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RESUMEN 

El control de las enfermedades causadas por fitopatógenos es primordial para evitar 

pérdidas económicas millonarias y aumentar la producción de alimentos a nivel 

mundial. Teniendo en cuenta que entre el 70 y 80 % de las enfermedades de plantas 

son causadas por hongos, se hace imprescindible conocer a profundidad los 

mecanismos de patogénesis de estos organismos. Colletotrichum gloeosporioides 

es un hongo fitopatógeno hemibiótrofo que afecta a más de 470 especies de 

plantas, con un impacto notable en la agricultura a nivel mundial. Physcomitrium 

patens es un organismo modelo ampliamente utilizado para el estudio de las 

respuestas de defensa en plantas basales. 

En este trabajo se analizó mediante microscopía óptica y transcriptómica 

comparativa el mecanismo de patogénesis de C. gloeosporioides durante la 

infección de P. patens. Primeramente, se observó que, en cajas Petri con medio 

Hoagland, las esporas del hongo germinan sobre los tejidos del musgo a partir de 

las seis horas y media y a las nueve horas comienza la formación de los apresorios, 

aunque, al realizar la infección en macetas con un sustrato de tierra con vermiculita, 

se observó que la infección ocurre más lentamente. Asimismo, se observó que las 

moléculas secretadas al medio extracelular por C. gloeosporioides son capaces de 

inducir las respuestas de defensa de P. patens, que van desde la acumulación de 

compuestos fenólicos en las paredes celulares, hasta la plasmólisis del citoplasma, 

según la concentración de estas moléculas, y también disminuye la concentración 

de clorofila en la planta. Además, se comprobó que la presencia de estresantes 

abióticos en el medio, favorece el proceso de infección. 

Por otra parte, se obtuvo el transcriptoma de C. gloeosporioides a las 8 y 24 horas 

de infección (hpi) en P. patens. El análisis de expresión diferencial de los transcritos 

del hongo reveló que 1343 secuencias se expresan diferencialmente (DE), de las 

cuales 531 están reguladas positivamente y 812 negativamente. Mientras que a las 

24 hpi, 408 transcritos se regulan positivamente y 539 negativamente, con un total 

de 947 secuencias DE. Entre los procesos biológicos enriquecidos destacan el 

metabolismo de moléculas pequeñas, el transporte de cationes y el metabolismo de 

ATP. Las secuencias que codifican para enzimas degradadoras de la pared celular, 

secuencias relacionadas con la patogénesis y la producción de toxinas se 
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encuentran entre los mecanismos moleculares de patogénesis que están activados 

durante la infección. Además, se encontraron genes huérfanos con una elevada 

expresión diferencial, así como un gran repertorio de efectores cuya expresión 

aumenta de manera progresiva durante el proceso de infección. Por otra parte, se 

encontraron solamente 11 secuencias involucradas con la etapa de quiescencia, de 

las cuales cuatro están reguladas negativamente, lo que implica que en este caso 

el hongo no presenta una etapa de latencia. En este estudio se puede apreciar que, 

al infectar el musgo P. patens, el mecanismo de patogénesis de C. gloeosporioides 

es muy similar al de infección de plantas vasculares, con la diferencia principal de 

no desarrollar una fase de quiescencia. 
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ABSTRACT 

Controlling plant pathogen diseases is essential to avoid multimillion-dollar 

economic losses and increase food production worldwide. Considering that fungi 

cause 70-80% of plant diseases, it is essential to have a thorough understanding of 

their pathogenesis mechanisms. Colletotrichum gloeosporioides is a hemibiotrophic 

plant pathogenic fungus that affects more than 470 plant species and significantly 

impacts agriculture worldwide. Physcomitrium patens is a widely used model 

organism to study the defense responses in basal plants. 

In this work, the pathogenesis mechanism of C. gloeosporioides during infection by 

P. patens was analyzed by optical microscopy and comparative transcriptomics. 

First, it was observed that in Petri dishes with Hoagland medium, the fungal spores 

germinate on the moss tissues after six and a half hours, and after nine hours the 

formation of the appressoria begins. However, when the infection is carried out in 

pots with a substrate of soil with vermiculite, it was observed that the infection occurs 

more slowly. Likewise, it was observed that the molecules secreted into the 

extracellular medium by C. gloeosporioides can induce the defense responses of P. 

patens, which range from the accumulation of phenolic compounds in the cell walls 

to the plasmolysis of the cytoplasm, depending on the concentration of these 

molecules, and decreases the concentration of chlorophyll in the plant. In addition, 

it was found that the presence of abiotic stressors in the medium enhances the 

infection process.  

On the other hand, the transcriptome of C. gloeosporioides was obtained at 8 and 

24 hours of infection (hpi) in P. patens. The differential expression analysis of the 

fungal transcripts revealed that 1343 sequences are differentially expressed (DE), 

of which 531 are upregulated and 812 are downregulated. While at 24 hpi, 408 

transcripts are upregulated and 539 are downregulated, with a total of 947 DE 

sequences. Among the enriched biological processes, the metabolism of small 

molecules, cation transport, and ATP metabolism stand out. Sequences encoding 

cell wall-degrading enzymes, sequences related to pathogenesis, and toxin 

production are among the molecular mechanisms of pathogenesis that are activated 

during infection. In addition, orphan genes with high differential expression were 

found, as well as a large repertoire of effectors whose expression increases 
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progressively during the infection process. On the other hand, only 11 sequences 

related to the quiescence stage were found, of which four are negatively regulated. 

This implies that, in this case, the fungus does not present a quiescent stage. In this 

study, it is observed that when infecting the moss P. patens, the pathogenesis 

mechanism of C. gloeosporioides is very similar to that of infection of vascular plants, 

with the main difference being that it does not develop a quiescence phase.
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1. INTRODUCCIÓN 

Los hongos fitopatógenos son uno de los grupos más importantes de agentes 

patógenos en la agricultura debido a la diversidad y cantidad de enfermedades que 

causan. Se estima que las enfermedades de las plantas causan una pérdida anual 

de entre el 10 y el 15 % de los principales cultivos del mundo, con pérdidas 

económicas directas de hasta cientos de miles de millones de dólares. De estas 

enfermedades, entre el 70 y el 80 % son causadas por hongos patógenos (Y. Peng 

et al., 2021). El control de las enfermedades causadas por hongos fitopatógenos ha 

sido un desafío constante para los agricultores, lo cual ha llevado al uso extensivo 

de plaguicidas y fertilizantes químicos (Carvalho, 2017; Fukase & Martin, 2020). 

Estas estrategias, aunque útiles, no han resultado suficientes, provocando además 

la contaminación de aguas y suelos (Rohr et al., 2019). Las malas prácticas de 

gestión agrícola y de los recursos hídricos, el uso excesivo de fertilizantes y 

plaguicidas, y el vertimiento incontrolado de desechos nocivos, han dado lugar a la 

erosión y la desertificación del suelo (Rahman et al., 2017). Asimismo, la aplicación 

de estos compuestos químicos ha originado poblaciones de bacterias y hongos 

fitopatógenos resistentes a estos plaguicidas, lo que reduce la efectividad de estos 

compuestos. Existen numerosas evidencias de que los plaguicidas empleados para 

la protección de los cultivos de interés para el hombre, son dañinos para el medio 

ambiente, pueden comprometer en cierta medida la calidad de las cosechas e 

incluso afectar la salud de los trabajadores y los consumidores (Ahmed et al., 2018; 

Altman, 2018; Burketova et al., 2015).  

Dado el grado de deterioro de los suelos, aguas subterráneas y superficiales, es 

necesario encontrar nuevas estrategias para el control de las enfermedades 

vegetales. El mejoramiento de las plantas constituye una alternativa que podría 

contribuir a reducir el empleo de fertilizantes industriales, ayudar a disminuir la 

contaminación y al mismo tiempo, controlar la incidencia de los patógenos 

resistentes. 
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El estudio de las enfermedades que azotan los cultivos, tanto desde el punto de 

vista epidemiológico como microbiológico, permite una mayor comprensión del 

fenómeno y a la vez, sienta bases para el desarrollo de nuevas estrategias de 

protección de los cultivos. Desde hace varios años se maneja la idea de mejorar 

(inducir) los sistemas de defensa de las plantas y así desarrollar cultivos menos 

vulnerables a fitopatógenos. Sin embargo, aunque se han obtenido resultados 

positivos es esa dirección, aún no se igualan los efectos producidos por los 

fertilizantes químicos (Burketova et al., 2015). Más allá de conocer los mecanismos 

de respuesta de las plantas, es imprescindible profundizar también en los 

mecanismos de ataque de los patógenos. La comprensión a nivel molecular y 

celular de los mecanismos de patogénesis de los agentes fitopatógenos permitirá el 

desarrollo de nuevas estrategias para su control. 

1.1. La antracnosis 

La antracnosis es una enfermedad que afecta una amplia gama de hospederos, 

entre los que podemos encontrar plantas ornamentales y cultivos de interés como 

cereales y pastos, leguminosas, vegetales y cultivos perennes, incluidos árboles 

frutales (Guarnaccia et al., 2019; Nagaraju et al., 2020; Saxena et al., 2016; Sucianto 

et al., 2020). Las zonas afectadas por esta enfermedad abarcan las regiones 

tropicales y templadas, provocando grandes pérdidas económicas (Sharma & 

Kulshrestha, 2015). Los agentes causales de esta enfermedad son varias especies 

del género Colletotrichum, el cual es utilizado ampliamente como un hongo modelo  

para el estudio de las interacciones entre estos y las plantas (Chakraborty et al., 

2019; Hong et al., 2016; F. Wang et al., 2017). Dentro de este género, el complejo 

de especies C. gloeosporioides ha sido identificado como el agente causal de la 

antracnosis en más de 470 especies de plantas (Reboledo et al., 2015). 

La antracnosis se caracteriza por provocar manchas en las flores, hojas y tallos, así 

como pudrición de los frutos (Figura 1) (Barquero Quirós et al., 2013). C. 

gloeosporioides es capaz de invadir inflorescencias, frutas, hojas y tallos de los 

hospederos previo a la cosecha. Las hojas jóvenes infectadas desarrollan manchas 

negras, se marchitan y se caen. El hongo es capaz de persistir en los frutos y llegar 
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a los almacenes, causando pérdidas considerables durante el almacenamiento, el 

transporte y la comercialización (Rabari et al., 2018).  

Figura 1. Síntomas típicos de 

antracnosis causados por la 

infección con Colletotrichum 

spp., en mango (Barquero 

Quirós et al., 2013). Tejidos 

infectados (A, B) Fruto 

momificado y fruto inmaduro, 

respectivamente. (C, D) 

Hojas maduras. (E, F) 

Panículas y flores. (G, H) 

Hojas jóvenes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La principal fuente de inóculo de la antracnosis en los campos tras el invierno 

pueden ser los frutos momificados y hojas infectadas que quedan en la copa de los 

árboles, o capullos de flores latentes (Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004). El 

hongo esporula en los tejidos infectados durante los períodos de humedad 

prolongada en la primavera, y los conidios se dispersan por las salpicaduras de 

lluvia (Figura 2). Esta dispersión natural es de corto alcance, la dispersión de inóculo 
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a larga distancia se debe a la distribución de plantones infectados o contaminados 

(Cacciola et al., 2012) y a la posible dispersión por insectos o la maquinaria de 

recolección. La infección de las flores durante la primavera puede ocasionar 

grandes pérdidas también, debido a que estas se pudren y no producen frutos 

(Sharma & Kulshrestha, 2015). 

Figura 2. Características estacionales de la antracnosis. Se muestra el ciclo de patogénesis de 

Colletotrichum spp (J. Moral et al., 2014). Durante el invierno Colletotrichum permanece latente en 

hojas, tallos y frutos desecados. Durante las lluvias de primavera el hongo esporula y los conidios se 

dispersan por salpicaduras de lluvia. En el verano el hongo permanece latente en los tejidos 

infectados y desarrolla la infección durante el otoño cuando vuelve a aumentar la humedad. Durante 

esta estación ocurre un ciclo secundario pues el hongo esporula en los frutos infectados y los 

conidios se dispersan con la lluvia infectando nuevos frutos, hasta que la temperatura media 

desciende con el invierno y vuelve a entrar en latencia. 

Durante el verano, puede que las elevadas temperaturas impidan la proliferación 

del hongo, además mientras los frutos están verdes la infección se mantiene latente 

(Lima et al., 2011). Cuando los frutos comienzan a madurar y las condiciones 
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ambientales son favorables, se completa la infección de los frutos apareciendo los 

síntomas de la antracnosis. C. gloeosporioides puede crecer a temperaturas entre 

17 y 30 ºC, siendo óptimo su crecimiento entre 25 y 28 ºC, con una humedad relativa 

superior al 95% (Juan Moral et al., 2012). Cuando están dadas las condiciones 

requeridas el hongo puede esporular sobre los frutos infectados y los conidios se 

dispersan con la lluvia, infectando otros frutos. Este ciclo secundario se repite hasta 

que la temperatura media baja por debajo de los 15 ºC (Juan Moral & Trapero, 

2012), entonces el hongo vuelve a quedar latente en los tejidos infectados de las 

plantas durante el invierno (Figura 2). 

1.2. Colletotrichum gloeosporioides 

Colletotrichum es un género amplio de hongos ascomicetos, que contiene más de 

40 especies, de las cuales la mayoría provocan antracnosis (Sharma and 

Kulshrestha 2015). Por otra parte, este género se ha utilizado durante muchos años 

en estudios relacionados con la diferenciación de hongos y las interacciones entre 

hongos y plantas (Chakraborty et al., 2019; Hong et al., 2016; Perfect et al., 1999; 

F. Wang et al., 2017). Basado en la repercusión del género Colletotrichum en los 

ámbitos científico y económico, fue nominado en el año 2012 como el octavo grupo 

más importante de hongos fitopatógenos en el mundo (Cheon et al., 2016; Dean et 

al., 2012). 

C. gloeosporioides fue propuesto por primera vez como Vermicularia 

gloeosporioides por (Penzig, 1882). Luego la especie fue reclasificada por Von Arx 

en el complejo de especies C. gloeosporioides (Penz.) Penz. et Sacc. (S. & von Arx, 

1970). En su estado sexual (telomorfo) la especie se clasifica como Glomerella 

cingulata, mientras que en su estado asexual (anamorfo) se clasifica como C. 

gloeosporioides, y se encuadra en la división Ascomycota, clase Sordariomycetes, 

orden Phyllachorales y familia Phyllachoraceae (Gautam, 2014). 

1.2.1. Ciclo de infección de Colletotrichum gloeosporioides 

C. gloeosporioides es un hongo hemibiótrofo, durante la infección tiene una fase 

inicial biotrófica, en la que no produce daño aparente en el hospedero, luego 
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presenta una segunda fase necrotrófica, donde va destruyendo los tejidos del 

hospedero (P. Gan et al., 2013). El proceso de infección se puede separar en las 

etapas siguientes:  

1. La adhesión de conidios sobre las superficies de las plantas.  

2. La germinación de los conidios.  

3. La producción de apresorios.  

4. La penetración de la epidermis de la planta.  

5. El crecimiento y la colonización de los tejidos de la planta.  

6. La producción de acérvulos y esporulación.  

Las especies del género Colletotrichum utilizan dos estrategias principales de 

infección: la colonización intramural subcuticular o la colonización intracelular que 

es la utilizada por C. gloeosporioides (Figura 3). En ambos casos las cuatro primeras 

etapas ocurren de manera muy similar. Primeramente, los conidios se adhieren a 

las superficies de las plantas mediante interacciones hidrofóbicas. Luego producen 

tubos de germinación del que surgen los apresorios. Estos son estructuras 

especializadas que permiten que el hongo penetre la cutícula del hospedero y la 

pared celular epidérmica directamente por medio de presión de turgencia y una 

estrecha espiga de penetración que emerge de su base (Rodríguez-López et al., 

2013). Los apresorios de C. gloeosporioides están impregnados con melanina, lo 

que le permite al hongo ejercer una presión osmótica mayor para penetrar la cutícula 

y la pared celular de las células epidérmicas del hospedero (Reboledo et al., 2015).  

 

Figura 3. Estrategias de infección adoptadas por especies de Colletotrichum (adaptada de Wharton 

y Diéguez-Uribeondo, 2004). (A) El conidio germina y forma el apresorio, el cual produce un poro y 
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un tubo de penetración que atraviesa la cutícula del hospedero. El tubo de penetración penetra en 

la célula epidérmica y se inflama para producir una vesícula de infección e hifas amplias, llamadas 

hifas primarias, que pueden colonizar células epidérmicas y mesófilas adyacentes. Durante las 

primeras etapas de este tipo de colonización, la interacción entre el huésped y el patógeno es 

biotrófica (célula viva representada en verde). (B) La siguiente interacción necrotrófica (representada 

en marrón) se caracteriza por la formación de hifas secundarias delgadas. Estas hifas secundarias 

crecen intracelular e intercelularmente mientras secretan enzimas degradadoras de la pared celular 

y matan a las células hospedero. 

En el caso de las infecciones intramurales subcuticulares, luego de que la espiga 

de penetración atraviesa la cutícula se desarrolla una hifa de infección que se 

despliega debajo de la cutícula formando una red intramural de hifas, antes de 

propagarse rápidamente por todo el tejido con hifas inter e intracelulares (Perfect et 

al., 1999). El desarrollo intramural se asocia con una hinchazón y disolución de las 

paredes celulares del hospedero, mientras que la propagación extensa por los 

tejidos de la planta, penetrando las células de esta, provoca la aparición de zonas 

de necrosis (Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004).  

En el caso de la infección intracelular, después de que el patógeno atraviesa la 

cutícula, este penetra en las células epidérmicas y se forma una hifa de infección 

primaria muy gruesa (Figura 3A) que crece hacia el lumen celular sin penetrar el 

protoplasto (Perfect et al., 1999). Esta es la fase biotrófica, y tiene duración variada, 

a veces es inexistente en dependencia del hospedero. Durante esta fase no se 

aprecia muerte celular en los tejidos infectados. Después de colonizar una o más 

células huésped, estas hifas primarias dan lugar a hifas necrotróficas secundarias 

(Figura 3B). Estas son estrechas y se ramifican a través de todos los tejidos del 

hospedero y, en última instancia, conducen al desarrollo de lesiones visibles en el 

sitio de infección. Finalmente, las esporas se forman en la superficie del tejido 

infectado y luego son dispersadas por insectos, corrientes de aire y salpicaduras de 

agua para iniciar otro ciclo de infección (Sharma & Kulshrestha, 2015). 

1.2.2. Genes involucrados en la patogénesis 

Durante la colonización del tejido del hospedero, C. gloeosporioides alcaliniza el 

ambiente que lo rodea secretando amonio al medio extracelular (Shnaiderman et 
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al., 2013). Uno de los genes que está involucrado en este proceso es PacC es un 

factor de transcripción que media la regulación de los genes expresados tanto en 

ambientes ácidos como alcalinos en respuesta al pH ambiental. En un ambiente 

alcalino, activa la transcripción de los genes que responden a ambientes alcalinos 

(incluido el propio pacC) y reprime la transcripción de los genes que se expresan en 

ambientes ácidos y viceversa. Se sabe que PacC regula de forma positiva a 478 

genes y de forma negativa a 483 genes, que comprenden el 5% del genoma del 

hongo, incluidos transportadores y enzimas degradadoras de la pared celular 

(CWDE, por sus siglas en inglés Cell Wall Degrading Enzymes) (Alkan et al., 2013). 

Por otra parte, los genes gdh2, gs1, glT y mep inducen la acumulación de amonio, 

lo que contribuye a la alcalinización del ambiente que rodea a C. gloeosporioides y 

por tanto a la patogenicidad de este. Las proteínas codificadas por estos genes se 

expresan diferencialmente durante la colonización de los tejidos del hospedero 

(Miyara et al., 2012).   

También, el gen CgRac1 es un regulador importante del desarrollo asimétrico de C. 

gloeosporioides y codifica la proteína CgRac1, que participa en la regulación de la 

morfogénesis, la división nuclear y la germinación. Esta proteína es especialmente 

abundante en conidios y las puntas de las hifas (Nesher et al., 2011). Además, se 

ha demostrado que el gen CgOPT1 es necesario para la virulencia, su expresión se 

ve aumentada durante la germinación de las esporas y decae durante el desarrollo 

del micelio (Chagué et al., 2009).  

C. gloeosporioides requiere cobre en las etapas iniciales de la patogénesis y la 

germinación. CgCTR2 es un transportador importante de cobre vacuolar, 

involucrado en la regulación del balance celular de cobre durante el proceso de 

infección. Este transportador está altamente expresado en esporas en reposo 

(Barhoom et al., 2008). Los genes pel-1 y pel-2 también aumentan su expresión 

durante la infección. Estos genes codifican para una liasa péctica, cuya expresión 

comienza al final de la fase biotrófica y se ve incrementada en la fase necrotrófica 

de la infección (Shih et al., 2000). Por otra parte, el gen pel-B codifica para la pectato 
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liasa, enzima que degrada la pared celular de la planta y su expresión puede verse 

fácilmente en la fase necrotrófica de la infección (Yakoby et al., 2001). 

También hay dos genes de pectina liasa, pnl-1 y pnl-2, que influyen en el proceso 

de infección. La expresión del gen pnl-2 se observa en la fase necrotrófica de la 

infección y la expresión de pnl-1 se observa durante todo el proceso de infección, 

tanto la fase biotrófica como la nectrotrófica (Wei et al., 2002). 

El gen chip 6 codifica una proteína con homología a la esterol-glicosil transferasa. 

Esta transferasa juega un papel importante en la patogénesis y participa en la 

germinación de los conidios, así como en la formación del apresorio (Kim et al., 

2002). También se encuentra involucrado en la patogénesis el gen CgDN3. Este 

desempeña un papel importante evadiendo la respuesta de hipersensibilidad del 

hospedero durante la fase biotrófica de la infección (Stephenson et al., 2000). En la 

Tabla 1 se resumen los genes involucrados en la patogénesis de C. gloeosporioides 

y su función. 

Tabla 1: Genes implicados en la patogénesis de Colletotrichum gloeosporioides 
(modificada a partir de Sharma and Kulshrestha, 2015) 

Gen Proteína codificada Función Referencia 

pacC 
Factor de 
transcripción pacC 

Regula la expresión de 
numerosos genes en 
respuesta al pH 

Alkan et al., 
2013 

CgRac1 Proteína CgRac1 
Morfogénesis y división 
nuclear 

Nesher et al., 
2011 

CgOPT1 Proteína OPT1 
Germinación de la espora y 
crecimiento del micelio 

Chague et al., 
2009 

gdh2, gs1, 
glt y mep 

Proteína GDH2, 
GS1, GLT, y MEP 

Acumulación de amonio 
Miyara et al., 
2012 

Familia de 
genes Bcl-2 

Proteína Bax 
Proteína 
antiapoptótica bcl-2 

Muerte celular apoptótica 
Protección contra el estrés 

Barhoom y 
Sharon, 2007 

CgCTR2 Proteína CTR2 Transportador de Cobre 
Barhoom et 
al., 2008 

pel-1 y pel-2 Liasa péctica Patogénesis 
Shih et al., 
2000 

pel-B Pectato liasa 
Degradación de la pared 
celular de la planta 

Yakoby et al., 
2001 

pnl-1 y pnl-2 Pectina liasa Patogénesis 
Wei et al., 
2002 
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chip 6 Proteína Chip6 
Transferasa. Germinación 
de conidios y formación del 
apresorio 

Kim et al., 
2002 

CgDN3 Proteína DN3 Patogénesis 
Stephenson 
et al., 2000 

 

1.2.3. Incidencia de la antracnosis. 

La antracnosis causada por C. gloeosporioides está ampliamente distribuida. Esta 

es la enfermedad más importante de la aceituna (Olea europaea), (Cacciola et al., 

2012) y, sin duda alguna, la enfermedad que causa un mayor deterioro de la calidad 

del aceite de oliva (Carvalho et al., 2008). En Portugal, se han descrito varias 

epidemias severas asociadas al cultivar de olivo dominante del país "Galega vulgar”. 

En estudios realizados en los olivares de la región del Algarve entre 2004 y 2006, 

Talhinhas et al., 2009 describen una prevalencia de la enfermedad entre el 65 y 

100% y en los años más secos (2004 y 2005) de un 22%, y del 85% en el año más 

lluvioso (2006). En España, la antracnosis ocupa el 5° lugar en importancia entre 

las plagas y enfermedades del olivo, produciendo una pérdida media anual del 2.6% 

de la cosecha y se ha estimado que las pérdidas ascienden a 75.2 millones de euros 

anuales (J. Moral et al., 2014). 

En Ecuador, C. gloeosoriodes afecta el banano (Musa spp.) un cultivo importante 

por su importancia como fruta ampliamente comercializable. Riera et al., (2019) 

reportaron la incidencia de C. gloeosporioides en bananas recolectadas de cuatro 

plantaciones orgánicas en la provincia de Los Ríos, Ecuador. Por su parte, la India 

es un gran productor de mango (Mangifera indica) y comparte alrededor del 56% de 

la producción global (Kumar et al., 2011). C. gloeosporioides es uno de los 

principales patógenos del mango, provocando pérdidas que alcanzan el 39% de las 

cosechas (Rabari et al., 2018). 

En México, C. gloeosporioides afecta varios cultivos importantes. Entre ellos, el 

aguacate (Persea americana Mill.), un cultivo de gran importancia económica en 

este país, dado que la producción total mundial es de 3,5 millones de toneladas y 

México es el mayor productor (Márquez-Santos et al., 2020). La antracnosis afecta 
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gravemente a los frutos de aguacate en todos los países productores, incluyendo a 

México (Tapia-Rodríguez et al., 2019). En 2018 Nieto-López y colaboradores 

reportaron la presencia de C. gloeosporioides en aproximadamente el 60% de un 

cultivo de tejocote (Crataegus gracilior) en Oaxaca (Nieto-López et al., 2018). 

También se ha reportado la incidencia de la antracnosis en guanábana (Annona 

muricata), en Nayarit, la región mayor productora de guanábana en México (Ramos-

Guerrero et al., 2018). 

1.2.4. Estrategias de control 

Entre las estrategias tradicionales para el control de la antracnosis están el 

tratamiento con agua caliente de las cosechas almacenadas y el uso de fungicidas 

químicos. En el primer caso, se sumergen los frutos o plantas en agua caliente a 

una temperatura de alrededor de 48°C durante aproximadamente 20 minutos. Este 

método no es tan efectivo para eliminar la infección completamente (Sharma & 

Kulshrestha, 2015). El uso de químicos para controlar el crecimiento del patógeno 

ha sido una de las estrategias más empleadas. En general, las enfermedades 

causadas por las especies de este género pueden controlarse mediante una amplia 

gama de productos químicos como compuestos cúpricos (hidróxido de cobre, 

oxicloruro de cobre y sulfato cuprocálcico), tiofanato-metilo y otros componentes de 

los grupos bencimidazoles y ditiocarbamatos (por ejemplo, mancozeb) e inhibidores 

de la síntesis de ergosterol (por ejemplo, difenoconazol, myclobutanil y prochloraz) 

(Lima Oliveira et al., 2018). Sin embargo, es muy importante tener en cuenta que 

cuando las frutas cosechadas se tratan con fungicidas, existe una mayor 

probabilidad de exposición directa de los humanos a estas sustancias y del 

desarrollo de resistencia en los patógenos, de ahí la importancia del desarrollo e 

implementación de nuevas estrategias de control (Zheng et al., 2013).  

En busca de alternativas más saludables y eficientes como los agentes químicos se 

han analizado diversas estrategias. El uso de cubiertas comestibles que presentan 

propiedades antifúngicas se ha convertido en una tecnología alternativa para 

proteger las frutas de la acción de los hongos patógenos luego de las cosechas 

(Guerra et al., 2015). El quitosano es uno de los compuestos empleados en dichas 
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cubiertas. Este es un biopolímero natural obtenido principalmente de la concha de 

los crustáceos y constituye una alternativa prometedora debido a su carácter 

natural, actividad antifúngica y su capacidad de inducir las respuestas de defensa 

en tejidos vegetales (Ramos-Guerrero et al., 2018). Algunos investigadores han 

indicado el uso de cubiertas comestibles compuestas por una combinación de 

quitosano y aceites esenciales para prolongar y mejorar su eficacia en la inhibición 

del crecimiento de hongos (Aloui et al., 2014; dos Santos et al., 2012). Otra 

estrategia reportada es la combinación del quitosano con fitohormonas promotoras 

de las respuestas de defensa en plantas, como el ácido salicílico y el metil 

jasmonato, lo que inhibe el crecimiento del micelio fúngico e inhibe por completo la 

germinación de las esporas (Ramos-Guerrero et al., 2018). 

Los agentes de control biológico eficaces son métodos alternativos económicos y 

amigables con el medio ambiente. Sin embargo, aún no hay una amplia variedad de  

agentes de control biológico contra enfermedades postcosecha de frutas tropicales 

(Kefialew & Ayalew, 2008). El género Bacillus, ha demostrado ser eficiente en el 

control de C. gloeosporioides. Ashwini y Srividya reportaron una cepa de Bacillus 

subtilis aislada de la rizosfera de plantas de chile (Capsicum annuum), capaz de 

inhibir el crecimiento de este patógeno in vitro (Ashwini & Srividya, 2014). B. 

atrophaeus aislado de hojas de álamo sanas, mostró un fuerte efecto inhibidor 

contra C. gloeosporioides, llegando a inhibir la germinación de las esporas hasta un 

94,6% (H. Huang et al., 2015). Asimismo, Sawant et al., (2016) reportaron 18 cepas 

de Bacillus spp. capaces de reducir significativamente la infección por C. 

gloeosporioides in vivo. Otros organismos también han demostrado capacidad 

inhibitoria contra este hongo. Es el caso de una cepa de Pseudomonas sp., capaz 

de inhibir hasta en un 70% el crecimiento de C. gloeosporioides y a la vez fue capaz 

de promover la germinación de semillas de café (Coffea arabica L.) (Kejela et al., 

2017). Por otra parte, se reportó la capacidad antagonista de las levaduras Candida 

intermedia y Wickerhamomyces anomalus. Estas especies provocaron una 

reducción significativa en la incidencia y severidad de la antracnosis en frutos de 

aguacate (Campos-Martínez et al., 2016). 
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1.3. Physcomitrium patens 

Los musgos son plantas no vasculares pertenecientes al filo Bryophyta, el segundo 

grupo más grande del reino Plantae (Glime, 2017). Las briofitas conquistaron los 

ambientes terrestres en el período Ordovícico, hace aproximadamente  500 millones 

de años (Morris et al., 2018), descendientes de un ancestro evolutivamente cercano 

a las algas verdes, el cual comparten con las plantas vasculares (Carels, 2015) 

(Figura 4). Estas plantas presentan tejidos poco diferenciados y no poseen vasos 

de conducción. Tampoco tienen raíces, tallos ni hojas verdaderas, sino que se 

componen de un cuerpo vegetativo con estructuras relativamente simples 

denominadas rizoides, cauloide y filidios, análogas de las raíces, tallos y hojas 

respectivamente en las plantas vasculares, pero estas estructuras no constituyen 

órganos verdaderos (Prigge & Bezanilla, 2010).  

 

Figura 4. Relaciones filogenéticas entre plantas verdes (Prigge and Bezanilla 2010). El dendograma 

muestra las relaciones probables entre los principales linajes de las plantas verdes. La línea de 

tiempo en la parte inferior indica el tiempo aproximado (millones de años antes del presente) en el 

que los linajes se separaron. Los tiempos aproximados en los que aparecieron importantes 

innovaciones morfológicas están a la izquierda de los nodos. 
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Aun así, los musgos comparten procesos genéticos y fisiológicos fundamentales 

con las plantas vasculares, aunque los dos linajes divergieron tempranamente en la 

evolución vegetal (D. Cove, 2005). Un estudio comparativo entre los representantes 

modernos de musgos y plantas con flores puede dar una mirada dentro de la 

evolución de diversos mecanismos hacia la complejidad de la flora moderna, así 

como nos permitiría inferir las propiedades biológicas de dicho ancestro común, 

permitiendo comprender mejor la diversidad de la vida vegetal. Esto podría tener un 

valor práctico en la medida en que la comprensión de diversos sistemas de plantas 

pueda aportar soluciones novedosas a problemas en el mejoramiento de cultivos, 

por ejemplo. Es en este contexto que Physcomitrium patens (Hedw.) Lindb., 

anteriormente llamado Physcomitrella patens (Rensing et al., 2020), se emplea 

como organismo modelo (D. J. Cove et al., 2009; Rensing et al., 2008). 

1.3.1. Physcomitrium patens como modelo experimental 

Diversas características de este organismo lo hacen idóneo para realizar diferentes 

estudios tanto evolutivos como de procesos fisiológicos en las plantas. Una de las 

características más atractivas de P. patens es su patrón de desarrollo relativamente 

sencillo pero que se asemeja a la organización básica de las plantas con flores, 

siendo los rizoides, cauloide y filidios, análogos a las raíces, tallo y hojas de las 

plantas vasculares, aunque no constituyen órganos verdaderos (Prigge & Bezanilla, 

2010). Este musgo se puede cultivar fácilmente in vitro, es viable en un rango de 

temperaturas entre 15 y 26 ºC y se puede cultivar tanto en medio sólido como 

líquido. P. patens tiene una alta capacidad de regeneración, pequeños fragmentos 

de tejido, ya sea del gametofito o el esporofito, se regeneran rápidamente para 

producir tejido protonémico, que se comporta de manera similar al desarrollo de las 

esporas en germinación. Asimismo, el tejido del protonema puede romperse 

mecánicamente con un homogeneizador de tejido, por ejemplo, y los fragmentos de 

tejido resultantes pueden usarse como un inóculo para cultivos subsecuentes (D. 

Cove, 2005; D. J. Cove et al., 2009). 

La presencia de una fase gametofítica haploide dominante durante el ciclo de vida 

de este musgo, permite la detección de fenotipos mutantes en transformantes 
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primarios, eliminando la necesidad de retrocruzamientos. Una ventaja adicional es 

que los filidios, los rizoides y los filamentos protonemales consisten en una sola 

capa de células, por lo que la evaluación de la enfermedad y la respuesta del 

huésped se pueden hacer fácilmente mediante análisis microscópico (Ponce de 

León, 2011). Por otra parte, P. patens presenta una elevada tasa de recombinación 

homóloga, comparable a la de las levaduras (Alvarez et al., 2016), lo que convierte 

a este musgo en una herramienta poderosa y sensible para realizar análisis 

funcionales de los genes de plantas con posibles roles en defensa. Otra gran ventaja 

de P. patens es que se cuenta con su genoma secuenciado disponible en bases de 

datos (http://www.cosmoss.org/ y http://www.phytozome.net/) (Rensing et al., 2008; 

Zimmer et al., 2013). Asimismo, están disponibles los EST y los cDNA de longitud 

completa (http://moss.nibb.ac.jp/), y los datos de expresión basados en 

microarreglos de P. patens se pueden encontrar en Genevestigator 

(https://www.genevestigator.com) (Zimmermann et al., 2008). Además, este musgo 

presenta una mayor tolerancia a cambios ambientales bruscos en comparación con 

plantas vasculares, incluyendo una mayor tolerancia al estrés hídrico, salinidad y 

temperaturas extremas (Frank et al., 2005; Rensing et al., 2008). 

P. patens (Hedw.) Bruch & Schimp se estableció por primera vez como un sistema 

experimental de laboratorio en la década de 1920 por Fritz von Wettstein en 1924, 

quien estudió los efectos de la variación de la ploidía y los patrones de herencia en 

cruces interespecíficos e intergenéricos dentro de la familia de musgos 

Funariaceae. La era moderna de la investigación con Physcomitrium 

(Physcomitrella) se remonta al trabajo de Paulinus Engel (1968), quien generó los 

primeros mutantes bioquímicos y morfológicos en la especie (D. J. Cove et al., 

2009). 

Por otro lado, Bezanilla et al. (2005) desarrollaron un método de ARN de 

interferencia (ARNi) para P. patens, a partir de ahí numerosos estudios se han 

llevado a cabo para investigar las funciones de diversas proteínas, empleando a P. 

patens como modelo. Por ejemplo, se ha estudiado el papel de las proteínas 

http://www.cosmoss.org/
http://www.phytozome.net/
http://moss.nibb.ac.jp/
https://www.genevestigator.com/
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ARPC1, profinilina y presenilina, esta última asociada a la enfermedad de Alzheimer 

(Harries et al., 2005; Khandelwal et al., 2007; Vidali et al., 2007). 

Por otra parte, los estudios de genómica comparativa han esclarecido el papel de 

diferentes moléculas involucradas en procesos celulares como los reguladores 

transcripcionales LEAFY (Maizel et al., 2005), ABI3 (Marella et al., 2006) y los 

factores de transcripción involucrados en la función de enraizamiento (Menand et 

al., 2007). En el marco del proyecto Gene Atlas, el Joint Genome Institute seleccionó 

a P. patens como genoma insignia (Perroud et al., 2018) y en la actualidad está 

notablemente integrado en estudios centrados en la transición de las plantas 

acuáticas a las terrestres (Ortiz-Ramírez et al., 2016; Renault et al., 2017), así como 

el surgimiento de estructuras tridimensionales en las plantas (Jill Harrison, 2017). 

Ambos campos de estudio integran la investigación detallada de la biología celular 

funcional con comparación de genes y genomas a lo largo de todo el reino Plantae. 

1.4. Transcriptómica 

El dogma central que define el paradigma de la biología molecular dicta que los 

genes se perpetúan como secuencias de ácidos nucleicos, y las proteínas derivadas 

del proceso de traducción desempeñan las funciones biológicas y, por tanto, tienen 

un impacto claramente esencial en la expresión de los fenotipos. La replicación es 

responsable de la herencia de la información genética, mientras la transcripción y la 

traducción son responsables de la síntesis de ARN y proteínas, respectivamente. 

La transcripción es el proceso mediante el cual se sintetiza una cadena de ARN a 

partir de una cadena molde de ADN. Como resultado de la transcripción se obtienen 

los diferentes tipos de ARNs con diferentes características estructurales y 

funcionales. Al conjunto de todos los ARNs de una célula o tejido y su cantidad, en 

una etapa específica de desarrollo o condición fisiológica se le denomina 

transcriptoma. 

La transcriptómica estudia y compara las poblaciones de RNA, lo cual es esencial 

para el entendimiento de la expresión de los genes, su función, interacción y 

regulación. El estudio global del transcriptoma permite también establecer patrones 
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de regulación génica coordinada, lo que contribuye, no solo a dilucidar la función y 

agrupamiento de varios genes bajo un estímulo o condición específica, sino también 

a identificar elementos promotores comunes a varios genes (Maher et al., 2009). 

La transcriptómica ha sido de gran importancia para catalogar todas las especies 

de transcritos, como son los ARNm, los ARN no codificantes y los ARN pequeños; 

para determinar la estructura transcripcional de los genes, en términos de sus sitios 

de inicio, extremos 5´ y 3' y predecir otras modificaciones postranscripcionales; y 

también para caracterizar las variaciones espaciotemporales (perfiles de expresión) 

de los transcritos, tanto con respecto al desarrollo como a las perturbaciones 

ambientales (Z. Wang et al., 2009). También se utiliza el análisis del transcriptoma 

de un organismo para mejorar los ensamblajes del genoma (Song et al., 2016), así 

como para comprender y describir mejor el patrón de empalme del ARN (Gaidatzis 

et al., 2016). 

Un punto decisivo en el desarrollo de la transcriptómica fue el surgimiento de la 

técnica del RNA–seq, que actualmente domina el campo de la detección y 

cuantificación de RNA a nivel de transcriptoma, reemplazando la tecnología de 

microarreglos basada en sondas de ácidos nucleicos. El RNA-seq ha permitido el 

desarrollo de un grupo relativamente amplio de investigaciones dirigidas a 

caracterizar y a cuantificar transcriptomas, así como a comprender los mecanismos 

de la variación de la expresión génica. Se ha empleado el RNA-seq en especies 

eucariotas tales como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, 

diferentes especies de Aspergillus, Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster, 

Mus musculus y Homo sapiens (Daines et al., 2011; Q. Gan et al., 2010; Maher et 

al., 2009; Mesnage et al., 2020; Mortazavi et al., 2008; Nagalakshmi et al., 2008; 

Peidro-Guzmán et al., 2020; Z. Peng et al., 2012; Pickrell et al., 2010; Soltis et al., 

2019), lo que demuestra la alta aplicabilidad que el RNA-seq ha tenido en estudios 

con especies modelo. 

El avance en la tecnología RNA-seq ofrece a los científicos un mayor poder, 

menores costos y nuevas herramientas para comprender mejor un amplio espectro 

de fenómenos biológicos (Spies & Ciaudo, 2015). Las herramientas ómicas ofrecen 
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una oportunidad única para estudiar las interacciones plantas-hongos desde una 

perspectiva integral y dinámica. Con la aplicación de estos enfoques, además, se 

pueden establecer los nodos de genes que participan en las interacciones hongos-

plantas en escalas temporales (infección temprana y tardía), así como la correlación 

que pueda existir entre los genes sobreexpresados. Estos estudios permiten 

identificar genes esenciales para la infección del hongo y, por tanto, nuevos blancos 

para el control de fitopatógenos. Asimismo, el estudio y comparación de metadatos 

de infección (análisis simultáneo de datos de infección en diferentes sistemas y 

condiciones) permitiría definir las estrategias generales de patogénesis de un 

fitopatógeno, independientemente del sistema de interacción. En la actualidad no 

hay estudios transcriptómicos para muchos hongos fitopatógenos. 

1.4.1. Physcomitrium patens como organismo modelo en experimentos de RNA-

seq 

Varios conjuntos de datos de RNA-seq de P. patens han sido publicados en 

múltiples contextos experimentales. El perfil del transcriptoma de P. patens se ha 

estudiado con respecto a las diferentes etapas de su desarrollo (Perroud et al., 

2018; L. Xiao et al., 2011); en presencia de tratamientos de estrés como la 

bleomicina (Kamisugi et al., 2016); ante el estrés por calor y su impacto en el 

empalme alternativo (Chang et al., 2014); bajo tratamiento con ácido abscísico 

(Stevenson et al., 2016) y auxinas (Lavy et al., 2016); se ha analizado la 

especialización de reguladores de la transcripción involucrados en la adaptación a 

las bajas temperaturas (Beike et al., 2015). Además, se han aplicado enfoques 

transcriptómicos comparativos para el análisis de mutantes (Y. R. Chen et al., 2012; 

Demko et al., 2014) y para analizar y catalogar los RNA pequeños en P. patens 

(Coruh et al., 2015; Lang et al., 2018). 

1.4.2. Colletotrichum gloeosporioides en la transcriptómica 

Debido a su impacto en la agricultura a nivel mundial, se han realizado diversos 

estudios del transcriptoma de C. gloeosporioides en aras de comprender sus 

mecanismos de patogenicidad, respuesta a estrés, entre otros. En 2013, Alkan y 

colaboradores realizaron el análisis transcriptómico de un mutante de C. 
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gloeosporioides que carecía del gen pacC (Alkan et al., 2013). Este gen codifica un 

factor de transcripción importante que regula aproximadamente el 5% del genoma 

de C. gloeosporioides en respuesta al pH del medio y es fundamental para el 

desarrollo de la infección. 

Li et al (2017) realizaron el análisis de otro mutante de C. gloeosporioides. En este 

caso, el mutante carecía del factor de transcripción tipo bZIP CgAP1, un homólogo 

del factor de transcripción YAP1 de Saccharomyces cerevisiae, el cual está 

relacionado con la detoxificación de ROS (Lovato et al., 2017). En esta mutante se 

afectó la expresión de varios genes relacionados con la detoxificación de ROS, así 

como aquellos relacionados con la integridad de la pared celular del hongo. También 

se vieron afectados algunos procesos biológicos como el transporte celular y el 

metabolismo de aminoácidos. En 2018 Wang y colaboradores realizaron un análisis 

transcriptómico comparativo entre las fases de formación del apresorio y desarrollo 

de hifas para dilucidar genes relacionados con la formación del apresorio y que 

contribuyen a la patogenicidad de C. gloeosporioides. Entre los principales genes 

diferencialmente expresados en la fase del apresorio se encontraron varios 

transportadores ABC (por sus siglas en inglés ATP-binding cassette), cuya 

importancia en la formación del apresorio ha sido demostrada en especies del 

género Magnaporte (Gupta & Chattoo, 2008; Sun et al., 2006). Además, realizaron 

una predicción de efectores a partir de la lista de genes diferencialmente 

expresados, la mayoría de los encontrados carecían de anotación funcional (Wang 

et al., 2018). 

Una de las estrategias de control que van tomando auge en la actualidad es el uso 

de microorganismos o sustancias microbianas antagonistas (Köhl et al., 2019). La 

bacteria Bacillus amyloliquefaciens es un importante agente de biocontrol para 

prevenir y controlar las enfermedades de las plantas causadas por hongos, 

bacterias y nematodos, incluyendo la antracnosis (Alvindia, 2013; Lobna & Zawam, 

2010; Preecha et al., 2010; P. Zhao et al., 2014). En 2020, Wang y colaboradores 

analizaron el transcriptoma de C. gloeosporioides durante su interacción con B. 

amyloliquefaciens. En este caso se hallaron 387 genes regulados positivamente y 
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223 negativamente. Entre los genes sobreexpresados se encontraban genes 

relacionados con el metabolismo de aminoácidos, biosíntesis de metabolitos 

secundarios, metabolismo y degradación de compuestos xenobióticos, síntesis, 

mantenimiento y estabilización de la membrana plasmática y genes relacionados 

con la esporulación (Wang et al., 2020). 

Con lo dicho anteriormente, podemos destacar que C. gloeosporioides es un 

fitopatógeno de gran interés debido a su repercusión a nivel mundial. Por otra parte, 

P. patens, al ser un modelo bien establecido, nos podría permitir hacer preguntas 

relacionadas a la interacción que establece con hongos fitopatógenos, con el fin de 

generar inferencias de lo que podría suceder con  especies de plantas que son 

comercialmente importantes. 
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2. ANTECEDENTES 

Este proyecto tiene antecedentes directos en la colaboración iniciada entre los Dres. 

Ramón Batista y Verónica Lira, ambos del CIDC de la UAEM, cuando iniciaron el 

estudio de interacciones entre levaduras psicrófilas/psicrotolerantes y P. patens. 

Estos estudios han sido abordados principalmente a nivel morfológico e histológico. 

Por otra parte, se ha establecido una colaboración con la Dra. Inés Ponce de León 

(IIBCE, Montevideo, Uruguay) con el propósito de estudiar en conjunto las 

interacciones entre P. patens y hongos, entre ellos algunos patógenos. En este 

marco se desarrolló mi tesis de maestría “Análisis transcriptómico de Physcomitrella 

patens durante la interacción con el hongo patógeno Colletotrichum 

gloeosporioides”, donde se analizó la respuesta de defensa que se desarrolla en el 

musgo durante la infección de C. gloeosporioides. También se han analizado los 

transcriptomas de P. patens frente al patógeno Botrytis cinerea (Reboledo, Agorio, 

Vignale, Batista-García, et al., 2021).   

Por otra parte, ya existen algunos estudios del transcriptoma de C. gloeosporioides 

infectando plantas de interés económico. En el transcriptoma de C. gloeosporioides 

durante la infección de jitomate (Solanum lycopersicum L.) (Alkan et al., 2015) se 

destaca el progreso de las diferentes fases de infección del patógeno, teniendo en 

cuenta que C. gloeosporioides es un organismo hemibiótrofo. Entre los aspectos 

más destacados se encontró que aumenta la expresión de genes relacionados con 

los procesos catabólicos y la síntesis de enzimas degradadoras de la pared celular. 

Cabe destacar que este estudio se realizó en los frutos cosechados de la planta, a 

diferencia del realizado por Zhang et al. (2018) en hojas de fresa (Fragaria × 

ananassa Duch.). En este caso se hace especial énfasis en la producción de 

efectores por parte del hongo como mecanismo de patogénesis. Sin embargo, estos 

hospederos son plantas vasculares, que distan evolutivamente de P. patens. El 

análisis del transcriptoma de C. gloeosporioides frente a un modelo experimental 

como P. patens resulta atractivo y novedoso. 
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3. PROBLEMA 

Anteriormente se ha llevado a cabo el análisis de los transcriptomas de P. patens 

en interacción con los hongos patógenos B. cinerea y C. gloeosporioides, 

obteniéndose información valiosa en cuanto a la respuesta de defensa del musgo 

ante diferentes fitopatógenos. Con los resultados obtenidos del análisis del 

transcriptoma de P. patens durante la interacción con C. gloeosporioides, 

analizamos los mecanismos celulares que modula el hongo en el musgo durante la 

infección. Sin embargo, sería de gran interés conocer qué mecanismos moleculares 

y procesos celulares participan durante la interacción, pero considerando al hongo 

como centro de la infección. De este modo, hasta el momento no se conocen las 

estrategias de C. gloeosporioides durante su infección al musgo, un organismo 

modelo basal en la evolución de las plantas terrestres. 
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4. HIPÓTESIS 

El estudio morfológico, así como el análisis del transcriptoma de C. gloeosporioides 

durante la interacción con P. patens, permitirá conocer diferencias en el mecanismo 

de infección del hongo, particulares para el caso de la infección de briofitas. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Analizar la interacción de C. gloeosporioides con P. patens desde un punto de vista 

morfológico mediante microscopía óptica, y molecular mediante el análisis del 

transcriptoma del hongo durante la interacción. 

5.2. Objetivos específicos 

1. Identificar mediante análisis filogenético la especie de la cepa de interés. 

2. Determinar el tiempo de germinación de las esporas de C. 

gloeosporioides sobre los tejidos de P. patens mediante microscopía 

óptica. 

3. Evaluar el desarrollo de la infección de P. patens cultivada en macetas 

con sustrato mediante tinción con DAB y microscopía óptica.  

4. Evaluar mediante el análisis de las concentraciones de clorofila y 

microscopía óptica y el efecto del secretoma de C. gloeosporioides en P. 

patens. 

5. Evaluar mediante tinción con azul de Evans y microscopía óptica, el 

efecto del estrés abiótico (NaCl; Sorbitol y Glucosa) en el desarrollo de la 

infección. 

6. Obtener el transcriptoma de C. gloeosporioides durante su interacción 

con P. patens considerando tiempos tempranos (8 h) y tardíos (24 h) de 

la infección.  

7. Analizar los perfiles de expresión diferencial durante la interacción entre 

C. gloeosporioides y P. patens. 

8. Identificar candidatos efectores presentes en el transcriptoma de C. 

gloeosporioides. 

9. Determinar redes de coexpresión génica en C. gloeosporioides para 

identificar nodos de genes con mayor importancia en la interacción con 

P. patens. 
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6. METODOLOGÍAS 

6.1. Cultivo de Physcomitrium patens y Colletotrichum gloeosporioides e 

inoculación del patógeno 

La cepa Physcomitrium patens Gransden se cultivó sobre un disco de celofán en 

medio Hoagland’s, consistente en 1 mM de MgSO4, 1.8 mM de KH2PO4 pH 6.5, 10 

mM de KNO3, 45 μM de FeSO4, 1 mM de CaCl2, 4.5 mM de tartrato de amonio y 

10 g/L de agar. Las colonias de musgo crecieron a 22 °C bajo un fotoperíodo de 16 

h de luz con una intensidad de 30 µmol m−2 s−1, según lo descrito anteriormente 

por Oliver et al., 2009. Para todos los experimentos se emplearon colonias 

incubadas durante 21 días previamente.  

En el caso de los cultivos en medio líquido, se empleó el mismo medio de cultivo sin 

agar. Se partió de 3 colonias de P. patens de 21 días, las cuales se homogenizaron 

en 5 mL de agua destilada estéril con un homogeneizador digital Ultraturrax T18 

(IKA). Se inocularon 2 mL del homogenizado en 40 mL de medio Hoagland’s líquido 

y se incubó a 22 °C bajo un fotoperíodo de 16 h de luz con una intensidad de 30 

µmol m−2 s−1 y 130 rpm durante 7 días. Luego se recuperó la biomasa del cultivo 

líquido y se repitió en proceso de homogenización para inocular nuevamente. 

C. gloeosporioides fue aislado de mandarina (Citrus reticulata Blanco) e identificado 

mediante pruebas fenotípicas y moleculares (Reboledo et al., 2015). Se cultivó en 

medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) 29 g/L a 22 °C. Los conidios se recuperaron a 

partir de mucílagos de color naranja sobre las colonias fúngicas cultivadas en PDA. 

La inoculación de C. gloeosporioides se realizó atomizando una suspensión de 

aproximadamente 5 × 105 conidios/mL en agua destilada estéril. (Reboledo et al., 

2015). En el caso de los controles estos fueron atomizados solo con agua destilada 

estéril. 

En el caso de las interacciones en macetas se emplearon gametóforos de P. patens 

cultivados asépticamente durante tres semanas en placas Petri con medio 

Hoagland’s. Estos gametóforos se transfirieron a macetas de plástico de 150 ml 

(cuatro por maceta) que contenían una mezcla de 20 ml de vermiculita y tierra (1:1) 
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en condiciones axénicas. Las colonias se cultivaron en una cámara de crecimiento 

con un fotoperiodo de luz/oscuridad de 16/8 horas, una temperatura controlada de 

22 °C y se irrigaron semanalmente con 1000 µl de agua destilada estéril. Después 

de 60 días de incubación, las plantas se rociaron con agua destilada estéril (control 

negativo), solución de NaCl 100 mM (control positivo, como se describe en Y. Fu et 

al., 2019), o una suspensión de esporas de C. gloeosporioides. Se inocularon tres 

macetas por tratamiento. 

Para evaluar el daño oxidativo potencial en los filidios de P. patens causado por la 

infección con C. gloeosporioides, se realizaron análisis histoquímicos con 3,3'-

diaminobencidina (DAB), siguiendo una adaptación del método reportado por 

(Daudi & O’Brien, 2012). Se tomaron muestras de gametóforos de cada colonia a 

las 24, 48 y 72 hpi y se incubaron con 1,5 ml de solución de tinción DAB (0,1 %) y 

sin DAB (usando 1,5 ml de 10 mM Na₂HPO₄ como tratamiento control). Después de 

la tinción, las muestras se observaron bajo un microscopio óptico (Olympus BX51, 

Japón) y se tomaron imágenes con una cámara Exfocus 0,5X-0,66X. La adquisición, 

gestión y procesamiento de imágenes se realizó con el software TCapture. 

Finalmente, se seleccionaron tres macetas de cada tratamiento, se retiraron las 

plantas y se realizó el reaislamiento del hongo a partir del sustrato, para confirmar 

la presencia del patógeno en las macetas inoculadas con éste. El resultado fue 

exitoso, lográndose reaislar a C. gloeosporioides de las macetas donde fue 

inoculado, mientras que en los aislamientos de las macetas correspondientes a los 

controles no creció ningún microorganismo. 

6.2. Análisis filogenético de la cepa de Colletotrichum. 

Se realizó el cultivo de la cepa de Colletotrichum en Caldo Papa-Dextrosa (PDB, 

por sus siglas en inglés: Potato-Dextrose Broth). Se inoculó 0,5 g de micelio fresco 

en 250 ml de medio y se incubó por 72 h a 28 °C y 150 rpm. Luego de la incubación, 

se recuperó la biomasa mediante centrifugación (5000 rpm por 5 minutos), y se 

transfirió 0,2 g micelio a un vial estéril para lavarlo dos veces con 1 ml de agua 

destilada estéril. Posterior a los lavados, se transfirió el micelio a un vial estéril, 

preparado anteriormente con 500 µl de buffer CTAB, 100 g de una mezcla de celite 
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y gel de sílice 1:2 y una perla de acero inoxidable. Se homogenizó el micelio en un 

homogeneizador a máxima velocidad durante un minuto. Se incubó la mezcla por 2 

h a 65 °C en un bloque térmico. Al finalizar esta incubación, se añadió 500 µl de 

cloroformo y se centrifugó durante 5 minutos a 14 mil rpm. Se recuperó la fase 

acuosa y se transfirió a otro vial estéril. Se repitió el centrifugado y la recuperación 

de la fase acuosa y luego se le añadieron dos volúmenes de etanol 96% frío al 

material recuperado. Se mezcló cuidadosamente la mezcla y se incubó toda la 

noche a -20 °C.  

Al día siguiente, se centrifugó la muestra a 14 mil rpm, 4 °C por 5 min, se desechó 

el sobrenadante y se lavó el precipitado con 500 µl de etanol 70% frío. Se volvió a 

centrifugar la muestra en las mismas condiciones, se desechó el sobrenadante y se 

dejó secar el precipitado a 37 °C por 2 h. Luego se añadió 50 µl de buffer TE y se 

incubó a 37 °C por 30 min y se guardó la muestra a -20 °C para su uso posterior. 

La integridad de la muestra se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa 

1%. Los cebadores que se emplearon para amplificar los marcadores moleculares 

y los ciclos de PCR se encuentran en la Tabla 2. 

Tabla 2. Cebadores y ciclos de PCR empleados para amplificar los marcadores 
moleculares.  

Marcador 
molecular 

APN2 APN2/MAT GAP/IGS TUB2 

Primer 
forward 

5’-CAAGCGACG 
AAGTATACGAG-3’ 

5’-TCATTCTACGT 
ATGTGCCCG-3’ 

5’-CTACACCGAG 
GACGATGTCG-3’ 

5’-AACATGCGTGAG 
ATTGTAAGT-3’ 

Primer 
reverso 

5’-GCATCACGG 
GAATAACTAGG-3’ 

5’-CCAGAAATAC 
ACCGAACTTGC-3’ 

5’-TTCTACGGGA 
AAACCAGGGC-3’ 

5’-TAGTGACCCTTG 
GCCCAGTTG-3’ 

Largo del 
fragmento 

840 pb 910 pb 1003 pb 716 pb 

Protocolo 
de PCR 

94 °C 3 min 

94 °C 45 s 

62 °C 45s       X30 

72 °C 1 min 

94 °C 3 min 

94 °C 45 s 

62 °C 45 s      X30 

72 °C 1 min 

95 °C 5 min 

95 °C 30 s 

58 °C 30 s      X30 

72 °C 1 min 

95 °C 4 min 

95 °C 30 s 

55 °C 30 s      X30 

72 °C 45 s 
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72 °C 7 min 72 °C 7 min 72 °C 10 min 72 °C 7 min 

 

La integridad y el tamaño de los fragmentos de ADN se verificó mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1% y las muestras se enviaron a Microsynth AG, 

Suiza, para su secuenciación.  

Para el análisis filogenético se procesaron las secuencias y se eliminaron los 

extremos con baja calidad. Los alineamientos y el análisis filogenético se realizaron 

en el servidor Phylogeny.fr (www.phylogeny.fr). Para los alineamientos se empleó 

el método MUSCLE y para el análisis filogenético se empleó Mr. Bayes. Los árboles 

filogenéticos se graficaron con el visualizador TreeDyn. En el análisis se incluyeron 

las secuencias de los marcadores moleculares pertenecientes a diferentes especies 

dentro del complejo de especies C. gloeosporioides, así como secuencias de C. 

gloeosporioides sensu stricto y también otras secuencias del género Colletotrichum. 

Las especies y sus números de acceso a la base de datos de NCBI se enlistan en 

la Tabla 3. 

Tabla 3. Especies incluidas en el análisis filogenético. En negritas se muestran las 
especies del género Colletotrichum que no pertenecen al complejo de especies C. 
gloeosporioides 

Especie Número de acceso 

C. aenigma Cg56 SAMN09531619 

C. asianum ICMP18580 SAMN13475008 

C. camelliae CcLH18 SAMN14421087 

C. chrysophilum AFK26 SAMN29758414 

C. endophyticum YN32 SAMN30451185 

C. fructicola Cg38 SAMN09448926 

C. horii FJ-1 SAMN20339690 

C. musae GM20 SAMN07638925 

C. nupharicola CBS470 SAMN29758421 

C. siamense CAD4 SAMN09531627 

C. theobromicola CF75 SAMN14604534 

http://www.phylogeny.fr/
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C. tropicale HN32 SAMN30451182 

C. gloeosporioides 23 SAMN02673273 

C. gloeosporioides 030206 SAMN06473425 

C. gloeosporioides Cg01 SAMN09759449 

C. gloeosporioides Cg-14 SAMN02981466 

C. gloeosporioides CgDa01 SAMN24460951 

C. gloeosporioides CgLH19 SAMN14421088 

C. gloeosporioides COLG-95 SAMN12924925 

C. gloeosporioides ES026 SAMN09946147 

C. gloeosporioides GZ15 SAMN30451180 

C. gloeosporioides hn1205-1 SAMN17266943 

C. gloeosporioides KY332 SAMN14604526 

C. gloeosporioides Lc1 SAMN13038012 

C. gloeosporioides 
SMCG1#C 

SAMN09205517 

 

6.3. Determinar mediante microscopía óptica el tiempo de germinación de las 

esporas de Colletotrichum gloeosporioides sobre los tejidos de 

Physcomitrium patens. 

Se realizó la infección de las colonias de P. patens según lo descrito anteriormente, 

en el caso de los controles se atomizó agua destilada estéril. Se realizaron tres 

réplicas de la infección y tres del control. Se tomaron muestras a partir de las 2 

horas posteriores a la infección (hpi) cada una hora y luego de las 5 hpi se tomaron 

muestras cada 30 minutos hasta las 10 hpi. Las muestras consistían en una colonia 

de P. patens por cada réplica. A partir de las colonias del musgo se tomaron los 

gametóforos y estos se sometieron a una tinción con azul de lactofenol (Sigma, St 

Louis, MI, USA) durante 15 minutos y dos enjuagues con agua destilada. 

Posteriormente se separaron los filidios y se observaron en un microscopio de 

campo claro AmScope T720 acoplado a una cámara AmScope serie MU1000, con 

los objetivos 40x y 100x. 
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6.4. Evaluar mediante el análisis de las concentraciones de clorofila y 

microscopía óptica y el efecto del secretoma de Colletotrichum 

gloeosporioides en Physcomitrium patens. 

Para analizar el efecto del secretoma de C. gloeosporioides en el musgo, se cultivó 

el hongo en Caldo Papa-Dextrosa (PDB, por sus siglas en inglés Potato-Dextrose 

Broth; Difco Detroit, MI, USA). El cultivo se realizó en matraces de 125 mL con un 

volumen de medio de 25 mL, donde se sembró un inóculo de 0,25 g micelio fresco 

y se incubó a 28 °C, 150 rpm. Al tercer día de cultivo, a una parte de los matraces 

se les añadió 0,25 g de musgo cultivado previamente en medio Hoagland´s líquido 

(ver sección 6.1), el resto se mantuvo solo con el hongo. Los cultivos se incubaron 

durante 24 h más, en las mismas condiciones y luego se centrifugaron para obtener 

el sobrenadante de cada uno, que posteriormente se filtró a través de filtros estériles 

de 0,45 µm (Microlab Scientific Co., Ltd, Zhejiang, China). El sobrenadante estéril 

se usó para atomizar las colonias de P. patens, para lo cual se empleó el 

sobrenadante puro y diluciones 1:2, 1:5 y 1:10.  

Para el análisis mediante microscopía se siguió el protocolo descrito anteriormente 

en la sección 6.3, aunque en este caso la tinción se realizó con Safranina-O 0,01% 

durante 15 minutos, seguido de dos enjuagues con agua destilada.  

6.4.1. Extracción y estimación de la concentración de clorofila 

Las muestras se pesaron y se congelaron con nitrógeno líquido inmediatamente. 

Luego, cada muestra se maceró en presencia de 5 mL de acetona 80% fría durante 

1 minuto y se filtró a través de un filtro de papel Whatman. El volumen recuperado 

se refrigeró hasta obtener todas las muestras del experimento. Cada muestra 

consistía en seis colonias de P. patens (2 colonias de cada réplica experimental) 

tratadas con el sobrenadante de C. gloeosporioides, o atomizadas con agua 

destilada estéril en el caso de los controles. Se analizaron siete muestras, 

correspondientes a 42 colonias, por cada condición experimental.  

Las concentraciones de clorofila a y b se calcularon a partir de la Absorbancia (A) 

de cada muestra a 663 nm y 647 nm, y el resultado se normalizó según el peso 
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fresco de la muestra y el volumen de acetona 80% empleado para extraer la clorofila 

de acuerdo a las ecuaciones 1 y 2 (Wellburn, 1994).  

𝑐𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑎 𝑎 = (12,25 × 𝐴663 − 2,79 × 𝐴647)
𝑃𝑒𝑠𝑜 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑜

𝑉𝑜𝑙. 𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑛𝑎 80%
 ( 1) 

𝑐𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑎 𝑏 = (21,5 × 𝐴647 − 5,1 × 𝐴663)
𝑃𝑒𝑠𝑜 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑜

𝑉𝑜𝑙. 𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑛𝑎 80%
 (2) 

6.5. Evaluación del efecto del estrés abiótico (NaCl; Sorbitol; Glucosa) en el 

desarrollo de la infección. 

Las colonias de P. patens de 21 días fueron transferidas a otra caja con medio 

Hoagland’s suplementado con uno de los agentes causantes de estrés abiótico 

(NaCl 150 mM, Glucosa 50 mM, Sorbitol 150 mM,). Estas cajas se incubaron en 

condiciones normales de cultivo del musgo durante 24h, luego de las cuales fueron 

inoculadas con esporas de C gloeosporioides siguiendo el protocolo mencionado en 

la sección 6.1. Se tomaron muestras a las 24 y 48 hpi para microscopía como se 

describe en la sección 6.3, empleando como colorante en este caso Safranina-O 

0.01%. 

Para la medición del daño celular en presencia del estrés abiótico, se empleó la 

tinción azul de Evans siguiendo el protocolo descrito por Alvarez et al., 2016. Las 

colonias del musgo se incubaron durante 2 horas en azul de Evans al 0,1% y luego 

se lavaron cuatro veces con agua destilada para eliminar el excedente de tinte. El 

tinte unido a las células dañadas se recuperó con una solución de metanol al 50% 

y SDS al 1% durante 30 minutos a 65 ºC y se midió la absorbancia a 600 nm. Cada 

muestra consistió en cuatro colonias incubadas en 6 ml de la mezcla metanol-SDS. 

Se analizaron ocho muestras, correspondientes a 32 colonias, por cada condición 

experimental y los datos se expresaron como DO/mg de peso seco. El peso seco 

se midió después de secar las colonias del musgo sobre papel aluminio durante 18 

horas a 65 °C. 
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6.6. Obtención del transcriptoma de Colletotrichum gloeosporioides durante 

su interacción con Physcomitrium patens considerando tiempos 

tempranos y tardíos de la infección.  

Se replicó la infección de P. patens como se hizo en el trabajo anterior según 

Reboledo et al. (2015) y se realizó la extracción de ARN en los mismos tiempos 

previamente establecidos de 8 y 24 horas posteriores a la infección (hpi). Para los 

controles se extrajo el ARN de colonias de C. gloeosporioides cultivadas sobre 

celofán en medio PDA durante 10 días a 22 °C. La extracción de ARN se realizó 

con el RNeasy Plant Mini Kit de Qiagen y se comprobó su calidad mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1%. Un segundo paso de control de calidad, la 

preparación de la biblioteca y la secuenciación se realizaron en Macrogen Inc. (Seúl, 

Corea). Brevemente, se verificó el número de integridad del ARN (RIN, por sus 

siglas en inglés RNA Integrity Number) usando un bioanalizador Agilent 

Technologies 2100 (Agilent Technologies). Las bibliotecas de ADNc para la 

secuenciación se prepararon a partir de 1 μg de ARN empleando el kit TruSeq 

Stranded Total RNA Plant LT Sample Prep. Finalmente, la secuenciación se realizó 

en la plataforma Illumina (Illumina, California, EE. UU.) con una profundidad de 40 

millones de lecturas para generar lecturas de 150 pb de extremo pareado. 

6.7. Análisis de los perfiles de expresión diferencial de genes de 

Colletotrichum gloeosporioides durante la interacción con Physcomitrium 

patens. 

6.7.1. Control de calidad, procesamiento y ensamblaje del transcriptoma. 

Primeramente, se realizó un análisis de la calidad de las secuencias obtenidas con 

el software FastQC 0.10.1 (Andrews 2010). Luego se procesaron las secuencias 

con el script RemoveOverrepresentedSequence.py para descartar las secuencias 

sobrerrepresentadas reportadas en el resultado del primer análisis de calidad. 

Luego se eliminaron los adaptadores y las secuencias de baja calidad con el 

software Trimmomatic 0.39 (Bolger et al. 2014); seguido de otro análisis de calidad 

con el software FastQC.  
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Una vez depuradas las secuencias, se realizó el ensamblaje de novo del 

transcriptoma de C. gloeosporioides con el programa Trinity 2.10.0 (Haas et al., 

2013) y su anotación se llevó a cabo con las herramientas Blast e InterProScan del 

programa OmicsBox 1.4.11 (programa Blast2GO; www.biobam.com/omicsbox; 

Conesa & Götz, 2008). Posteriormente para el conteo de lecturas se empleó el 

programa featureCounts del paquete RSubread (Liao et al., 2019) de R 3.6.  

6.7.2. Análisis de expresión diferencial y ontología de genes (GO). 

Para el análisis de expresión diferencial primeramente se eliminaron los genes con 

bajo número de lecturas. Los genes expresados a bajos niveles se filtraron 

eliminando aquellos con menos de un recuento por millón de lecturas en al menos 

3 de las muestras. Luego se realizó la normalización de los datos mediante el 

método de TMM (por sus siglas en inglés Trimmed Mean of M-values) (Robinson & 

Oshlack, 2010). La expresión diferencial se estimó en el programa OmicsBox 1.4.11, 

el cual se basa en los códigos de edgeR (Robinson et al., 2010). Se estimó la 

expresión diferencial comparando las muestras de infección en cada tiempo contra 

el control (8h vs Control y 24h vs Control). Los resultados de la expresión diferencial 

se filtraron según el FDR (de inglés False Discovery Rate) ≤ 0,05 y el |logFC| ≥ 2 

para obtener los genes sobre y subexpresados. 

El enriquecimiento de ontología de genes (GO) también se realizó en el programa 

OmicsBox, empleando la herramienta GSEA (del inglés Gene Set Enrichment 

Analysis). Los resultados de este análisis también se filtraron según su FDR ≤ 0,05.  

6.7.3. Análisis de efectores y genes huérfanos 

Para identificar los genes huérfanos se tomaron todas las secuencias 

sobreexpresadas tanto a 8 como a 24 hpi sin gen ancestral conocido (secuencias 

anotadas como --NA--) y se les realizó un BLAST (tblastn) en los servidores de  

FungiDB (https://fungidb.org/fungidb/app/, (Basenko et al., 2018)) y NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Se tuvieron en cuenta aquellas secuencias que 

solamente tenían aciertos con un valor e > 1,0 E-3, y se analizaron posteriormente 

en el servidor SMART para identificar dominios en estas proteínas que pudieran 

indicar su posible función (Letunic et al., 2021). Asimismo, se procesaron las 

http://www.biobam.com/omicsbox
https://fungidb.org/fungidb/app/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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secuencias en el servidor I-TASSER para predecir la función basado en la posible 

estructura de las proteínas codificadas por estas secuencias (Zhou et al., 2022). 

El análisis para predecir posibles efectores de C. gloeosporioides se realizó para las 

secuencias sobreexpresadas del transcriptoma, el transcriptoma completo y el 

genoma de referencia de este patógeno (cepa Cg-14, 

https://mycocosm.jgi.doe.gov/Colgl1/Colgl1.home.html; (Alkan et al., 2013)). El 

análisis comenzó en el sitio TargetP 2.0, que predice la presencia de péptidos señal 

y hacia dónde están dirigidos 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0, (Armenteros et al., 

2019)). Luego, las secuencias que, según TargetP, presentaban péptido señal 

dirigido a la membrana citoplasmática, fueron procesadas en TMHMM 2.0, que 

predice la presencia, cantidad y posición de dominios transmembrana 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0, (Hallgren et al., 

2022)). Los resultados de TMHMM se filtraron para retener secuencias con menos 

de 300 aminoácidos y sin dominio transmembrana. Las secuencias restantes se 

procesaron en el servidor EffectorP (https://effectorp.csiro.au/, (Sperschneider & 

Dodds, 2022)). Para ello se utilizó la herramienta EffectorP-fungi 3.0, que permite la 

predicción de efectores fúngicos y distingue entre efectores apoplásticos y 

citoplasmáticos. Finalmente, los candidatos a efectores predichos se analizaron con 

el programa OrthoFinder para buscar ortólogos de estos efectores en otras especies 

del género Colletotrichum. Las secuencias empleadas para este análisis se pueden 

apreciar en la Tabla 4. 

Tabla 4: Números de identificación (ID) de taxonomía del NCBI de las secuencias 
empleadas para el análisis de ortología. 

Especie ID de taxonomía del NCBI 

C. gloeosporioides Cg-14 1237896 

C. gloeosporioides 23 1314770 

C. gloeosporioides Lc1 474922 

C. abscissum 1671311 

C. aenigma 1215731 

C. caudatum 5460 

C. cereale 343994 

https://mycocosm.jgi.doe.gov/Colgl1/Colgl1.home.html
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0
https://effectorp.csiro.au/
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C. chlorophyti 708187 

C. chrysophilum 1836956 

C. costaricense 1209916 

C. eremochloae 1173702 

C. filicis 2940390 

C. fioriniae 710243 

C. fructicola 690256 

C. godetiae 1209918 

C. graminicola 645133 

C. higginsianum 759273 

C. incanum 1573173 

C. karsti 1095194 

C. limetticola 1209924 

C. liriopes 708192 

C. lupini 145971 

C. musicola 2175873 

C. navitas 681940 

C. noveboracense 2664923 

C. orbiculare 1213857 

C. orchidophilum 1209926 

C. paranaense 1914294 

C. phormii 359342 

C. plurivorum 2175906 

C. salicis 1209931 

C. scovillei 1209932 

C. shisoi 2078593 

C. siamense 690259 

C. sidae 1347389 

C. simmondsii 703756 

C. sojae 2175907 

C. somersetense 1500509 

C. spaethianum 700344 

C. spinosum 1347390 

C. tanaceti 1306861 

C. tofieldiae 708197 

C. trifolii 5466 

C. truncatum 5467 

C. zoysiae 1216348 
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6.7.4. Análisis de enzimas modificadoras de carbohidratos (CAZymes) 

Se realizó la identificación de enzimas que actúan sobre carbohidratos (CAZymes, 

por sus siglas en inglés: Carbohydrate Active enZymes) siguiendo el protocolo 

descrito por (Schalk et al., 2021). Para el procesamiento se utilizó una instalación 

local del servidor dbCAN2 y las secuencias se procesaron con las herramientas 

HMMER, DIAMOND y Hotpep (Buchfink et al., 2021; Busk et al., 2017; H. Zhang et 

al., 2018). Para un análisis confiable, se mantuvieron los genes y transcritos que 

fueron identificados de forma independiente por al menos dos de las tres estrategias 

de anotación y que además contaban con clasificación por su sustrato y, por lo tanto, 

funciones enzimáticas. Los números de EC se asignaron mediante una anotación 

funcional basada en péptidos (http://www.cazy.org/). 

6.8. Determinar una red de coexpresión génica en Colletotrichum 

gloeosporioides para identificar nodos de genes relevantes en la 

interacción. 

Los estudios de coexpresión génica permiten la visualización de redes que integran 

información parcial obtenida en diferentes experimentos o análisis de expresión 

génica, como los de RNA-seq, en nuestro caso. Para la construcción de las redes 

de coexpresión génica se siguió el protocolo descrito por Contreras-López et al., 

2018. Brevemente, se preparó una matriz de conteos con los datos obtenidos 

previamente. Esta matriz fue filtrada eliminando los genes con conteos inferiores a 

un conteo por millón de lecturas (CPM<1) y luego se normalizó mediante el método 

de TMM, por último, se eliminaron todas las secuencias que no estaban 

sobreexpresadas. Posteriormente se determinó la correlación entre los genes 

empleando los coeficientes de correlación de Pearson (Benesty et al., 2009) y se 

mantuvieron los genes que presentaban una correlación > 0,8. A partir de la matriz 

de correlación obtenida, se preparó una matriz de adyacencia a partir de la cual se 

graficó la red para cada tiempo de infección. El procesamiento de los datos se 

realizó en R versión 3.6 con los paquetes EBSeq, edgeR, iGraph, seqinr y psych 

(Charif & Lobry, 2007; Csardi, 2013; Leng et al., 2014; Revelle & Revelle, 2015; 

Robinson et al., 2010).

http://www.cazy.org/
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7. Resultados y discusión 

7.1. Análisis filogenético de la cepa de Colletotrichum. 

Dentro del género Colletotrichum se pueden encontrar varios complejos de 

especies, lo que ha hecho que la clasificación de estos organismos sea un reto 

(Silva et al., 2012). Basado en las características morfológicas y de cultivo de la 

cepa de trabajo, esta se clasificó dentro del complejo de especies de C. 

gloeosporioides (Reboledo et al., 2015). Sin embargo, para determinar la especie 

exacta, fue necesario un análisis filogenético. Se ha reportado que, para discriminar 

las diferentes especies dentro de un complejo de especies de Colletotrichum, es 

necesario emplear marcadores filogenéticos específicos para cada complejo de 

especies (Vieira et al., 2020). La secuencia de los espaciadores transcritos internos 

(ITS) que flanquean el ARN ribosomal 5.8 S, ampliamente utilizado para la 

clasificación de hongos, no es el más útil en el caso de Colletotrichum, puesto que 

es incapaz de discernir diferentes especies dentro de un complejo (Silva et al., 

2012). Un marcador más útil, en el caso del género Colletotrichum, es la secuencia 

del gen de la β-tubulina (tub2). Este marcador es efectivo para separar especies 

dentro de casi todos los complejos de especies de Colletotrichum (Weir et al., 2012), 

y en última instancia, también funciona para ubicar una especie desconocida en el 

complejo de especies al que pertenece. 

En el caso del complejo de especies de C. gloeosporioides, se ha reportado que los 

marcadores más efectivos para separar las diferentes especies del complejo son 

las secuencias de la ADN liasa APN2 (APN2); el espacio intergénico entre APN2 y 

el locus de apareamiento MAT1_2_1 (APN2/MAT); y el espacio intergénico entre el 

gen que codifica la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa y una proteína 

hipotética (GAP/IGS) (Vieira et al., 2020). En este trabajo se emplearon estos 

marcadores y el de tubulina (TUB2) para la identificación de la cepa de trabajo. En 

la Figura 5 se pueden apreciar los árboles filogenéticos obtenidos luego del análisis 

de las secuencias de dichos marcadores por independiente y concatenadas. En 
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todos los casos, nuestra secuencia de interés (Colletotrichum sp.) se agrupa con la 

cepa Cg14 de C. gloeosporioides. 
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Figura 5. Árboles filogenéticos derivados de análisis Bayesiano de los alineamientos de las 
secuencias correspondientes a (A) TUB, (B) GAP/IGS, (C) APN2, (D) APN2/MAT, (E) todos los 
marcadores concatenados APN2-APN2/MAT-GAP/IGS-TUB2. Los valores de probabilidad posterior 
bayesiana ≥ 0,5 se muestran encima de los nodos, y la cepa de interés se encuentra como 
Colletotrichum sp. subrayada en rojo. 

 

7.2. Determinación, mediante microscopía óptica, del tiempo de germinación 

de las esporas de Colletotrichum gloeosporioides sobre los tejidos de 

Physcomitrium patens. 

Las colonias de P. patens fueron inoculadas con una suspensión de esporas de C. 

gloeosporioides y se realizaron análisis microscópicos para determinar el tiempo 

que demoran en germinar los conidios de C. gloeosporioides sobre los filidios de P. 

patens (Figura 6).  
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Figura 6. Germinación de esporas de C. gloeosporioides sobre filidios de P. patens teñidos con azul 

de lactofenol. (A) Control, filidio de P. patens atomizado con agua destilada. (B) Filidio de P. patens 

a las 4 hpi. (C)  Filidio de P. patens a las 5 hpi. (D) Filidio de P. patens a las 6 hpi. (E) Filidio de P. 

patens a las 6 y media hpi. (F) Filidio de P. patens a las 7 hpi. (G) Filidio de P. patens a las 7 y media 

hpi. (H) Filidio de P. patens a las 8 hpi. (I) Filidio de P. patens a las 9 hpi. Las puntas de flecha rojas 

señalan las esporas de C. gloeosporioides y las puntas de flecha negras señalan los tubos de 

germinación y los asteriscos señalan los apresorios. La barra de escala corresponde a 20 µm. 

Durante la infección de P. patens, las esporas de C. gloeosporioides comienzan a 

germinar alrededor de las 6 hpi. En este momento se puede ver en la Figura 6D el 

inicio de la germinación de algunas esporas, aunque muy pocas, a las 6 y media hpi 

se puede apreciar mejor los conidios germinados (Figura 6E). Incluso a las 8 hpi se 

puede ver que, aunque la mayoría de las esporas presentan tubos de germinación 

de más de 20 µm de largo, aún hay algunas esporas que no germinan. A las 9 hpi 

(Figura 6I) ya comienzan a formarse algunos apresorios. 

En cultivos en medio rico (PDB) se ha visto que los conidios de C. gloeosporioides 

comienzan a germinar a partir de las seis horas, y pasadas 24 horas los tubos de 

germinación se extienden formando una red de hifas, sin embargo no se observa la 

formación de apresorios (Mehta et al., 2021), lo que indica que esta estructura 

especializada se desarrolla solo en presencia de un hospedero como parte de la 

estrategia de patogénesis. 

Q. Y. Zhang et al., 2016 analizaron el proceso de infección celular de C. 

gloeosporioides sobre hojas de dos variedades de fresa (Fragaria × ananassa D.), 

una variedad susceptible a la infección y otra resistente. En este trabajo, los 

investigadores muestran que a las 6 hpi en la variedad susceptible ya se podían 

observar los apresorios del hongo, mientras que en la variedad resistente los 

conidios aún no habían germinado. En el caso de la infección de P. patens, el hongo 

no infecta tan rápido como en el caso de la variedad susceptible de fresa, aunque, 

a pesar de que el proceso de infección es más lento, al final el hongo coloniza 

exitosamente los tejidos del musgo, que es incapaz de sobrevivir a la infección en 

las condiciones de estudio.  
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C. gloeosporioides se caracteriza por la formación de apresorios durante la primera 

etapa de la infección. Este apresorio consta de una pared celular melanizada y la 

acumulación concomitante de glicerol, lo que genera una presión turgente altamente 

localizada, enfocada para perforar las barreras celulares de la planta como podría 

ser una capa de cutina (Alkan et al., 2015). Este mismo comportamiento se ha visto 

en C. gloeosporioides cuando infecta plantas vasculares como papaya (Carica 

papaya L.), ciprés (Cunninghamia lanceolata L.) y álamo (Polulus × euramericana 

cv. Nanlin 895) (Fang et al., 2018; Rojo-Báez et al., 2017). 

7.3. Evaluación del proceso de infección en macetas 

Cuando se inocularon las esporas de C. gloeosporioides sobre las colonias de P. 

patens que habían sido incubadas en macetas, el proceso de infección se produjo 

de forma más lenta que en las placas de Petri. Como se muestra en la Figura 7 el 

micelio creció sobre los filidios de P. patens, pero tardó tres semanas en hacerlo. 

Además, incluso cuando los micelios crecen sobre la colonia de musgo, y algunos 

gametóforos están claramente afectados, otras partes de la misma colonia lucen 

bien a simple vista. Por otra parte, en las macetas, el musgo infectado no adoptó el 

aspecto macerado y marrón oscuro que adquiere después de 72 horas de infección 

en las placas de Petri. Asimismo, a los 25 días posteriores a la infección (dpi) se 

puede ver que el micelio de C. gloeosporioides creció sobre los filidios de P. patens, 

sin embargo, la colonia del musgo se mantenía sin lesiones. 

 

Figura 7. Proceso de infección en macetas. De izquierda a derecha se observa el control, inoculado 
solamente con agua destilada estéril; luego los tratamientos, inoculados con la suspensión de 
esporas de C. gloeosporioides a las 24, 48 y 72 hpi. Por último, un acercamiento a la superficie de 
los filidios de P. patens a los 25 días posteriores a la infección donde se puede ver, en el interior del 
área punteada, el micelio de C. gloeosporioides. La barra de escala horizontal a la izquierda equivale 
a 1 cm, la barra de escala vertical a la derecha equivale a 1 mm. 
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El análisis histoquímico con DAB se utiliza como indicador de la acumulación de 

ROS, esta tinción produce un precipitado marrón oscuro a partir de su oxidación por 

H₂O₂ (Daudi & O’Brien, 2012). La Figura 8 muestra la acumulación de ROS inducida 

por C. gloeosporioides en los filidios de P. patens infectados. La inoculación con 

una solución de NaCl 100 mM se empleó como control, puesto que está reportado 

que el estrés salino induce la producción de ROS en el musgo (L. Chen et al., 2019), 

aunque esta concentración no es tóxica para P. patens (Zvanarou et al., 2020). 

Figura 8. Tinción con DAB de los filidios de 

P. patens tomados de las colonias 

incubadas en macetas de 150 ml con 

sustrato de tierra y vermiculita (1:1). Se 

empleó Na2PO4 como control de la tinción 

la inoculación. El musgo se inoculó con 

una suspensión de esporas de C. 

gloeosporioides y se tomaron muestras a 

las 24, 48 y 72 hpi. Como control negativo, 

se inoculó el musgo con agua destilada 

estéril, y como control positivo se inoculó 

con una solución de NaCl 100 mM. Las 

barras de escala representan 50 µm. 
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El sustrato de tierra con vermiculita proporciona un ambiente más variable y 

heterogéneo, con una dinámica de nutrientes y agua diferente al medio de cultivo. 

Esto podría dificultar el establecimiento de la infección para el hongo. Por otra parte, 

el medio de cultivo puede imponer una forma de estrés en sí, debilitando las 

defensas naturales del musgo frente al patógeno. Las condiciones físicas y químicas 

del medio podrían no ser ideales para la supervivencia del musgo bajo ataque (L. 

Chen et al., 2019). 

7.4. Evaluación, mediante el análisis de las concentraciones de clorofila y 

microscopía óptica, del efecto del secretoma de Colletotrichum 

gloeosporioides en Physcomitrium patens. 

Los hongos en general son conocidos por su capacidad de secretar gran variedad 

de proteínas al medio extracelular. En el caso de la interacción planta patógeno, los 

efectores juegan un papel fundamental en el desarrollo de la infección. Entre las 

especies del género Colletotrichum, C. gloeosporioides es una de las especies con 

mayor cantidad de proteínas secretadas (Tabla 5), lo que puede estar 

estrechamente relacionado con su amplio rango de hospederos (Alkan et al., 2013). 

Tabla 5: Comparación de genomas en el género Colletotrichum (adaptada de Alkan 
et al. 2013). 

Especies 
Tamaño del 

genoma (Mb) 
Proteínas 
estimadas 

Secretoma GC (%) 

C. gloeosporioides 
(Cg-14) 

54 18 456 1 955 53 

C. gloeosporioides 
(Nara gc5) 

55,6 15 469 2 042 53,6 

C. orbiculare 88,3 13 479 1 557 37,5 

C. higginsianum 53,4 16 172 2 142 49,1 

C. graminicola 57,4 12 006 1 650 55,1 

 

Se ha visto que, desde fases tempranas de la infección, P. patens presenta 

síntomas como la acumulación de compuestos fenólicos en las paredes celulares, 
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o la plasmólisis del citoplasma (Otero-Blanca et al., 2021). A 8 hpi, cuando el hongo 

todavía no ha formado apresorios y, por tanto, todavía no ha penetrado en el tejido 

del musgo, ya P. patens muestra síntomas por lo que podríamos asumir que el 

musgo está respondiendo a señales del hongo, probablemente moléculas 

secretadas. Para comprobar si el secretoma del hongo es capaz de inducir síntomas 

en el musgo, se realizó el mismo procedimiento que se emplea para la infección, 

pero atomizando sobre el musgo solamente el sobrenadante del cultivo del hongo 

previamente filtrado. Para determinar si la presencia del musgo induce alguna 

variación en la composición del secretoma del hongo, se añadió tejido del musgo al 

cultivo del hongo y se incubó durante 24 horas para luego separar el sobrenadante. 

En la Figura 9 se puede apreciar el desarrollo de síntomas en P. patens en 

respuesta a la inoculación con el sobrenadante de C. gloeosporioides. Aunque el 

sobrenadante del hongo se inoculó a diferentes concentraciones, en todos los casos 

se pueden apreciar síntomas en los filidios de P. patens, que aumentan en 

intensidad según aumenta la concentración del sobrenadante inoculado. En el caso 

del sobrenadante más diluido (dilución 1/10, Figura 9Q-T) se puede apreciar el 

reforzamiento de las paredes celulares de P. patens con compuestos fenólicos, ya 

que estas se tiñen con Safranina-O, un compuesto que reconoce y se unen a 

compuestos fenólicos. P. patens no presenta lignina en sus paredes celulares, sin 

embargo, ante el ataque de patógenos, el musgo refuerza sus paredes celulares 

con otros compuestos fenólicos como lignanos (Roberts et al., 2012). 

En el caso de concentraciones más elevadas del sobrenadante (diluciones 1/2 y 

1/5, Figura 9I-P) también se pueden ver las paredes celulares teñidas con 

Safranina-O debido a la acumulación de compuestos fenólicos. Además, se puede 

ver también la plasmólisis del citoplasma en algunas células (Figura 9, puntas de 

flecha rojas). Por otra parte, en el caso de los musgos inoculados con el 

sobrenadante puro (Figura 9E-H) se puede apreciar que además de los síntomas 

anteriormente mencionados, se llega a apreciar el amarronamiento de los 

cloroplastos, lo cual puede estar relacionado a la producción de especies reactivas 

del oxígeno, y al desarrollo de una respuesta de hipersensibilidad. Estas respuestas 
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son comunes en P. patens, que ante el ataque de patógenos activa una respuesta 

dependiente de ácido salicílico y activa la producción de especies reactivas del 

oxígeno (ROS) que puede, a su vez, desencadenar la respuesta de 

hipersensibilidad (Otero-Blanca et al., 2021). 

 

Figura 9: Respuesta de P. patens al sobrenadante de C. gloeosporioides. (A-D) Controles inoculados 
con agua destilada estéril; (A y C) 24 hpi, (B y D) 48 hpi. (E-H) Filidios de P. patens inoculados con el 
sobrenadante puro de C. gloeosporioides; (E y F) muestras inoculadas con el sobrenadante del cultivo de C. 
gloeosporioides solo, (E) 24 hpi, (F) 48 hpi; (G y H) muestras inoculadas con el sobrenadante del cultivo de C. 
gloeosporioides que fue suplementado con tejido de P. patens, (G) 24 hpi, (H) 48 hpi. (I-L) Filidios de P. patens 
inoculados con el sobrenadante de C. gloeosporioides diluido a la mitad (1/2); (I y J) muestras inoculadas con 
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el sobrenadante del cultivo de C. gloeosporioides solo, (I) 24 hpi, (J) 48 hpi; (K y L) muestras inoculadas con el 
sobrenadante del cultivo de C. gloeosporioides que fue suplementado con tejido de P. patens, (K) 24 hpi, (L) 
48 hpi. (M-P) Filidios de P. patens inoculados con el sobrenadante de C. gloeosporioides diluido cinco veces 
(1/5); (M y N) muestras inoculadas con el sobrenadante del cultivo de C. gloeosporioides solo, (M) 24 hpi, (N) 
48 hpi; (O y P) muestras inoculadas con el sobrenadante del cultivo de C. gloeosporioides que fue suplementado 
con tejido de P. patens, (O) 24 hpi, (P) 48 hpi. (Q-T) Filidios de P. patens inoculados con el sobrenadante de C. 
gloeosporioides diluido diez veces (1/10); (Q y R) muestras inoculadas con el sobrenadante del cultivo de C. 
gloeosporioides solo, (Q) 24 hpi, (R) 48 hpi; (S y T) muestras inoculadas con el sobrenadante del cultivo de C. 
gloeosporioides que fue suplementado con tejido de P. patens, (S) 24 hpi, (T) 48 hpi. La barra de escala en T 
indica 100 µm, las puntas de flecha rojas indican la plasmólisis en células de P. patens. 

El desarrollo de síntomas en P. patens debido a la interacción con el sobrenadante 

del cultivo de C. gloeosporioides debe estar provocado por el reconocimiento de 

efectores liberados al medio por el hongo, lo que provoca en el musgo una 

inmunidad desencadenada por efectores (ETI, por sus siglas en inglés: Effector 

Triggered Immunity). L. Huang et al., 2019 identificaron en el genoma de C. 

gloeosporioides 750 proteínas como pequeñas proteínas secretadas (<300 

aminoácidos) que podrían funcionar como efectores. Además, predijeron 1076 

CAZimas, 930 peptidasas y 246 lipasas. Esto evidencia el potencial que presenta 

este hongo para producir un sobrenadante enriquecido en efectores y CWDE que 

el musgo puede identificar como que está en presencia del ataque de un patógeno.  

En la Figura 10 podemos ver el efecto del tratamiento con los sobrenadantes de C. 

gloeosporioides (sobrenadante solo, A y B, o suplementado con tejido de P. patens, 

C y D) en la concentración de clorofila del musgo. Al igual que en las imágenes de 

microscopía, acá se puede ver que en todos los casos el tratamiento afecta la 

concentración de clorofila en el musgo, disminuyendo ésta a medida que aumenta 

la concentración del sobrenadante. Se puede apreciar que el control (colonias de P. 

patens atomizadas con agua destilada estéril) presenta diferencias significativas 

con los tratamientos, así como el tratamiento con el sobrenadante puro. Por otra 

parte, las diferencias entre las diluciones no siempre son significativas, con lagunas 

excepciones. Sin embargo, con la medición de este parámetro, no se observan 

diferencias entre las 24 y las 48 hpi, lo que sugiere que la concentración de clorofila 

permite determinar la presencia de estrés, pero no la magnitud de este.  
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Figura 10: Concentración de clorofila a y b en colonias de P. patens inoculadas con el sobrenadante 
del cultivo de C. gloeosporioides. (A y B) Sobrenadantes obtenidos del cultivo de C. gloeosporioides 
solo, muestras obtenidas a las 24 hpi y 48 hpi respectivamente. (C y D) Sobrenadantes obtenidos 
del cultivo de C. gloeosporioides suplementado con tejido de P. patens, muestras obtenidas a las 24 
hpi y 48 hpi respectivamente. Las concentraciones de clorofila se expresan como mg de clorofila por 
mL de musgo macerado en acetona 80% (mg/mL). Representación gráfica de siete réplicas 
experimentales a partir de tres muestras biológicas independientes, medias ± desviación estándar. 

Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (p<0,01) utilizando una 
prueba de Tukey. 

La concentración de clorofila es un parámetro bastante sensible que se ha 

empleado anteriormente como medida indirecta de estrés en musgos, así como en 

plantas vasculares (Chamorro-Flores et al., 2020; Khaleghi et al., 2012; M. Liu et al., 

2010; H. Wang et al., 2020). Se ha podido observar que tanto en arroz (Oriza sativa 

L.) como en árboles de olivo (Olea europaea L.) la concentración de clorofila se ve 

afectada en presencia de metales pesados o estrés hídrico respectivamente 

(Khaleghi et al., 2012; M. Liu et al., 2010). Por otra parte, en el musgo antártico 

Pohlia nutans (Hedw.) Lindb. la concentración de clorofila se afecta con la incidencia 

de luz ultravioleta (H. Wang et al., 2020). En el caso de P. patens, ya se había visto 

anteriormente que la concentración de clorofila se veía afectada cuando el musgo 
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fue cultivado en presencia de glucosa o sorbitol en el medio de cultivo (Chamorro-

Flores et al., 2020).  

7.5. Evaluación del efecto del estrés abiótico (NaCl; Sorbitol y Glucosa) en el 

desarrollo de la infección. 

El efecto de diferentes estreses de carácter abiótico ha sido ampliamente estudiado 

en el modelo P. patens (Arif et al., 2018; Do et al., 2020; Frank et al., 2005; Xiaoqin 

Wang et al., 2012). En condiciones naturales, es común que las plantas se enfrenten 

a más de un tipo de estrés a la vez, una infección (estrés biótico) puede ocurrir bajo 

diferentes condiciones ambientales (estrés abiótico). Para identificar si diferentes 

condiciones de estrés abiótico pueden influir positiva o negativamente en la 

infección, se sometió al musgo a diferentes condiciones previo a la infección y se 

determinó el daño celular producido por el hongo en estas condiciones. 

7.5.1. Infección bajo estrés salino 

El estrés salino es uno de los principales estreses abióticos que limita el crecimiento 

y la productividad de las plantas en todo el mundo (Do et al., 2020). En la Figura 

11C se puede apreciar el efecto sobre P. patens de la infección con C. 

gloeosporioides en presencia de 150 mM de NaCl en el medio de cultivo. En todas 

las muestras infectadas con C. gloeosporioides se pueden apreciar síntomas de la 

infección como la tinción de las paredes celulares del musgo debido a la 

acumulación de compuestos fenólicos y la plasmólisis del citoplasma en algunas 

células. La Figura 11E muestra el daño celular que provoca la infección de C. 

gloeosporioides en las colonias de P. patens con y sin NaCl en el medio de cultivo. 

Las muestras sometidas a la infección en presencia de NaCl muestran un daño 

celular entre 1,3 y 2 veces mayor que las muestras infectadas en medio libre de 

NaCl.  
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Figura 11: P. patens durante la infección con C. gloeosporioides (Cg) en medio suplementado con 
diferentes solutos. (A) Control, P. patens en medio sin suplementar inoculado con agua destilada 
estéril (izquierda) o con esporas de C. gloeosporioides (24 hpi, centro; 48 hpi, derecha). (B) P. patens 
en medio suplementado con Glucosa 150 mM (Glu), inoculado con agua destilada estéril (izquierda) 
o con esporas de C. gloeosporioides (24 hpi, centro; 48 hpi, derecha). (C) P. patens en medio 
suplementado con NaCl 150 mM, inoculado con agua destilada estéril (izquierda) o con esporas de 
C. gloeosporioides (24 hpi, centro; 48 hpi, derecha). (D) P. patens en medio suplementado con 
Sorbitol 150 mM (Sorb), inoculado con agua destilada estéril (izquierda) o con esporas de C. 
gloeosporioides (24 hpi, centro; 48 hpi, derecha). La barra de escala horizontal representa 100 µm y 
la barra vertical indica 1 cm. (E-G) Medición del daño celular mediante tinción con azul de Evans de 
colonias de P. patens durante la infección con C. gloeosporioides en medio suplementado con 
diferentes solutos (E: NaCl, F: Glucosa, G: Sorbitol). Los datos se expresaron como la densidad 
óptica (DO) a 600 nm por miligramo de peso seco. Los valores en la gráfica corresponden a seis 
réplicas independientes del musgo con su media y desviación estándar, las letras indican diferencias 
estadísticamente significativas (p ≤ 0,01; n = 6). 

150 mM de NaCl no es una concentración tóxica de sal para P. patens (Zvanarou 

et al., 2020), y por su parte C. gloeosporioides es capaz de crecer en PDA-NaCl 1,5 

M, aunque con algunas restricciones en el crecimiento y cambios en el fenotipo de 

la colonia del hongo. El estrés salino induce en P. patens la expresión de genes 

relacionados con la defensa, y la producción de ROS (Xiaoqin Wang et al., 2008; F. 
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Xiao et al., 2021). La producción de ROS es una de las principales estrategias de 

defensa de P. patens frente a C. gloeosporioides, el aumento de las 

concentraciones de ROS debido a la respuesta al estrés salino, puede provocar la 

inducción de la respuesta de hipersensibilidad, lo que conduce a la muerte celular 

programada y por tanto, favorece el desarrollo de la infección (Otero-Blanca et al., 

2021). Además, se ha reportado que el estrés salino provoca daños al ADN en P. 

patens (Zvanarou et al., 2020). 

7.5.2. Infección bajo estrés osmótico 

Los azúcares actúan no solo como sustratos para el metabolismo de las plantas, 

sino que también tienen un papel fundamental en las vías de señalización. La 

señalización de glucosa ha sido ampliamente estudiada en plantas vasculares como 

A. thaliana, donde se ha visto que existen receptores acoplados a proteína G en la 

superficie celular capaces de detectar la glucosa extracelular (Cheng et al., 2002). 

También ha sido demostrado que la hexoquinasa 1 y algunas isoformas de esta 

presentes en mitocondrias, cloroplastos y núcleo, juegan un papel central en la 

regulación de procesos como la fotosíntesis o el desarrollo celular determinado al 

interactuar con glucosa o glucosa-6-fosfato (Ramon et al., 2008). Sin embargo, 

estos mecanismos no se encuentran tan ampliamente descritos en especies no 

vasculares como las briofitas (Chamorro-Flores et al., 2020).  

El sorbitol es un alditol que se encuentra en las plantas superiores, sin embargo, el 

sorbitol se ha considerado un no metabolito porque es metabólicamente más inerte 

que otros sacáridos en las plantas (H. L. Wang et al., 1999). La presencia de glucosa 

o sorbitol en el medio constituye un estrés osmótico para P. patens, aunque se ha 

visto que el musgo posee mecanismos adaptativos para tolerar este tipo de estrés 

(Frank et al., 2005; Thelander et al., 2005). Cuando C. gloeosporioides infecta 

colonias de P. patens que se encuentran bajo estrés osmótico, se pueden apreciar 

síntomas más severos en las colonias y en los filidios del musgo (Figura 11B y D). 

También se aprecia que el crecimiento del hongo es mayor cuando el medio está 

suplementado con glucosa Figura 11B, debido a que probablemente el hongo esté 

incorporando el azúcar directamente al metabolismo primario.  
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Por otra parte, al analizar el daño celular producido por C. gloeosporioides en estas 

condiciones (Figura 11F y G), se puede apreciar que hay muy poca diferencia entre 

la infección que transcurre en presencia de glucosa o sorbitol, mientras sí hay una 

notable diferencia entre estas y la infección en presencia de NaCl. Las implicaciones 

de la glucosa en las vías de señalización celular de la planta no parecen afectar el 

proceso de infección ni la respuesta de defensa del musgo. Por otra parte, vemos 

que, aunque a las 24 hpi se observa más daño celular en las colonias de musgo 

que fueron infectadas en presencia de glucosa o sorbitol respecto al control que se 

inoculó en un medio libre de suplementos, a las 48 hpi no hay diferencias 

estadísticamente significativas (p ≤ 0,01) entre estos dos tratamientos. 

El estrés por salinidad (NaCl) durante la infección por C. gloeosporioides, tiene un 

mayor impacto en el desarrollo de la infección que el estrés osmótico que provoca 

la presencia de glucosa o sorbitol en el medio (Figura 11).  

7.6. Obtención del transcriptoma de Colletotrichum gloeosporioides durante 

su interacción con Physcomitrium patens. 

Se realizó la extracción de ARN a las colonias de C. gloeosporioides, así como a 

las muestras de P. patens infectado con el hongo a las 8 y 24 hpi. Para verificar la 

integridad de las muestras de ARN primeramente se realizó una electroforesis en 

gel de agarosa al 1% (Figura 12). En todas las muestras se pueden apreciar bandas 

íntegras, sin evidencia de ARN degradado en los carriles. Por otra parte, se estimó 

la concentración de las muestras de ARN y su calidad mediante cromatografía de 

líquidos en columna capilar para determinar el RIN. La concentración y calidad de 

las muestras superó los estándares requeridos (RIN > 6) para continuar con la 

secuenciación, como se puede apreciar en la Tabla 6. 
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los ARN correspondientes a las muestras del 

transcriptoma. (A) controles, ARN extraído de colonias de C. gloeosporioides crecidas sobre celofán 

en PDA. (B, 4-6) muestras de ARN extraído de colonias de P. patens infectadas con C. 

gloeosporioides a 8 hpi y (B, 7-9) 24 hpi. 

Tabla 6: Valores de concentración y RIN de las muestras de ARN. 

Muestra Concentración (ng/μL) RIN 

P. patens/C. gloeosporioides (8h)-1 441,392 8,5 

P. patens/C. gloeosporioides (8h)-2 408,390 8,0 

P. patens/C. gloeosporioides (8h)-3 309,451 8,6 

P. patens/C. gloeosporioides (24h)-1 779,965 8,7 

P. patens/C. gloeosporioides (24h)-2 532,334 8,6 

P. patens/C. gloeosporioides (24h)-3 438,215 9,2 

C. gloeosporioides 1 70,648 9,5 

C. gloeosporioides 2 180,448 9,6 

C. gloeosporioides 3 154,459 9,4 
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7.7. Análisis de los perfiles de expresión diferencial de Colletotrichum 

gloeosporioides durante la interacción con Physcomitrium patens. 

Las secuencias obtenidas luego de la secuenciación contaban con un total de 

lecturas entre 44,6 y 54,1 M por muestra, con Q20 > 97,5%. 

7.7.1. Análisis de calidad de las secuencias de RNA-seq obtenidas. 

El control de calidad de las lecturas obtenidas mediante RNA-seq involucra ciertos 

parámetros entre los que se encuentran: el análisis de calidad de las secuencias, el 

contenido de GC en las muestras, la presencia de adaptadores, así como de 

secuencias sobrerrepresentadas con el objetivo de detectar posibles errores en la 

secuenciación. En cuanto a la calidad de las secuencias, este análisis reveló que 

todas las secuencias tenían una calidad superior a 30 en la escala Phred (Figura 

13), lo cual es aceptable teniendo en cuenta que el mínimo sugerido para el análisis 

de secuencias es 20. 

 

Figura 13. Media de la calidad de secuencia por posición de las lecturas. Gráfica obtenida con el 

software MultiQC a partir de los datos obtenidos del FastQC. 

Aunque la calidad de las secuencias recibidas fue buena, en el análisis de calidad 

se encontraron algunos parámetros a mejorar. Las secuencias mantenían los 

adaptadores (Illumina Universal Adpater), un alto contenido de GC y una gran 

cantidad de secuencias sobrerrepresentadas (más de la mitad de las muestras con 

más del 5% de secuencias sobrerrepresentadas) (Figura 14, A-C). Por este motivo 
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se decidió realizar un preprocesamiento de las lecturas y así mejorar la calidad de 

estas para los análisis posteriores (Figura 14, D-F). 

 

Figura 14. Resultados obtenidos del análisis de calidad con el software FasQC y procesados con 

MultiQC. (A-C) Resultados del análisis de calidad de las secuencias crudas. (D-F) Resultados del 

análisis de calidad de las secuencias procesadas. (A y D) Secuencias sobrerrepresentadas. (B y E) 

Contenido de adaptadores. (C y F) Contenido de GC. 
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7.7.2. Ensamblaje de novo. 

Las lecturas preprocesadas y con la calidad requerida fueron ensambladas para 

producir unigenes usando el programa Trinity. Se obtuvo un total de 39442 

transcritos, donde el 50% de las bases ensambladas se ensamblaron en contigs de 

al menos 2989 bases de longitud. Los aspectos importantes de las características 

del transcriptoma se presentan en la Tabla 7. Luego del ensamblaje, se realizó la 

anotación funcional de los genes, del total de genes ensamblados se anotó el 

81,4%. 

Tabla 7: Estadísticas del ensamblaje de novo del transcriptoma. 

Total de genes 26576 

Total de transcritos 39442 

Media del largo de los contigs 1063 

Promedio de contigs 1671,31 

Total de bases ensambladas 65919887 

Contig N10 6426 

Contig N20 4988 

Contig N30 4105 

Contig N40 3535 

Contig N50 2989 

% de GC 54,89 % 

 

7.7.3. Análisis de expresión diferencial. 

El análisis de expresión diferencial se realizó en el programa Blast2GO, que realiza 

este análisis basado en los códigos de EdgeR.  Primeramente, se eliminaron los 

genes con valores de expresión inferiores a 1 conteo por millón lecturas (CPM < 1). 

La mayor sensibilidad de las tecnologías basadas en RNAseq a menudo conduce a 

que se vean reflejados en los resultados, genes que exhiben niveles de expresión 

muy bajos, cuya importancia biológica podría ser cuestionable (Perroud et al., 2018), 

Por otra parte, este filtrado aumenta la fortaleza estadística de la predicción de 

genes diferencialmente expresados (Conesa et al., 2016). Este filtrado permite 

homogenizar los niveles de lecturas por transcrito en las muestras, reduciendo la 

variabilidad asociada al conteo, lo que previene la aparición de falsos positivos. La 

eliminación de estos transcritos no afecta los genes identificados como 

diferencialmente expresados por los métodos utilizados posteriormente. 
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El nivel de expresión esperado de cada transcrito está limitado por la profundidad 

de secuenciación o el número total de lecturas, que está predeterminado por el 

diseño experimental y el presupuesto antes de la secuenciación. Dado un recuento 

total de lecturas fijo, los transcritos expresados a más altos niveles tendrán una 

mayor proporción de lecturas totales. EL nivel de expresión de los transcritos dentro 

de cada muestra depende del resto de transcritos presentes (Rapaport et al., 2013), 

por tanto, los transcritos expresados a niveles más altos tendrán una sobrestimación 

de lecturas totales (Xiaohong Li et al., 2017). Por otra parte, dentro de cada librería 

los ARNs más largos van a tener asociadas más lecturas que los cortos, aunque 

tengan un nivel de expresión similar, debido a la fragmentación. Todos estos 

factores afectan los valores de expresión diferencial. Para reducir la influencia de 

estos sesgos en los resultados, hay que realizar normalizaciones. En este caso, 

hemos utilizado el método TMM, pues tiene en cuenta todos los factores 

mencionados anteriormente y garantiza que las distribuciones de expresión de cada 

muestra sean similares en todo el experimento. 

En la Figura 15 se puede observar el efecto de la normalización mediante el método 

TMM en la distribución de las secuencias. En el análisis de escalado 

multidimensional (MDS, por sus siglas en inglés Multidimensional Scaling) se 

observa que las réplicas de cada muestra se agrupan entre sí mientras que las 

diferentes muestras se encuentran distantes unas de otras (Figura 15, A y B) 

aunque o se observan grandes diferencias entre las secuencias sin normalizar y 

normalizadas. El efecto de la normalización se puede apreciar mejor en la 

distribución de las secuencias de cada librería alrededor de la media (Figura 15, C 

y D).  
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Figura 15. Efecto de la normalización con el método TMM sobre las muestras. (A y C) secuencias 

sin normalizar, (B y D) secuencias normalizadas. (A y B) Gráfico de escalamiento multidimensional. 

(C y D) Diagrama de cajas de la distribución de las secuencias de cada librería. 

Para realizar el análisis de expresión diferencial se compararon las muestras de 8 

hpi y 24 hpi respecto al control, los resultados se pueden apreciar en la Figura 16. 

La mayor reprogramación transcripcional se observó a las 8 hpi con 1343 transcritos 

diferencialmente expresados (DE), de los cuales 531 estaban regulados 

positivamente y 812 regulados negativamente. A las 24 hpi había 408 transcritos 

regulados positivamente y 539 negativamente, para un total de 947 secuencias DE.  
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Figura 16. Gráficas de diferencia de medias para valores de expresión diferencial: │logFC│≥ 2 

(líneas azules horizontales) y FDR ≤ 0,05 (puntos rojos). (A) Expresión diferencial a 8 hpi respecto 

al control. (B) Expresión diferencial a 24 hpi respecto al control.  

En la Figura 17 se puede observar la distribución de los transcritos DE entre las 

diferentes comparaciones realizadas. En la Figura 17A se puede apreciar que del 

total de secuencias DE, 719 coinciden en ambas muestras, lo que quiere decir que 

más de la mitad de los transcritos que se expresan diferencialmente a las 8 hpi, se 

mantienen DE a las 24 hpi. De los 531 transcritos sobreexpresados a 8 hpi, 322 

continúan DE a 24 hpi, lo que representa el 60,6 % de los transcritos 

sobreexpresados a 8 hpi y el 78,9 % de los transcritos sobreexpresados a 24 hpi 

(Figura 17B).  
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Figura 17. Distribución de los genes diferencialmente expresados entre las diferentes 

comparaciones. (A) Gráfica de la distribución de intervalos de coincidencias entre las comparaciones 

con todos los transcritos diferencialmente expresados. (B) Diagrama de Venn de los transcritos 

sobreepresdos en cada una de las comparaciones. 

7.7.4. Análisis de enriquecimiento de GO 

Se realizó el análisis de enriquecimiento de ontología de genes (GO) a los conjuntos 

de transcritos sobreexpresados a 8 y 24 hpi. En la Figura 18 se observan los 

procesos biológicos enriquecidos en estos conjuntos. Algunos de estos procesos 

como el metabolismo de molécula pequeñas, metabolismo de ATP y generación de 

energía y transporte de iones/cationes, se mantienen enriquecidos a ambos 

tiempos. 
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Figura 18. Análisis de enriquecimiento de GO para los genes sobreexpresados a 8 y 24 hpi. Los 

procesos biológicos más significativos se representan y ordenan según su enriquecimiento. El 

tamaño de cada barra indica el número de transcritos asociados al proceso y el color indica la 

magnitud del enriquecimiento según la escala superior. Los círculos verdes marcan los procesos 

comunes para 8 y 24 hai, mientras que los círculos rojos indican procesos enriquecidos 

exclusivamente en 8 hai y los círculos azules indican procesos exclusivos de 24 hai. El color. 

El metabolismo de moléculas pequeñas puede estar relacionado con la producción 

de efectores por parte del hongo. La liberación de efectores es una característica 

presente en numerosos patógenos. Los patógenos tienen éxito a través del 

despliegue espaciotemporal de una gama notablemente diversa de proteínas 

efectoras para controlar las respuestas inmunitarias de las plantas, y las especies 

del género Colletotrichum no son la excepción (Irieda et al., 2014; Kleemann et al., 

2012; Ryder & Talbot, 2015; M. Wang et al., 2018).  

También se puede ver que el metabolismo de carbohidratos es uno de los procesos 

biológicos enriquecidos (Figura 18). Durante la patogénesis el hongo libera CWDE 

que liberan residuos de carbohidratos como resultado de la degradación de la 
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celulosa, pectina y otros componentes de la pared celular de la planta. El hongo emplea 

estos carbohidratos en su metabolismo para la obtención de energía. El enriquecimiento 

en el metabolismo de carbohidratos se ha visto en C. gloeosporioides durante la 

infección de plantas vasculares como S. lycopersicum y F. annanasa (Alkan et al., 2015; 

L. Zhang et al., 2018). 

Otro proceso enriquecido es la regulación de la transcripción. Durante la infección, 

el patógeno se encuentra en constante intercambio con el hospedero, y la 

regulación de la transcripción es fundamental para contrarrestar la respuesta de 

defensa de la planta. Como consecuencia, también están enriquecidos varios 

procesos biológicos relacionados con el metabolismo de proteínas, tanto a 8 como 

a 24 hpi. Esto puede estar relacionado con la amplia síntesis de proteínas 

relacionadas con las diferentes fases de la infección (Alkan et al., 2015). 

También se encuentran enriquecidos en ambos tiempos varios procesos 

relacionados con el metabolismo de ATP, lo cual tiene sentido teniendo en cuenta 

que el hongo requiere abundante energía tanto para la germinación como para la 

colonización de los tejidos del musgo. Asimismo, se encuentra enriquecido en 

ambos tiempos de infección el metabolismo de ácidos orgánicos, lo cual puede estar 

relacionado con la generación de energía puesto que varios transcritos relacionados 

con el ciclo de los ácidos tricarboxílicos se encuentran sobreexpresados. 

Asimismo, se encuentran enriquecidos varios procesos relacionados con el 

transporte de iones y específicamente de cationes. Esto puede estar relacionado 

con el transporte de amonio, una característica destacada de la patogénesis de C. 

gloeosporioides, secreta grandes cantidades de amonio para alcalinizar el medio, lo 

que contribuye a la formación del apresorio y la patogénesis (Miyara et al., 2010).  

A 8 hpi se observa enriquecido también el metabolismo de ARN no codificante 

(ARNnc). Los hongos patógenos pueden usar ARNnc para regular la expresión de 

genes relacionados con la patogénesis y también pueden transferir pequeños 

ARNnc dentro del huésped para suprimir los genes de inmunidad del huésped y 

aumentar la virulencia (Dhingra, 2020). A las 24 hpi se encuentra enriquecido el 

proceso de metilación. La metilación de histonas está asociada con diversos 
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procesos biológicos que van desde la regulación transcripcional hasta el 

silenciamiento epigenético mediante el ensamblaje de heterocromatina (Rice & Allis, 

2001). Este proceso también se encuentra enriquecido durante la fase necrotrófica 

de infección de C. gloeosporioides en S. lycopersicum (Alkan et al., 2015). 

7.7.5. Análisis de genes sobreexpresados en Colletotrichum gloeosporioides. 

Durante el proceso de infección algunas funciones tienen una influencia más directa 

en la exitosa invasión de los tejidos del hospedero. En la Figura 19 se muestran los 

transcritos sobreexpresados correspondientes a varias funciones relevantes en el 

proceso de infección. 
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Figura 19.  Expresión diferencial de transcritos en C. gloeosporioides durante la infección de P. 

patens. (A) Genes involucrados en la degradación de la pared celular del musgo (CWDE), 

relacionados con la patogénesis y la transcripción. amy: alfa-amilasa 2; begl: beta-1,3-

endoglucanasa; xyn: xylanasa; hyd: hidrolasa asociada a pared celular; pga: 

endopoligalacturonasa; glcl: glucan 1,3–beta-glucosidasa; abr: lacasa abr2; lgd: L-galactonato 

dehidratasa; glg: ligninasa LG5; gaaC: L-threo-3–deoxy-hexylosonato aldolasa; mco: oxidasa 

multicobre; aguA: alfa glucoronidasa; rhgB: rhamnogalacturonasa; cfem: proteína con dominio 

CFEM; mep_npl: metaloproteínasa Npl extracelular; nep: proteína inductora de etileno y necrosis; 

mth: metalotioneína; snod: proteína SnodProt1; pepA-like: endopeptidasa aspártica similar a 

aspergilopepsina A; scd: scitalona dehidratasa; cipC-like: proteína de respuesta a antibióticos 

similar a CipC; pep: dipeptidasa B; m61-like: peptidasa con dominio m61; pgda: peptidoglicano-N-

acetilglucosamina desacetilasa; ssp: proteína pequeña secretada; ger: proteína germinadora de 

esporas; c6zfd: proteína con dominio de dedos de Zinc C6; rna-pol: ARN polimerasa; hox: proteína 

con dominio homeobox; hya/rna-bp: proteína de unión a hialuronano/ mARN; nirA: factor de 

transcripción de asimilación de nitrógeno nirA; reg: proteína reguladora de la transcripción; rrt: 

proteína 15 reguladora de la transcripción del rADN; acu: proteína reguladora de la transcripción 

acu-15. (B) Genes involucrados con el transporte, ROS, el metabolismo del nitrógeno, la producción 

de toxinas y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA). mfsd: transportador de la superfamilia 

facilitadora principal; mip: proteína canal de la familia MIP (Major Intrinsic Protein); stl: transportador 

de glucosa STL1; unc93-like: proteína similar a UNC93; qup: quinato permeasa; adh_GroES-like: 

alcohol deshidrogenasa similar a GroES; cox: citocromo oxidasa COX1; cyp450_TBP: citocromo 

P450_Proteína de unión a TATA (TBP); oxred: oxidoreductasa; diox: dioxigenasa extracelular. rida: 

2-iminobutanoato/2-iminopropanoato deaminasa; nta: amidasa; amt: transportador de amonio; gdh: 

glutamato deshidrogenasa NADP-específica; nia: nitrato reductasa; nii: nitrito reductasa; aflH: 5'-

hidroxiaverantin deshidrogenasa; aurS: proteína S del grupo de biosíntesis de aurofusarina; aurF: 

monooxigenasa aurF; atr: citocromo P450 monooxigenasa ATR2; zeb: oxidorreductasa de unión a 

FAD ZEB1; fsa: metiltransferasa fsa4; ustP: proteína ustP de la familia de peptidasas S41; pks: 

policétido sintasa PKS2; sat-sc1: proteína 4 del grupo de biosíntesis de satratoxina SC1; sdr: 

deshidrogenasa/reductasa de cadena corta SDR; ttu: tartrato deshidrogenasa/decarboxilasa TtuC’; 

suc-lig: succinato-CoA ligasa; pyrDH: piruvato deshidrogenasa subunidad E1; mic: proteína 

transportadora 2-oxoglutarato/malato; dlst: dihidrolipoilisina-residuo succiniltransferasa componente 

del complejo 2-oxoglutarato deshidrogenasa; mdh: malato deshidrogenasa; cit: citrato sintasa. La 

línea punteada vertical indica un logFC = 2. 
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a. Enzimas degradadoras de la pared celular (CWDE). 

La Figura 19A muestra que desde las 8 hpi se encuentran sobreexpresadas 11 

CWDE. Algunas de las CWDE que se encontraron sobreexpresadas a las 8 hpi no 

se observaron diferencialmente expresadas a las 24 hpi (xyn, glg y aguA), aunque 

en esta etapa tardía vemos otras que no estaban sobreexpresadas a 8 hpi (mco y 

rhgB). Además, de manera general, a 24 hpi se pueden apreciar un mayor número 

de secuencias de CWDE sobreexpresadas. Las CWDEs juegan un papel importante 

en la patogénesis y descomposición del tejido del hospedero, y se han encontrado 

también sobreexpresadas en C. gloeosporioides durante la infección de plantas 

vasculares (Alkan et al., 2015; L. Zhang et al., 2018). Aunque en la etapa temprana 

de la infección aún no se ha desencadenado la fase de necrosis, se ha visto que 

desde el poro del apresorio se liberan CWDEs (Howard & Valent, 1996) 

probablemente para facilitar la penetración de la superficie del hospedero. Estas 

enzimas extracelulares son factores de virulencia potenciales que podrían 

desempeñar un papel importante para facilitar el crecimiento de las hifas al suavizar 

los tejidos del hospedero y hacer que el material vegetal complejo quede disponible 

para el consumo (Reboledo, Agorio, Vignale, Batista, et al., 2021). 

b. Transcritos relacionados con la patogénesis. 

En la Figura 19A también se puede apreciar que muchas secuencias de genes 

relacionados con la patogénesis están sobreexpresadas. Entre las que se 

encuentran exclusivamente a 8 hpi está mth, una metalotioneína que ha sido 

reportada como un transportador vacuolar de cobre altamente expresado en 

esporas y que está involucrado en la germinación y patogenicidad de C. 

gloeosporioides (Barhoom et al., 2008). Otra secuencia sobreexpresada solo a 8 hpi 

es scd, que codifica la proteína scitalona dehidratasa (Figura 19A). Esta proteína 

forma parte de la vía de síntesis de melanina (P. Zhang et al., 2017) y también se 

encuentra sobreexpresada en C. gloeosporioides durante la fase de formación del 

apresorio en la infección de S. lycopersicum (Alkan et al., 2015). Por último, a 8 hpi 

también están sobreexpresados transcritos que codifican para una proteína de 

germinación de esporas (ger). 
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De los transcritos relacionados con la patogénesis sobreexpresados solo a 24 hpi, 

los de mayor expresión corresponden a una proteína inductora de necrosis y etileno: 

nep. Este es un factor de virulencia presente en varios hongos patógenos (Gijzen & 

Nürnberger, 2006; Oome & Van den Ackerveken, 2014). Esta proteína desestabiliza 

las membranas plasmáticas de las plantas, lo que provoca la muerte de las células 

vegetales (Azmi et al., 2018). Es probable que esta sea una estrategia del hongo 

para inducir la muerte celular programada en el musgo para beneficio propio.  

A 24 hpi también se sobreexpresa la secuencia codificadora la proteína Snod1. Este 

es otro factor de virulencia secretado por el hongo y se ha demostrado que es capaz 

de inducir la síntesis de ROS en plantas de algodón (Gossypium arboreum L., Y. 

Zhang et al., 2017). Otras secuencia regulada positivamente a 24 hpi es ssp, que 

codifica para una pequeña proteína secretada (SSP por sus siglas en inglés: Small 

Secreted Protein). Las SSP por lo general tienen función de efector, contrarrestando 

las respuestas de defensa de la planta (Jeyaraj et al., 2019). También está 

sobreexpresado el transcrito que codifica para la proteína mep_npl, una 

metaloproteinasa (contiene un átomo de zinc) secretada que permite la asimilación 

de sustratos proteicos y cuyo pH óptimo es de 7.5, de ahí que se denomine 

proteinasa neutra (NP por sus siglas en inglés). Esta proteinasa y otras 

pertenecientes a la misma familia son esenciales en la degradación de proteínas de 

soya durante la fabricación de la salsa de soya mediante la fermentación con 

Aspergillus oryzae (Hu et al., 2020). Es probable que durante la necrosis el hongo 

degrade las proteínas del musgo mediante este tipo proteinasas.  

Asimismo, se encuentran sobreexpresados a 24 hpi exclusivamente, varios 

transcritos que codifican para la peptidoglicano-N-acetilglucosamina desacetilasa 

(pgda). Esta enzima cataliza la desacetilación de residuos de N-acetil glucosamina 

(GlcNAc) de la quitina presente en las paredes celulares del hongo. Esta es una 

estrategia de C. gloeosporioides para evadir la respuesta inmune de la planta que 

es fuertemente inducida por la quitina. Se reportó que durante la infección de F. 

annanasa, C. gloeosporioides sobreexpresó un factor de virulencia (Ecp6) capaz de 
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secuestrar los oligosacáridos de quitina para prevenir la respuesta inmune de la 

planta (L. Zhang et al., 2018). 

Otros transcritos relacionados con la patogénesis se observaron sobreexpresados 

en ambos tiempos de muestreo. Entre estos se encuentra la secuencia que codifica 

para una proteína con dominio CFEM. Las proteínas con este dominio son proteínas 

de membrana. El dominio CFEM es un dominio específico de hongos que contiene 

ocho cisteínas y se encuentra en algunas proteínas con funciones propuestas en la 

patogénesis fúngica (Kulkarni et al., 2003). Otra secuencia regulada positivamente 

en ambos tiempos de muestreo es la que codifica para una proteína tipo cipC. Esta 

es una proteína citoplasmática monomérica relacionada con la proliferación de las 

hifas, en A. fumigatus se reportó que esta proteína está relacionada con el 

crecimiento invasivo de durante la infección (Bauer et al., 2009). También se 

encontraron varias peptidasas reguladas positivamente tanto a 8 como a 24 hpi 

(pepA-like, pep, m61-like). Las peptidasas son factores de virulencia involucrados 

en la invasión y patogenicidad del tejido del hospedero. La peptidasa m61 es una 

glicil aminopeptidasa secretada cuya función principal se cree que es la degradación 

de proteínas extracelulares, lo que permite la absorción eficiente de aminoácidos 

esenciales (Byun & Blinkovsky, 2004). Por otra parte, se ha visto que las especies 

de Colletotrichum con mayor rango de hospederos cuentan con más secuencias de 

peptidasas en su genoma, por lo que estas enzimas deben estar estrechamente 

relacionadas con la patogénesis (Alkan et al., 2013). 

c. Secuencias relacionadas con la transcripción. 

Durante la infección de P. patens ocurren varios procesos significativos en C. 

gloeosporioides entre los que podemos mencionar la germinación de las esporas, 

la respuesta a las defensas del musgo y la proliferación. Para cumplir con estas 

funciones el hongo debe regular la expresión de múltiples genes en el momento 

preciso. Tanto a 8 como a 24 hpi se pudieron encontrar en C. gloeosporioides varios 

transcritos reguladores de la transcripción diferencialmente expresados. Uno de los 

transcritos con expresión más elevada es la ARN polimerasa (rna-pol) para cumplir 

con la demanda transcripcional que requiere el hongo en las diferentes etapas de la 
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infección. También se encuentran sobreexpresadas secuencias que codifican para 

proteínas activadoras de la transcripción (reg, rrt, acu; Figura 19A). Una proteína 

con dominio de dedos de zinc C6 (c6zfd) se encuentra regulada positivamente a las 

8 hpi. La subclase Zn(2)-Cys6 (C6) de proteínas con dedos de zinc es un grupo 

exclusivo de reguladores transcripcionales asociados con múltiples procesos 

fisiológicos, incluidos el desarrollo y la patogenicidad en hongos (Mahanty et al., 

2022). En 2022 Hsieh et al. reportaron que la ausencia de una proteína 

perteneciente a esta familia reducía significativamente la virulencia de 

Colletotrichum scovillei durante la infección de plantas de chile (Capsicum spp.).  

Entre las secuencias relacionadas con la transcripción que se encuentran activadas 

exclusivamente a 8 hpi se encuentran varios transcritos que codifican para factores 

de transcripción tipo Homeobox (hox). Los factores de transcripción homeobox 

desempeñan funciones clave en el desarrollo de todos los eucariotas, como la 

regulación de la proliferación celular, la diferenciación, la adhesión, la migración y 

la regulación del destino celular (Mishra & Saran, 2015). En hongos se han 

reportado dos clases de este tipo de factores de transcripción: M-ATYP y CUP 

(Bürglin, 1997). Dado que este factor de trascripción está activado en la etapa 

temprana de la infección es probable que esté involucrado en la adhesión y/o 

proliferación celular. 

También se encuentra sobreexpresada durante toda la infección una secuencia que 

codifica para una proteína de unión a hialuronano y ARNm (hya/rna-bp). Este tipo 

de proteínas participa en la estabilización del ARNm maduro en el citoplasma de las 

células animales (Schönberger et al., 2012). Además, se ha reportado que una 

proteína de unión a hialuronano y ARNm se encuentra sobreexpresada en varias 

especies de hongos durante las etapas tempranas de la podredumbre marrón (J. 

Zhang et al., 2019). En este transcriptoma, el nivel de expresión de estas secuencias 

disminuye de 8 a 24 hpi, probablemente porque son necesarias sólo durante la 

etapa temprana de la infección. 

El factor de transcripción de asimilación de nitrógeno nirA es un gen regulador 

específico de la ruta de asimilación de nitrato que activa la transcripción de nitrato y 
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nitrito reductasas (F. F. Fu et al., 2020). En el transcriptoma de C. gloeosporioides 

se encuentra activada la secuencia que codifica para este factor de transcripción. 

El metabolismo del nitrógeno es muy importante en C. gloeosporioides durante la 

infección ya que este hongo se caracteriza por alcalinizar el medio durante este 

proceso, y dicha alcalinización se logra mediante la excreción de amonio (Alkan et 

al., 2013).  

d. Transcritos relacionados con el transporte. 

En la Figura 19B se puede apreciar que hay cuatro transportadores 

sobreexpresados a 8 hpi y dos a 24 hpi. Los de mayor expresión diferencial (stl) son 

de la familia de los transportadores STL1. Este transportador realiza un simporte de 

protones, y se ha relacionado con la adquisición de glicerol y la osmosensibilidad 

en especies del género Saccharomyces (Zemančíková et al., 2019). Otro 

transportador de azúcares, qup (quinato permeasa), también está sobreexpresado 

a 8 hpi. El quinato puede servir como única fuente de carbono para varios hongos y 

la vía se ha estudiado en detalle en Neurospora crassa (Geever et al., 1989) y 

Aspergillus nidulans (Lamb et al., 1990). El ácido quínico es un poliol cíclico, cuya 

vía de síntesis comparte enzimas e intermediarios con la ruta del shikimato y los 

fenilpropanoides (Clifford et al., 2017). En un estudio realizado durante la fase de 

formación del apresorio de Magnaporte oryzae, también se encontró 

sobreexpresado el gen de la quinato permeasa y los investigadores sugieren que el 

hongo invasor puede modular el metabolismo del huésped para desviar metabolitos, 

como el dehidroquinato y el dehidroshikimato, que se comparten entre las vías del 

quinato y el shikimato para producción de quinato, lo que reduce la producción de 

fenilpropanoides en el hospedero (Soanes et al., 2012). Esto podría indicar que el 

hongo se prepara para la invasión de tejidos del hospedero desde fases tempranas 

de la infección. 

También estás sobreexpresadas varias secuencias de las superfamilia facilitadora 

principal (MFS, por sus siglas en inglés: Major Facilitator Superfamily). Estos 

transportadores constituyen el grupo más grande de proteínas de membrana activas 

secundarias y se encuentran en todos los reinos de la vida (Reddy et al., 2012). En 
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patógenos de plantas, han sido relacionados con la excreción de compuestos 

vegetales que son tóxicos para el patógeno y que son producidos por el huésped 

como estrategia defensiva. Estos transportadores contribuyen a la virulencia y son 

especialmente útiles para patógenos que poseen una amplia gama de huéspedes 

(VanEtten et al., 2001), como es el caso de C. gloeosporioides. 

Solamente a 8 hpi se encuentran sobrexpresados los transportadores tipo proteína 

UNC93 y MIP (del inglés Major Intrinsic Protein). La proteína UNC93 es uno de los 

componentes de un canal de potasio de dos poros (Perez de la Cruz et al., 2003), 

mientras que los transportadores MIP pertenecen a una gran familia de proteínas 

que se pueden agrupar en tres categorías funcionales: acuaporinas transportadoras 

de agua, acuagliceroporinas que confieren preferentemente permeabilidad a los 

solutos (por ejemplo, glicerol y amoníaco) y acuagliceroporinas bifuncionales que 

pueden facilitar una transferencia eficiente de agua y solutos (Nehls & Dietz, 2014). 

El hecho de que la secuencia codificadora para esta proteína se encuentre 

sobreexpresada en la fase temprana de la infección puede estar relacionada con la 

acumulación de glicerol que se produce en el apresorio (Alkan et al., 2015). Aun 

cuando a las 8 hpi no se han formado los apresorios sobre los tejidos de P. patens, 

es probable que las células se estén preparando para este momento inminente. Por 

otra parte, se ha reportado que la absorción de agua es fundamental para la 

germinación de esporas (Turgeman et al., 2016), proceso que ocurre alrededor de 

las 6 y media hpi (Figura 6), muy cercano al tiempo de muestreo. 

d. Transcritos relacionados con el metabolismo de ROS. 

La producción de ROS es una de las estrategias que emplea P. patens para 

defenderse de diferentes tipos de patógenos (Ponce De León et al., 2012). En la 

respuesta de defensa de la planta estas ROS poseen un rol dual pues tienen un 

efecto antimicrobiano directo y, además, actúan como moléculas de señal local y 

sistémica (Waszczak et al., 2018). Para que el proceso de infección sea exitoso el 

hongo debe lidiar con estas ROS y evitar que resulten tóxicas para sí mismo, y 

también las usa en beneficio propio haciendo que estas induzcan en la planta una 

muerte celular programada y así pasar a la fase necrotrófica de la infección. Por otra 
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parte, también se ha reportado que la producción de ROS es necesaria para la 

germinación de los conidios y la formación del apresorio (Xiaolian Wang et al., 

2021), por lo que podemos ver que este proceso se encuentra regulado 

positivamente tanto a 8 como a 24 hpi. 

e. Transcritos relacionados con el metabolismo del nitrógeno. 

Como se mencionó anteriormente (sección 7.6.5.c), el metabolismo del nitrógeno 

juega un papel importante en el desarrollo de la infección de C. gloeosporioides y a 

lo largo del tiempo de infección se pueden ver varios transcritos relacionados con 

esta función regulados positivamente. A 8 hpi se encuentran sobreexpresadas 

secuencias que codifican para una amidasa (nta), así como para nitrito y nitrato 

reductasas (nii y nia respectivamente). Las amidasas están involucradas en la 

liberación de NH4
+ a partir de amidas (Wu et al., 2020), mientras que las nitrito y 

nitrato reductasas están involucradas en la vía de asimilación del nitrógeno (Milton 

& Minteer, 2017). Por otra parte, a 24 hpi se encuentra regulada positivamente una 

deaminasa que está involucrada en la liberación de amonio a partir de enamina / 

imina (Lambrecht et al., 2012).  

Asimismo, se encuentran sobreexpresadas tanto a 8 como a 24 hpi las secuencias 

que codifican para la glutamato deshidrogenasa (gdh) y un transportador de amonio 

(amt).  La GDH es una de las principales responsables de la producción de amonio 

en C. gloeosporioides y contribuye a la alcalinización del medio durante la infección 

(Miyara et al., 2012). La expresión de este gen está inhibida por el factor de 

transcripción pacC, (Alkan et al., 2013), que en el caso de la infección en P. patens, 

se encuentra regulado negativamente (logFC = -4,89 a 8 hpi; logFC = -5,16 a 24 

hpi). Se ha reportado que la producción de amonio como consecuencia de la 

expresión de la GDH y su exportación por parte del transportador de amonio 

contribuyen a la acumulación de este en el medio y así a la patogenicidad de C. 

gloeosporioides (Miyara et al., 2010). 



84 
 

f. Transcritos relacionados con la producción de toxinas 

Los hongos fitopatógenos sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios, 

algunos de los cuales se sabe que son tóxicos para las plantas y pueden ser 

específicos para un hospedero o tener un amplio rango de acción, y se consideran 

factores de virulencia importantes para el desarrollo de la infección (D’Mello & 

MacDonald, 2010; Howlett, 2006). Durante la infección de P. patens, se encuentran 

sobreexpresadas en C. gloeosporioides varias secuencias relacionadas con la 

producción de toxinas (aflatoxina (aflH), aurofusarina (aurS y aurF), atranona (atr), 

zearalenona (zeb), equisetina y fusarisetina (fsa), ustilotoxina (ustP), toxina-T (pks), 

satratoxina (sat-sc1) y fomacina (sdr)).  

Los hongos fitopatógenos producen toxinas con el objetivo de secuestrar las vías 

metabólicas secundarias del huésped para un mejor establecimiento y absorción de 

los nutrientes del huésped (Perincherry et al., 2019). Las aflatoxinas son metabolitos 

secundarios teratogénicos, cancerígenos e inmunosupresores producidos por 

varias especies de hongos (Soni et al., 2020). La gran mayoría de los estudios que 

involucran esta toxina está relacionada con su impacto en la salud humana y con el 

control de la contaminación de alimentos con esta toxina. En el caso de plantas 

crucíferas se ha reportado que también provoca anomalías similares a las que se 

observan en células animales expuestas a esta toxina, como son malformaciones 

en los organelos celulares y la inhibición de la elongación de los hipocotilos y raíces 

(Crisan, 1973).   

La aurofusarina es un pigmento rojo producido por diferentes especies de Fusarium, 

perteneciente a los pigmentos de polifenoles. Se ha descrito que la aurofusarina 

inhibe la proliferación de Lactobacillus sp. y Bifidobacterium sp., pero no E. coli 

(Sondergaard et al., 2016). Asimismo, se ha descrito como un repelente que se 

acumula en grandes cantidades para proteger a los hongos de una amplia gama de 

insectos (Xu et al., 2019). La atranona es un diterpenoide capaz de provocar 

síntomas moderados en plantas. Se ha reportado que en lenteja de agua (Lemna 

pausicostata L.) y kudzu (Pueraria lobata L.) esta toxina provoca fuga celular, 



85 
 

reducción de la concentración de clorofila e inhibición del crecimiento (Abbas et al., 

2002). 

 En Beta vulgaris L. y Zea mays L., la zearalenona estimula la fuga de electrolitos, 

bloquea la extrusión de H+ que provoca la acidificación y, por lo tanto, reduce la 

longitud del sistema radicular. Además, esta toxina podría sintetizarse para debilitar 

a los otros microorganismos competidores (Perincherry et al., 2019). La equisetina 

es un intermediario de la síntesis de fusarisetina, y se ha demostrado que tiene una 

fuerte actividad antimicrobiana inhibiendo el crecimiento de Bacillus subtilis, 

Pseudomonas syringae, Rhizoctonia cerealis, Staphylococcus aureus y S. aureus 

resistente a meticilina (Ratnaweera et al., 2015; D. Zhao et al., 2019). Por su parte, 

la fusarisetina tiene un efecto fitotóxico, pues se ha reportado que es capaz de 

afectar el crecimiento de plántulas de lechuga (Lactuca sativa L.) y amaranto 

(Amaranthus retroflexus L.) (D. Zhao et al., 2019). Las ustiloxinas son péptidos 

cíclicos que son tóxicos para las plantas y los animales puesto que afectan la 

función de los microtúbulos y, por lo tanto, inhiben la mitosis (Saleh & Zidan, 2020).  

La toxina-T y la satratoxina son metabolitos perteneciente al grupo de los 

tricotecenos. Se ha reportado que la toxina-T es capaz de provocar enanismo y 

otras malformaciones como acortamiento de los peciolos, hojas arrugadas y de color 

verde oscuro, así como reducción del tamaño de las células en A. thaliana (Masuda 

et al., 2007). Por otra parte, la satratoxina actúa uniéndose irreversiblemente a la 

subunidad 60S de los ribosomas, por lo que inhibe la biosíntesis de proteínas y 

pueden inducir la apoptosis (Ulrich et al., 2022). Por su parte las fomacinas son 

citocalasinas capaces de inhibir la germinación de semillas de trigo (H. Li et al., 

2020).  

En resumen, la síntesis de micotoxinas durante la infección puede tener múltiples 

consecuencias como pueden ser eliminar a otros microorganismos que puedan 

estar compitiendo por los recursos del hospedero, o generar síntomas en el 

hospedero que ayuden a seguir el curso de la infección.  
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g. Ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ciclo de Krebs). 

Al analizar detalladamente los genes que se encuentran regulados positivamente 

en C. gloeosporioides durante la infección de P. patens, se puede ver que siete de 

las enzimas involucradas en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, se encuentran 

sobreexpresadas (Figura 19B). Esto es consistente con lo reportado por Alkan et 

al., 2015, donde las enzimas involucradas en el ciclo de Krebs se encontraban 

sobreexpresadas en las fases de formación del apresorio y necrosis, mientras que 

no presentaban una expresión diferencial durante la fase de quiescencia. El ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos o ciclo de Krebs es de gran importancia en las células para 

la obtención de energía y poder reductor, los cuales son indispensables para llevar 

a cabo todos los procesos celulares. Además, evidencia reciente confiere un nuevo 

papel a los intermediarios de este ciclo como moléculas de señalización con 

funciones que controlan las modificaciones de la cromatina y la metilación del ADN 

(Martínez-Reyes & Chandel, 2020). 

h. Genes relacionados con la fase de latencia. 

La fase de latencia o quiescencia es una característica importante de los patógenos 

hemibiótrofos. Esta fase se da luego de que el patógeno penetra los tejidos del 

hospedero y forma las hifas primarias. En este punto, el hongo se mantiene vivo, 

pero sin causar daño en las células del hospedero, hasta que, en las condiciones 

apropiadas, el patógeno cambia a la fase de necrosis (Páez-Redondo et al., 2022). 

Hasta donde sabemos existe poca información de los genes involucrados en la 

quiescencia. La mejor fuente de información que se encontró fue el trabajo realizado 

por Alkan et al., 2015, donde reportan 178 genes sobreexpresados en esta fase. Se 

buscaron esos genes en el transcriptoma de C. gloeosporioides infectando a P. 

patens, pero solamente se hallaron 11 secuencias, de las cuales cuatro se 

encuentran reguladas negativamente, tres no aparecen a 24 hpi y otra no aparece 

a 8 hpi (Figura 20). Con estos datos, y la información de los análisis morfológicos 

de la interacción entre C. gloeosporioides y P. patens, podemos proponer que en 

esta interacción el hongo no presenta fase de quiescencia. 
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Figura 20. Expresión diferencial 
de los transcritos relacionados 
con la etapa de quiescencia en el 
transcriptoma de C. 
gloeosporioides. 

 

 

 

 

 

 

 

7.8. Análisis de los genes huérfanos presentes en el transcriptoma de C. 

gloeosporioides. 

En el transcriptoma de C. gloeosporioides se hallaron 16 transcritos 

correspondientes a genes huérfanos. Los genes huérfanos, también conocidos 

como genes restringidos taxonómicamente, son secuencias que no tienen una 

similitud de secuencia significativa con ninguna otra secuencia en bases de datos 

específicas (Jiang et al., 2022). Estos transcritos se procesaron en los servidores 

de SMART e I-TASSER en aras de predecir su posible función basándose en la 

estructura secundaria de las proteínas codificadas por estas secuencias. Así se 

encontró que tres de estos transcritos podrían tener función de peptidasas, uno de 

glucosil hidrolasa y otro de carbohidrato esterasa. Es posible que estos formen parte 

del complejo conjunto de CAZymes que emplea el hongo para infectar el musgo. 

También se encontró una secuencia con posible función de catalasa, y una posible 

chaperona, la cual tiene similitud con la chaperona EagT6 de Pseudomonas 

aeruginosa encargada del correcto plegamiento del efector Tse6 y su adecuada 

incorporación en el sistema de secreción (Quentin et al., 2018).  
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Además, se encontró un transcrito con secuencia similar a beta-lactamasa. Aunque 

las lactamasas fúngicas no son tan abundantes como las bacterianas, en la base 

de datos de proteínas del NCBI hay más 14 mil secuencias anotadas como 

lactamasas de hongos, 66 de C. gloeosporioides (Gao et al., 2017). Aunque su 

función no está muy estudiada se cree que estas enzimas están involucradas en la 

detoxificación de compuestos producidos por la planta como respuesta de defensa 

(Glenn et al., 2016). Por otra parte, una de las secuencias tiene similitud con varias 

difosfato sintasas, involucradas en la biosíntesis de isoprenoides. Los hongos 

producen diversos isoprenoides como las giberelinas, esteroles, terpenoides y 

tricotecenos, varios de ellos están involucrados directamente en la interacción 

planta-patógeno (Homann et al., 1996). Las giberelinas intervienen en la interacción 

planta – patógeno modulando la señalización de ácido jasmónico, sin embargo, en 

P. patens no se producen ninguna de las dos moléculas (Tudzynski et al., 2016), 

por lo que es improbable que las giberelinas intervengan en la interacción entre C. 

gloeosporioides y el musgo. Por el contrario, algunas toxinas fúngicas son 

terpenoides, y estos también pueden tener actividad antimicrobiana (González-

Hernández et al., 2023). Asimismo, los tricotecenos son conocidas toxinas fúngicas 

que intervienen en el proceso de infección causando síntomas como clorosis e 

inhibición del crecimiento (Proctor et al., 2020). Anteriormente se mostró que en el 

transcriptoma de C. gloeosporioides se sobreexpresan varios transcritos 

relacionados con la biosíntesis de este tipo de toxinas Figura 19. 

Asimismo, se encontró una secuencia que contenía un dominio similar a Rodanasa, 

este dominio está presente en una proteína mitocondrial encargada de la 

detoxificación de cianuro, pero también se puede encontrar en otras enzimas como 

fosfatasas y ubiquitin-C-terminal hidrolasas (Cipollone et al., 2008; Gliubich et al., 

1996). Es probable que este transcrito participe en la detoxificación de compuestos 

producidos por la planta como parte de su respuesta de defensa. El resto de las 

secuencias de genes huérfanos mostraron similitud con diversas enzimas del 

metabolismo celular y su regulación (metabolismo de aminoácidos, proteína de 

unión a ADN). 
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7.9. Producción de efectores de Colletotrichum gloeosporioides durante la 

infección de Physcomitrium patens. 

La producción de efectores es una estrategia notable de los hongos fitopatógenos 

para evadir la respuesta de defensa de las plantas (Alkan et al., 2015; Guyon et al., 

2014; Heard et al., 2015; Kleemann et al., 2012; L. Zhang et al., 2018). Para reducir 

las pérdidas en cultivos es de gran importancia identificar y comprender la función 

de las proteínas efectoras. Las proteínas efectoras son en su mayoría proteínas 

secretadas que interfieren rutas metabólicas en las células del hospedero para 

suprimir los mecanismos de defensa y facilitar la infección por el patógeno (Sonah 

et al., 2016). En Colletotrichum se ha reportado que desde la formación del 

apresorio se empieza a producir efectores que contribuyen a la patogenicidad, y 

luego se van liberando más durante las diferentes etapas de la infección (M. Wang 

et al., 2018).  

En el transcriptoma de C. gloeosporioides se encontraron 70 candidatos a efectores, 

el 23% de estos se encuentran sobreexpresados desde las 8 hpi, y para las 24 hpi 

el 54%, de los cuales, un 16% se mantiene sobreexpresado durante toda la 

infección (Figura 21). Solo el 29% de los efectores predichos en el transcriptoma se 

mantienen sin expresión diferencial, pero es importante tener en cuenta que este 

parámetro depende del umbral de selección empleado para declarar los transcritos 

diferencialmente expresados (logFC ≥ |2|). Estos resultados indican que, durante la 

infección de P. patens, los efectores de C. gloeosporioides se activan 

progresivamente desde el inicio de la interacción. 
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Figura 21: Porciento de candidatos a efectores según su nivel de expresión en el transcriptoma de 
C. gloeosporioides. 

En la Figura 22 se muestran los candidatos a efectores presentes en el 

transcriptoma de C. gloeosporioides durante la infección de P. patens. De los 70 

candidatos a efectores predichos mediante el análisis bioinformático, 43 están 

sobreexpresados al menos en uno de los dos tiempos de muestreo (Figura 22A), de 

los cuales, 11 se observan en ambos tiempos. A las 8 hpi se detectaron 16 

candidatos a efectores sobreexpresados, mientras que a 24 hpi se detectaron 38.  
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Figura 22: Candidatos a efectores de C. gloeosporioides. (A) Efectores predichos a partir de todo el 
transcriptoma de C. gloeosporioides. La barra de color representa los valores de logFC, que van 
desde rojo oscuro (−10) hasta azul oscuro (15). (B) Ortólogos de los candidatos a efectores de C. 
gloeosporioides encontrados en otras especies de Colletotrichum. La barra de colores indica el 
número de secuencias dentro de cada ortogrupo. hyp: proteína hipotética; diox: dioxigenasa 
extracelular; gsf: deshidrogenasa tipo GSF; begl: beta-1,3-endoglucanasa; unp: proteína sin 
caracterizar; nlp: proteína inductora de etileno y necrosis; pga: endopoligalacturonasa; snod: 
proteína SnodProt1; ssp: proteína pequeña secretada; glcl: glucan 1,3–beta-glucosidasa; oxred: 
oxidoreductasa; lip: lipasa; lgd: L-galactonato dehydratasa; pep: dipeptidasa B; mep_npl: 
metaloproteínasa Npl extracelular; m61: peptidasa con dominio m61; pepA: endopeptidasa 
aspártica similar a aspergilopepsina A; rhgB: rhamnogalacturonasa; adh: alcohol deshidrogenasa 
similar a GroES; xyn: xylanasa; pap: probable fosfatasa ácida; agg: probable proteína de 
aglutinación celular; aguA: alfa glucoronidasa; wsc: proteína con dominio WSC; psp: probable 
proteína secretada; Hrip: proteína inductora de hipersensibilidad; axe: acetilxilano esterasa; csgp: 
glicoproteína de superficie celular; Cu-sod: superóxido dismutasa dependiente de cobre; scp: 
proteína extracelular tipo SCP; amy: alfa-amilasa; sod: superóxido dismutasa; asp: proteína tipo 
alergeno Asp f7; duf: proteína con dominio DUF; nis: proteína secretada Nis1; ghyd: glicosil 
hidrolasa. 

Algunas proteínas efectoras se encuentran conservadas en varias especies de 

fitopatógenos, por lo que se cree que desempeñan funciones críticas en las 
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interacciones entre plantas y patógenos (Nie et al., 2022). En este transcriptoma, 

algunos candidatos a efectores corresponden a proteínas efectoras conocidas, 

descritas en fitopatógenos. Entre ellas, podemos encontrar una glicoproteína de la 

superficie celular (csgp), una proteína inductora de respuesta hipersensible (Hrip), 

una proteína inductora de necrosis y etileno (nlp), una proteína secretada NIS1 (nis), 

una proteína similar a SCP y una proteína similar a SnodProt1 (snod). Todos estos 

transcritos tienen una expresión muy baja o están reguladas negativamente al 

comienzo de la infección, pero su logFC aumenta en la etapa tardía de la infección, 

algunas de ellas (csgp y Hrip) de manera más dramática que otras (Figura 22, Tabla 

8). Las secuencias nlp y snod se han discutido previamente como transcritos 

relacionadas con la patogénesis.  

Tabla 8: Niveles de expresión de los candidatos a efectores que se encuentran 
regulados negativamente. 

Descripción logFC 8 hpi logFC 24 hpi 

Acetilxilano esterasa (axe) -11,9295313 -1,56020082 

Glicoproteína de superficie celular (csgp) -10,5766357 0,0115102 

Proteína inductora de hipersensibilidad (Hrip) -8,56118578 1,12201268 

Pectato liasa (pel) -5,02966052 -2,37692032 

Probable proteína secretada psp -4,1994889 -4,00779414 

Glicosil hidrolasa (ghyd) -2,13096368 0,49709339 

Proteína secretada Nis1 (nis) -2,01138284 1,55360611 

Proteína extracelular similar a SCP (scp)
  

0.121223897 0.816339919 

 

En el caso de csgp, esta podría estar involucrada en la supresión de la respuesta 

de defensa de P. patens. Las paredes celulares de hongos son ricas en polímeros 

como la quitina y los β-glucanos que son reconocidos por las plantas como Patrones 

Moleculares Asociados a Patógenos (PAMP: por sus siglas en inglés Pathogen – 

Associated Molecular Patterns). Una vez que la planta reconoce esos PAMPs, se 

desencadena una respuesta inmunológica conocida como PTI (por sus siglas en 

inglés PAMP – Triggered Inmunity). ChELP1 y ChELP2, de C. higginsianum, y su 

homóloga CIH1 de C. lindemuthianum, son glicoproteínas de superficie celular que 

separan la pared celular del hongo de la membrana plasmática de la planta 

hospedera (Perfect et al., 1998). Estas glicoproteínas se unen a la quitina y a los 
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oligómeros de quitina con alta afinidad, y suprimen la PTI desencadenada por la 

quitina en A. thaliana (Takahara et al., 2016). Asimismo, se ha informado que Hrip 

es una proteína fitotóxica con actividad inductora de necrosis que provoca fuertes 

reacciones de defensa en las plantas, y eventualmente conduce a la muerte celular 

en plantas infectadas con el patógeno necrotrófico B. cinerea (Jeblick et al., 2023). 

Las proteínas similares a NIS1 representan una familia de efectores distribuidos en 

múltiples especies de hongos (Irieda et al., 2019). Las dos primeras proteínas 

similares a NIS1 se identificaron originalmente en C. orbiculare y C. higginsianum, 

mostrando actividad inductora de muerte celular y la capacidad de suprimir múltiples 

respuestas de PTI, contribuyendo así a la infección por patógenos (Irieda et al., 

2019; Yoshino et al., 2012). Por otro lado, se ha informado que las proteínas 

similares a SCP tienen actividad antimicrobiana, lo que puede proporcionar al 

patógeno una ventaja al limitar el crecimiento de competidores potenciales. Se 

informó de un efector homólogo en C. lentis durante la infección de lentejas (Lens 

culinaris Medik.) (Bhadauria et al., 2017), aunque en el transcriptoma de C. 

gloeosporioides esta secuencia tiene un nivel de expresión muy bajo. 

De los 70 candidatos a efectores identificados, 31 (44,29%) están anotados como 

proteínas hipotéticas o no caracterizadas (hyp/unp). Una de las características 

definitorias de las proteínas efectoras es la falta de una clara similitud de secuencia 

con proteínas de función conocida (Franceschetti et al., 2017). La diversidad de 

efectores en un patógeno se ha relacionado previamente con la amplitud del rango 

de hospederos (Alkan et al., 2013). Por tanto, es probable que cada patógeno tenga 

su propio conjunto de genes efectores. En un análisis de efectores de C. 

higginsianum, sólo el 30% de los efectores predichos tenían secuencias homólogas 

en especies relacionadas (Kleemann et al., 2012). Al comparar los candidatos a 

efectores del transcriptoma de C. gloeosporioides con otras especies del género, se 

encontraron ortólogos para todas las secuencias menos siete (10% del total de 

candidatos a efectores) (Figura 22B). Análisis previos de efectores en varios 

genomas de Colletotrichum spp. mostraron que entre el 4,1 y el 15,6% del total de 

efectores son específicos de cada especie (Lu et al., 2022). De estas siete 
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secuencias sin ortólogos, cinco se agruparon en dos ortogrupos. En uno de estos 

ortogrupos (OG0047334) se agruparon tres secuencias anotadas como proteínas 

hipotéticas, mientras que en el otro (OG005796) se agruparon dos secuencias, una 

anotada como proteína hipotética y la otra como proteína no caracterizada. Las 

otras dos secuencias no tenían ningún ortólogo. Notablemente, estas siete 

secuencias aumentan su expresión entre ocho y ocho mil veces de 8 a 24 hpi (Figura 

23). 

 

Figura 23. Expresión diferencial de los transcritos de C. gloeosporioides que no cuentan con 

ortólogos en las otras especies del género con las que se realizó la comparación. 

Se cree que la falta de similitud de secuencia con proteínas conocidas es el 

resultado de la presión evolutiva, que promueve la rápida diversificación de los 

efectores, para evitar el reconocimiento por parte del sistema inmunológico de la 

planta (Lu et al., 2022). Sin embargo, hay motivos y estructuras secundarias, 

probablemente relacionadas con la función, que se conservan. Por tanto, es 

probable que el análisis de estas estructuras aumente la precisión con la que se 

identifican los efectores (Sonah et al., 2016). Basado en lo anterior, se realizó un 

análisis en el servidor ITASSER de estas secuencias, presentes únicamente en el 
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transcriptoma de C. gloeosporioides. Las tres secuencias agrupadas en 

OG0047334 mostraron analogía estructural principalmente con enzimas 

peptidasas, mientras que las dos secuencias en OG0057966 mostraron analogía 

estructural principalmente con esterasas. Por el contrario, una de las secuencias sin 

ortólogos mostró una analogía estructural con metiltioribosa 1-fosfato isomerasa, 

que puede interactuar con factores iniciadores de la transcripción, mientras que la 

segunda secuencia sin ortólogo mostró analogía estructural con leucil-

aminopeptidasa. 

7.10. Red de coexpresión génica en Colletotrichum gloeosporioides durante la 

infección de Physcomitrium patens. 

Las redes de coexpresión génica se componen de genes con perfiles similares y 

que se encuentran altamente correlacionados en las condiciones experimentales. 

En estas se representan nodos, que corresponden a genes o transcritos, los cuales 

se encuentran conectados por aristas que representan la relación de coexpresión 

(Yuan et al., 2018). En la Figura 24 se pueden apreciar redes de coexpresión génica 

de las secuencias sobreexpresadas en C. gloeosporioides durante la infección. Las 

secuencias más abundantes en las redes de ambos tiempos son secuencias 

relacionadas con la obtención de energía celular. En ambos tiempos están 

presentes cuatro secuencias que codifican para subunidades de la ATP sintasa, una 

citocromo oxidasa (componente de la cadena transportadora de electrones en la 

mitocondria), así como un transportador de la membrana interna mitocondrial. En el 

caso de 8 hpi también se incluyen dos enzimas del ciclo TCA. 
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Figura 24: Redes de coexpresión génica obtenidas a partir de los conteos de las secuencias 
sobreexpresadas en el transcriptoma de C. gloeosporioides durante la infección de P. patens 
mediante el método de correlación de Pearson, con una correlación > 0,8. (A) genes 
sobreexpresados a 8 hpi; (B) genes sobreexpresados a 24 hpi. Los números en cada nodo indican 
el grado de este, que es la cantidad de nodos con los que tiene correlación. 

Tanto a 8 como a 24 hpi vemos que secuencias relacionadas con la transcripción o 

la regulación de esta, constituyen nodos con elevado grado, lo que quiere decir que 

correlacionan con muchos otros nodos dentro de la red. En el caso de 8 hpi este 

nodo corresponde a una secuencia que codifica para una proteína con dominio SET. 

Las proteínas con dominio SET constituyen una gran familia de metil-transferasas 

involucradas en la metilación de histonas, reguladores de vías de señalización y 

factores de transcripción (Herz et al., 2013). Esta proteína también se encontró 

sobreexpresada en C. gloeosporioides durante la infección temprana de S. 

lycopersicum (Alkan et al., 2015). A 24 hpi la mayoría de los transcritos de la red 

correlacionan con la secuencia correspondiente a la ARN polimerasa (Figura 24). 
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También se observa en ambas redes la presencia de transcritos correspondientes 

a genes huérfanos. Algunos de estos transcritos tienen un grado elevado en la red, 

lo que significa que estas secuencias están altamente interconectadas dentro de 

esta y, por tanto, juegan un papel importante en el proceso de infección.  

Algunas CWDE también están presentes en las redes. Dos transcritos de la glucano 

1,3-β-glucosidasa (glcl) aparecen a 8 y 24 hpi, además a 8 hpi está también la 

secuencia que codifica para la β-1,3-endoglucanasa (begl) y correlacionan 

principalmente con secuencias de genes huérfanos y aquellas relacionadas con la 

obtención de energía. Esto refuerza la importancia de los genes huérfanos en la 

interacción. Una secuencia involucrada con la síntesis de melanina está incluida en 

la red a 8 hpi (scytalona dehidratasa), y correlaciona con secuencias relacionadas 

con la obtención de energía, genes huérfanos y metabolismo del nitrógeno. Los 

apresorios de C. gloeosporioides están melanizados, lo cual juega un papel 

fundamental en la patogénesis. La melanina tiene una permeabilidad diferencial al 

agua y al soluto, esto hace que los apresorios se sellen y mantengan una alta 

concentración interna de soluto que, a su vez, crea una alta presión hidrostática 

interna. Esa presión es la que permite que el patógeno penetre en la superficie del 

hospedero (Howard & Ferrari, 1989; Nosanchuk & Casadevall, 2003). La correlación 

de esta secuencia involucrada de en la síntesis de melanina, con transcritos 

relacionados con la obtención de energía y metabolismo del nitrógeno puede estar 

relacionada con el propio proceso de germinación y penetración de la superficie del 

hospedero. Durante la infección de S. lycopersicum, se encuentran 

sobreexpresadas varias secuencias relacionadas con la obtención de energía en la 

fase de formación del apresorio (Alkan et al., 2015). Además, se ha reportado la 

importancia de la alcalinización del medio mediante la secreción de amonio para la 

proliferación y patogénesis de C. gloeosporioides (Alkan et al., 2013). Por otra parte, 

la correlación de la síntesis de melanina con genes huérfanos demuestra una vez 

más la importancia de estos durante el proceso de infección. 

El citoesqueleto juega un papel fundamental en el desarrollo de los hongos. La 

integridad celular, la ramificación de las hifas y la morfogénesis son procesos que 
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dependen en gran medida de la dinámica de las vesículas y el citoesqueleto 

(Riquelme et al., 2018). En las redes de ambos tiempos se pueden observar 

secuencias que codifican para proteínas reguladoras del citoesqueleto (dos 

secuencias a 8 hpi y una a 24 hpi). El citoesqueleto también juega un papel 

fundamental durante la penetración del tejido del hospedero. El tubo de penetración 

que emerge del poro del apresorio es una protuberancia celular rica en actina 

(Nosanchuk & Casadevall, 2003). Esta protuberancia junto con la presión turgente 

que ejerce el apresorio, logra atravesar las barreras físicas del hospedero. 

7.11. Análisis de enzimas degradadoras de carbohidratos (CAZymes) 

Las enzimas CAZy típicamente catalizan la descomposición, biosíntesis o 

modificación de carbohidratos. Además, transfieren restos de carbohidratos a 

diferentes moléculas aceptoras, incluidas proteínas, lípidos, ácidos nucleicos, 

metabolitos secundarios y otros oligosacáridos o polisacáridos (Gómez-Silva et al., 

2019). Durante la infección de P. patens, C. gloeosporioides despliega una amplia 

gama de enzimas CAZy. En todo el transcriptoma, 884 secuencias fueron 

designadas como probables enzimas CAZy por al menos dos de los tres algoritmos 

empleados para su identificación. De estas 884 secuencia, 166 están 

diferencialmente expresadas al menos en uno de los dos tiempos de muestreo, 

según los parámetros empleados para determinar la expresión diferencial (logFC ≥ 

|2|, FDR ≤ 0,5). Las enzimas CAZy más abundantes fueron las transferasas (296 

secuencias), seguidas de las hidrolasas (248 secuencias) (Figura 25). 

De las 296 secuencias clasificadas como transferasas, 107 (36%) corresponden a 

fosfotransferasas, entre las que podemos encontrar varios grupos de quinasas, las 

cuales están estrechamente relacionadas con procesos de regulación y 

señalización celular (Figura 25C). El siguiente grupo más enriquecido son las 

glucosil transferasas (GT) con 77 secuencias (26%). Las GT transfieren un resto 

monosacárido desde un donante (nucleótido fosfato unido a un monosacárido) a un 

aceptor, que puede ser monosacárido, oligosacárido, proteínas, lípidos, moléculas 

orgánicas pequeñas o ADN (Rini et al., 2022), por lo que están involucradas en 

numerosos procesos biosintéticos en la célula. Aunque en los tiempos de muestreo 
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del transcriptoma, muchas de las GT aparecen como reguladas negativamente y/o 

no diferencialmente expresadas, la tendencia en la expresión de 8 a 24 hpi va 

ligeramente en aumento (Figura 25E). Para el 57,35% de las secuencias el logFC 

aumenta de 8 a 24 hpi. Entre las GT que se encuentran sobreexpresadas en el 

transcriptoma de C. gloeosporioides destaca la quitina sintasas y la N-acetil 

glucosamina transferasa, las cuales intervienen en la síntesis de quitina, compuesto 

distintivo de la pared celular del hongo. 

La glicosilación es un conjunto de modificaciones postraduccionales conservado 

presente en todas las células eucariotas. Se ha reportado que las proteínas que 

cumplen funciones en las vías de N-glicosilación, O-glicosilación y anclaje de 

Glicosil-fosfatidil inositol (GPI) son determinantes de patogenicidad en hongos 

patógenos de plantas (X.-L. Chen et al., 2020; Fernández-Álvarez et al., 2013; 

Marín-Menguiano et al., 2019; Oliveira-Garcia & Deising, 2016). Esto sugiere que 

las modificaciones postranscripcionales influyen en desarrollo de la infección. Los 

procesos de glicosilación están involucrados en gran parte de los procesos 

celulares, y se ha reportado que su la deficiencia de estos puede afectar la adhesión 

y germinación de los conidios, formación del apresorio, el crecimiento biotrófico e 

invasivo, la integridad de la pared celular del hongo, así como la evasión a la 

respuesta inmune de la planta (C. Liu et al., 2021).   
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Figura 25: Patrón de expresión de CAZymes en C. gloeosporioides durante la infección de P. patens. 
(A) Expresión de las CAZymes en cada tiempo de la infección (8 y 24 hpi) agrupadas por clases 
enzimáticas. En el circulo interno se muestra el cambio de expresión que hubo de las 8 hpi a las 24 
hpi. El mapa de la leyenda del logFC representa la densidad de distribución de los logFC para cada 
tratamiento. Las flechas magenta y roja indican el aumento o la disminución respectivamente del 
logFC de cada secuencia de 8 a 24 hpi. (B) Promedio de logFC para cada familia de CAZymes en 
cada tiempo de infección. (C) Distribución de las secuencias clasificadas como transferasas en las 
diferentes subclases. (D) Distribución de las secuencias clasificadas como hidrolasas en las 
diferentes subclases. (E) Expresión de las secuencias clasificadas como GT. (F) Expresión de las 
secuencias clasificadas como GH. (G) Expresión de las secuencias clasificadas como CE. (H) 
Expresión de las secuencias clasificadas como Peptidasas. 

Las Hidrolasas son la segunda clase de enzimas más enriquecida entre las 

CAZymes. Dentro de este grupo, las más representativas fueron las glucosil 

hidrolasas (GH, 73 secuencias), carbohidrato esteras (CE, 62 secuencias), 

anhídrido hidrolasas (55 secuencias) y las peptidasas (33 secuencias) (Figura 25D). 

Las GH hidrolizan el enlace glucosídico entre dos o más carbohidratos o entre un 

carbohidrato y un resto no carbohidrato (Prieto et al., 2021), por lo que en esta 

categoría se encuentran muchas de las CWDE. El tipo de sustrato en el medio 
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influye en la composición de las CAZymes que produce el hongo (Ramzi et al., 

2019).  La pared celular de P. patens está compuesta de celulosa, hemicelulosa 

(principalmente mananos), proteínas unidas a arabinogalactano, y, en menor 

medida, pectina (Berry et al., 2016). Entre las GH presentes en el transcriptoma de 

C. gloeosporioides se encuentran endoglucanasas y celobiohidrolasas, que trabajan 

sinérgicamente para la degradación de celulosa con la participación de β-

glucosidadsas (Battaglia et al., 2011). También se encuentran mananasas que 

degradan los mananos que conforman la hemicelulosa y rhamnogalacturonasas 

que degradan la pectina. La expresión de estas enzimas se puede apreciar tanto a 

8 como a 24 hpi (Figura 25F). Es posible que el hongo exprese GH desde etapas 

tempranas de la infección para emplear los mono u oligosacáridos liberados por 

estas enzimas como fuente de carbono para su metabolismo (S. Zhang et al., 2016).  

Notablemente, entre las GH propuestas en este análisis, una secuencia anotada 

como endopoligalacturonasa se clasificó como GH de la familia 127, que es una 

familia relativamente rara de GH. En esta familia se encuentran 3-C-carboxi-5-deoxi-

L-xilosa (ácido acérico) hidrolasas, α-1,3-(3,6)-anhidro-D-galactosidasas, y β-L-

arabinofuranosidasa, estas últimas son las más estudiadas dentro de la familia.  

Las CE son responsables de eliminar las modificaciones éster unidas a -O / -N en 

mono, oligo y polisacáridos, lo que facilita la acción de las GH en polisacáridos 

complejos (Armendáriz-Ruiz et al., 2018). Las CE son particularmente importantes 

en la degradación de la pectina. Las pectin-metilesterasas catalizan la hidrólisis de 

los grupos metilo en la posición C-6 de las cadenas de homogalacturonano. 

Mientras tanto, las pectin-acetilesterasas liberan ácido acético unido en las 

posiciones O-2 y O-3 de las cadenas de homogalacturonano o ramnogalacturonano 

de la pectina (Armendáriz-Ruiz et al., 2018). En el transcriptoma de C. 

gloeosporioides, estas enzimas presentan una fuerte regulación negativa en la 

etapa más temprana de la infección (8 hpi, Figura 25G), esto puede ser una 

estrategia del hongo para evitar que se desencadene la respuesta de defensa del 

musgo. 
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Entre las hidrolasas, podemos encontrar también ácido anhídrido hidrolasas, las 

cuales están involucradas en la hidrólisis de los nucleósidos di y trifosfato para la 

obtención de energía que se emplea en numerosos procesos celulares (Sousa et 

al., 2015). Los hongos fitopatógenos secretan un gran arsenal de enzimas 

hidrolíticas durante el curso de la infección, incluidas las peptidasas. Estas son 

consideradas unos de los principales efectores fúngicos durante la patogénesis, 

pueden inactivar o modificar los componentes proteicos de la maquinaria de defensa 

del hospedero y, en última instancia, suprimir las respuestas de defensa (Krishnan 

et al., 2018). En el caso de las peptidasas de C. gloeosporioides, más del 60 % 

aumentan sus niveles de expresión de 8 a 24 hpi (Figura 25H), lo que indica que 

estas enzimas juegan un papel más importante durante la fase necrotrófica de la 

infección que al inicio de esta. 

Entre las CAZymes identificadas podemos encontrar nueve polisacárido liasas, 

correspondientes a las familias PL1, PL3 y PL4. En las familias PL1 y PL3 se 

encuentran pectina y pectato liasas, mientras que en la PL4 se agrupan 

rhamnogalacturonano liasas (Tavares et al., 2021).  
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8. CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS FUTURAS 

En este trabajo se realizó un estudio detallado de la interacción entre el 

fitopatógeno C. gloeosporioides y el modelo de briofitas P. patens. Los 

resultados muestran que, aunque existe similitud en el proceso de infección con 

el de plantas vasculares, también hay detalles particulares para este tipo de 

plantas. Durante el proceso de germinación de las esporas y formación del 

apresorio, que es la antesala de la infección, C. gloeosporioides tiene tiempos 

de germinación que al parecer son específicos para cada hospedero. Por otra 

parte, la etapa de quiescencia, que es una característica destacada de los 

patógenos hemibiótrofos, no se observa durante la infección de P. patens. En 

este caso, C. gloeosporioides se comporta como un patógeno necrótrofo. Sería 

de gran interés estudiar a profundidad los genes involucrados en la quiescencia, 

puesto que esta etapa es la que propicia la migración del hongo de los campos 

a los almacenes, aumentando considerablemente las pérdidas. 

Al analizar los perfiles de expresión en el transcriptoma vemos que desde la 

etapa temprana de la infección ocurre una reprogramación masiva de la 

expresión de genes de C. gloeosporioides, de los cuales, más de 50 % se 

mantiene diferencialmente expresado hasta la etapa tardía de la infección. Se 

encontraron en el transcriptoma varios genes huérfanos que, basado en el 

análisis de predicción de su función y la elevada expresión que tienen, es 

evidente que juegan un papel fundamental en el desarrollo de la infección de P. 

patens. Por otra parte, se pudo apreciar que C. gloeosporioides produce una 

variedad de efectores que se activan de manera progresiva antes de que el 

hongo penetre en los tejidos de la planta, hasta el final de la infección. Además, 

se pudo ver que estos efectores, y otras moléculas que el hongo secreta al 

medio, son capaces de provocar síntomas en el musgo aún sin la presencia de 

células de C. gloeosporioides. Sería de gran interés profundizar en los efectores 

de C. gloeosporioides, identificar sus mecanismos de acción durante la 

patogénesis.  También se pudo apreciar que C. gloeosporioides cuenta con una 
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amplia batería de CAZymes que, en más del 50 % de los casos, aumenta su 

expresión con el transcurso de la infección.  

Por último, es necesario remarcar que, aunque C. gloeosporioides es capaz de 

colonizar y necrosar por completo los tejidos del musgo in vitro, cuando se 

realizó la infección en macetas con sustrato de tierra y vermiculita, el hongo no 

fue capaz de superar las defensas del musgo en el tiempo evaluado. Por esto, 

sería de gran interés realizar estudios moleculares de la interacción entre C. 

gloeosporioides y P. patens en estas condiciones.  
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