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RESUMEN 
 
La pudrición blanca es una enfermedad causada por el hongo fitopatógeno 

Sclerotium cepivorum Berk, es considerada como el principal factor de pérdida en 

el cultivo del ajo (Allium sativum L.) alrededor del mundo. El control de este hongo 

representa un gran reto, debido a la capacidad que tiene para formar esclerocios, 

los cuales, son estructuras de resistencia de gran tolerancia a cambios en los 

factores ambientales y gran longevidad, ya que pueden permanecer en dormancia 

durante más de 20 años alojados en el suelo. Varias estrategias han sido 

empleadas como parte de un programa de control integrado, desafortunadamente, 

ninguna ha resultado satisfactoria. La identificación de blancos genéticos 

potenciales que permitan el diseño de estrategias de control de la patogénesis es 

uno de los enfoques sugeridos y para ello, el estudio de la expresión genética 

diferencial  es una herramienta fundamental. La Hibridación Substractiva bajo 

condiciones de Supresión (SSH) es una técnica de PCR que permite la 

identificación de genes inducidos y reprimidos. Recientemente, se han descrito 

genes que se reprimen en Fusarium oxysporum durante la patogénesis en 

algodón, los cuales podrían estar involucrados en el fenómeno de patogénesis. De 

acuerdo a estos antecedentes, nuestro grupo de trabajo tiene el interés en aislar e 

identificar genes de S. cepivorum que se reprimen durante la interacción con la 

raíz de ajo como parte de un proyecto global que incluye el análisis de la 

expresión genética diferencial en el patógeno, en el huésped susceptible y 

tolerante a la pudrición blanca. Para obtener la SSH, se colocó un diente de ajo y 

1 disco de micelio (condición control) y 1 disco de micelio (condición problema), el 

micelio fue cosechado a las 72 h post-inoculación. Posterior al procedimiento SSH, 

mediante ensayos tipo Southern a macroarreglos, se seleccionaron un total de 13 

unigenes. Los genes identificados en este estudio por comparación con la base de 

datos NCBI, incluyen los que codifican para la enzima glioxal oxidasa Glo 1, la 

chaperona MOD E, la proteína Cbk1p, el transportador alta afinidad Nramp 1, la 

proteína o-fucosiltransferasa, la proteína músculo especifica Murf 1, la proteína 

nebulina, la proteína de lisis mut E, una transposasa IS10  y proteínas hipotéticas. 

Algunos de estos genes están implicados en el crecimiento apical, lo cual permite 



especular que la represión de estos transcritos permite el cambio morfológico que 

sufre S. cepivorum cuando se encuentra atacando al ajo. Durante la interacción, el 

micelio del hongo se presenta menos ramificado y alargado comparado con el 

crecimiento en ausencia de ajo. Para analizar esta diferencia de forma de 

crecimiento y la expresión de los transcritos de los genes obtenidos, se realizaron 

experimentos de interacción con disulfuros de dialilo (metabolitos producidos por 

ajo), con una planta no hospedante (maíz) e interacciones combinando estos 

componentes. Los resultados confirmaron la represión de los transcritos por el ajo 

y su metabolito y  que el cambio en el patrón de crecimiento del hongo se debe a 

la presencia de los disulfuros de dialilo y al ajo. 

 

Palabras clave: Sclerotium cepivorum, Pudrición blanca, Expresión genética 
diferencial 
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Abstract 

White rot (WR) caused by Sclerotium cepivorum Berk, is the predominant disease 

of garlic (A. sativum) crops worldwide. Several strategies for WR control are now 

being used as part of an integrated control program, but with unsatisfactory results. 

Therefore, the study of the gene differential expression could provide clues about 

pathogenesis regulation and may lead to the discovery of molecular targets for 

novel antifungal drugs. Suppression Subtractive Hybridization (SSH) is a PCR 

technique which permits the identification of both expressed and repressed genes. 

Recently, repressed genes have been reported during Fusarium oxysporum-cotton 

pathogenesis, these genes could be involved in this phenomenon. According to 

this, we have the interest in isolating and identifying repressed genes of S. 

cepivorum during fungus-garlic interaction, like part of a global project that includes 

the analysis of differential genetic expression in the pathogen and in the 

susceptible ant tolerant host to white rot. Reverse SSH was performed to obtain 

this objective, where 13 uni-genes were obtained from the reverse subtraction of 

cDNA pools derived from fungus in absence (tester) and presence (driver). 

Differential gene expression was confirmed by Southern blot to arrays where 

replicates of reverse SSH library were individually hybridized with either driver or 

tester cDNA probes. 13 non redundant genes from 79 clones differentially 

expressed were isolated and their nucleotide sequences were obtained. Several 

gene fragments include homologues to glyox1 (glioxal oxidase), Cbk1p protein 

(required for efficient apical growth), mod-E (chaperone HSP90), nebuline, muscle 

specific Murf 1, mutE (lysis protein), IS10 transposase, into others.  Some of these 

genes are involved in apical development, so we speculate that this transcriptional 

repression could be related to a morphological change observed in S. cepivorum 

when it is interacting with the garlic. At this stage, the mycelium is shorter than in 

absence of the garlic. In order to analyze this growth pattern and the expression of 

the isolated genes, several interaction experiments using diallyl disulfide exudates 

(natural Allium products), non host plant (maize) and a combination of these 

components were performed. Results confirm that the repression of the isolated 
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genes in presence of garlic and diallyl disulfide exudates correlates with fungal 

morphological change.  

 

Keywords: Sclerotium cepivorum, Differential gene expression, SSH, White rot 



1 INTRODUCCION 
Sclerotium cepivorum Berk es el agente causal de la enfermedad conocida como 

“Pudrición Blanca”, es un hongo fitopatógeno que puede afectar la producción de 

ajo alrededor del mundo con perdidas hasta en un 100% de la cosecha (Pérez et 

al., 1998a). 

Según Agrios (2002), Sclerotium cepivorum  pertenece a la División Eumycota, 

Clase Deuteromicetes y Orden Agonomycetales. Se propaga de forma rápida y 

únicamente se hospeda en plantas del género Allium. No se conoce su estado 

sexual. Desarrolla abundante micelio algodonoso y ramificado que al compactarse 

forma esclerocios esféricos de color negro; los cuales pueden permanecer viables 

hasta por 20 años alojados en el suelo (Crowe et al., 1980). Los esclerocios son la 

fuente de inóculo primario debido a su capacidad de sobrevivencia. De tal manera 

que al sembrar plantas del genero Allium, los exudados radicales como son los 

disulfuros de dialilo que emiten como producto de su metabolismo, inducen la 

germinación de los esclerocios para dar lugar al ciclo patogénico del mismo 

(Entwistle, 1981). La enfermedad se inicia con la producción de las hifas por la 

germinación de los esclerocios, éstas infectan las raíces e invaden la base del tallo 

de la planta, como resultado, las raíces se colapsan y el bulbo se pudre, dando 

lugar al amarillamiento, marchitez y necrosis del follaje (Ellis et al., 1993).  

A pesar de los intentos para controlar esta enfermedad, ninguna de las estrategias 

culturales, físicas, químicas y/o biológicas aplicadas han resultado satisfactorias 

(Delgadillo et al., 1998). Una alternativa que consiste en el mejoramiento genético 

para la obtención de plantas resistentes a la pudrición blanca se encuentra en 

desarrollo.  

Como alternativa, la biología molecular con las técnicas para análisis de la 

expresión genética diferencial, ofrece las herramientas necesarias como la 

hibridación substractiva bajo supresión (SSH), una metodología basada en la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Diatchenko et al., 1996) que permite 

aislar e identificar fragmentos de genes inducidos (forward) o reprimidos (reverse) 

para generar información sobre genes expresados diferencialmente en diferentes 

procesos como en el caso de la patogénesis de S. cepivorum y con esta 
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información diseñar nuevas estrategias para su control. Relacionado con lo 

anterior, existen reportes donde se ha analizado la expresión genética diferencial 

de hongos patógenos, en éstos, se han encontrado genes inducidos y reprimidos 

cuando se lleva a cabo la interacción hospedante-patógeno (Down et al., 2004, 
Harrier et al., 2000, Braun et al., 2000). Por otra parte, se ha reportado un gen que 

codifica para glioxal oxidasa requerido para el crecimiento filamentoso y 

patogenicidad de Ustilago maydis (Leuthner et al., 2004). 

En nuestro grupo de investigación se han obtenido genes inducidos de S. 

cepivorum durante el inicio del proceso de patogénesis con ajo (Ramírez-Medina, 

2004). De igual manera, observamos un cambio morfológico en el desarrollo del 

micelio de S. cepivorum en presencia o ausencia del ajo, lo cual pudiera estar 

relacionado con la patogenicidad del hongo, así como se conoce que es necesario 

la morfología de micelio para la patogenicidad de Ustilago maydis (Leuthner et al., 

2004). Por lo que, el objetivo del presente trabajo fué aislar e identificar los genes 

que se reprimen en el hongo durante la patogénesis. Este objetivo se logró 

mediante la construcción de un banco substractivo conteniendo fragmentos de 

genes que se expresan diferencialmente durante la interacción primaria o inicial 

entre S. cepivorum y el ajo. Los resultados muestran que un grupo de estos genes 

podrían estar involucrados en el cambio morfológico observado en el hongo 

dirigido a la patogenicidad. En un futuro trabajo, será importante demostrar 

molecularmente el papel que juegan los genes inducidos y reprimidos durante la 

pudrición blanca para emplearlos como potenciales blancos genéticos para el 

control de la enfermedad.  
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2 MATERIALES Y METODOS  
2.1 Materiales 

Se empleo la cepa C2 de S. cepivorum Berk, aislada de Cortazar, Gto. México. El 

material vegetativo que se empleó fueron dientes de ajo Taiwán, variedad 

Tingüindin y semilla de maíz variedad B04L19 (lote 102), proporcionados por el 

campo experimental Bajío, INIFAP. Los dientes de ajo y las semillas de maíz 

fueron desinfectadas con etanol al 70% por 5 minutos, hipoclorito de sodio al 0.6% 

por 15 min, seguido por dos lavados con agua destilada estéril. El hongo fue 

propagado a partir de un esclerocio en medio Czapek agar (DIFCO). El micelio 

empleado para los tratamientos experimentales fue de un tiempo de crecimiento 

de 7 días a una temperatura de 16 °C en este medio.  Los disulfuros de dialilo  

empleados fueron de la marca SIGMA. 

 

2.2 Desarrollo del modelo de interacción Sclerotium cepivorum-ajo 
para realizar la SSH reversa. 
En esta fase, dos condiciones fueron establecidas, micelio y micelio en presencia 

de ajo.  En cajas de Petri con 20 ml de agua destilada estéril con y sin un diente 

ajo, se colocó 1 disco de 1 cm de diámetro de medio Czapek agar conteniendo 

micelio de S. cepivorum crecido por 7 días.  Las cajas fueron transferidas a una 

incubadora donde se mantuvieron a 16 °C en la oscuridad y  los micelios fueron 

cosechados a las 24, 72 y 96 h después de haber sido inoculados. 

 

2.3 Técnica de Hibridación Substractiva bajo Supresión  
2.3.1Extracción de RNA 

El RNA total fue extraído del micelio de todas las condiciones a los diferentes 

tiempos de acuerdo al protocolo del manual RNeasy kit (Qiagen).  Para verificar la 

integridad del RNA se realizó una electroforesis en un gel de agarosa 

desnaturalizante al 1% (datos no mostrados). 
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2.3.2Síntesis, amplificación y purificación de la población de 
cDNA 

Se empleó 1 µg de RNA total de cada condición como templado para sintetizar el 

cDNA utilizando la enzima Superscript III Reverse Transcriptase (Life 

Technologies) y el kit de síntesis SMARTTM PCR cDNA synthesis kit (Clontech). 

Para purificar la población de cDNA se emplearon Columnas de  CROMA-SPIN 

1000. 

2.3.3 Construcción  de la genoteca substractiva  
La SSH reversa se realizó de acuerdo al protocolo de CLONTECH PCR-SelectTM 

cDNA subtraction kit (Clontech), empleando el micelio que se cosechó a las 72 h 

post-inoculación. El cDNA de la condición ajo y micelio fué empleada como control 

(driver) y el cDNA de la condición micelio fué empleada como problema (tester). 

Ambos cDNAs fueron digeridos con la enzima Rsa I, y el cDNA problema fue 

ligado a diferentes adaptadores. Para normalizar y enriquecer los cDNAs 

expresados diferencialmente se realizaron dos rondas de hibridación y 

amplificación por PCR. Los productos del segundo PCR fueron clonados en el 

vector TOPO PCR 4 (Invitrogen) y  los productos de ligación fueron utilizados para 

transformar células de Escherichia coli  TOP 10F’ (Promega).  

Las células transformadas fueron plaqueadas en cajas de Petri con LB/kanamicina 

y se dejaron crecer toda la noche. Las colonias transformantes fueron cultivadas 

individualmente en medio LB/ampicilina/kanamicina a 37 °C toda la noche. Los 

plásmidos fueron analizados y seleccionados de acuerdo a la presencia de 

insertos usando la enzima de restricción Eco RI.  

 

2.3.4 Almacenamiento de la genoteca substractiva 
Las colonias recombinantes seleccionadas fueron inoculadas por separado en 5 

ml de medio LB/ampicilina/kanamicina y fueron cultivadas en agitación a 37 °C 

toda la noche. Posteriormente, 500 μl de cada cultivo fueron añadidos a un vial 

criogénico de 2 ml (Corning) que a su vez contenía 500 μl de glicerol al 100% y se 

almacenaron a -80 °C.  
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2.3.5 Construcción de los macroarreglos de cDNA 

Para confirmar la expresión diferencial de las clonas positivas, 3 µg de cada 

plásmido recombinante fueron fijados en una membrana de nylon BrightStarTM-

Plus cargada positivamente (Ambion Inc), para construir arreglos de 12X4 clonas 

usando el PR 648 Slot Blot Manifold (Amersham Biosciences). 

Replicas de las clonas obtenidas de la SSH reversa fueron hibridadas con las 

sondas de cDNA del control y problema. El marcaje y detección de las sondas fué 

generado por la incorporación de fluoresceína-11-dUTP empleando Gene Images 

CDP-Star random prime labeling y detection module (Amersham Pharmacia 

Biotech Inc). El análisis de los resultados y la clasificación fueron llevados a cabo 

de acuerdo al criterio que describe el paquete de reactivos. Las clonas 

diferenciales fueron seleccionadas y la secuenciación se llevó a cabo con el 

aparato ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer). Las intensidades de las 

señales de las clonas diferenciales fueron cuantificadas empleando el software 

Quantity One (Bio-Rad Laboratories). La comparación de las secuencias con la 

base de datos fue realizada empleando el algoritmo Blastx del NCBI (Altschul et 

al., 1990). 
2.4 RT-PCR 

Para corroborar la expresión diferencial de algunos de los genes aislados, se 

extrajo RNA total de todas las condiciones experimentales y se sintetizó cDNA 

(como se describió anteriormente). La secuencia de los oligonucleótidos 

empleados para las amplificaciones RT-PCR se muestra en la tabla 1. El gen que 

codifica para la enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa de Sclerotium 

cepivorum (GdphSc) se empleó como un control interno. Se realizaron las 

amplificaciones a 30 ciclos de PCR con una temperatura de alineamiento de 60 

°C. Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1.2% teñidos 

con Bromuro de Etidio y fotografiados usando el software de BioCaptMw (Vilber 

Lourmat Corp.). Los archivos fueron importados en formato TIFF, y evaluados 

para la expresión diferencial. Las intensidades de las señales de las 

amplificaciones fueron cuantificadas empleando el software Quantity One (Bio-Rad 

Laboratories). 
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Tabla 1. Secuencias de los oligonucleótidos empleados para los experimentos de RT-PCR. 
 

Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) 
Sc 10S AAGCTGGAGGGCGTGTCTGTGC 
Sc 10AS TCACCTTCGCCAGTGGTGTCAGT 
Sc 18S GATCGAGGAGACGTTACCA 
Sc 18AS GAAAGAATAATATCTACTGTCTGG 
Sc 50S GGCAGTGTAGTGGGCAGGGAAT 
Sc 50AS CTCATCCAGGATGGCATACAACG 
Sc 71S GGAATTCAAACAATAAGCAATTA 
Sc 71AS CTTGTGTTCATCATTGTTAAC 
Sc 72S AGCTCTTTACCACTGTCCAACT 
Sc 72AS CAAGCCTACGTTGCTCACTAT 
Sc 88S GCATCTCCGCTGCCGATTCAAC 
Sc 88AS TCCAAGATGACTTTAACCTATGCGG 
Sc 92S CCTGCCTTCCAGCACCTTGTCC 
Sc 92AS CGTGCTGTGTTCGGATCATCGTC 
Sc Gdph S GGTGTCAACAACGAGACCTACA 
Sc Gdph AS GCGGACAGTCAAGTCAACAAC 

 
 

 

2.5 Experimentos para el análisis de expresión de los genes aislados 
por la SSH en otros sistemas de interacción. 
Para establecer un control negativo vegetativo, y determinar si los genes 

identificados por SSH reversa presentan una expresión diferente cuando el hongo 

esta solo o en presencia de una planta no hospedante, se colocó 1 disco de 

micelio en contacto con la raíz de una semilla de maíz, en 20 ml de agua estéril y 

se incubó a 16 °C en la oscuridad. La cosecha del micelio se realizó a las 72 h 

post-inoculación. 

De la misma manera, para observar si  los genes aislados se reprimen por la 

presencia del hospedante o por los DADs, en una caja de Petri con 3 divisiones se 

colocaron 10 ml de agua destilada estéril, se colocó 1 disco de micelio en cada 

una de 2 de la divisiones, en la tercera división se colocó un algodón con 2 ml de 

DADs al 0.075%. La cosecha del micelio se realizó a las 72 h después. 
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2.6 Análisis morfológicos de Sclerotium cepivorum  
a) Con disulfuros de dialilo (DADs) 
Dos experimentos fueron establecidos para evaluar el efecto de los DADs 

(compuesto metabolizado por la microbiota del suelo a partir de exudados 

naturales del ajo) sobre la morfología de S. cepivorum, en uno se utilizaron 

esclerocios y en otro micelio del hongo.  El experimento 1 (a1) se realizo por 

duplicado utilizando medio Czapek y PDA, consistió en colocar en una caja de 

Petri 10 gotas de agar (se realizó el experimento con medio Czapek y PDA) con 

un esclerocio en cada gota, y en el centro de la caja un cuadrado de 2X2 cm de 

algodón con 2 ml de agua destilada estéril o 2 ml de DADs al 2%.  En el 

experimento 2 (a2), se utilizaron cajas de Petri con tres divisiones, dos de las 

divisiones contenían agua destilada estéril y 1 disco de 1 cm de diámetro de medio 

Czapek agar conteniendo micelio crecido por 7 días y en la tercera división un 

algodón que contenía agua destilada estéril o DADs al 0.075%.  En ambos 

experimentos 3 repeticiones fueron realizadas.  Las cajas de los dos experimentos 

fueron incubadas a 16 °C en la oscuridad a las 72 h el crecimiento del hongo fue 

observado al microscopio. 

 

 b) Con maíz  y diente de ajo 

Para observar la diferencia de patrón de crecimiento de micelio expuesto a ajo, 

maíz y DADs se estableció un experimento en el que se incluyeron los siguientes 

tratamientos (todos en cajas de Petri con 20 ml de agua destilada estéril):  

1.- Ajo únicamente, (A). 

2.- Maíz únicamente, (M). 

3.- Disco de micelio crecido por 7 días en medio Czapek agar, (S). 

4.- Ajo incubado por 3 días en agua inoculado con un disco de micelio crecido por 

7 días en medio Czapek agar, (AS). 

5.- Maíz incubado por 3 días en agua inoculado con un disco de micelio crecido 

por 7 días en medio Czapek agar (MS). 

6.- Ajo incubado por 3 días en agua inoculado con un disco de micelio que se 

había dejado crecer por 3 días en agua, (AS3). 
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7.- Maíz incubado por 3 días en agua inoculado con un disco de micelio que había 

sido expuesto por 3 días en ajo que tenia 3 días de germinado, (MS3). 

8.- Maíz incubado por 3 días en agua tratado al tercer día con 2 ml de DADs 

(0.075%) e inoculado con un disco de micelio del hongo crecido por 7 días en 

Czapek agar, (MSc3). 

Los tratamientos 1-5 fueron empleados como controles. Las cajas petri fueron 

incubadas a 16 °C en la oscuridad.  Se hicieron observaciones sobre desarrollo 

del micelio apartir del tercer día para todos los tratamientos.  
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3 RESULTADOS 
3.1 Establecimiento del modelo de  la interacción Ajo-Sclerotium 

cepivorum para el desarrollo de la SSH. 
En nuestro grupo de investigación se ha observado que S. cepivorum presenta un 

cambio en su patrón de crecimiento cuando interacciona con su hospedante en 

comparación cuando crece en ausencia de éste. Así, se estableció un modelo 

experimental donde se prepararon dos condiciones, en ausencia y presencia de 

ajo (ver materiales y métodos). Respecto a la preparación de esta última 

condición,  un diente de ajo  debe permanecer en agua por 3 días antes de ser 

inoculado con el micelio de S. cepivorum, durante este tiempo se desarrolla la raíz, 

exudando los disulfuros de dialilo y otros compuestos radicales, que estimulan la 

patogénesis del hongo (Delgadillo  et al., 2000).  

 

En relación al crecimiento del hongo no se observó cambio significativo durante el 

primer día después de iniciado el experimento, fue hasta las 72 h cuando se 

observó que el micelio se había desarrollado de forma diferente dependiendo de la 

condición en que se encontraba. Cuando el micelio creció en presencia de ajo el 

crecimiento fué uniforme, las hifas se observaron mas juntas en comparación a 

cuando el hongo fué crecido solo, el crecimiento fué muy ramificado, hifas mas 

alargadas (Fig. 1). Al cuarto día (96 h), el hongo ya había invadido la raíz del ajo. 

De acuerdo a nuestro objetivo, el cual consiste en aislar e identificar los genes del 

hongo que se reprimen al inicio del proceso de patogénesis, se seleccionó el 

tiempo de 72 h para llevar a cabo la cosecha de micelio y crear la genoteca 

substractiva (Fig. 1), ya que en este momento se ha observado que en el hongo se 

inducen genes involucrados en el proceso patogénico (Ramírez-Medina, 2004). 
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Micelio S. cepivorum Micelio S. cepivorum  

 

 

 
Fig. 1. Micelio de Sclerotium cepivorum a las 72 h post-inoculacion. Condición problema: 
disco de micelio y agua; condición control: disco de micelio, agua y un diente de ajo.  

 

 

3.2 Identificación de genes reprimidos de Sclerotium cepivorum en la 
interacción con ajo. 
Para identificar los genes reprimidos de S. cepivorum durante la interacción con 

ajo, se construyó una SSH a las 72 h de crecimiento del hongo sin el ajo 

(problema ó tester) y la interacción del hongo con el ajo (control ó driver). 

Posteriormente se clonaron los fragmentos amplificados y se procedió a realizar 

un primer escrutinio mediante una hibridación tipo Southern a macroarreglos de 

cDNA, empleando como sondas los cDNAs problema y control marcadas con 

fluoresceína. De un total de 208 clonas se seleccionaron 79 para secuenciar, en 

éstas se observó señal más intensa, sus insertos se encontraron en un rango de 

130 a 380 pares de bases (pb).  

 

Después de ensamblar y analizar las secuencias obtenidas, un total de 13 

unigenes fueron obtenidos de la SSH reversa. La búsqueda de homologia de 

estos transcritos reveló que las secuencias encontradas son similares a hongos, 

animales y otros microorganismos. Los genes identificados en este estudio 

incluyen los que codifican para la enzima glioxal oxidasa, la chaperona MOD E, la 

proteína Cbk1p, el transportador alta afinidad Nramp 1,  la proteína o-

fucosiltransferasa, la proteína músculo especifica Murf 1, la proteina nebulina, una 

proteína de lisis, una transposasa IS10 y proteínas hipotéticas (Tabla 2). También 
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fueron identificados transcritos cuyas secuencias no se encontraron similares a 

alguna secuencia reportada, como se muestra en la Tabla 2.  

 
TABLA 2. Clasificación de las secuencias de cDNA aisladas en la SSH reversa. 
 

Clasificación  de fragmentos 

Clonas 

 
Número de 

acceso  
(NCBI) 

Gen con mayor 
homología I/P* Posible función Referencia 

Homologia  a 
Hongos      

Sc 71 DW520899 
Glo 1, Glioxal 

oxidasa (Sclerotinia 
sclerotiorum) 

53/61 
Requerida para 

crecimiento 
filamentoso 

Leuthner  et 
al., 2005 

Sc 72 

   
DW520897 

 
 
 

MOD-E 
(Podospora anserina) 86/95 

Formación de 
estructuras de 

resistencia 

Loubradou  
et al., 1997 

Sc 88 
 DW520896 

Cbk1p 
(Saccharomyces 

cerevisiae) 

87/92 
 
 
 

Requerida para un 
crecimiento 

eficiente 

Weiss et al., 
2002

Similares a 
animales      

Sc 18 DW520901 
Proteina Nramp 1  
(Oncorhynchus 

mykiss) 
42/57 Transportador 

divalente  

Dorschner  et 
al,. 1999 ; 

 
Boechat et 
al., 2002

Sc 46 DW520903 
Proteína O-

fucosiltransferasa 
(Sus scrofa) 

34/59 
Adición de fucosa 

a Ser o Thr en 
glicoproteinas 

Martínez-
Dunker et al., 

2003 

Sc 50 DW520904 
Músculo específica 

Murf 1 
(Homo sapiens) 

94/100 
Asociada en 
citoesqueleto 

 

Centner et 
al., 2001 

Sc 92 DW520894 Nebulina 
(Homo sapiens) 100/ 100

Determina la 
longitud de 

filamento de 
células de 

músculo estriado 

Labeit et al., 
1995

Similares a otros 
microorganismos      

Sc 10 DW520895 
Mut E Proteina de 
lísis (Coliphage 

phiX174) 
100/ 100 Potencial lítico Henrich et 

al., 1995
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Sc 11A DW520898 
Transposasa IS10 
(Shigella flexneri) 

 
76/76 

Promueve la 
transposición de 

IS10 y Tn10 

Chalmers et 
al., 2000 

 

Sc 13 C En proceso 
Proteina hipotética 
RcanM_01000334  

(Rickettsia rickettsii) 
46/59 Proteina 

hipotética 
Madan et al., 

2006 

Sc 115 DW520900 
Proteína hipotética 

(Plasmodium 
falciparum 3D7). 

46/68 Proteína 
hipotética 

Seeger et  al., 
2004 

Sin similitud      

Sc 16 D En proceso 
No se encontró 

similitud 
significativa 

   

Sc 31 En proceso 
No se encontró 

similitud 
significativa 

   

*I/P = Aminoácidos Idénticos/aminoácidos Positivos 
 
 

3.3 Análisis de la expresión de genes reprimidos de Sclerotium 

cepivorum a diferentes tiempos de interacción con el ajo. 
 

Para analizar la expresión diferencial en un rango de tiempo más amplio de la 

interacción de S. cepivorum con el ajo, se analizaron los 13 unigenes a 72 h 

(tiempo en donde se realizó la SSH) y en dos  tiempos adicionales, 24 y 96 h, 

mediante experimentos tipo Southern a macroarreglos. Las intensidades de las 

señales fueron cuantificadas y los valores encontrados fueron estandarizados con 

el gen Gdph Sc que codifica para la enzima gliceraldehido 3-fosfato 

deshidrogenasa (Tabla 3). 

 

A las 72 h, los resultados revelaron que 11 transcritos (Sc 10, 11A, 18, 71, 72, 88, 

92, 115, 13C, 16D, 31) fueron fuertemente reprimidos (por lo menos 2 veces)  

cuando el hongo esta en la interacción con el ajo, y 2 clonas (Sc 46 y 50) se 

reprimieron en menor grado (Tabla 3).  

 

Al realizar el experimento monitoreando los días de interacción, los resultados 

mostraron que los genes que cambiaron la tendencia de expresión a las primeras 

24 h respecto a la que mostraron a las 72 h fueron: Sc 10, 11A, 71, 72, 88, 92, 
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13C, 16D, 31. Los genes que no modificaron esta tendencia de expresión entre las 

24 y 72 h fueron: Sc 18, 46 y 115, en tanto, a las 96 h, tiempo en el cual, el hongo 

ya se encuentra unido a la raíz del ajo, los genes Sc 10, 11A, 18, 46, 50, 92, 13C y 

16D,  disminuyeron su expresión de la condición problema hasta 

aproximadamente igualar dicha expresión entre ambas condiciones (Tabla 3).   
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Tabla 3. Gráficas de los datos obtenidos de expresión de los genes aislados en la SSH 
analizados por macroarreglos utilizando como sonda cDNA de micelio de Sclerotium 
cepivorum en presencia y ausencia de ajo a diferentes tiempos. El tercer día corresponde al 
tiempo en el que se realizo la genoteca substractiva, y a los días 1 y 4, este último 
corresponde al tiempo donde el micelio ya invadió la raíz del ajo.  
 

Fragmentos 
de Genes Día 1 Día 3 Día 4 

Sc 10 
   

Sc 11A 
   

Sc 18 
   

Sc 46 
   

Sc 50 
   

Sc 71 
   

Sc 72 
   

Sc 88 
   

Sc 92 
   

Sc 115 
   

Sc 13C 
   

Sc 16D 
   

Sc 31 
   

  
 Condición Problema sin ajo Condición Control con ajo 
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3.4 Análisis de los genes reprimidos de Sclerotium cepivorum aislados 
en la SSH reversa en interacción con Disulfuros de Dialilo (DADs). 

3.4.1 Experimentos de morfología 
Como se mencionó anteriormente, cuando S. cepivorum crece sin la presencia de 

ajo, las hifas son muy ramificadas y parecen más alargadas en comparación de 

cuando se encuentra con ajo. Para descartar, si el efecto observado sobre esta 

característica se debía a la presencia o ausencia del ajo exclusivamente o era 

efecto del medio de cultivo, se planteó un experimento donde se puso a crecer el 

hongo en dos medios diferentes (Czapek: medio mínimo y PDA: medio rico) en 

presencia y ausencia de ajo. El patrón de crecimiento del micelio en ambas 

condiciones fué igual para los diferentes medios (datos no mostrados).   

De acuerdo a lo que reportaron Delgadillo et al., (2000), que son los disulfuros de 

dialilo (DADs) (metabolitos a partir del genero Allium) los que estimulan la 

patogénesis de S. cepivorum, se planteó emplear los DADs para confirmar el 

patrón de crecimiento observado, tanto en medio Czapek como PDA. 

En la Figura 2 se observa el experimento donde se colocaron los esclerocios en 

gotas de agar y se expusieron a DADS al 2% y agua (experimento de morfología 

a1, ver materiales y métodos), el patrón de crecimiento fue similar al observado en 

nuestro modelo experimental como esperábamos con ambos medios de cultivo. 

En las cajas donde se aplicó el tratamiento con DADs se observó que el hongo se 

desarrolla y forma esclerocios solo dentro de la gota de agar. En las cajas de 

condición solo agua, se observó que el crecimiento de las hifas es mucho mayor y 

la formación de los esclerocios se da fuera del medio sobre la misma caja de Petri. 

Además, al microscopio se observa que las hifas son más delgadas y alargadas 

comparadas con aquellas que estuvieron expuestas a los DADs (Fig. 2). 
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Fig. 2. Micelio de Sclerotium cepivorum. A) Micelio de S. cepivorum  desarrollado a partir de un esclerocio en  
gota de PDA en interacción con disulfuros de dialilo al 2% después de  15 días de interacción. B) Foto de 
acercamiento 10X en la periferia de la gota de agar descrito en A. C) Micelio de S. cepivorum desarrollado a 
partir de un esclerocio en gotas de PDA interacción con agua después de 15 días. D) Foto de acercamiento 10X 
en la periferia de la gota de gota de agar descrito en C. 

 

 

 

Un patrón de crecimiento igual se observó al realizar el experimento donde el 

micelio fue crecido en medio Czapek y se expuso al estimulo de DADs al 0.075% y 

agua solamente (experimento de morfología a2, ver materiales y métodos). Donde 

las cajas que se pusieron en contacto con los DADs,  presentaron el mismo patrón 

de desarrollo que cuando está en interacción con el ajo. Así, conforme se fue 

disminuyendo el porcentaje de DADs aplicados al tratamiento (de 2 hasta 0.05%), 

se observó que las hifas se desarrollaron muy similares a cuando el hongo crece 

solo (Fig. 3).  

Con estos experimentos se confirmó que: 

1. S. cepivorum no cambia su patrón de crecimiento (alargado y ramificado 

cuando crece solo, uniforme y transparente cuando está en presencia de 

ajo) independientemente del medio de cultivo que se emplee.  

2. El micelio crece de manera similar cuando está en presencia de ajo o de 

DADs. 

3. El micelio crece de manera similar cuando está en presencia de ajo o de 

DADs, independientemente del medio de cultivo en que se encuentre 

presente. 

 

 

IBQ Maria Isabel Hernández Alvarez  16



A                 B                      C                             D 

 
Algodon 

 

 

 

 Fig. 3. Micelio de Sclerotium cepivorum. A) Micelio de S. cepivorum  desarrollado 3 días en interacción con 
disulfuros de dialilo al 0.25 % colocados en algodón colocado del lado derecho de la cada Petri; B) Mismas 
condiciones que en A pero con 0.1 % de disulfuros de dialilo; C) con 0.05 % de disulfuros de dialilo; D) 
solamente agua.  

3.4.2 Macroarreglos para la condición con DADs 

Para elucidar si los genes reprimidos aislados en la SSH reversa (en interacción 

con ajo) se reprimen con DADs, se planteó un experimento de tipo macroarreglo. 

Para la obtención del cDNA que se empleó como sonda, el hongo se colocó en 

interacción con DADs al 0.075% por 3 días (Fig. 4). El porcentaje  DADs 0.075 % 

fue determinado como el óptimo de acuerdo a los experimentos de morfología a2, 

mencionado en el apartado 3.1. Los resultados de la hibridación tipo Southern a 

macroarreglos mostraron que de los 13 transcritos analizados, los 

correspondientes a: Sc 10, 11A, 18, 46, 50, 71, 88 y 115 se observaron 

completamente reprimidos ante el estimulo de los DADs como se esperaba y las 

clonas: Sc 72, 92, 13C, 16D y 31 mostraron un comportamiento similar al 

observado en presencia de ajo, un promedio de 3 veces menos que con respecto 

al problema (Tabla 4). 
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Tabla 4. Gráficas de los datos obtenidos de expresión de los genes aislados en la SSH 
analizados por macroarreglos a los 3 días de interacción con maíz y con disulfuros de 
dialilo, comparados con los datos obtenidos de las condiciones con ajo y sin ajo en el 
mismo tiempo de interacción.  
 

Fragmentos 
de Genes Día 3 Fragmentos 

de Genes Día 3 

Sc 10 

 

Sc 88 

 

Sc 11A 

 

Sc 92 

 

Sc 18 

 

Sc 115 

 

Sc 46 

 

Sc 13C 

 

Sc 50 

 

Sc 16D 

 

Sc 71 

 

Sc 31 

 

Sc 72 

 

 

0 1 2 3 4 5

 
 

Condición con Maiz Condición  Disulfuro de dialilo    
 

Condición  Problema sin ajo Condición Control con ajo  
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 Fig. 4. Desarrollo de micelio de Sclerotium cepivorum. A) Experimento como se describe en la figura 3 en 

interacción con agua; B) Con una concentración de al 0.075% de disulfuros de dialilo.  
 
 

3.5 Análisis de los genes reprimidos de Sclerotium cepivorum aislados 
en la SSH en la interacción con una planta no hospedante (maíz). 
Se ha demostrado que el hongo S. cepivorum solo ataca plantas del genero Allium 

(Crowe et al., 1980). Así, para determinar si las clonas diferenciales aisladas en la 

genoteca substractiva son reprimidas por otra planta no hospedante, se realizó un 

experimento donde el hongo se colocó en interacción con una semilla de maíz ya 

germinada. Como se muestra en la Figura 5, el brote y la raíz del maíz no 

presentan daños en presencia del hongo, y por parte del hongo se observa la 

formación de esclerocios, lo cual sucede en las etapas tardías de la pudrición 

blanca o cuando el hongo no encuentra su hospedante. En sistemas compatibles 

de interacción hongo-planta se ha reportado la participación de algunos 

metabolitos de la planta para que la patogénesis progrese (Prell et al. 2001), sin 

embargo se podría proponer que el maíz no produce los metabolitos (como los 

DADs) originando un sistema incompatible.  

 

Fig. 5. Interacción Sclerotium cepivorum con maíz.  A) Semilla de maíz germinada en interacción 3 días con el hongo. 
B) Acercamiento 10X de la fotografía A. C) Interacción hongo y maíz a los 20 días.   
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3.5.1 Macroarreglos para la condición con maíz. 
En el análisis tipo Southern a macroarreglos los resultados mostraron que de los 

13 genes que se aislaron en la SSH reversa, todos excepto Sc 10, presentaron la 

misma variación de expresión que la condición problema, es decir cuando el 

hongo creció sin ajo (Tabla 4).  Las clonas Sc 88, 92, 115, 13C, 16D y 31 al 

cambiar el sistema (en lugar de ajo, maíz) se indujeron al menos dos veces más 

comparadas con la expresión en la condición con ajo. Las que permanecieron 

inducidas pero en menor proporción fueron: Sc 11A, 18, 46, 50, 71, y 72. (Tabla 

4). 

 

3.6 RT-PCR de 7 genes aislados en la SSH. 
Para corroborar la expresión diferencial de las clonas aisladas analizadas en los 

macroarreglos, se seleccionaron al azar, 7 de las 13 clonas obtenidas en la SSH 

(Sc 10, Sc 18, Sc 71, Sc 72, Sc 88 y Sc 92) y se realizaron experimentos de RT-

PCR en todas las condiciones (Fig. 6). Al igual que como se observó en los 

macroarreglos, el mayor contraste respecto a la condición problema con el control 

se tuvo a las 72 h, tiempo en que se realizó la SSH. A los tiempos de 24 y 96 h, el 

nivel de expresión diferencial se observó en menor proporción comparado con las 

72 h, la condición problema se indujo un promedio de media vez más respecto a la 

condición control, excepto para  Sc 50 y 92 en las que no se observó un cambio 

significativo en el nivel de expresión en los diferentes tiempos. Tomando en cuenta 

que fué a las 72 h post-inoculación el tiempo en el que se realizo el proceso de 

SSH, se confirmó a nivel transcripcional que las secuencias fueron reprimidas, 

debido a que en este tiempo la señal de amplificación de la RT-PCR se observó 

un promedio de una vez menos intensa en la condición en que el hongo se 

encuentra en presencia de ajo comparada con la condición en que se encuentra 

solo. Para las condiciones de maíz y disulfuros al tiempo de 72 h, el nivel de 

expresión fue muy similar al obtenido en los macroarreglos (Fig.6). Los genes Sc 

18, 71 y 88 se indujeron aproximadamente una vez más cuando estuvieron en 

interacción con maíz respecto a la condición con DADs.   
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 Fig. 6. Análisis RT-PCR de algunos de los transcritos diferenciales aislados en la SSH reversa. P, C, M, D 
corresponden a la Condición Problema sin ajo, Control con ajo, Maíz y Disulfuros de Dialilo (DADs,) 
respectivamente. Los valores de las gráficas fueron calculados basados en la intensidad de las bandas mediante el 
software Quantity One  y normalizados con el gen Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de Sclerotium 
cepivorum (Gdph Sc). 

 

 

 

3.7 Estudio de la interacción del maíz con Sclerotium cepivorum 
asociado con el cambio morfológico del hongo debido al estimulo por DADs 
o ajo. 
Se realizaron una serie de experimentos para estudiar si la morfología del hongo 

asociada al estimulo por ajo o DADs era capaz de infectar al maíz (ver materiales 

y métodos). Los resultados mostraron: 

En el experimento MS3, donde se colocó el hongo 3 días en interacción con ajo 

(incubado a su vez 3 días en agua) y luego se pasó a maíz que se había incubado 

previamente 3 días en agua, no se observó cambio en la morfología de las hifas 

del hongo a simple vista. A pesar de que al inicio de la interacción, las hifas tenían 

una dirección de crecimiento determinada en relación a la posición en la que se 

encontraba la raíz del ajo, al colocarlas en contacto con la semilla de maíz 

germinada su crecimiento fue radial mostrando un patrón similar al de MS (maíz 

incubado 3 días en agua inoculado con un disco de micelio) (Fig. 7A). A los 20 
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días de interacción no se observo daño en el maíz y por su parte el hongo empezó 

a formar esclerocios (Fig. 7B y C). 
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Condición MSc3
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 Fig. 7. Micelio de Sclerotium cepivorum al tercer día de interacción con maíz. A) Micelio proveniente  de 
interacción  3 días con ajo  transferido a semilla de maíz germinado (Condición MS3); B) Misma placa a los 5 días 
de interacción; C) A los 12 días de interacción; D) Micelio desarrollado en interacción 3 días con maíz germinado el 
cual se le agregaron disulfuros de dialilo al 0.075% a la raíz (Condición MSc3); E) Misma placa descrita en D a los 
15 días de interacción. 

 

 

En el experimento MSc3, donde se colocó un disco de micelio en interacción con 

una semilla de maíz germinada con 2 ml de DADs al 0.075% en la raíz, se observó 

que el crecimiento de las hifas a las 72 h fué aproximadamente 3 veces mayor que 

en MS (interacción maiz-hongo) al mismo tiempo. Sin embargo al cabo de 15 días 

no se observó daño en el maíz y el hongo pareció establecerse para formar 

esclerocios (Fig. 7D y E). 

Para observar si el hongo puede revertir la morfología de las hifas ramificadas y 

delgadas cuando se coloca en interacción con ajo para invadirlo, se realizó un 

experimento donde se colocó micelio crecido 3 días en agua a interaccionar con 

ajo incubado por 3 días en agua, AS3 (ver materiales y métodos). A las 72 h, se 

observó un cambio notorio en el patrón de crecimiento de las hifas en los extremos 

de ellas. El crecimiento de las hifas en la periferia ya no se observó ramificado, 

sino formando el crecimiento característico (observado por nuestro grupo) cuando 

el hongo se encuentra en contacto con el ajo. Este contraste morfológico puede 

observarse en la Figura 8. A los 12 días de interacción se puede observar como el 

hongo ya invadió la raíz y el bulbo de ajo. 
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Fig. 8. Micelio de Sclerotium cepivorum. A) Micelio proveniente  de  3 días de incubación con agua transferido a 
ajo germinado; B) Misma placa a los 3 días de interacción; C) A los 12 días de interacción.  

 

4 Discusión: 
El presente estudio describe la aplicación de la Hibridacion Substractiva bajo 

supresión para obtener información relacionada con los cambios en la expresion 

genetica de Sclerotium cepivorum durante su interaccion con ajo, particularmente 

aquellos genes reprimidos en este proceso. 

De los transcritos encontrados por SSH reversa (Tabla 2), aquellos que codifican 

para las proteínas glioxal oxidasa (Glo 1), Cbk1p, nebulina y murf 1, se ha 

reportado que están relacionados con el crecimiento apical de la hifa (Leuthner B., 

et al. 2005,  Weiss, et al. 2002, Labeit et al. 1995, Centner et al. 2001). La nebulina 

es una proteína grande de filamento reportada solamente para músculo 

esquelético de vertebrados. La correlación de su tamaño con la longitud del 

filamento sugiere que la nebulina puede funcionar para determinar la longitud de 

los filamentos delgados de las células del músculo esquelético (Labeit et al. 1995). 

La expresión de los genes en la interacción a diferentes días, revelo que los genes 

que codifican para Glo 1 y Cbk1p después del tercer día se encuentran reprimidos 

casi en su totalidad cuando el hongo se encuentra en presencia de ajo y de DADs, 

por lo tanto estos genes podrían ser muy importantes para dar la característica de 

un mayor alargamiento de hifas cuando el hongo esta en ausencia del ajo. 

Leuthner et al., (2005) reportaron que Glo 1 puede funcionar en vías de 

señalización que regulan el crecimiento filamentoso de Ustilago maydis por la 

generación de peroxido de hidrógeno como un segundo mensajero o como una 

fuente de radicales superóxido más activos. Se ha postulado un requerimiento de 

un estado hiperoxidante transitorio para dirigir la diferenciación en muchos 
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organismos. Toledo et al., (1995) y Navarro et al., (1996) reportan que en la 

mayoría de los procesos morfogenéticos existe un estado hiperoxidativo durante la 

conidiación de Neurospora crassa. Para plantas se ha demostrado que NADPH 

oxidasas controlan la expansión celular y crecimiento polarizado de células de raíz 

por la generación de especies reactivas de oxigeno que regulan la actividad de 

canales de calcio (Foreman et al., 2003). Recientemente, Lara-Ortiz et al (2003)  

demostraron generación de la NADPH oxidasa en el hongo filamentoso 

Aspergillus nidulans.  

En relación con nuestro estudio, sugerimos que Glo1 debido a que es una 

oxidasa, podría relacionarse con el alargamiento de las hifas de S. cepivorum en 

la búsqueda de nutrientes.  

La chaperona MOD E podría estar relacionada con la formación de esclerocios o 

estructuras de resistencia (Labradou et al. 1997). Esta proteína MOD E es 

codificada por un gen miembro de la familia Hsp90, proteínas involucradas en 

muchos procesos celulares. En este estudio se menciona que MOD E esta 

relacionada en la formación de ascosporas, ya que se propone se encuentra en 

etapas tardías del ciclo celular. MOD E puede estar asociada con una cinasa de 

proteínas que controla negativamente el ciclo celular y sexual en el caso de 

Podospora anserina.  En nuestro estudio de la expresión por tiempo, se observó 

que este gen se expresa de manera diferencial mucho más contrastante al tercer 

día de interacción.

La clona Sc 46 que es homologa a la proteína o-fucosiltranferasa, se ha reportado 

en la ruta de señalización NOTCH, en estos reportes se menciona como una 

enzima clave para dicha vía, se ha visto involucrada en el ciclo celular y la 

apoptosis (Martínez-Dunker et. al. 2003). Esta clona muestra variación de 

expresión en presencia y ausencia de ajo, su mayor represión se observa cuando 

están presentes los disulfuros de dialilo. (Fig. 6) 

En la expresión diferencial de genes reprimidos de S. cepivorum encontramos 

genes que codifican proteínas como la proteína de lisis del fago Coliphage 

phiX174 (Tabla 2), en relación a esto New et al., (1984) reportaron que en este 

tipo de hifas de S. cepivorum donde la germinación no es inducida por el 
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hospedante generalmente terminan en la formación de esclerocios, pero algunas  

de las hifas se colapsan y se lisan a los pocos días. Sugerimos que esta proteína 

podría estar involucrada en este último proceso, provocando la lisis de algunas de 

las hifas para que con esos nutrientes pueda generar nuevamente los esclerocios. 

Agrupando aquellos genes que están relacionados con crecimiento apical de las 

hifas, los resultados muestran que estos genes presentan un comportamiento 

similar cuando se analizo el nivel de expresión por días y por tratamientos en 

interacción con diferentes sistemas incluyendo los  DADs. Esto confirma que esos 

genes se encuentran encendidos cuando el hongo no se encuentra en contacto 

con el estimulo del ajo independientemente de si esta solo o en presencia de otra 

planta. De aquí podríamos elucidar que ellos son una batería de genes 

encargados de acelerar ese alargamiento de las hifas para generar esta 

morfología especifica cuando el hongo esta en ausencia de ajo, presentando la 

mayoría de ellos el mismo efecto de represión cuando son expuestos a los 

disulfuros de dialilo. 

Existen muy pocos reportes de morfologia relacionados a formación de esclerocios 

en S. cepivorum in vitro y de desarrollo de estructuras de infeccion en cebolla 

(Littley et al., 1992; Stewart et al., 1989). En nuestro trabajo observamos un 

cambio visible en el patrón de crecimiento de las hifas de S. cepivorum cuando 

esta en  presencia o ausencia de ajo  dato que no ha sido reportado. Planteamos 

diferentes tipos de interacciones con ajo, maiz, disulfuros de dialilo y 2 medios de 

cultivo diferentes para corroborar el cambio mencionado, en todas ellas se 

observa la misma tendencia de crecimiento, confirmando que el patrón de 

crecimiento que presenta S. cepivorum es debido a la presencia de su 

hospedante. A su vez un grupo de los genes reprimidos que aislamos por SSH 

podrían estar relacionados directamente con este cambio morfológico.  
La identificación de los genes tanto los que se inducen como los que se reprimen 

es esencial para entender el proceso de patogénesis de S. cepivorum. Los genes 

identificados en este trabajo muy probablemente serán importantes ya que son 

aquellos que se reprimen al inicio del proceso de patogénesis, por lo que se podría 

pensar que si estos genes permanecieran activos no ocurriría como tal el proceso 
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infectivo. Lo anterior deberá ser corroborado con experimentos posteriores de 

transformación del hongo. 
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