kvalnes-Krick y Jorns, 1991) 

hecho que coincide con la inducción de la expresión del gen en la macromatriz. Sin embargo, 

el papel fisiológico de la sarcosina oxidasa es desconocido y no ha sido caracterizada en 

ningún hongo. Los pocos datos de que se dispone podrían sugerir que esta enzima se induce 

con la presencia de algún sustrato del fruto por determinar y sería usado como fuente de 

carbono y energía. Produciendo secundariamente H2O2 en la reacción. 

La producción de especies reactivas de oxígeno, tales como H2O2 y O2
−
, fueron los primeros 

eventos que se correlacionaron con la resistencia de plantas a los patógenos (Baker y 

Orlandi, 1995), además de estar involucrados en el desarrollo de resistencia en varios tipos 

de frutos (Torres et al. 2003; Cao y Jiang, 2006; Zeng et al. 2006) incluyendo las naranjas 

(Torres et al. 2011). En naranjas inoculadas con P. digitatum la producción de especies 

reactivas de oxígeno parece estar suprimida, mientras que la inoculación con una especie 

cercana no patógena, como es P. expansum, desencadena la producción de ROS en los sitios 
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donde tiene lugar la inoculación (Macarisin et al. 2007). Además, en frutos cítricos infectados 

por P. digitatum la actividad de diferentes enzimas antioxidantes, involucradas en el 

metabolismo de especies reactivas de oxígeno, decrecen a medida que el patógeno progresa 

a través del tejido (Ballester et al. 2006). Los datos obtenidos en esta Tesis concuerdan 

parcialmente con lo que se conoce hasta el momento sobre la interacción P. digitatum-frutos 

cítricos, en la que se sugiere que P. digitatum suprime la producción de H2O2 que se produce 

en los tejidos del fruto como respuesta al proceso de infección. La expresión diferencial de 

enzimas como SOD o GST, cuya función es neutralizar el efecto de las especies reactivas de 

oxígeno y ayudar a hacer frente al estrés oxidativo señala en esa dirección. Sin embargo, 

otros genes de la genoteca PDS, como los que codifican una amino oxidasa dependiente de 

cobre y una sarcosina oxidasa, implican una producción de H2O2, que según los datos de 

Macarisini et al. (2007) no se detecta en el tejido infectado. Podría sugerirse que, según las 

evidencias encontradas, el mecanismo de acción de P. digitatum durante la infección de 

frutos cítricos sería semejante al expuesto por Kim y colaboradores (2008) para el hongo 

necrótrofo S. sclerotiorum. En este modelo el hongo suprime la producción de ROS en la 

planta en condiciones de pH ácido, que se alcanzan mediante la producción de ácido oxálico 

por parte del hongo. A su vez el hongo produce ROS para promover la compatibilidad. Este 

comportamiento dual, suprimiendo y produciendo ROS, se explicaría asumiendo diferencias 

temporales entre ambos procesos. En el caso de la interacción entre los frutos cítricos y P. 

digitatum se encuentran algunas analogías: hay una fuerte reducción del pH, aunque 

probablemente debido a la acumulación de ácido glucónico o ácido galacturónico en vez de 

ácido oxálico y una supresión de la producción de ROS. Sin embargo, aún no hay ninguna 

evidencia determinante qué indique la relevancia de estos dos factores en la patogenicidad 

de P. digitatum. 

4.3 Enzimas relacionadas con la pared celular 

La primera barrera encontrada por un hongo fitopatógeno durante la infección es la cutícula 

del huésped y la pared celular vegetal primaria. El éxito de la infección depende no sólo de la 

capacidad del patógeno para penetrar y colonizar los tejidos del huésped, sino también de su 

capacidad para degradar los polímeros de la pared celular en los nutrientes requeridos para 

su desarrollo. Por lo tanto, la degradación enzimática de los polímeros extracelulares se 

considera clásicamente un aspecto importante de las infecciones fúngicas de las plantas. Los 

hongos fitopatógenos secretan una amplia gama de enzimas de degradación de la pared que 

actúan en diferentes etapas de la infección (Annis y Goodwin, 1997; Ten Have et al. 2002). 

Entre este tipo de enzimas se encuentran las pectinasas, celulasas y xilanasas que están 

implicadas en la degradación de polisacáridos (St Leger et al. 1999; Olivieri et al. 2004; Jayani 

et al. 2005; Brito et al. 2006).    

El segundo grupo de unigenes más abundantes de la biblioteca PDS comprende genes que 

codifican enzimas relacionadas con la pared celular, entre las que destacaban las 

relacionadas con la degradación de la pared celular vegetal, representadas por una 

poligalacturonasa (PDIP_64460), dos glucanasas (PDIP_65210 y PDIP_08210) y dos pectin 

liasas (PDIP_57790 y PDIP_08080). También se analizó una segunda poligalacturonasa 

(C3411E09) que fue obtenida en una biblioteca obtenida previamente en nuestro laboratorio 
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(PosharvestP1; Marques et al. 2009). En este grupo de genes relacionados con la pared 

celular también incluimos un fragmento cuya mayor identidad es con una manosiltransferasa 

(PDIP_59020). 

La función de las manosiltransferasas es la de añadir residuos manosilo a N- u O-glicanos 

ligados a proteínas y también están involucradas en la síntesis de glicoconjugados de la pared 

celular de los hongos (Bowman et al. 2005). Además, la mayoría de las proteínas secretadas 

por hongos filamentosos y levaduras están modificadas mediante la adición de oligosacáridos 

a residuos de asparagina específicos, proceso que se conoce como (N-) glicosilación 

(Herscovics y Orlean, 1993; Kukuruzinska et al. 1987). Los estudios en S. cerevisiae han 

proporcionado gran parte de nuestra comprensión actual sobre la glicosilación de proteínas 

en los hongos. El análisis de la secuencia mostró que PDIP_59020 codifica un homólogo de 

ScAlg2 de S. cerevisiae, una alfa-1,2 manosiltransferasa, que está implicada en las primeras 

etapas de la (N-) glicosilación de proteínas. La deleción del gen agl2 en S. cerevisiae produjo 

mutantes cuyo crecimiento era sensible a la temperatura y que acumulaban una cantidad 

anormal de Man2GlcNAc2-dolicol difosfato y Man1GlcNAc2- dolicol difosfato (Jackson et al. 

1989; Jackson et al. 1993). En el hongo fitopatógeno Mycosphaerella graminicola, que infecta 

las hojas del trigo, Motteram y colaboradores (2011) obtuvieron mutantes del gen MgAlg2, 

homólogo a Alg2 de S. cerevisiae. Estos mutantes fueron incapaces de infectar hojas 

susceptibles de trigo ya que las esporas perdieron la capacidad de alargar los filamentos de 

las hifas, que es lo que permite la penetración del hongo a través de los estomas. Además, 

las esporas de los mutantes eran hipersensibles a calcoflúor, agente desestabilizador de la 

pared celular, y producían proteínas anormales hipo-N-glicosiladas. Del mismo modo, en N. 

crassa, se caracterizó otro gen, cot-5, homólogo a Alg2 de S. cerevisiae. Los mutantes 

mostraron una reducción significativa en la extensión y ramificación de las hifas con respecto 

a la cepa silvestre y, al igual que en los mutantes deletantes de S. cerevisiae, eran claramente 

sensibles a la temperatura además de observarse una reducción en la eficiencia de la (N-) 

glicosilación. Muchas proteínas que son secretadas o localizadas en la pared celular son 

frecuentemente (N-) glicosiladas. Esta modificación es importante para el correcto 

plegamiento de las proteínas (Helenius y Aebi, 2001). Estos ejemplos ponen de manifiesto 

que el comportamiento de esta proteína en hongos es similar al que ha sido descrito para 

levaduras, siendo esencial en el proceso de (N-) glicosilación. Además, para algunas proteínas 

de la superficie implicadas en el desarrollo y la correcta morfología de la hifa éste es un 

proceso esencial. Por lo tanto, la (N-) glicosilación juega un importante papel en la fisiología 

del hongo. Durante la patogénesis fúngica se produce un aumento del crecimiento y 

desarrollo dentro del huésped por lo que el hongo requiere de la acción de una gran variedad 

de proteínas de pared celular y las alteraciones de alguno de los procesos implicados en esta 

tarea como es la (N-) glicosilación puede conllevar no sólo un fenotipo en el que se vea 

afectada la morfología de la pared celular sino en la atenuación de la virulencia. Estos datos, 

junto con la expresión diferencial del gen (Figura 42), indican que su función es importante 

en el proceso de infección participando en todos los cambios que se producen en la pared 

celular durante el desarrollo del hongo en el huésped. Además, el que sea un proceso 

fundamental para la biosíntesis de la pared celular explica que en los análisis Northern 

(Figura 42) tenga una alta expresión también durante el crecimiento en condiciones in vitro. 

Al igual que en otros hongos, esta proteína podría ser una buena candidata para futuros 
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estudios, tanto para el análisis del fenotipo de las cepas deletantes del gen como para su 

posible aplicación como diana de nuevos fungicidas. 

Los otros genes de este amplio grupo están relacionados con la degradación de la pared 

celular vegetal. Dos de los genes codifican glucanasas (PDIP_65210 y PDIP_08210). Las 

glucanasas catalizan la hidrólisis de la celulosa en productos de cadena más corta de hasta 

dos unidades de glucosa (celobiosa). El gen que codifica PDIP_65210 presenta una expresión 

elevada en los primeros días de infección y apenas se expresa durante el crecimiento en 

medio de cultivo, mientras que el segundo gen, a pesar de presentar también una expresión 

diferencial durante la infección, también se expresa durante el crecimiento en medio PDB 

(Figura 42). Una posible explicación para la ausencia de expresión del gen de la glucanasa 

que no se expresa in vitro, es la represión por catabolito, ya que el medio PDB contiene 

glucosa. Este fenómeno de represión de genes que codifican glucanasas ha sido ampliamente 

documentado en hongos filamentosos (Aro et al. 2005; Divon et al. 2007). En M. grisea se 

estudió el posible papel en la patogénesis de este hongo de la glucanasa MgEGL1. Se observó 

un aumento de la expresión del gen a las 72 horas tras la inoculación, lo que sugiere que este 

gen juega un papel durante la colonización del huésped. Sin embargo, los test de 

patogenicidad de mutantes que sobreexpresaban la proteína no mostraron alteración ni en 

el número ni en el tamaño de la lesión en relación al control (Zhou et al. 2008). Estos 

resultados concuerdan con los análisis Northern (Figura 42) donde las dos endoglucanasas de 

P. digitatum tienen su máxima expresión a los 2-3 dpi. Sin embargo, ambos genes presentan 

perfiles de expresión distintos durante la infección. La expresión del gen que codifica 

PDIP_65210 presenta un claro máximo a los 2-3 dpi para disminuir fuertemente a 

continuación, mientras que la expresión del que codifica PDIP_08210 es más sostenida a lo 

largo del tiempo. Además, el gen que codifica la glucanasa PDIP_08210 también presenta 

una expresión basal durante el crecimiento en medio PDB, lo que indica que en este gen no 

hay represión por catabolito, o al menos está muy disminuida. En el hongo fitopatógeno 

Pyrenochaeta lycopersici los niveles de expresión del gen Pleg1 que codifica una endo-1,4 

glucanasa, aumentan durante la infección de tomate, de forma que hay una correlación 

positiva entre la expresión de este gen y el desarrollo de la enfermedad (Valente et al. 2011). 

Además, su expresión está regulada por la presencia de azúcar o celulosa en el medio. En el 

hongo fitopatógeno del maíz Cochliobolus carbonum, mutantes en los que se eliminó el gen 

que codifica una exo-beta 1,3 glucanasa tuvieron un crecimiento normal, sin embargo, eran 

incapaces de degradar el 1,3 β-glucano y los mutantes aún mantenían intacta su virulencia 

(Schaeffer et al. 1994). Estos resultados sugieren que las endoglucanasas son enzimas que 

están implicadas en la patogénesis ya que sus niveles de expresión aumentan durante la 

infección. Sin embargo, sólo hay unos pocos estudios con mutantes nulos que puedan 

aportar una información más directa entre endoglucanasas y patogencidad del hongo. Por 

ejemplo, en el hongo fitopatógeno B. cinerea se clonó el gen Cel5A, que codifica una endo-

beta-1,4-glucanasa. Aunque su nivel de expresión aumentaba durante la infección de las 

hojas de tomate, la disrupción del gen resultó en una cepa con idéntica virulencia  a la de la 

cepa silvestre (Espino et al. 2005). Maruthachalam y colaboradores (2011) aplicaron la ATMT 

para introducir mutaciones en conidios de V. dahliae mediante inserción aleatoria del T-DNA. 

Una de las inserciones aleatorias se produjo en un gen que codificaba una endoglucanasa. 

Observaciones al microscopio sugirieron que este mutante era incapaz de colonizar los vasos 
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del xilema en plantas inoculadas. Por lo tanto, estos datos excepto en el caso concreto de B. 

cinerea parecen claramente reflejar que hay una relación directa entre de las endoglucanasas 

con la patogénesis de los hongos fitopatógenos. 

Aunque se ha demostrado la posible implicación de las glucanasas fúngicas en la degradación 

de la pared celular durante el proceso de infección, en la genoteca PDS identificamos otros 

genes que codifican enzimas degradadoras de la pared celular vegetal y que presentaban 

mayores niveles de inducción de acuerdo a los resultados de hibridación de la macromatriz y 

al análisis Northern. Estos motivos nos llevaron a estudiar más en profundidad algunos de 

estos genes mediante su secuenciación así como mediante la obtención de mutantes en los 

que se eliminó el gen para poder comprobar su implicación en el proceso de infección. 

Un análisis de la secuencia de las dos poligalacturonasas y de una de las pectin liasas mostró 

que todas presentan péptido señal, que estaría de acuerdo con el carácter de enzimas 

secretadas al medio. Las tres proteínas presentan puntos isoeléctricos (pI) diferentes, siendo 

los de PDIGPG2 y PNL1 más ácidos (aproximadamente 6) y el de PDIGPG1 más alcalino 

(aproximadamente 8). La secuencia de aminoácidos deducida de cada una de las tres 

pectinasas de P. digitatum tiene alta similitud con otras pectinasas de otros hongos 

filamentosos donde ya han sido caracterizadas. PDIGPG1 corresponde a la poligalacturonasa 

de P. digitatum que se ha descrito en la base de datos del NCBI (GenBank BAA77297.1) y 

posee un 85 % de identidad con una poligalacturonasa de P. griseoroseum. PDIGPG2 

presenta una identidad del 75 % con otra poligalacturonasa de P. griseoroseum diferente a la 

anterior y PNL1 presenta una identidad del 75 % con la pectin liasa D de A. niger. La similitud 

entre las dos PGs es del 51 %, lo que indica que son poligalacturonasas claramente 

diferentes. Ambas PGs poseen dominios pertenecientes a la superfamilia glicosil hidrolasa 28 

(GH-28). De acuerdo con los modelos génicos establecidos en P. digitatum, el genoma de 

este hongo contiene 8 poligalacturonasas pertenecientes a la familia GH28, siendo ésta la 

familia CAZY (enzimas relacionadas con carbohidratos) más enriquecida en comparación con 

el genoma de P. chrysogenum (Marcet-Houbon et al 2012). Todas las enzimas pertenecientes 

a este grupo están involucradas en la degradación de la pectina de la pared celular. Estas 

enzimas muestran un estructura típica en hélice β paralela dextrógira, característica de las 

enzimas que degradan pectina (Herron et al. 2000). Esta disposición coincide con el análisis in 

silico de las dos poligalacturonasas, donde se observa que el 50 % de los aminoácidos poseen 

una disposición de hélice β. Estos datos pueden indicar que ambas poligalacturonasas 

poseen un ancestro común. 

La expresión de los genes pg1, pg2 y pnl1 de P. digitatum sí muestra diferencias entre ellos 

(Figura 42). En los análisis Northern se observa que los tres genes tienen una expresión 

diferencial durante la infección, mientras que su expresión en medio de cultivo es mucho 

menor. Sin embargo, tanto los niveles de expresión como los perfiles de expresión son 

diferentes en los tres casos. El gen pg1 es el único de los tres genes que muestra una gran 

expresión desde 1 dpi, lo que sugiere su implicación en la etapa más temprana de la 

infección. El gen pg2 presenta el máximo de expresión a los 2 dpi, duplicando el valor relativo 

de expresión respecto a 1 dpi.  El hecho de que haya una diferencia temporal en el patrón de 

expresión de ambos genes, sugiere que aunque ambas enzimas estén presentes durante los 



______________________________ Discusión_____________________________  
 

- 186 - 
 

siete días tras la infección, su actividad puede ser secuencial, precediendo PDIGPG1 a 

PDIGPG2. Comparando el patrón de expresión de los 17 genes analizados en esta Tesis se 

puede observar que pg1 y pg2 forman parte del conjunto de genes que se expresan más 

tempranamente durante la infección de P. digitatum sobre frutos de naranja, lo que sugiere 

que ambas PGs tienen un rol en los primeros estadios del proceso de infección. Los 

productos derivados de la degradación de la pared celular debido a la actividad de las 

poligalacturonasas puede inducir la expresión de otras pectinasas u otras enzimas de 

degradación de la pared celular resultando en un mayor daño del tejido. Otro mecanismo de 

regulación de las PGs es la represión catabólica. Se ha descrito que muchos genes que 

codifican PGs son reprimidos por la presencia en el medio de carbohidratos fácilmente 

asimilables, como la glucosa (Ruijter y Visser, 1997; Fontana et al. 2005; Gattás et al. 2009). 

Esto explica el porqué muchos genes que codifican enzimas degradadoras de la pared celular 

vegetal no se expresan en medios ricos, ya que la glucosa presente en el medio puede 

reprimir la expresión de los mismos. Sin embargo, P. digitatum expresa los genes pg1 y pg2 

cuando crece en medio de cultivo PDB, aunque con diferentes patrones: pg1 sólo se expresa 

en conidios germinando y primeros estadios de crecimiento del tubo germinativo, mientras 

que pg2 tiene una expresión basal que aumenta al esporular. Estos resultados sugieren que 

ninguno de estos genes está sujeto a represión catabólica. 

El gen pnl1 presenta un máximo de expresión también a los 2 dpi, pero luego su expresión no 

se mantiene, como ocurre con los genes de las dos poligalacturonasas, sino que cae, lo que 

sugiere que esta pectinasa sólo se expresa en un determinado momento de la infección y 

que su función es más específica que la de las poligalacturonasas. Mientras que las 

poligalacturonasas han sido ampliamente estudiadas, las PLs y su implicación en la virulencia 

de hongos fitopatógenos lo ha sido en menor medida. A pesar de los pocos estudios llevados 

a cabo, la mayoría de ellos relacionan claramente el papel de las pectin liasas con el proceso 

de infección. Por ejemplo, en el oomiceto patógeno de pepino Pythium splendens se 

identificó una PL que estaba relacionada con el proceso de infección y producía una rápida 

maceración en discos de tomate y de pepino (Chen et al. 1998).  En otro estudio se aislaron 

dos genes de C. gloeosporioides f. sp. Malvae, pnl-1 y pnl-2, que codifican pectin liasas 

extracelulares que diferían en su expresión en medio de cultivo y durante la infección (Wei et 

al. 2002). También en un estudio de 16 especies de hongos, se observó que P. italicum y P. 

expansum tenían la mayor actividad pectin liasa cuando se cultivaban en medios 

suplementados con pectina (Alana, 1989). La disrupción simultánea de dos genes de pectato 

liasas, pelA y pelD, redujo la virulencia de Nectria haematococca en guisante, pero sin 

embargo la disrupción de cada uno de los genes por separado no tuvo efecto alguno (Rogers 

et al. 2000). Mutantes de C. gloeosporioides en los que se eliminó un gen que codifica una 

pectato liasa redujo el tamaño de la lesión en frutos de aguacate en más de un 45 % (Yakoby 

et al. 2001). 

Estos datos sobre la expresión de los genes en infección y durante el crecimiento in vitro deja 

claro que la regulación de las enzimas degradadoras de pared celular es muy compleja y está 

sometida a varios factores, como diferentes fuentes de carbono (Wubben et al. 2000; Olsson 

et al. 2003) o el pH del medio (de Vries y Visser, 2001; Peñalva y Arst, 2002). Como la 

producción de enzimas extracelulares en gran cantidad son procesos que consumen mucha 
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energía, la regulación dependiente por carbono de estos genes asegura que solamente se 

produzcan bajo condiciones en las que el hongo necesite utilizar los polímeros de la planta 

como fuente de energía y carbono. Además, se han localizado elementos de regulación en 

los promotores de los genes de enzimas de degradación de la pared celular incluyendo sitios 

de unión al represor por catabolito de carbono (CRE), elementos CCAAT y sitios de unión 

para activadores transcripcionales o factores de modulación de la expresión (Area, PacC o 

XlnR) (Aro et al. 2005). En el análisis de las secuencias de los promotores de los genes pg1, 

pg2 y pnl1 también se han localizado varios motivos de unión a estos reguladores 

transcripcionales.  Sitios de unión a PacC, cuya secuencia consenso es 5´-GCCAAG- 3´, se han 

identificado en pnl1 y pg1. Como se ha mencionado extensamente en el apartado 2 de 

resultados de esta Tesis, este factor está implicado en la regulación de la expresión de genes 

mediado por pH. En pnl1 también se ha localizado un motivo CCAAT. Esta secuencia es uno 

de los elementos cis más comunes presente en las regiones promotoras de numerosos genes 

(Kato, 2005). Es de destacar que varios de los motivos comunes en los promotores de los tres 

genes están relacionados con la limitación de nutrientes. Por ejemplo, GCN4 (presente en 

pg1) es una activador transcripcional en respuesta a la necesidad de aminoácidos (Drynsdale 

et al.1995); GCR1 (presente en pnl1 y pg2) es un activador transcripcional de genes 

relacionados con la glucólisis (López y Baker, 2000) ; PHO4 (presente en pg1 y pg2) se activa 

como respuesta a la limitación de fosfato (Svaren et al. 1994); NIT2 (presente en pg1, pg2 y 

pnl1) que es un regulador central de requerimiento de nitrato (Camargo et al. 2007). Por lo 

tanto, estos datos indican que principalmente estos genes están regulados por la falta o 

necesidad de nutrientes. Posiblemente una vez el hongo detecta que tiene disponibilidad de 

nutrientes inactiva la producción de enzimas extracelulares que son procesos que consumen 

mucha energía. Esto explica la no expresión en medio de cultivo in vitro.  

Los resultados obtenidos en esta Tesis muestran que los mutantes de deleción de P. 

digitatum que carecen del gen pg1 (Δpg1-8 y Δpg1-10), del gen pg2 (Δpg2-0 y Δpg2-13) o del 

gen pnl1 (Δpnl1-6 y Δpnl1-7) vieron reducida su virulencia en frutos de naranja con respecto 

a la cepa silvestre en aproximadamente un 25 % (Figuras 62, 63 y 64). Además, los mutantes 

Δpg2 mostraron también una disminución de la maceración del tejido. Un defecto similar en 

la habilidad la macerar el tejido ya ha sido observado en mutantes de las bacterias 

fitopatógenas Erwinia, Pseudomonas, y Ralstonia sp, deficientes en pectinasas (Barras 1994; 

Collmer y Keen 1986). En varios hongos se han obtenido mutantes nulos en genes 

relacionados con la degradación de la pared celular, que presumiblemente estarían 

involucrados en patogenicidad. En muchos casos se ha confirmado su importancia en la 

misma (Perpetua et al. 1996; Wassmann y Van-Etten 1996). La disrupción de genes 

individuales de pectinasas en los hongos fitopatógenos A. flavus y B. cinerea causaron un 

moderado descenso de la virulencia, similar al que se ha obtenido en los ensayos llevados a 

cabo en este trabajo. La disrupción del gen P2c de A. flavus, que codifica una endoPG, 

conlleva una disminución de la infección en algodón de entre un 23 y un 33 %. Sin embargo, 

la disrupción del gen Bcpg1 de B. cinerea no mostró ningún efecto en la infección primaria, 

aunque sí un descenso de la expansión de la lesión, indicando que esta endoPG no es 

importante para la penetración y las etapas iniciales de la infección, pero sí que tiene un 

efecto en la dispersión del hongo, reduciendo la virulencia del hongo en un 20 % (Shieh et al. 

1997; Ten Have et al. 1998). Los mutantes de A. citri en los que se eliminó una endoPG vieron 
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reducida significativamente su habilidad para causar los síntomas de la podredumbre negra 

en cítricos (Isshiki et al. 2001). Sin embargo, en la mayoría de los estudios llevados a cabo en 

hongos fitopatógenos con mutantes deficientes en alguna pectinasa no se ha observado un 

descenso de la virulencia, por lo que no se puede asegurar en todos los casos que estas 

enzimas constituyan un factor de virulencia. El caso más extensamente estudiado es el de 

Cochliobolus carbonum. En este hongo, la eliminación de una celobiohidrolasa (Sposato et al. 

1995), dos  β-1,3-1,4-glucanasas (Görlach et al. 1998), una endoPG (Scott-Craig et al. 1990), y 

una exoPG (Scott-Craig et al. 1998) no resultó en una reducción alguna de la virulencia en 

maíz. Incluso el empleo de una línea mutante en la que se eliminaron tanto una endoPG 

como una exoPG (Scott-Craig et al. 1998) tampoco tuvo efecto en la virulencia. Una situación 

similar ha sido descrita en mutantes de deleción de otros hongos fitopatógenos deficientes 

en enzimas degradadoras de pared celular. Un mutante de Cryphonectria parasitica 

deficiente en una endoPG (Gao et al. 1996) no presenta diferencias en patogenicidad 

respecto de la cepa silvestre, sugiriendo que esta enzima no es esencial para el proceso de 

patogénesis. 

Hasta la fecha, en ninguno de los casos descritos en la bibliografía se ha encontrado ningún 

caso en el que la reducción de la virulencia sea del 100 %. La disrupción individual de genes 

que codifican enzimas de degradación de la pared celular no puede eliminar la virulencia del 

patógeno ya que diferentes isoenzimas pueden estar actuando activamente durante la 

misma etapa de la infección, sinérgicamente, al mismo tiempo o durante varias fases de la 

infección. Por ejemplo, Fusarium solani, que posee cuatro genes que codifican otras tantas 

pectato liasas que actúan sinérgicamente para producir una rápida degradación de la pectina 

y aunque la disrupción individual de dos de ellos (pelA y pelD) no afectó a la virulencia, 

cuando ambos, pelA y pelD, fueron delecionados sí se observó una pérdida de la misma 

(Rogers et al. 2000). No es difícil encontrar una explicación para esta observación. La pared 

celular de las plantas es una estructura heterogénea y dinámica, además puede haber 

diferencias en el grado de metilación y acetilación, en el grado de entrecruzamiento e 

inclusión de otros polímeros. Para que un microrganismo pueda degradar un sustrato 

complejo debe poseer diversas enzimas con especificidades diferentes. Probablemente, 

múltiples factores incluyendo otras enzimas degradadoras de pared celular y condiciones del 

medio ambiente estarán participando conjuntamente en la virulencia del hongo. 

Las enzimas de degradación de la pared celular existen como familias multigénicas, de forma 

que la eliminación de un miembro de la familia se ve compensada por la acción de otro 

miembro. Una posible solución para discernir el papel de este tipo de enzimas sería la 

utilización de mutantes deletantes múltiples o la deleción de reguladores transcripcionales 

que actuasen a un nivel superior afectando a múltiples enzimas degradadoras de pared 

celular. En este sentido, los hongos normalmente controlan la expresión de las enzimas de 

degradación de la pared celular a través de la fosforilación de proteínas, catalizadas por 

proteínas quinasas que forman parte de las vías de transducción de señales. Entre estas 

proteínas quinasas, la proteína quinasa SNF1 (del inglés; Sucrose NonFermenting 1) está 

implicada en las respuestas a estrés nutricional y ambiental (Celenza et al. 1986). El rol de 

SNF1 en la virulencia de hongos ha sido examinado en varios hongos fitopatógenos. 

Mediante la deleción del gen SNF1 en el hongo F. oxysporum se obtuvieron mutantes que 
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eran incapaces de producir enzimas de degradación de pared celular. Este mutante era 

incapaz de utilizar algunas fuentes de carbono y presentó una reducción de la virulencia 

(Ospina-Giraldo et al. 2003). El gen de la quinasa SNF1 (CcSNF1) en el hongo patógeno del 

maíz C. carbonum es requerido para la expresión de numerosas enzimas de degradación de 

la pared celular y también para la penetración del hongo en el huésped (Tonukari et al. 

2000). Lee y colaboradores (2009) obtuvieron mutantes nulos del gen ortólogo de SNF1 en el 

hongo Gibberella zeae y observaron que en los mutantes resultantes se redujo tanto la 

expresión de genes que codifican enzimas de degradación de la pared celular como la 

virulencia. En el hongo fitopatógeno V. dahliae también se obtuvieron resultados similares 

(Tzima et al. 2011). La expresión de las enzimas de degradación de la pared celular en los 

mutantes no se indujo en medio de inducción y además la severidad de la enfermedad en 

tomate y berenjena se redujo en una media del 87 %. Estos datos sugieren que aunque se 

actúe sobre la expresión de varias enzimas de degradación de la pared celular, no es 

suficiente para reducir completamente la virulencia del hongo, aunque sí que se demuestra 

que son importantes factores de patogénesis. 

4.4 Resistencia a fungicidas 

Uno de los principales inconvenientes actuales del uso de fungicidas es la aparición de 

aislados resistentes. Como resultado de la disminución de la eficacia de los mismos se 

producen numerosas pérdidas en agricultura. En la genoteca PDS se han localizado varias 

ESTs relacionadas con procesos de resistencia a fungicidas. Entre ellas destacan las ESTS 

correspondientes a un transportador PMR4 (PDIP_53810), dos transportadores MFS (PDS 

PDIP_55680 y PDIP_09580), una 14-alfa esterol demetilasa Cyp51B (PDIP_01820) y una 

proteína CipC (PDIP_45260).  

El análisis Northern de todos estos genes reveló que únicamente el que codifica una 14-alfa 

esterol demetilasa Cyp51B (CYP51) no mostraba una expresión diferencial durante el proceso 

de infección (Figura 42). Esta CYP51 pertenece a la familia de citocromos P450 y juega un 

papel clave en la ruta de biosíntesis de ergosterol en hongos, de ahí su alto nivel de 

expresión en condiciones in vitro. El ergosterol regula la fluidez y la permeabilidad de la 

membrana celular y es esencial para la supervivencia celular (Rodriguez et al. 1985; Lees et 

al. 1995; Parks et al. 1995). Por este motivo la síntesis de ergosterol constituye una 

importante diana para el diseño de inhibidores antifúngicos frente a diversos hongos 

fitopatógenos, incluyendo especies como M. grisea (Talbot et al. 1993) o P. digitatum 

(Hamamoto et al. 2000). Sin embargo, mutaciones en la 14-alfa esterol demetilasa provocan 

una disminución en la afinidad de los fungicidas inhibidores de la demetilación (DMIs) que 

son el grupo más importante de agentes antifúngicos usados en agricultura. La resistencia a 

los DMIs ha sido estudiada en varias especies de hongos patógenos de plantas como 

Blumeria graminis (Wyand y Brown, 2005), Monilinia fructicola (Luo y Schnabel, 2008), 

Mycosphaerella graminicola (Brunner et al. 2008), P. digitatum (Hamamoto et al. 

2001 y Zhao et al. 2007) y F. graminearum (Yin et al. 2009). En P. digitatum, se sabe que la 

sobreexpresión gen PdCYP51B conlleva resistencia a los DMIs y se produce por la presencia 

de una única inserción de 199 pb en la región promotora (Sun et al. 2011). Dentro del 

proyecto de investigación donde se encuadra esta Tesis se encuentra el grupo de la Dra. 



______________________________ Discusión_____________________________  
 

- 190 - 
 

Paloma Sánchez-Torres (IVIA), que está llevando a cabo un análisis en profundidad de este 

gen y su implicación en la resistencia a los fungicidas en P. digitatum. Los datos obtenidos en 

el análisis Northern muestran una alta expresión de este gen tanto en infección como en 

crecimiento en medio de cultivo, lo que sugiere que este gen no es esencial durante el 

proceso de infección, pero sí fundamental para el crecimiento celular. En P. digitatum han 

sido descritos 3 genes que codifican citocromos P450 esterol 14α-demetilasa [PdCYP51A 

(Hamamoto et al. 2000); PdCYP51B y PdCYP51C (Sun et al. 2011)], sin embargo, en la 

genoteca PDS solamente aparece PdCYP51B. Una posible explicación a este hecho podría 

deberse a que nuestro aislado es resistente a imazalil y de ahí la alta expresión observada en 

PdCYP51B (Sun et al. 2011). 

El gen PMR4 codifica un transportador ABC. En P. digitatum han sido clonados y 

secuenciados cuatro genes que codifican transportadores ABC [PMR1 (Nakaune et al. 1998), 

PMR3 (AB164459.1), PMR4 (AB164460.1) y PMR5 (Nakaune et al. 2002)]. La función  de los 

transportadores ABC PMR1 y PMR5 de P. digitatum en la resistencia a los agentes 

antifúngicos ha sido bien documentada, aunque no hay estudios relacionados con PMR4. 

Ambos genes incrementaron su expresión en presencia de diferentes componentes tóxicos 

(Nakaune et al. 1998, 2002). Estos transportadores se encuentran en la membrana y son 

responsables del transporte de una amplia variedad de diferentes sustancias tóxicas 

endógenas y exógenas a través de membranas mediante el uso de la energía derivada de la 

hidrólisis de ATP (Higgins, 1992). El papel de los transportadores ABC en el flujo de salida de 

los fungicidas azoles ha sido descrito en varios hongos filamentosos como Mycosphaerella 

graminicola (Zwiers et al. 2000), P. digitatum (Nakaune et al. 1998) y B. cinerea (Hayashi et 

al. 2001). La expresión diferencial en infección de este transportador en P. digitatum sugiere 

que no sólo es importante como mecanismo de resistencia a fungicidas sino también en el 

proceso de infección. En la interacción hongo-planta, los transportadores ABC pueden tener 

diferentes funciones, permitiendo tanto la secreción de factores de virulencia durante el 

proceso de infección (De Waard, 1997; 2006) como protegiendo a los hongos de los 

componentes tóxicos producidos por la planta (Del Sorbo et al. 2000; Hayashi et al. 2001). En 

otros hongos fitopatógenos también se ha relacionado el papel de estos transportadores ABC 

con la virulencia de los mismos, como ABC1 en M. grisea (Urban et al. 1999), GpABC1 en 

Gibberella pulicaris (Fleilner et al. 2002) y Mgatr4 en M. graminicola (Stergiopoulos et al. 

2002). Urban y colaboradores (1999) obtuvieron cepas mutantes de M. grisea carentes del 

gen ABC1 que no presentaron hipersensibilidad a un número diferente de drogas, pero sin 

embargo, eran incapaces tras su inoculación en hojas de arroz de continuar con la infección 

poco después de la penetración. En M. graminicola, también se analizó la implicación en la 

virulencia de varios transportadores ABC. La disrupción el gen Mgatr4 produjo líneas 

mutantes que independientemente del cultivar fueron menos virulentas y mostraron un 

menor crecimiento intercelular en el apoplasto de hojas de trigo. Por lo tanto, los resultados 

obtenidos sugieren que al igual que en los casos mencionados anteriormente, PMR4 podría 

ser un factor de virulencia que incrementa su expresión durante la infección y cuya función 

podría ser proteger al hongo contra los componentes fungitóxicos producidos por el fruto 

como por ejemplo el H2O2 como se ha visto en B. cinerea (Pane et al. 2008), aunque la 

confirmación de este extremo requiere de estudios adicionales. 
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Junto con los transportadores ABC, los transportadores MFS (major facilitator superfamily) 

son las bombas de expulsión más importantes que intervienen en la protección de los hongos 

contra los fungicidas (Stergiopoulos et al. 2002; De Waard et al. 2006). Por ejemplo, Bcmfs1 

es un miembro de la familia de transportadores MFS de B. cinerea que está involucrado en el 

transporte al exterior de la célula tanto de fungicidas como de componentes naturales 

tóxicos (Hayashi et al. 2002). Al igual que ocurre con el gen PRM4, el gen MFS1 de P. 

digitatum también posee una expresión diferencial durante la infección (Figura 42). 

Recientemente Wang y colaboradores (2012) han clonado el gen Pdmfs1, que codifica un 

transportador MFS de P. digitatum diferente al gen MFS1 previamente depositado en la base 

de datos del NCBI y que corresponde a la entrada PDIP_09580 del genoma. Mutantes nulos 

ΔPdmfs1 son más sensibles al fungicida imazalil y su patogenicidad sobre frutos cítricos es 

menor que la de la cepa parental, lo que sugiere que de algún modo este transportador juega 

un importante papel en la virulencia de P. digitatum. PDIP_55680 codifica un segundo 

transportador MFS. Este transportador es diferente a los otros mencionados, pero debido a 

que no se encuentra presente en la macromatriz no se pudo obtener datos adicionales sobre 

su expresión.    

CipC (PDIP_45260) es una pequeña proteína conservada con función desconocida. El nombre 

de CipC proviene de “proteína inducida por concanamicina” (concanamycin-induced protein), 

ya que el gen se sobreexpresa en A. nidulans en respuesta a la adición exógena del 

antibiótico concanamicina A (Melin et al. 2002). En S. sclerotiorum se identificaron siete ESTs 

correspondientes a CipC durante la interacción con Brassica napus, de tal forma que este gen 

fue clasificado como gen asociado a patogénesis (Li et al. 2004). En el caso del hongo 

fitopatógeno Verticillium dahliae se ha sugerido que la proteína CipC ayuda a la 

supervivencia en el suelo a través de la inactivación de antibióticos producidos por los 

microorganismos del suelo (El-Bebany et al. 2010). En Verticillum alboatrum también se ha 

encontrado como un gen asociado a patogénesis (Mandelc et al. 2009). En contraposición, la 

deleción de un ortólogo a cipC en Stagonospora nodorum no atenuó la patogenecidad (Tan 

et al. 2008). Los antecedentes encontrados en la bibliografía junto con la alta expresión 

observada y su expresión diferencial en infección sugieren que CipC está implicada en el 

proceso de infección, probablemente participando en la detoxificación de los compuestos de 

defensa producidos por el fruto, pero este extremo no está confirmado. Además, destaca 

que es el unigen con el quinto valor de inducción más alto en la macromatriz, por delante 

incluso de las enzimas que tienen un mayor número de ESTs como son las enzimas de 

degradación de la pared celular y todas las proteasas, excepto la aspergilopepsina y la serin 

peptidasa. Posiblemente, estará inducida por algún compuesto producido por el fruto al igual 

que la proteína con la que presenta la mayor similitud que es inducida por concanamicina. 

Por esto, CipC sería una importante diana a tener en cuenta para realizar un estudio más en 

profundidad de su función y su implicación como factor de virulencia a través de estudios de 

patogenicidad con mutantes en los que se elimine este gen. 

A pesar de la cantidad de genes identificados en la genoteca PDS que están relacionados con 

fungicidas, no se profundizó en el estudio funcional de los mismos porque dentro del 

proyecto de investigación en el que se enmarca esta Tesis también participa el grupo de la 

Dra. Paloma Sánchez del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), que ha 
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realizado este tipo de aproximación con varios de los genes relacionados con fungicidas 

identificados en el presente trabajo. 

4.5 Glucólisis 

Otro grupo de genes que se encuentra muy representado en la genoteca PDS está 

relacionado con la glucólisis. Se han aislado varios genes que codifican una triosafosfato 

isomerasa (PDIP_81910), una enolasa (PDIP_68590) y una piruvato quinasa (PDIP_70570). 

Todos los productos derivados de la acción de las enzimas degradadoras de la pared celular 

sobre el fruto son utilizados por el hongo para la obtención de energía mediante esta vía, 

sugiriendo que la utilización de la glucosa es un proceso crítico para la virulencia de P. 

digitatum como se ha visto en otros casos como el hongo fitopatógeno Rhizoctonia solani 

(Danson et al. 2000). Por lo tanto, es probable que la principal ruta de metabolización  de 

energía utilizada por los hongos durante la infección sea la glucólisis. En el patógeno del 

maíz, Blumeria graminis, estudios genómicos utilizando ESTs y SAGE han mostrado que 

durante la infección también se expresan abundantemente genes requeridos para la 

glucólisis (Thomas et al. 2001, 2002). 

4.6 Transducción de señales 

Las ESTs más representadas en la genoteca PDS están relacionadas con proteasas y enzimas 

degradadoras de pared celular. Esta abundancia de genes hidrolíticos era en cierta medida 

esperada, ya que son enzimas extracelulares que actúan directamente sobre el huésped, 

degradando la pared celular y causando la muerte celular. Pero también hay otros genes que 

actúan regulando muchas funciones del hongo y no son muy abundantes, ya que un factor 

puede regular multitud de funciones. Así, la hibridación de la macromatriz reveló la presencia 

de genes poco representados, pero con alto valor de inducción, lo que sugiere que son 

importantes para la virulencia de P. digitatum.  

El unigen que codifica PDIP_6428 tiene homología con una fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3-

quinasa), que pertenece a una familia de enzimas involucrada en la vía TOR (target of 

rapamycin). Esta vía de señalización es un mecanismo bien conservado que controla el 

crecimiento celular en eucariotas, principalmente en respuesta a la disponibilidad de 

nutrientes (Martin et al. 2005). Aunque el rol de la vía TOR en la virulencia de hongos 

fitopatógenos aún no ha sido ampliamente estudiado, Zhang y colaboradores (2010) 

mostraron que la eliminación del gen FgTEP1, que está vinculado a la vía PI3-quinasa, 

produjo una reducción de la virulencia de F. graminearum sobre trigo. En Candida albicans se 

ha demostrado que la PI3-quinasa tiene relación directa con el transporte vesicular 

intracelular, el crecimiento filamentoso y la virulencia (Kitanovic et al. 2005). El mutante nulo 

deficiente en PI3-quinasa es avirulento y además presenta una disminución de la secreción 

de proteasas aspárticas y un aumento de la sensibilidad contra antimicóticos e iones 

metálicos. Efectos similares han sido observados en el hongo patógeno humano 

Cryptococcus neoformans, donde se comprobó que la señalización mediada por PI3-quinasa 

es requerida para la virulencia (Hu et al. 2008). Recientemente se ha demostrado que esta 

proteína controla los estadios más tempranos de la autofagia (Noda et al. 2010). La autofagia 

es un proceso mediante el cual las células reciclan el citoplasma y los orgánulos dañados 
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durante las situaciones de estrés, tales como la falta de nutrientes. La degradación y el 

reciclaje de los componentes celulares a través de la autofagia juega un papel vital en el 

estilo de vida de los hongos filamentosos (Pollack et al. 2009). En la mayoría de las especies 

estudiadas hasta ahora la autofagia es indispensable para la remodelación celular a gran 

escala durante la reproducción sexual y asexual, la germinación de conidios, y la 

supervivencia en condiciones de agotamiento de los nutrientes y también en el proceso de 

infección (Bartoszewska y Kiel 2011). La autofagia es esencial para la generación de la 

turgencia de apresorios y la patogénesis de M. oryzae (Kershaw y Talbot, 2009). La alta 

inducción del unigen correspondiente a PDIP_6428 sugiere que la autofagia podría ser 

importante durante el proceso de infección de P. digitatum. 

4.7 Otras proteínas  

En el análisis de los genes presentes en la genoteca PDS destaca también la presencia de 

varios genes relacionados con la ubiquitinación: una enzima de conjugación de ubiquitina 

(PDIP_31680) y una ubiquitin ligasa (PDIP_66270). Estas proteínas intervienen en la 

proteólisis a través del proteosoma y juegan un importante papel en la respuesta a varios 

estreses, tales como limitación de nutrientes, exposición a metales pasados o choque 

térmico. McCafferty y Talbot (1998) identificaron 3 nuevas ubiquitinas del hongo M. grisea 

que tenían una alta expresión durante los estadios iniciales de la colonización de la planta, 

sugiriendo que éstas tienen un importante papel durante situaciones de estrés eliminando 

proteínas dañadas o anormales vía proteosoma. Del mismo modo, Kornitzer (2006) sugiere 

que la morfogénesis celular del hongo y su virulencia están conectadas. Los efectos de 

degradación de proteínas afectan a la morfogénesis debido a la modulación de la 

concentración de reguladores del ciclo celular y de los factores de transcripción. Lo que 

sugiere que durante el proceso de infección el hongo libera estas proteínas como mecanismo 

de defensa frente a los diferentes tipos de estrés a los que le somete la planta y como medio 

para variar su morfología adaptándola a los requerimientos del proceso de infección.    

De acuerdo con los experimentos de hibridación de la macromatriz, la mayor inducción 

corresponde a un gen que codifica una proteína extracelular que presenta un dominio 

taumatina (PDIP_76190), del que se han secuenciado 2 ESTs. Estas proteínas han sido 

clásicamente asociadas con plantas como proteínas PR, de la familia PR5, que se caracterizan 

por proteger a las plantas contra el estrés osmótico, contra el ataque de patógenos y de los 

efectos nocivos de la congelación (Velazhahan et al. 1999; An lovar y Dermastia, 2003). En 

hongos, este tipo de proteínas han mostrado actividad beta-1,3-endo-glucanasa y unión a 

beta-1,3-glucano (Grenier et al. 2000). Lo que podría sugerir un posible papel en la 

degradación de la pared celular de las plantas durante la infección. Sin embargo, aún no ha 

sido bien caracterizada y su papel aún resulta desconocido, pero su alta expresión hace 

preveer que puede ser importante para la virulencia de P. digitatum y sería necesario en un 

futuro relizar un estudio en profundidad. 

Además de los grupos de genes/proteínas ya mencionados, en la genoteca PDS se ha 

encontrado una cantidad significativa de genes que codifican proteínas con función 

desconocida o hipotética.  
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Al igual que en otros hongos necrótrofos, podríamos considerar que la podredumbre 

producida por P. digitatum consiste en una progresiva desorganización del tejido del fruto de 

naranja causando la maceración del mismo. La degradación de la pared celular mediante la 

secreción de enzimas constituye una de las señas de identidad durante la infección de los 

hongos fitopatógenos necrótrofos. La acción de las enzimas degradadoras de pared celular 

facilita el crecimiento intercelular del hongo mediante la desestabilización de la integridad 

celular del huésped (Kikot et al. 2009). Esta maceración es el resultado de la acción conjunta 

de varias enzimas hidrolíticas, incluyendo pectinasas y endoglucanasas. En este proceso 

actúan también varias proteasas, que son las responsables de la degradación de proteínas, 

tanto de la pared celular como de otras proteínas. La destrucción de las paredes celulares 

causa la lisis celular y permite el libre acceso a los nutrientes celulares. Estos nutrientes son 

asimilados por el hongo a través de sistemas de transporte. De hecho, en la genoteca PDS se 

identificaron varios transportadores de aminoácidos y oligopéptidos (PDIP_00120, 

PDIP_26110 y PDIP_80310). Además, el hongo tiene que hacer frente a las defensas del fruto 

durante el proceso de infección y para ello ha desarrollado sistemas de defensa como son los 

transportadores ABC y MFS que protegen a los hongos de los componentes tóxicos o enzimas 

de detoxificación que ya han sido mencionados anteriormente.  

5. Proteasas 

Entre los unigenes más abundantes en la genoteca PDS se encontraron varios con homología 

a varias proteasas: una endopeptidasa aspártica (PDIP_82060, con 53 ESTs), una 

aspergilopepsina (PDIP_06020, con 13 ESTs), una tripeptidil peptidasa S8 (PDIP_12220, con 

12 ESTs), y una carboxipeptidasa 5 (PDIP_71590, con 7 ESTs). Casi un 23 % de las ESTs de la 

genoteca PDS (85 ESTs de un total de 371) pertenecen a genes que codifican 

proteasas/peptidasas. En total, se han identificado 5 unigenes que codifican proteasas de los 

83 que se han localizado en la secuenciación del genoma (Marcet-Houben et al. 2012). 

Además de los ya citados, se han identificado tres ESTs con similitud a una serin peptidasa 

(PDIP_67670). Debido a la cantidad de ESTs que codifican proteasas y al alto valor de 

inducción de alguno de los genes (Tabla 13), se realizó un análisis de expresión de cinco de 

ellos. El análisis Northern (Figura 42) mostró una expresión diferencial de todos los genes 

analizados durante el proceso de infección, aunque con diferentes perfiles de expresión a lo 

largo del tiempo.  

La pared celular vegetal contiene celulosa, pectina y hemicelulosa como elementos más 

abundantes, pero también contiene proteínas. Las proteínas de la pared celular vegetal son 

generalmente proteínas glicosiladas ricas en los aminoácidos hidroxiprolina, prolina y glicina. 

Otro grupo importante de proteínas de la pared celular vegetal son las proteínas 

arabinogalactanos (Cassab et al. 1998). Por esta razón, entre el arsenal de enzimas 

degradadoras además de las poligalacturonasas, pectato o pectin  liasas, celulasas y 

xilanasas, muchos hongos fitopatógenos producen proteasas (Dobinson et al. 1997; Carlile et 

al. 2000). Las posibles dianas de las proteasas fúngicas incluyen glicoproteínas ricas en 

hidroxiprolinas tales como las extensinas, las cuales juegan un papel importante en la 

extensión y unión de la pared celular de las plantas (Showalter, 1993). Las proteínas del 

huésped son la principal fuente de nitrógeno para los hongos fitopatógenos y por lo tanto, 
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las proteasas juegan un papel en la nutrición. Además, las proteasas pueden contribuir a la 

inactivación de proteínas de respuesta de la defensa de las plantas, tales como quitinasas y 

β-1,3-glucanasas (Catanzariti et al. 2010; Naumann et al. 2011).  

En los hongos se han identificado aspartato, cisteín, metalo, serin y treonin proteasas, así 

como otras clases sin caracterizar (Rawlings et al. 2004). Ries y Albersheim (1973) fueron los 

primeros que demostraron que el hongo fitopatógeno Colletotrichum lindemithianum 

secretaba una proteasa activa de 25 KDa y pH óptimo a 8,6 cuando crecía en paredes 

celulares de plantas o en medio con nutrientes artificiales. Ésta fue la primera proteasa 

extracelular obtenida en su forma pura a partir de un hongo fitopatógeno. En los últimos 

años se han aislado varias proteasas extracelulares producidas por microrganismos 

fitopatógenos. Entre éstas prevalecen las serin proteasas, que se dividen en enzimas del tipo 

tripsina o subtilisina. Del primer tipo se han encontrado en Cochliobolus carbonum (Murphy 

et al. 1996), Verticillium dahliae (Bidochka et al. 1999), Stagonospora nodorum (Carlile et al. 

2000), y Phytophtora infestans (Gvozdeva et al. 2004). Y del tipo subtilisina en  C. carbonum 

(Murphy et al. 1996), P. infestans (Gvozdeva et al. 2004), Acremonium typhium (Reddy et al. 

1996), Magnaporthe poae (Sreedhar et al. 1999) y F. oxysporum (Di Pietro et al. 2001). Entre 

las proteasas extracelulares de hongos fitopatógenos las proteasas aspárticas también están 

bastante extendidas. Éstas incluyen proteasas producidas por B. cinerea (Movahedy y Heale, 

1990), Cryphonectria parasitica (Choi et al. 1993) o Glomerella cingulata (Clark et al. 1997). 

También, aunque en menor medida, están representadas las cistein proteasas, como en el 

hongo Pyrenopeziza brassicae (Ball et al. 1991). Además de proporcionar al patógeno 

aminoácidos como nutrientes, la actividad proteolítica podría estar unida a la patogénesis, 

por ejemplo, en la desestabilización de la pared celular a través del ataque sobre las 

proteínas estructurales que están involucradas en el ensamblaje y la integridad de la pared 

(Hall y Cannon, 2002) o como en la bacteria E. chrysanthemi, donde una metaloproteasa 

extracelular cataliza la transformación de una pectato liasa en la forma madura de esta 

enzima que es crucial para la maceración del tejido de la planta (Shevchik et al. 1998). 

También se ha propuesto que ciertos péptidos liberados por la acción de proteasas 

extracelulares de microorganismos fitopatógenos pueden actuar como elicitores, activando 

reacciones de protección de la planta (Ryan y Pearce, 2003). En C. albicans se ha sugerido 

que las proteasas aspárticas podrían estar también involucradas en la adhesión de los hongos 

patógenos a las células huésped, facilitando su invasión a través de la degradación del 

citoesqueleto del huésped (Borg-von Zepelin et al. 1999). Jia y colaboradores (2000) 

observaron el caso de una proteasa que actuaba como un gen de avirulencia.  El gen AVR-

Pita del hongo M. grisea codifica una metaloproteasa que posee propiedades similares a las 

proteínas efectoras bacterianas. En el arroz se detectó un gen de copia única (Pi-ta) que 

codifica un receptor citoplasmático del tipo NBS que une el producto procesado del gen AVR-

Pita para activar las defensas de respuesta contra el hongo. Este modelo es una excelente 

herramienta para conocer el mecanismo molecular de resistencia de las plantas. 

Sólo unos pocos estudios han examinado el papel de las proteasas en los hongos patógenos 

de plantas (Murphy y Walton, 1996; Plummer et al. 2004). Sólo en algunas especies de 

hongos filamentosos necrótrofos, como son S. sclerotiorum y B. cinerea, se ha correlacionado 

la actividad proteolítica con el desarrollo de los síntomas de la infección (Poussereau et al. 
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2001; Ten Have et al. 2004). En M. grisea la eliminación del gen que codifica una serin 

proteasa resultó en una disminución de la esporulación y del desarrollo de apresorios, por lo 

que la cepa mutante era menos patogénica sobre arroz (Donofrio et al. 2006). Sin embargo, 

son mucho más abundantes los casos en los que la eliminación de un gen que codifica una 

proteasa no altera la virulencia. Por ejemplo, la inactivación dirigida del gen que codifica una 

tripsina no tuvo efecto en la virulencia en los patógenos de cereales C. carbonum y S. 

nodorum (Bindschedler et al. 2003; Murphy y Walton 1996). Del mismo modo, la inactivación 

de una subtilasa en F. oxysporum f. sp. lycopersici no tuvo efecto en el crecimiento del 

micelio, la esporulación o la patogenicidad sobre plantas de tomate (Di Pietro et al. 2001). 

Ten Have y colaboradores (2010) obtuvieron mutantes simples y dobles de cinco proteasas 

aspárticas de B. cinerea diferentes y ninguno de ellos mostró una reducción de la virulencia. 

Del hongo del marchitamiento vascular, V. dahliae, se obtuvieron mutantes en los que se 

delecionó un gen que codifica una proteasa del tipo tripsina. Como en los casos anteriores, 

los mutantes no mostraron alteración del crecimiento ni de la patogenicidad (Dobinson y 

Grant, 2004). En el hongo patógeno de la madera del castaño, Cryphonectria parasítica, se 

estudiaron cuatro genes que codificaban proteasas aspárticas que presentaban una 

expresión diferencial durante el proceso de infección. Los mutantes de deleción de cada uno 

de estos genes no mostraron diferencias en crecimiento o esporulación (Jacob-Wilk et al. 

2012). 

Todos los genes de proteasas analizados en esta Tesis presentan una expresión diferencial 

durante el proceso de infección, aunque con patrones de expresión diferentes. Es de 

destacar que todos, menos el de la carboxipeptidasa, presentan un máximo de expresión a 

día 1 de crecimiento in vitro, siendo bastante acentuado en el caso de la endopeptidasa 

aspártica. Probablemente, una vez el hongo detecta que se encuentra en un ambiente 

adecuado activa la expresión de los genes de virulencia, como son tanto las proteasas como 

las enzimas de degradación de la pared celular. Que la carboxipeptidasa no se detecte in vitro 

puede sugerir una activación secuencial de las proteasas a medida que se produce la 

colonización del huésped. De este modo, la endopeptidasa aspártica y la serin proteinasa 

serían las primeras en actuar. 

Las proteasas aspárticas se expresan en estadios tempranos de la infección en varios hongos 

necrótrofos (Thomas et al. 2002; Ten Have et al. 2004; Rolland et al. 2009). Estudios 

genómicos realizados en el hongo patógeno B. graminis mostraron que algunas proteasas se 

expresaban en los estadíos de espora, espora germinada y formación de apresorio, antes de 

la penetración del huésped (Thomas et al. 2002). Hay que destacar los casos de B. cinerea y 

S. sclerotiorum, dos hongos fitopatógenos necrótrofos que utilizan una estrategia similar de 

infección acidificando el tejido del huésped mediante la secreción de ácidos orgánicos 

(oxálico o ácido cítrico) (Magro et al. 1984; Verhoeff et al. 1988; Cotton et al. 2003), que 

además de producir numerosas enzimas de degradación de la pared celular también 

producen proteasas (Manteau et al. 2003). B. cinerea secreta varias proteasas ácidas durante 

la patógenesis. Movahedi y Heale (1990) purificaron y caracterizaron una proteasa aspártica 

de zanahorias infectadas. Su secreción se producía antes incluso que las enzimas pectolíticas 

y estaba acompañada por la muerte de las células vegetales. Ten Have y colaboradores 

(2004) describieron una familia de 5 proteasas aspárticas que habían sido detectadas 
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durante la infección de varias especies de plantas. En S. sclerotiorum se obtuvo una proteasa 

aspártica, SsACP1, que era secretada durante el proceso de infección en varios huéspedes 

(Poussereau et al. 2001). Estos datos unidos a que la proteasa ácida aspártica en P. digitatum 

es la más abundante y posee una expresión diferencial durante el proceso de infección 

sugiere que todos estos hongos relacionados se comportan de una forma similar durante la 

infección en lo que se refiere a la producción de esta proteasa y que ésta juega un 

importante papel, sobretodo en el establecimiento de la misma.   

La síntesis de proteasas en la mayoría de los casos está estrechamente regulada y responde a 

la combinación de estímulos medioambientales, incluyendo la disponibilidad de nutrientes, 

el pH ambiental y la temperatura (Jarai y Buxton, 1994; Poussereau et al. 2001; Billon-Grand 

et al. 2002; Rolland et al. 2009). En el hongo fitopatógeno S. sclerotiorum se analizó la 

regulación de dos genes que codificaban dos proteasas diferentes (acp1 y aspS). Se examinó 

el efecto de diferentes fuentes de carbono (pectina, glucosa y pared celular de Phaseolus 

vulgaris) y la actividad se incrementó con todas las fuentes de carbono, aunque los mayores 

niveles se obtuvieron cuando se añadió pectina (Bueno et al. 2012). La inducción de la 

expresión de la proteasa acp1 de S. sclerotiorum por proteínas de la pared celular de plantas 

está controlada por represión catabólica por carbono y nitrógeno, y, además, por el pH. Esta 

regulación podría deberse a la presencia de varios motivos de unión en el promotor del gen 

para reguladores como CreA, AreA y PacC (Poussereau et al. 2001; Kim et al. 2007). Vautard-

Mey y Fevre (2003) demostraron que cuando S. sclerotiorum crecía en presencia de glucosa 

se incrementaba la expresión del represor de glucosa, cre1, y como consecuencia, esto 

podría contribuir a la represión de genes que codifican enzimas degradadoras de pared 

celular como las proteasas. Jarai y Buxton (1994), en el estudio de la expresión de dos 

proteasas ácidas extracelulares de A. niger observaron que si en el medio había una fuente 

de nitrógeno o carbono adecuada ninguno de los dos genes se expresaba. Del mismo modo, 

bajo un pH alcalino, la expresión de ambos genes también estaba reprimida. El análisis de la 

región promotora de ambos genes reveló que tenían regiones de unión a reguladores como 

AreA y CreA. Esta represión catabólica por componentes del medio de cultivo explicaría 

porqué en los análisis Northern todas las proteasas muestran una expresión diferencial 

durante la infección y no se expresan en condiciones in vitro. Además, sugiere que para un 

mejor conocimiento de la regulación de estas proteasas debería realizarse un estudio de la 

región promotora para la búsqueda de posibles sitios de unión de reguladores como PacC.   

El análisis de las secuencias de las proteasas obtenidas reveló que todas ellas poseían 

péptido señal, que eran secretadas al medio extracelular y que deben ser procesadas para 

obtener su forma madura. Además tres de ellas (PDIP_82060, PDIP_12220 y PDIP_06020) 

son activas a pH ácido. Todas ellas pertenecen a familias diferentes aunque debido al 

carácter de su sitio catalítico activo y las condiciones de acción de los unigenes PDIP_12220, 

PDIP_67670 y PDIP_06020C03 son consideradas como serin proteasas, mientras que 

PDIP_82060 es una proteasa aspártica y PDIP_06020 una proteasa glutámica. Todas estas 

características son coherentes con el modo de acción de P. digitatum en el proceso de 

infección,  ya que acidifica el medio adecuándolo al pH óptimo de sus enzimas, como en este 

caso las proteasas, que además son liberadas al medio para actuar sobre el fruto. 



______________________________ Discusión_____________________________  
 

- 198 - 
 

Debido al elevado número de genes que codifican proteasas que se identificaron en la 

genoteca substractiva y a los precedentes bibliográficos ya mencionados en los que la 

eliminación individual de miembros de familias multigénicas no altera el fenotipo de la cepas 

mutantes resultantes, se decidió no abordar en esta Tesis la obtención de mutantes nulos en 

genes individuales. Para profundizar en el estudio del papel que tienen estas proteasas en la 

capacidad infectiva de P. digitatum habría que conseguir mutantes mútliples o bien 

conseguir un mutante en un gen regulador que conlleve la no expresión de este grupo de 

genes. 
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1.- Se han desarrollado las siguientes herramientas moleculares y genómicas necesarias para 

la identificación y caracterización de genes de P. digitatum implicados en 

patogenicidad/virulencia sobre frutos de naranja: 1) Construcción de una genoteca de DNA 

genómico de P. digitatum. 2) Construcción de una genoteca substractiva de cDNA 

enriquecida en genes de P. digitatum que se inducen durante la infección. 3) Construcción de 

una macromatriz de cDNA conteniendo 1344 clones de la genoteca substractiva. 4) 

Desarrollo de un sistema de transformación basado en la bacteria Agrobacterium 

tumefaciens. 5) Se ha obtenido una cepa Δku80 deficiente en reparación de extremos no 

homólogos de DNA  que podrá ser utilizada para aumentar la frecuencia de recombinación 

homóloga. 6) Se han construido dos vectores para el silenciamiento génico mediado por RNA 

interferente, uno con el gen de resistencia a higromicina y otro a fleomicina. 

2.- Se han obtenido transformantes de P. digitatum marcados con dos variantes de la 

proteína verde fluorescente (eGFP y sGFP) que no difieren en morfología, crecimiento y 

capacidad de infección respecto a la cepa silvestre, por lo que constituyen una herramienta 

útil para monitorizar los procesos de infección del hongo en frutos cítricos. 

3.- Los mutantes de expresión constitutiva del factor de transcripción PacC muestran una 

reducción de la  virulencia del  20 % en relación a la cepa silvestre, lo que sugiere que este 

factor es un regulador negativo de la patogénesis en P. digitatum. 

4.- El análisis Northern llevado a cabo con 19 genes identificados a partir de la genoteca 

substractiva mostró que todos ellos, excepto el gen cyp51B, que codifica una P450 14 alfa-

esterol demetilasa, mostraron una expresión diferencial durante el proceso de infección. 

5.- Entre los genes con un mayor número de ESTs y con diferencias significativas en los 

niveles de expresión durante la infección que se han identificado en la genoteca PDS se 

encuentran genes involucrados en la respuesta a estrés y detoxificación, enzimas 

relacionadas con la pared celular y proteasas, siendo esta última categoría la más 

representada.  

6.- Atendiendo a su posible función y su expresión diferencial durante el proceso de infección 

se han clonado, secuenciado y obtenido mutantes de deleción de los genes que codifican la 

poligalacturonasa 1, poligalacturonasa 2, una pectin liasa  y una proteína Rieske. Los 

mutantes de deleción de los tres genes de degradación de la pared mostraron una reducción 

de la virulencia del 25 % con respecto de la cepa silvestre, indicando que son importantes 

factores de virulencia de P. digitatum. El mutante del gen que codifica la proteína Rieske no 

varió su virulencia con respecto a la cepa silvestre. 
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