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Rosellinia necatrix Prill. es un ascomiceto de suelo que causa la podredumbre 
blanca en un amplio rango de especies vegetales, especialmente árboles 
frutales. La podredumbre blanca es actualmente una de las enfermedades más 
importantes que afectan a las plantaciones de aguacate en Andalucía 
(España), así como a las de manzano, vid y peral en Japón. Los síntomas 
característicos de esta enfermedad son la podredumbre radicular, 
amarillamiento, decaimiento, caída de hojas, y finalmente, muerte del árbol. 
Aislados españoles y japoneses de R. necatrix, que mostraban diferentes 
grados de virulencia, se marcaron con la proteína verde fluorescente (GFP) 
mediante transformación de protoplastos con el plásmido pCPXHY1eGFP. Las 
frecuencias de regeneración de protoplastos y transformación variaron 
fluctuando entre 10-5/10-7 y 10-2/>10-3 por 10µg de DNA, respectivamente. El 
análisis microscópico de los transformantes reveló homogeneidad de la señal 
fluorescente, siendo claramente visible y estable en las hifas. Actualmente, se 
está analizando la patogenicidad de los diferentes aislados silvestres y 
transformantes, evaluando el índice de enfermedad tras su inoculación en 
plantas de aguacate. Paralelamente, se está estudiando la colonización de 
raíces de aguacate por R. necatrix, así como la infección y desarrollo de la 
enfermedad in vivo mediante Microscopía Láser Confocal; los detalles de estos 
procesos serán esenciales para el control de la enfermedad. Éste es el primer 
trabajo en el que se describe la utilización de aislados de R. necatrix marcados 
con la proteína fluorescente verde para analizar el proceso de infección en 
raíces de aguacate por este patógeno. 
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Rosellinia necatrix Prill. is a soilborne ascomycete fungus that causes white root 
rot on a wide range of plant species, especially on fruit trees. White root rot is 
currently one of the most important diseases affecting avocado orchards in 
Andalusia (Spain) as well as apple, grape and pear orchards in Japan. 
Characteristic symptoms of this disease are rotting of roots, yellowing and 
falling of leaves, wilting and, finally, death of the tree. Spanish and Japanese 
isolates of R. necatrix showing different degrees of virulence were tagged with 
the green fluorescent protein (GFP) by protoplast transformation with plasmid 
pCPXHY1eGFP. Frequencies of protoplasts regeneration and transformation 
varied greatly among isolates and were 10-5/10-7 and 10-2/>10-3 per 10µg of 
DNA, respectively. Microscopic analysis of the transformants revealed 
homogeneity of the fluorescent signal, which was clearly visible and stable in 
the hyphae. Currently, the pathogenicity of wild-type isolates and transformants 
is analysed, evaluating the disease index after its inoculation in avocado plants. 
Colonization, infection, and disease development on avocado roots infected 
with the transformants is being analyzed in vivo by scanning confocal laser 
microscopy; details of these processes will be essential for disease control. To 
the best of our knowledge, this is the first report describing the utilization of 
GFP-tagged R. necatrix derivatives to analyze the infection process of avocado 
roots by this pathogen. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 

Las dos enfermedades más importantes que afectan al cultivo del aguacate 
son la podredumbre causada por el oomiceto P. cinnamomi y la podredumbre 
blanca causada por el hongo Rosellinia necatrix. Mientras P. cinnamomi afecta 
cultivos de aguacate en todo el mundo, las infecciones causadas por R. 
necatrix tienen importancia en zonas aguacateras del área mediterránea, 
principalmente Israel y España. Además, R. necatrix tiene un amplio rango de 
huéspedes y es muy destructivo en frutales, incluyendo especies tropicales 
como el mango y el aguacate. Los árboles afectados muestran podredumbre 
de raíces, amarilleamiento y caída de hojas y finalmente, muerte del árbol tras 
pocas semanas de la aparición de los primeros síntomas foliares.  
 

En al actualidad, la información acerca del proceso de infección de R. 
necatrix en árboles es escasa. En 1952, se describió el proceso de infección de 
raíces de árboles de morera por éste hongo (Sakurai, 1952). Se observó que la 
invasión del hongo en raíces jóvenes, sin crecimiento secundario, ocurre tras la 
perforación y disolución de las paredes de las células de la corteza.  Sin 
embargo, la invasión de los tejidos interiores de raíces adultas parece tener 
lugar principalmente a través de las lenticelas, generalmente formando 
cordones de hifas. Las células dañadas muestran decoloración marrón y 



finalmente necrosis (Sakurai, 1952). La visualización microscópica del proceso 
de infección en aguacate por R. necatrix no se ha llevado a cabo hasta la fecha 
( Pérez-Jiménez, 2004).  
 

La proteína fluorescente verde (GFP) de la medusa Aquorea Victoria es una 
herramienta útil para el marcaje de patógenos con objeto de visualizar, 
mediante técnicas de microscopía de fluorescencia, el proceso de infección de 
los mismos bajo condiciones in vivo. En este sentido, la visualización de 
organismos marcados con GFP, mediante microscopía laser confocal (MSLC), 
es una herramienta rápida, efectiva y no invasiva que permite el análisis 
espacio-temporal de las interacciones huésped-patógeno. 
 

En éste trabajo, se describe la obtención de protoplastos y transformación 
con diferentes plásmidos marcados con GFP de distintas cepas de R. necatrix 
que muestran distinto grado de virulencia. La microscopía de epifluorescencia 
de estos transformantes reveló homogeneidad de la señal de fluorescencia 
debida a la expresión de la GFP, que era claramente visible en las hifas. El 
proceso de infección de las raíces de aguacate causado por R. necatrix fue 
estudiado usando MSLC.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Microorganismos y condiciones de cultivo 
 

Las cepas de hongo y los plásmidos usados en este estudio se indican en la 
Tabla 1. R. necatrix se cultivó a 25º C en potato dextrose agar (PDA; Difco 
Laboratories, Detroit). El medio de cultivo se suplementó con 50 µg/ml de 
hygromycina B (HYG) cuando fue necesario. 

 
Transformación de R. necatrix 
 

La obtención de protoplastos se llevó a cabo según el protocolo descrito por 
Kanematsu et al. (2004). Las condiciones utilizadas para la preparación de 
protoplastos fueron: cultivos de micelio incubados sin agitación, solución 
osmótica de manitol, mezcla osmótico-enzimática que contenía zimoliasa 100T  
0.4 % y enzimas líticas 1.5 %. 

 
Para la transformación una suspension de protoplastos y 10 µg del vector 

plasmídico se mezclaron suavemente en tubos Falcon e incubaron en hielo 
durante 30 min. Tras la adición  de 500 µl de una solución de PEG [PEG 4000], 
la suspension de protoplastos se mezcló con cuidado e incubó a 20 ºC durante 
20 min. A cada tubo se le añadieron 700 µl de medio de regeneración (Potato 
Dextrose Broth [PDB], Difco Laboratories, suplementado con 0.5 M de glucosa)  
y se incubó a 25 ºC durante 7 días. Alicuotas que contenían 300 µl de 
protoplastos se sembraron en 10 ml de YCDA (0,1 % extracto de levadura, 0,1 
% caseína hidrosilada, 0.5 M glucosa y 1,5% agar en una placa de petri de 9-
cm) y se incubaron a 20 ºC en oscuridad durante 2 semanas. La resistencia a 
HYG se comprobó  añadiendo 10ml de medio PDA suplementado con 50 µg/ml 
de HYG. 
 



Análisis microscópico 
 

El análisis microscópico de las hifas se llevó a cabo usando un microscopio 
de epifluorescencia Leica y un microscopio estereoscópico de fluorescencia 
(Leica MZ FLIII), ambos equipados con bloques de filtro con propiedades 
espectrales adecuadas a las de la GFP (excitación 470/20-nm excitation, 
emisión a 515 onda larga). 
 
Test de patogenicidad 
 

La patogenicidad de los aislados de R. necatrix marcados con GFP en 
comparación con sus correspondientes cepas silvestres se llevó a cabo en 
plantas de aguacate de 3, 6 y 12 meses de edad. Las plántulas se colocaron en 
macetas que contenían sustrato infectado con granos de trigo cubiertos con 
micelio de R. necatrix, tal y como se ha descrito anteriormente (Freeman et al. 
1986, Pliego et al. 2007). 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Distintos aislados de R. necatrix, con diferentes grados de virulencia y 
procedentes de Japón y España se marcaron con GFP. Mientras que los 
aislados españoles CH1, CH2, CH3 y CH4 mostraron un alto grado de 
virulencia, CH5 y CH6 no inducen síntomas de podredumbre en plantas de 
aguacate. RT1 y RT2 se aislaron en Japón a partir de raíces de árboles 
enfermos de peral, mostrando un alto grado de virulencia en peral y aguacate 
(datos no mostrados). Se llevaron a cabo varias aproximaciones diferentes 
para la transformación de los aislados de R. necatrix. En una primera 
aproximación, se realizaron transformaciones de micelio de R. necatrix 
mediadas por Agrobacterium tumefaciens siguiendo el protocolo de Zhang et 
al. (2003) para Glarea lozoyensis con algunas modificaciones. Para ello, se 
utilizó un derivado plasmídico de pRK2 que contiene el gen HygR fusionado al 
gen gfp. Éste plásmido se transformó en cepa de A. tumefaciens LBA 4404 
(Hoekema et al. 1983). No se obtuvieron transformantes mediante éste método. 
 

En un segundo ensayo, se realizaron experimentos de regeneración y 
transformación de protoplastos de acuerdo con el protocolo descrito por Satoko 
et al. 2004. Se obtuvieron aproximadamente 107-108 protoplastos por g de 
micelio por cada una de las cepas de R. necatrix estudiadas. El tamaño de los 
protoplastos varió mucho entre los aislados. Mientras que para las cepas CH2 y 
CH4 se obtuvieron protoplastos redondos y claramente visibles, para CH1 y 
CH6 se observaron protoplastos más pequeños; en los restantes aislados se 
obtuvieron tamaños intermedios. Las frecuencias de regeneración de 
protoplastos variaron entre las distintas cepas alcanzando valores alrededor de 
10-5/10-7 para CH1, CH4, CH5, CH6, RT1, RT2 y 10-2/10-3 para CH2 y CH3. No 
se observó correlación entre tamaño de los protoplastos obtenidos y su 
frecuencia de regeneración.  
 

Se utilizaron dos vectores diferentes marcados con GFP para la 
transformación de protoplastos de R. necatrix: a) co-transformación de los 
plásmidos pGPD-GFP y pAN7-1 que contienen los genes gfp y HygR, 



respectivamente y, b) transformación con el plásmido pCH-GFP, que contiene 
los genes gfp y HygR (Tabla 1). No se aislaron transformantes de ninguno de 
los aislados testados mediante co-transformación con pGPD-GFP y pAN7-1. 
Sin embargo, se aislaron tansformantes de 5 aislados diferentes (CH1, CH5, 
CH6, RT1 y RT2) usando el plásmido pCH-GFP. Tampoco se obtuvieron 
transformantes de CH2, CH3 y CH4 con éste plásmido (Tabla 1). El análisis 
mediante microscopía de epifluorescencia de los transformantes reveló 
homogeneidad de la señal verde fluorescente, que era claramente visible en las 
hifas de los cinco transformantes GFP. La Fig.1 muestra los resultados 
obtenidos para R. necatrix CH1-GFP en comparación con la cepa silvestre 
CH1. La expresión de la GFP no afectó a la patogenicidad de los distintos 
transformantes, dado que el desarrollo de la enfermedad fue idéntico en las 
plantas de aguacate infectadas con las cepas silvestres y con los derivados-
GFP. En todas las plántulas testadas (1 año, 6 meses y 3 meses de edad) los 
síntomas aéreos comenzaron por el amarilleamiento de las hojas, marchitéz y 
finalmente, muerte de la planta. También se observaron en todos los casos 
agregados de micelio invadiendo las raíces de aguacate seguido de 
podredumbre radicular también fueron observados (Fig.1B). GFP-CH5 y GFP-
CH6 no indujeron el desarrollo de la enfermedad en ninguno de los casos 
testados (datos no mostrados).  
 
                            

 
        

Figura1. Emisión de fluorescencia por CH1-GFP y su 
correspondiente cepa parental CH1 (A). En la esquina superior 
izquierda se muestra una imagen en detalle de una hifa para CH1-
GFP. B. Podredumbre blanca causada por el derivado GFP-CH1 en 
plantas de aguacate de un año de edad.  

 
En la actualidad, estamos llevando a cabo inoculaciones artificiales en 

plantas de aguacate con derivados GFP de R. necatrix para visualizar el 
proceso de infección de raíces de aguacate por este hongo utilizando 
diferentes técnicas de microscopía de epifluorescencia. 
 

Resultados preliminares han mostrado que, tal y como se había descrito en 
raíces de manzano (Labrouhe, 1982), se pueden diferenciar distintas fases de 
desarrollo de la enfermedad. Inicialmente, se observa una proliferación externa 
de hifas a lo largo de la superficie como micelio difuso o formando cordones. 
Posteriormente, la penetración de agregados de micelio en tejidos jóvenes 
parece ocurrir en distintos puntos de la raíz entre células de la epidermis. La 
penetración es seguida de una invasión y desorganización del parénquima 
cortical. Además, se están llevando actualmente investigaciones dirigidas al 
estudio de la penetración del hongo en tejidos más viejos. Un estudio detallado 
de la infección de raíces de aguacate por R. necatrix contribuirá sin duda al 

CH1-GFP  CH1 

  



desarrollo de métodos más eficientes para controlar la podredumbre blanca, tal 
y como se ha demostrado en estudios de control biológico de otros hongos 
patógenos como, por ej., Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici en 
raíces de tomate (Bolwerk A. et al. 2003).  
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