
ÍNDICE GENERAL 
 
INTRODUCCIÓN 1 
1. Los hongos como patógenos de plantas. 4 
1.1. Proceso de infección de hongos patógenos de plantas. 4 
1.2. Mecanismos de defensa de las plantas. 5 
1.3. Etileno: biosíntesis y ruta de señalización 20 
1.4. Respuesta de los frutos frente a la infección. 25 
2. Podredumbres postcosecha de frutos cítricos. 28 
2.1. Hongos fitopatógenos de frutos cítricos. 28 
2.2. Medidas de control de enfermedades en frutos cítricos. 32 
2.3. Respuestas de los frutos cítricos. 35 
3. Herramientas genómicas en la caracterización de la interacción planta-patógeno.
 39 
3.1. Desarrollo de proyectos de genómica funcional en plantas. 39 
3.2. El Proyecto de Genómica Funcional de Cítricos 42 
OBJETIVOS 47 
MATERIALES Y MÉTODOS 51 
1. Organismos: 53 
1.1. Material vegetal. 53 
1.2. Microorganismos. 54 
2. Inoculaciones y toma de muestra 55 
2.1. Inoculaciones. 55 
2.2. Toma de muestra. 56 
3. Tratamientos y medida de etileno. 57 
3.1. Tratamiento con etileno, 1-metilciclopropeno (1-MCP) y aire. 57 
3.2. Determinación de la producción de etileno y estudio del desarrollo de la 
infección. 57 
4. Purificación y cuantificación de RNA total y mRNA 59 
4.1. Extracción de RNA total de tejido de naranja. 59 
4.2. Medida de la cantidad y calidad del RNA. 60 
4.3. Purificación de mRNA 60 
5. Análisis Northern 60 
5.1. Electroforesis y transferencia del RNA a membranas de nailon.  60 
5.2. Síntesis y marcaje de las sondas 61 
5.3. Hibridación y análisis de datos. 61 
6. Construcción de bibliotecas génicas y análisis de sus secuencias:  62 
6.1. Biblioteca de ESTs (RindPdig24). 62 
6.2. Biblioteca de cDNAs de longitud completa (PostharvP1). 64 
6.3. Análisis de las secuencias de las bibliotecas. 67 
7. Análisis de expresión génica mediante el empleo de macromatrices de cDNA.
 68 
7.1. Descripción de la macromatriz. 68 
7.2. Marcaje con 33P de la primera cadena de cDNA por transcripción reversa.
 69 
7.3. Hibridación de la macromatriz de cDNA y análisis informático de las imágenes.
 70 
7.4. Secuenciación de una selección de clones de la macromatriz. 71 
8. Análisis global de expresión génica mediante el empleo de micromatrices de 
cDNA. 71 



8.1. Diseño experimental. 72 
8.2. Síntesis y purificación de aminoalil-cDNA (AA-cDNA). 74 
8.3. Acoplamiento de los fluoróforos al AA-cDNA y purificación de los Cy’s cDNA.
 75 
8.4. Preparación de las sondas e hibridación de las micromatrices de cDNA. 
 75 
8.5. Adquisición y procesado de las imágenes. 76 
8.6. Ontologías génicas (GO). 78 
RESULTADOS 81 
1. Estudio de la implicación del etileno en la respuesta de frutos cítricos a la 
infección por el hongo P. digitatum. 83 
1.1. Progreso de la podredumbre verde causada por P. digitatum en frutos de 
mandarina ‘Clemenules’. 83 
1.2. Producción de etileno durante las fases iniciales de la infección de frutos de 
mandarina con P. digitatum. 85 
1.3. Cambios en la expresión de genes implicados en la biosíntesis de etileno durante 
la infección de frutos de mandarina con P. digitatum. 86 
1.4. Efecto del pretratamiento con un inhibidor de la acción del etileno (1-MCP) 
sobre el desarrollo de la infección y la producción de etileno. 88 
2. Análisis de una biblioteca sustractiva enriquecida en genes inducidos durante la 
infección de frutos de naranja ‘Navelina’ por el hongo P. digitatum.  91 
2.1. Utilización de una biblioteca de cDNA con expresión diferencial durante la 
infección elaborada mediante la técnica de Hibridación Sustractiva mediada por PCR 
Supresiva (SSH) y de una macromatriz de cDNA generada a partir de ella. 91 
2.2. Hibridación diferencial de la macromatriz con muestras de infección y de herida.
 92 
2.3. Identificación de cambios en la expresión de genes relacionados con la respuesta 
de los frutos cítricos al etileno, la herida y/o la infección.  93 
2.4. Secuenciación y análisis de las secuencias de RindPdigS. 96 
2.5. Caracterización transcripcional de la respuesta de frutos de naranja ‘Navelina’ a 
la infección por P. digitatum. 99 
3. Generación de bibliotecas de cDNA de genes expresados durante la infección.
 104 
3.1. Construcción de las bibliotecas de cDNA RindPdig24 y PostharvP1. 
 104 
3.2. Comparación de las bibliotecas de cDNA RindPdig24 y PostharvP1. 
 106 
3.3. Análisis de las bibliotecas PostharvP1, RindPdig24 y RindPdigS en el contexto 
del Proyecto de Genómica Funcional de Cítricos. 112 
4. Análisis global de la expresión génica en frutos de mandarina ‘Clemenules’ en 
respuesta a la infección por P. digitatum mediante hibridación con una micromatriz de 
cDNA del Proyecto de Genómica Funcional de Cítricos. 116 
4.1. Elaboración de la muestra de referencia. 116 
4.2. Hibridaciones. 117 
4.3. Expresión diferencial en las condiciones de estudio. 119 
4.4. Anotación funcional. 125 
4.5. Análisis de la expresión de genes relacionados con patogénesis, estrés oxidativo, 
transcripción y señalización. 137 
5. Análisis de la expresión génica en frutos cítricos en respuesta a herida, infección 
y etileno mediante hibridación Northern. 143 



5.1. Expresión diferencial de genes de frutos cítricos en respuesta a la infección. 
 144 
5.2. Implicación del etileno en la expresión de genes por la infección de frutos 
cítricos. 153 
5.3. Comparación de la respuesta de naranjas ‘Navelate’ a la infección con hongos 
patógenos y no patógenos del género Penicillium. 159 
DISCUSIÓN 167 
1. Caracterización molecular de la interacción fruto-patógeno. 169 
1.1. Infección de frutos cítricos por hongos del género Penicillium. 170 
1.2. Variabilidad experimental del patosistema fruto cítrico-P. digitatum. 
 171 
2. Aplicación de herramientas genómicas en el estudio de la interacción fruto 
cítrico-P. digitatum. 174 
2.1. Análisis de secuencias. 174 
2.2. Hibridaciones de matrices. 179 
2.3. Anotación funcional global de la respuesta del fruto cítrico a la infección por P. 
digitatum. 183 
3. Redireccionamiento del metabolismo celular del fruto en respuesta a la infección 
por P. digitatum. Implicación del metabolismo secundario.  191 
3.1. Biosíntesis de corismato/siquimato. 193 
3.2. Biosíntesis de Isopentenildifosfato (IPP). 195 
3.3. Metabolismo de fenilpropanoides. 198 
3.4. Metabolismo de alcaloides. 201 
3.5. Expresión de genes del metabolismo secundario en los frutos cítricos por la 
interacción con diferentes hongos del género Penicillium. 204 
4. Señalización de respuestas de defensa del fruto cítrico a la infección. 
Implicación del etileno. 206 
4.1. Producción de etileno en la respuesta del fruto a la infección. 209 
4.2. Estudio de la inducción de la síntesis de etileno durante la infección por 
anotación funcional 211 
4.3. ¿Está implicado el etileno en la respuesta de defensa del fruto durante la 
infección? 213 
CONCLUSIONES 221 
BIBLIOGRAFÍA 227 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


