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RESUMEN 

Agave tequilana es ampliamente cultivada para producir el tequila y otros compuestos de 

interés comercial. Este cultivo tiene un manejo agronómico intensivo, que incluye un 

período de cultivo de cinco a diez años para alcanzar la madurez fisiológica antes de 

poder ser cosechado. Durante este tiempo, las plantas son vulnerables a distintos 

patógenos que pueden mermar la producción. Los principales patógenos descritos son 

hongos, por lo que es importante conocer a los microorganismos asociados e identificar 

los posibles patógenos. En este trabajo se aislaron treinta cepas fúngicas de hojas de 

esta planta que mostraban algún síntoma de enfermedad, como marchitez, hojas rizadas, 

manchas negras entre otras. En total fueron identificados 11 géneros a través del análisis 

de las regiones D1/D2 del rDNA, así como de la región comprendida entre los 

espaciadores ITS1-ITS2. La mayoría de los organismos identificados pertenecen al filo 

Ascomycota, donde destacan los géneros Lasiodiplodia y Neoscytalidium por ser los más 

abundantes. Otros géneros como Cladosporium, Cytospora, Epicoccum, Flavodon, 

Myrmaecium, Penicillium, Peniophora, Purpureocillium, Trametes y Fusarium también 

fueron identificados. De algunos de éstos se conocía su potencial patogénico en otras 

plantas, sin embargo, en algunos otros no se ha descrito su papel como patógenos en 

plantas de A. tequilana. El potencial patogénico de algunas de estas cepas fue evaluado 

para la selección de cepas que sean capaces de inducir la expresión de los genes NBS-

LRR en plantas de A. tequilana, ya que se sabe que estos genes están involucrados en 

las respuestas fisiológicas al estrés, particularmente en la infección patogénica. A la par, 

se realizó la caracterización de los genes tipo NBS en A. tequilana donde fueron 

identificadas regiones parciales del gen NBS-LRR en el DNA genómico que 

posteriormente fueron empleadas para recuperar secuencias del Transcriptome Shotgun 

Assembly (TSA) de A. tequilana. En total se recuperaron 46 secuencias TSA que se 

clasificaron dentro de la clase no-TIR, las cuales a su vez se agruparon en cinco 

subclases (CNL, CN, NL, N y L). Las secuencias identificadas se caracterizaron con base 

en propiedades fisicoquímicas, estructura de genes y análisis de motivos, anotación 

funcional y ontología de genes. En general, todas las secuencias analizadas codifican 

proteínas NBS-LRR funcionales. El análisis filogenético mostró que estos genes se 

agruparon en cinco grupos (grupo I-V). La estructura del gen y la composición del motivo 

estaban altamente conservadas dentro de cada grupo (Ka/Ks <1) pero fueron divergentes 
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entre ellas. Estos grupos están bajo una presión de diversificación con excepción del 

grupo V (Ka/Ks = 1.23) el cual es de formación reciente (9 Mya). Se diseñaron cebadores 

específicos para cada grupo y la respuesta de expresión se verificó experimentalmente. 

Se usó la cepa patógena H30 (Lasiodiplodia) aislada en A. tequilana para inducir una 

respuesta al estrés en estas plantas y analizar la expresión de estos genes. La inducción 

de transcripción de los genes NBS-LRR más alta se obtuvo a las 48 h después de la 

infección para el grupo I, que tienen hasta 84 y 50 veces más de activación con respecto 

a los grupos II y V, respectivamente. El perfil de expresión fue diferente entre los 

diferentes grupos de genes NBS-LRR, lo que sugiere que cada grupo puede tener una 

función específica en la respuesta de defensa a los patógenos.
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ABSTRACT 

Agave tequilana is widely cultivated to produce tequila and other compounds of 

commercial interest. This crop has an intensive agronomic management, which includes a 

cultivation period of five years to reach physiological maturity before it can be 

harvested. During this time, plants are vulnerable to different pathogens that can reduce 

production, the main pathogens described are fungi, so it is important to know the 

associated microorganisms and identify possible pathogens. In this work, thirty fungal 

strains were isolated from leaves that showed some symptoms of disease, such as wilting, 

curly leaves, black spots among others. In total 11 genera were identified through the 

analysis of the D1/D2 regions of the rDNA as well as the region between the ITS1-ITS2 

spacers. Most of the organisms identified belong to the Ascomycota, among them the 

genus Lasiodiplodia and Neoscytalidium were the most abundant. Other genera such as 

Cladosporium, Cytospora, Epicoccum, Flavodon, Myrmaecium, Penicillium, Peniophora, 

Purpureocillium, Trametes and Fusarium were also identified. The pathogenic potential of 

some of these genera is well known in other plants, however, some of them had not been 

described previously as pathogens of A. tequilana. The pathogenic potential of some of 

these strains was evaluated for the selection of strains that are capable of inducing the 

expression of NBS-LRR genes in A. tequilana plants, since it is known that these genes 

are involved in physiological stress responses, particularly in pathogenic infection. At the 

same time, the characterization of the NBS type genes in A. tequilana was performed, 

resulting in the identification of partial regions of the NBS-LRR gene in genomic DNA, that 

were subsequently used to recover sequences from the transcriptome shotgun assembly 

(TSA) from A. tequilana. In total, 46 TSA sequences were recovered and were classified 

within the non-TIR class, which are divided into five subclasses (CNL, CN, NL, N and L). 

The identified sequences were characterized based on physicochemical properties, gene 

structure and motif analysis, functional annotation and gene ontology. In general, all the 

sequences analyzed encode functional NBS-LRR proteins. Phylogenetic analysis showed 

that these genes were grouped into five groups (group I-V). The structure of the gene and 

the composition of the motif were highly conserved within each group (Ka/Ks <1) but 

divergent among them. These groups are under a pressure of diversification with the 

exception of group V (Ka/Ks= 1.23) which is of recent formation (9 Mya). Specific primers 

were designed for each group and the expression response was verified experimentally. A 
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strain of pathogenic agave Lasiodiplodia was used to induce a stress response in the 

leaves of A. tequilana. The highest transcription induction of the NBS-LRR genes was 

obtained at 48 h after infection for group I, which have up to 84 and 50 times more 

activation with respect to groups II and V, respectively. The expression profile was 

different among different families of NBS-LRR genes, suggesting that each group may 

have a specific role in the defense response to pathogens. 
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INTRODUCCIÓN 

1 

INTRODUCCIÓN 
 
Agave tequilana pertenece a la clase Liliopsida, de la familia Asparagaceae; el tequila es 

uno de los principales productos obtenidos a partir de estas plantas, el cual, en el periodo 

del 2017-2018 generó ingresos cercanos a los $100 mil millones de pesos. Sin embargo, 

estas plantas son afectadas por diversos patógenos, que en décadas anteriores han 

llevado a pérdidas en la producción. En general las plantas están continuamente sujetas a 

estrés biótico y abiótico y esto puede conducir a pérdidas en los rendimientos de los 

cultivos (Wang et al., 2017) y debido a esto, las plantas han desarrollado mecanismos de 

defensa contra el ataque de patógenos (Glazebrook, 2005). Estas defensas pueden ser 

barreras físicas o mecanismos inducibles como el PTI (Pattern Trigered Inmunity, por sus 

siglas en inglés) (García y Lozoja, 2004), aunque estos pueden ser evadidos por los 

patógenos, para lo cual las plantas han desarrollado otros mecanismos como el ETI 

(Effector Triggered Inmunity, por sus siglas en inglés) (Dodds y Rathjen, 2010), en el cual 

algunas proteínas receptoras (proteína R) reconocen a las proteínas secretadas por los 

patógenos. Estas proteínas R están codificadas por genes que forman parte de una gran 

familia (Michelmore y Meyers, 1998; Saha et al., 2013). La mayoría de las proteínas R 

están codificadas por un grupo de genes llamados NBS-LRR (Jones y Dangl, 2006). La 

presencia de estos genes NBS-LRR, así como los cambios en la expresión, se relacionan 

con la resistencia de las plantas contra las enfermedades causadas por diferentes 

patógenos (Diener y Ausubel, 2005; Xiao et al., 2001; Borhan et al., 2010).  En general, se 

sabe poco sobre la respuesta de estos genes a la infección por hongos patógenos en A. 

tequilana. Por lo que el objetivo principal de este estudio fue caracterizar los genes NBS-

LRR de A. tequilana para su clasificación e inferir su historia evolutiva a través del análisis 

de sus secuencias. Adicionalmente se evaluó su expresión durante el estrés biótico, 

causado por hongos del género Lasiodiplodia sp, para identificar posibles genes de 

resistencia contra éste u otros patógenos que puedan servir como marcador molecular 

para una selección temprana de individuos, para la mejora de este cultivo. 
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CAPÍTULO I 

ANTECEDENTES 

 

1.1 Generalidades del género Agave L. 

La subfamilia Agavoideae es una de las siete subfamilias pertenecientes a la familia 

Asparagaceae según la APG IV (Chase et al., 2016), aunque algunos autores consideran 

laxa esta  clasificación y proponen reconocer a la familia Agavaceae, la cual consta de 25 

géneros y 637 especies incluidas en dos subfamilias Yuccoideae y Agavoideae (Judd et 

al., 2016). Se ha reportado que el 75%  de estas especies se localizan en México, de las 

cuales el 69% son endémicas (Narvaez-Zapata y Sanchez-Teyer, 2009; Good-Avila et al., 

2006). En México, el género Agave tiene importancia económica debido a sus numerosas 

aplicaciones como materia prima para la producción de bebidas alcohólicas, obtención de 

fibras, fructanos y biodiesel (Nava-Cruz et al., 2015), entre otras. Entre las especies de 

agave con mayor influencia económica destacan: Agave angustifolia, A. deserti, A. 

fourcroydes, A. lechuguilla, A. mapisaga, A. sammian, A. sisalana, A. tequilana A. 

utahensis y A. vilmoriniana (Alfaro-Rojas et al., 2007). 

El género Agave pertenece a la clase Liliopsida (monocotiledónea), orden Asparagales y 

familia Asparagaceae, subfamilia Agavoideae. Se encuentra distribuido principalmente en 

América hacia los ambientes semiáridos, sin embargo, se ha descrito que puede crecer 

en diferentes condiciones ambientales (Pinos-Rodríguez et al., 2008). Son plantas 

perennes, cuyas hojas están dispuestas en espiral y acomodas en forma rosetas en el 

ápice de un tallo. Las hojas son suculentas, fibrosas con la base dilatada y carnosa y el 

extremo final tiende a adelgazarse y terminar en una espina, su forma varia de linear a 

lanceolada u ovalada, el tamaño y número de hojas es variable que pueden ir desde 5 

hojas hasta 200 o más (García-Mendoza, 2007; Gentry, 2004). 

Estas plantas son xerófitas, tienen especializaciones morfológicas como una estrategia 

para vivir en suelos semiáridos; su ciclo de vida va de 5 a 20 años (García-Mendoza, 

2007; Eguiarte et al., 2000) y tienen un metabolismo CAM (Crassulacean Acid 

Metabolism, por sus siglas en inglés) lo que les permite establecerse en climas semiáridos 

(Cushman, 2001). Las plantas con este metabolismo tienen una serie de adaptaciones en 
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la fotosíntesis para poder vivir en estos climas. Una de las principales adaptaciones es la 

fijación de carbono que realizan durante la noche y el transporte de electrones durante el 

día, para evitar la pérdida de agua (Al-Turki et al., 2014). Otra adaptación importante que 

les permite sobrevivir a estos climas, son sus hojas suculentas, que almacenan grandes 

cantidades de agua, permitiendo resistir periodos prolongados sin lluvia o riego (Sayed, 

2001), además, las plantas CAM tienen la posibilidad de adaptar la tasa fotosintética 

dependiendo de la temperatura (Yamori et al., 2014). Todo esto hace que el género 

Agave pueda establecerse en zonas con poca precipitación y de altas temperaturas. 

El género Agave tiene como centro de origen México, se sabe que desde hace más de 

750 años se producen bebidas alcohólicas a partir de la fermentación de distintas 

especies de Agave (Nava-Cruz et al., 2015). El Tequila es una de las bebidas alcohólicas 

más populares derivada del Agave y de acuerdo a la norma NOM- 006- SCFI- 1994 

únicamente puede ser preparada mediante la cocción de la piña de Agave tequilana 

Weber var. azul (Figura 1.1) (Diario Oficial de la Federación, 1993). 

Según el consejo regulador del tequila (CRT), en el periodo 2017-2018 se produjeron un 

total 580 millones de litros, equivalente a 290 millones de litros por año, de los cuales 363 

millones de litros fueron exportados hacia Estados Unidos y Europa (CRT Consejo 

Regulador del Tequila, 2019) ubicándolo como uno de los principales productos de 

exportación de México. 

 

Figura 1.1. Plantación de Agave tequilana Weber var. azul. 
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1.2 Problemática: El Agave frente al estrés biótico  

Existen comunidades microbianas asociadas a las plantas de Agave, algunos de estos 

microorganismos tienen un papel benéfico para ellas, sin embargo, existen otros que son 

agentes causales de enfermedades que pueden llevar a la muerte de la planta (Beltran-

Garcia et al., 2015; Sánchez y Rebolledo, 2010; Farr et al., 2006). Los principales 

microorganismos que han sido descritos como potencialmente patógenos en A. tequilana 

son Erwinia sp y Fusarium oxysporum ambos asociados a la pudrición de cogollo y al 

marchitamiento prematuro en plantas de A. tequilana (Quiñones-Aguilar et al., 2014).  

Algunos factores como la propagación asexual y el cultivo intensivo en forma de 

monocultivo, ha ocasionado serios problemas fitosanitarios (Vega-Ramos et al., 2013), 

ambos factores presentes en el cultivo de A. tequilana. Por ejemplo, el terreno cultivado 

con A. tequilana sobrepasa las 100,000 hectáreas en los estados de Jalisco, Nayarit, 

Michoacán, Guanajuato y Tamaulipas (Martínez-Palacios et al., 2011) y la principal 

manera de propagación de estas plantas es asexual (Eguiarte et al., 2000). Todo ello 

junto con el cambio climático pueden favorecer el surgimiento de nuevas crisis 

fitosanitarias debido al surgimiento de variantes de los fitopatógenos, incrementando la 

incidencia de algunas enfermedades, sobre todo por hongos (Dracatos et al., 2019; 

Flores-López et al., 2016).  

En décadas recientes los cultivos de A. tequilana de la zona productora de tequila, han 

sido afectados por algunas enfermedades. En el 2010 el 35% de las plantas de esta 

región productora, mostraban algún síntoma de enfermedad, principalmente el 

marchitamiento prematuro y la pudrición de cogollo y raíz (CRT Consejo Regulador del 

Tequila, 2010), síntomas comúnmente asociados con Fusarium oxysporum. Se han 

aislado distintas cepas de este hongo en cultivos comerciales de A. tequilana, y se asume 

que este es el principal agente causal de la marchitez prematura del Agave (Rubio, 2007). 

Este hongo tiene una amplia diversidad genética que le permite desarrollarse y adaptarse 

a distintos hospederos y condiciones medioambientales (Vega-Ramos et al., 2013). Al 

final, el estrés causado por los patógenos lleva a la pérdida de la planta o a la disminución 

del crecimiento lo que ocasiona una pérdida del rendimiento y una baja en la producción 

del tequila como sucede en otras plantas como Gossipium afectada por Verticillium 

dahliae ( Li et al. 2018; Atkinson y Urwin, 2012). 
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1.3 Otros microorganismos presentes en A. tequilana y su potencial patogénico  

Las plantas no son organismos aislados en el medio ambiente, están en constante 

interacción con distintos organismos, tanto que son consideradas “Holobiontes” es decir 

que tienen relaciones simbióticas con varios microorganismos (Vandenkoornhuyse et al., 

2015). Algunos estudios sobre la comunidad procariota asociada a A. tequilana han 

demostrado la abundancia y riqueza de este tipo de microorganismos. Los principales 

taxa identificados son Acinetobacter, Bacillus, Lecleria, Stenotrophomas, Agrobacterium y 

Rhizobiales (Coleman-Derr et al., 2016), algunos de los cuales tienen roles benéficos 

sobre el crecimiento de la planta (Goudjal et al., 2018; Alström et al., 2017; Pereira et al., 

2016; Santoyo et al., 2016; Bérdy, 2005; Bull et al., 2005; Madigan et al., 1984;). Sin 

embargo, también interaccionan con microorganismos patogénicos para A. tequilana 

como Erwinia sp (Rubio, 2007).  

Dentro de estas comunidades microbianas también se han descrito diferentes géneros de 

hongos pertenecientes a los ordenes Pleosporales, Sordariales, Hypocreales, 

Capnodiales, Eutoriales, Botryosphaeriales y Valsariales; dentro de los cuales destacan 

los géneros Alternaria, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Neoscytalidium y 

Lasiodiplodia (Campos-Rivero et al., 2019; Coleman-Derr et al., 2016) los cuales han sido 

descritos como patógenos en A. tequilana y otras especies (Nouri et al., 2018; Campos-

Rivero et al., 2019; Yang et al., 2017; Duque-Bautista et al., 2017; Allende et al., 2013; 

Ávila-Miranda et al., 2010), al igual que los hongos Colletotrichum sp, Cercospora sp, 

Phytophthora sp, Alternaria mexicana, Rhizoctonia solani también descritos como 

patógenos para el género Agave (Rubio, 2007). 

Debido a este gran número de interacciones con las comunidades microbianas, las 

plantas han desarrollado mecanismos que las ayudan a reconocer a estos organismos. 

Estos mecanismos ayudan a promover el establecimiento de los que sean benéficos y 

defenderse de los patógenos. 
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1.4 Mecanismos de defensa  

Las plantas están constantemente expuestas a patógenos, es por ello que han 

desarrollado mecanismos de defensa que les permitan sobrevivir a pesar de la presencia 

de estos microorganismos (Dodds y Rathjen, 2010). Estos mecanismos pueden dividirse 

en dos grupos: 

 Mecanismos de defensa preexistentes.- Formados por características 

estructurales de la pared celular y la presencia de algún compuesto de actividad 

antimicrobiana (Jones y Takemoto, 2004).  

 Mecanismos de defensa inducibles. - Conformado por la síntesis de novo de 

compuestos antimicrobianos, en respuesta a la presencia de algún patógeno 

(Cipollini et al., 2003). 

1.4.1 Respuesta inducible 

La respuesta inducible a microorganismos patogénicos en plantas está basada en dos 

etapas. La primera es el mecanismo basal de defensa. Este sistema puede ser activado 

por algunos inductores, los cuales son señales de la presencia del patógeno, tales como 

la flagelina de las bacterias, los liposacáridos y la quitina presente en hongos (Jones y 

Takemoto, 2004). Este tipo de moléculas son conocidas como PAMPs (Pathogen-

Associated Molecular Patterns) por sus siglas en inglés. En esta etapa participan algunos 

receptores de membrana que reconocen a los PAPMPs, llamados Receptores de 

Reconocimiento de Patrones (PRR) (Zipfel, 2014). Recientemente se ha descrito que 

incluso los microorganismos no patogénicos desencadenan la respuesta primaria de 

defensa, por lo que también se conocen como MAMPs (Microbe-Associated Molecular 

Patterns) (Bent y Mackey, 2007). 

En la segunda etapa, la defensa le corresponde al mecanismo basado en el 

reconocimiento de proteínas efectoras secretadas por los patógenos, mediado por 

proteínas propias de la planta (Giraldo y Valent, 2013). Los factores avr son reconocidos 

por las proteínas R, productos de los genes R del hospedero, las cuales le confieren una 

mayor resistencia; esta etapa es llamada por sus siglas en inglés ETI (Effector-Triggered 

Inmunity)(Keen, 1990). Debido a que las proteínas Avr son abundantes y varían de 
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organismo a organismo y generalmente no están conservadas entre los patógenos, las 

proteínas R, son codificadas por un amplio número de genes (Michelmore y Meyers, 

1998) para poder responder a la gran variedad de efectores producido por diversos 

patógenos. Se cree que esto es debido a la relación uno a uno entre los genes R y los 

genes Avr en el patógeno, lo que se le conoce como resistencia gen por gen (Dodds y 

Rathjen, 2010). Las proteínas R forman parte del sistema inmune adaptativo el cual está 

sujeto a diversificación y selección (Bent y Mackey, 2007). Sin embargo, existe otra 

hipótesis acerca de la forma en la que las proteínas R detectan la presencia de las 

proteínas Avr, por medio del monitoreo de las proteínas objetivos de las proteínas Avr. 

Esta hipótesis llamada “guardián” propone que el reconocimiento de las proteínas Avr 

indirecta, en esta hipótesis las proteínas R monitorean cambios en proteínas del 

hospedero a causa de la acción de las proteínas Avr, lo que resulta en la activación de las 

proteínas R (van der Biezen y Jones, 1998; Dangl y Jones, 2001).  

La interacción directa ha sido demostrada entre algunas proteínas R y Avr, por ejemplo, 

Pita/AvrPita, L/AvrL567, PopP2/RRS entre otros (Dodds et al., 2006; Deslandes et al., 

2003; Jia et al., 2000), sin embargo, son pocos los ejemplos que se conocen. En cuanto a 

las interacciones indirectas son más los ejemplos que se han descrito, el mejor ejemplo 

que se ha estudiado es el de la proteína RIN4 que interactúa con la proteína de 

resistencia RPM1. La proteína RIN4 es fosforilada o degradada por AvrB, AvrRpm1 y 

AvrRpt2 respectivamente (Kim et al., 2005; Mackey et al., 2002), cambios que son 

detectados por RPM1 iniciando la cascada de señalización para la defensa de la planta.  

La respuesta ETI está asociada con la muerte celular programada; a esta respuesta se le 

conoce como respuesta hipersensible (HR) (Morel y Dangl, 1997). Una vez reconocidos 

los patógenos se activa la respuesta hipersensible, la cual limita el crecimiento del 

patógeno en el sitio de infección (Glazebrook, 2005). La respuesta HR, está caracterizada 

por la presencia de manchas cafés y/o negras formadas por las células muertas en el sitio 

de la infección. En este tipo de respuesta se crea una barrera física para impedir la 

proliferación y propagación de los patógenos (Fu y Dong, 2013; Heath 2000), así mismo 

esta respuesta se asocia con elevados niveles de la hormona de crecimiento vegetal 

ácido salicílico (SA), un regulador con una función clave en los mecanismos de respuesta 

y resistencia a patógenos, así como a la síntesis de proteínas relacionadas a patogénesis, 
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resultando en la ganancia de resistencia de amplio espectro en contra de infecciones y es 

por ello que se asocia al establecimiento de la resistencia sistémica adquirida (SAR) (Fu y 

Dong, 2013; Durrant y Dong, 2004). 

1.4.2 Respuesta sistémica adquirida (SAR) 

La respuesta sistémica adquirida (SAR), es un tipo de respuesta secundaria que permite 

que las partes no infectadas de la planta sean resistentes al ataque de patógenos. Esta 

respuesta se desencadena por un incremento en la concentración de Ácido Salicílico (SA) 

durante la respuesta HR, por su parte, el incremento de SA es tomado como una señal 

por la planta para la inducción de la expresión de genes relacionados con la defensa de la 

planta como los genes PR (Pathogenesis-related) que codifican para proteínas como las 

quitinasas y glucanasas (Ward et al., 1991). En la respuesta SAR, la proteína NPR1 es la 

que censa la señal de SA e interacciona con algunos factores de transcripción TGA, 

actuando como un coactivador transcripcional de los genes PR  permitiendo la síntesis de 

proteínas de defensa para proteger a la planta de futuras infecciones (Gao et al., 2015; 

Zhang et al., 2010b; Dong, 2004). 

1.4.3 Genes R (NBS-LRR) 

Los genes de resistencia en plantas se conocen como genes R, los cuales han sido 

clasificados en cinco clases, diferenciadas principalmente por los dominios presentes en 

las proteínas para las cuales codifican (van Ooijen et al., 2007; Ellis et al., 2000): 

 Genes que codifican para proteínas con dominios ricos en leucina (LRR) anclados 

con un dominio transmembrana (Ellis et al., 2000). 

 Genes que codifican para proteínas con dominio cinasa de serina y treonina (Ellis 

et al., 2000). 

 Genes que codifican para proteínas con dominio de actividad cinasa, que codifican 

para proteínas de actividad cinasa pero con un dominio extracelular LRR (Meyers 

et al., 1999). 

 Genes que codifican para proteínas con un dominio transmembranal anclado a un 

dominio coiled coil (Meyers et al., 1999). 
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 La clase más numerosa de estos genes está representada por aquellos que 

codifican para las proteínas con sitios de unión a nucleótidos (NBS), repeticiones 

ricas en leucinas (LRR) y una región variable en el dominio amino y carboxy-

terminal (Figura 1.2) (McHale et al., 2006; Martin et al., 2003; Dangl y Jones, 2001; 

Ellis et al., 2000) llamados como NBS-LRR. 

Dentro de la clase NBS-LRR existen dos subfamilias, ambas involucradas en el 

reconocimiento del patógeno (Meyers et al., 1999). Éstas están definidas por la presencia 

de los dominios Toll/interleukin-1 receptor (TIR) o coiled-coil (CC) en el extremo amino 

terminal, debido a la presencia de estos dominios se clasifican como proteínas TIR-NBS-

LRR o CC-NBS-LRR. Las proteínas TIR-NBS-LRR son poco frecuentes en las 

monocotiledóneas, mientras que las proteínas CC-NBS-LRR están presentes tanto en 

monocotiledóneas como en dicotiledóneas (Bai et al., 2002; Meyers et al., 1999). 

Cada uno de los dominios presentes en las proteínas NBS-LRR tiene una función 

específica, algunos participan en la activación de los mecanismos de defensa, así como 

en el reconocimiento del patógeno. Por ejemplo, el dominio NBS está constituido por tres 

subdominios conservados, el ARC1, ARC2 y ARC3 que dan forma a la estructura del 

dominio (Tan y Wu, 2012). Cabe destacar que el subdominio ARC3 está ausente en 

plantas, aunque los subdominios ARC1 y ARC2 están conservados (Bent y Mackey, 

2007). Dentro del dominio NBS se conocen algunos motivos característicos, como el 

motivo P-loop definido con la secuencia consenso GxxxxGKS/T, el motivo Walker B o 

cinasa 2 definido como hhhhDD/E (h representa residuos hidrofóbicos), donde el residuo 

D/E es importante ya que actúa como la base para la reacción de hidrolisis. Otros motivos 

que han sido identificados son RNBS-A, -B,-C y -D, el motivo MHD localizado en el 

subdominio ARC-2 y el motivo GLPL (Takken et al., 2006a).   

Se ha propuesto que el dominio NBS sirve como un interruptor de encendido y apagado, 

donde la hidrólisis del ATP induce a cambios configuracionales requeridos para regular la 

transducción de señales (Leipe et al., 2004). En ausencia del patógeno, la proteína NBS-

LRR está en un estado inactivo, en presencia del patógeno la proteína cambia su 

configuración permitiendo la liberación del dominio NBS el cual, por medio de la adición 

de fósforo a una molécula de adenosín difosfato (ADP), cambia a su estado activo, 
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estabilizando el estado conformacional activo e iniciando la activación de la señalización 

(Slootweg et al., 2013; Eitas y Dangl, 2010; Collier y Moffett, 2009).  

La función del dominio N-Terminal es de señalización; como se menciona anteriormente 

este es variable en las proteínas NBS-LRR, pueden tener la presencia del dominio TIR, 

cual tiene una topología que consiste en cinco hebras paralelas de láminas β, cinco 

hélices α y conectado por loops entre las láminas β y α que contiene residuos altamente 

conservados, los cuales sirven para el reclutamiento de proteínas involucradas en la 

señalización (Xu et al., 2000). Las proteínas CNL contienen un dominio coiled-coil en el 

dominio N-Terminal, formado por α hélices, también involucrado en la señalización 

(Mucyn et al., 2006).  

El dominio repetido rico en leucina (LRR) es el único dominio presente en todos los tipos 

de proteínas R. Este dominio está involucrado en la interacción proteína-proteína durante 

el reconocimiento repeticiones de láminas β con un núcleo consenso de xxLxLxx 

(Enkhbayar et al., 2003). En plantas las repeticiones individuales están formadas por 

residuos que contienen la secuencia consenso de LxxLxxLxLxxC/Nxx. Lo que forma la 

lámina β, unido a regiones en forma de loop y cada repetición es separada por regiones 

de longitud variable (Kobe y Kajava, 2001). Distintos estudios han demostrado que el 

dominio LRR está involucrado en el reconocimiento de Avr específicos, y esta 

especificidad se ve alterada con cambios menores en estos dominios (Dodds et al., 2006; 

Hwang et al., 2000). 
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Figura 1.2.  Esquema de los dominios principales de las proteínas NBS-LRR. N, 

dominio amino terminal; TIR, dominio Toll/interleukin-1 receptor; CC, dominio coiled 

coil; X, dominio sin motivo CC; NBS, nucleotide biding site; L, linker; LRR, dominio 

repetido rico en leucinas; WRKY, factor de transcripción tipo dedos de Zinc; C, 

dominio carboxil terminal (Tomado de; McHale et al. 2006). 

El genoma de las plantas puede codificar para cientos de genes NBS-LRR que pueden ir 

desde 50 a 653 o más genes dependiendo de la especie, los cuales se pueden dividir en 

diferentes  subclases (Porter et al., 2009; Shang et al., 2009), lo que sugiere que los 

genes están sometidos a una constante evolución (Marone et al., 2013). Estos genes 

aparentemente están distribuidos irregularmente en los cromosomas y su distribución y 

organización depende de la especie (Lozano et al., 2012; Tan y Wu, 2012; Li et al., 2010; 

Porter et al., 2009; Ameline-Torregrosa et al., 2007). Los genes NBS-LRR están 

organizados ya sea como genes únicos o como grupos de genes ligados que se asume 

que es para facilitar la evolución de los genes R (Hulbert et al., 2001), esto con la finalidad 

de generar nuevos genes R, que ayuden a la resistencia de la planta. 

1.4 Relación infección-expresión de genes NBS-LRR  

Se ha descrito que la presencia de uno solo de estos genes puede conferir resistencia 

hacia ciertos patógenos, como por ejemplo el gen Rph1 del tipo NBS el cual confiere 

resistencia a Puccina hordei en Hordeum vulgare (Dracatos et al., 2019) y en Musa 

acuminata ssp. Malaccensis, el gen candidato a resistencia RGC2 contra Fusarium 

oxysporum forma especialis (f. sp.) cubense (FOC) race 4 (Peraza-Echeverria et al., 

2008). Sin embargo, no solo la presencia del gen se asocia a la resistencia, existe 

evidencia de la relación en el incremento de la expresión de genes NSB-LRR en 
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respuesta a la presencia de patógenos (Li et al., 2018; Dale et al., 2017; Shimizu et al., 

2014; Radwan, 2010), también se ha descrito que el nivel de respuesta en los cambios de 

expresión, está relacionado con el grado de resistencia o susceptibilidad de la planta al 

patógeno (Xu et al., 2018; Shimizu et al., 2014). En cultivos como girasol (Helianthus 

annus L.) el incremento de la expresión de la subfamilia de genes tipo CC-NBS-LRR en 

respuesta a la infección causada por el hongo Puccina helianthi es diferencial entre líneas 

resistentes y susceptibles (Radwan, 2010). En ambos casos se observa una expresión de 

este gen, sin embargo, se observa una mayor expresión en las líneas resistentes en 

comparación con las líneas susceptibles. Además, se ha demostrado que el gen 

candidato a resistencia “RGC260” es segregado a la progenie junto con la característica 

de resistencia al patógeno (Radwan, 2010), lo que supone una posible asociación entre el 

nivel de expresión de los genes R y la resistencia.  

Se tiene otro ejemplo con algunos genes tipo NBS-LRR identificados en B. rapa que 

responden a la infección de Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans, los cuales tienen una 

mayor expresión en líneas resistentes. Para dos de estos genes candidatos a resistencia 

(Bra012688 y Bra012689) se comprobó que están asociados con la característica de 

resistencia ya que cosegregan junto con ella (Shimizu et al., 2014). Comportamientos 

similares también son observados en genes tipo CNL (GbaNA1) en la especie Gossipium 

barbadense resistente a la infección de Verticillium dahliae (Li et al., 2018). Sin embargo, 

se sabe que una mayor expresión no siempre está relacionada con una mayor resistencia 

ya que es necesario que las proteínas NBS-LRR sean capaces de reconocer efectores 

específicos del patógeno; si la proteína no reconoce el efector no podrá mediar el 

mecanismo de respuesta, a pesar de que ésta se encuentre en abundancia (Shimizu et 

al., 2014; Dangl y Jones, 2001; Van Der Vossen et al., 2000). Es probable que pueda 

existir una mayor expresión pero que no genere proteínas NBS funcionales por lo que no 

tendría efectos sobre la resistencia de la planta, mediada por la presencia de 

pseudogenes (Marone et al., 2013; Meyers et al., 2003). También se han descrito casos 

en los que la sobreexpresión de estos genes confiere resistencia hacia patógenos por 

medio de una respuesta no especifica. Un ejemplo de esto es el gen NBS ZmNBS42 

aislado de plantas de Zea mays L., el cual incrementa su expresión en respuesta a 

Bipolaris madis, sin embargo, al ser sobreexpresado en plantas de Arabidopsis thaliana 

este mejora la resistencia a Pseudomonas syringae, probablemente debido a que la 



CAPÍTULO I 

14 

expresión de este gen lleva a una mayor síntesis de ácido salicílico, una hormona vegetal 

que relaciona la regulación de genes de  defensa (PR) contra patógenos (Xu et al., 2018). 

En 2016, Tamayo-Ordoñez et al., reportaron que la expresión de los genes NBS-LRR en 

respuesta a estrés biótico causado por Erwinia carotovora en A. tequilana var. azul, 

presenta niveles más elevados de expresión que algunas especies poliploides como A. 

fourcroydes y A. angustifolia (Figura 1.3). Esto podría sugerir que A. tequilana es más 

resistente que sus contrapartes poliploides, lo que discrepa con reportes previos, ya que 

se ha descrito que las especies poliploides tienden a ser más tolerantes a estrés abiótico 

y biótico en comparación con las especies diploides (Yang et al., 2014; Wang et al., 2013).  

En A.  tequilana es interesante conocer cómo se comporta la expresión de estos genes en 

presencia alguno de los principales patógenos para esta planta, tales como Fusarium 

oxysporum, Neoscytalidium sp, Cercospora agavicola, Colletotrichum sp o Lasiodiplodia 

sp. y comparar la expresión de estos genes entre plantas infectadas y no infectadas, con 

el objetivo de conocer si la resistencia está relacionada con la expresión de estos genes 

NBS-LRR. En un futuro esta información puede ser empleada para el desarrollo de 

programas de selección de genotipos resistentes para evitar una nueva crisis fitosanitaria. 
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Figura 1.3.  Expresión absoluta de los genes NBS-LRR evaluados por RT-qPCR a las 

0.5, 5 y 12 h después de la infección con Erwinia caratovora (Smith) Yabuuch (+). 

Explantes infectados (-) explantes sin infectar. La línea punteada indica la 

representatividad (número de copias) de este gen por cada una de las accesiones de 

Agave (Tomado de; Tamayo-Ordóñez et al., 2016). 

1.5 Genes NBS-LRR y mejoramiento vegetal 

Actualmente se está en búsqueda de cultivares que resistan el estrés bióticocon el fin de 

mantener la calidad del cultivo y maximizar las ganancias económicas derivadas. En 

algunas especies como en arroz (Oryza sativa L.), se han caracterizado estos genes, lo 

que permitió el desarrollo de marcadores específicos para hacer la selección asistida por 

marcadores de genotipos que sean de interés. Mientras que para otras especies como en 

soya (Glicine max L.) se han identificado QTLs, ligando los genes NBS-LRR con la 

resistencia a patógenos (Kang et al., 2012; Shang et al., 2009), esta información permitirá 

el desarrollo de nuevas estrategias para el mejoramiento de la resistencia a estrés 

abiótico. En el mejoramiento de cultivos se han aplicado estrategias que implican los 

métodos convencionales de cruza o selección de materiales élite y su propagación in vitro 

(Das, 1992; Jain, 2001). Sin embargo, es posible que mediante la caracterización de los 

genes NSB-LRR se puedan desarrollar marcadores moleculares, cuya aplicación para la 
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caracterización y selección de genotipos, puede acelerar la obtención de cultivares más 

resistentes (Gómez et al., 2009; Todorovska et al., 2009).  

JUSTIFICACIÓN 

El cultivo intensivo de A. tequilana, puede afectar la diversidad de los genes NBS-LRR y 

provocar diferencias en la susceptibilidad frente a diferentes patógenos. Aún se 

desconoce si la mayor expresión de estos genes en esta especie esta relacionada con 

una mayor resistencia, corroborar la relación entre la expresión de los genes NBS-LRR y 

la resistencia es fundamental para el desarrollo de programas de selección asistida por 

marcadores moleculares que permitan la selección de plantas con resistencia a ciertos 

patógenos. El estudio de los genes NBS-LRR permitirá la generación de conocimiento 

básico y aplicado para conocer los mecanismos de regulación y función de estos, los 

cuales son una opción para el mejoramiento de la resistencia a patógenos en cultivares 

de importancia comercial. La obtención de plantas menos susceptibles a patógenos a 

través de los programas de mejora puede producir mejores rendimientos del cultivo y 

minimizar las pérdidas económicas ocasionadas por los patógenos.  Para ello, el objetivo 

del trabajo es caracterizar los genes NBS-LRR que se expresen durante estrés biótico en 

A. tequilana. La información obtenida podrá permitir la selección de genes NBS-LRR 

involucrados en la resistencia frente a patógenos generando la base para un programa de 

selección asistida por marcadores moleculares. 

 
HIPÓTESIS 

Si la expresión de genes NBS-LRR en A. tequilana está relacionada con la resistencia a 

patógenos, entonces se espera que en plantas de A. tequilana infectadas por hongos 

patógenos exista mayor expresión de los genes NBS-LRR que estén involucrados con el 

mecanismo de resistencia. 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la relación de los genes NBS-LRR con la resistencia a la infección de hongos 

patógenos asociados a Agave tequilana Weber var. azul, por medio del análisis de la 

expresión de estos genes durante la infección. 

 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Aislar y seleccionar hongos patógenos potenciales asociados a la especie A. 

tequilana var. azul. 

• Caracterizar secuencias candidatas de los genes NBS-LRR en A. tequilana Weber 

var. azul. 

• Analizar la expresión de los genes NBS-LRR en plantas de A. tequilana Weber 

var. azul durante la infección de los hongos patógenos aislados de A. tequilana. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
 

 
 

Figura 1.4. Estrategia experimental 
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CAPÍTULO II 
IDENTIFICACIÓN DE PATÓGENOS POTENCIALES ASOCIADOS A Agave 
tequilana var. azul* 
 

 

2.1 INTRODUCCIÓN 

Se conoce que algunos microorganismos se encuentran asociados al Agave, pero, existe 

poco conocimiento sobre los beneficios o el daño que estos pudieran ocasionarles a las 

plantas (Desgarennes et al., 2014). Se han descrito relaciones benéficas que se forman 

entre los Agaves y algunos microorganismos, que ayudan al desarrollo de la planta 

(Pimienta-Barrios et al., 2009; Obledo et al., 2003) por ejemplo: Acinetobacter sp., A. 

baumannii, A. bereziniae, Cronobacter sakazakii, Klebsiella oxytoca, Gluconobacter 

oxydans y algunas cepas no patogénicas del hongo de hongos Fusarium sp. (Martínez-

Rodríguez et al., 2014; Obledo et al., 2003).  

Sin embargo, también se han descrito asociaciones con hongos y bacterias que generan 

enfermedades en las plantas, tal es el caso de las bacterias Erwinia cacticida, E. 

carotovora, Pantoea agglomerans y los hongos principalmente Fusarium oxysporum y 

otros como Cercospora agavicola, Asterina mexicana, Colletotrichum sp. y Alternaria sp. 

(Vega-Ramos et al., 2013; Rubio, 2007; Jiménez-Hidalgo et al., 2004). Poco es lo que se 

ha descrito acerca de la actividad patogénica de estos hongos en Agave; por lo que es 

necesario clarificar el potencial patogénico de los microorganismos asociados a los 

agaves.  

 

 

 

____________ 

*Bioprospecting for fungi with potential pathogenic activity on leaves of Agave tequilana 

Weber var. azul. Campos-Rivero, G., Sanchéz-Teyer L.F., de la Cruz-Arguijo E., Ramírez-

Gonzáles M., Larralde-Corona Claudia P. y Narváez-Zapata J.A. Journal of Phytopathology, 167 (5) 

283-294. https://doi.org/10.1111/jph.12797 

https://doi.org/10.1111/jph.12797
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Se han descrito distintas herramientas moleculares para la identificación de 

microorganismos, como: el uso del Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos 

Amplificados (AFLP por sus siglas en inglés) (Carolis et al., 2014), ARISA (Automated 

Ribossomal Intergenic Spacer Analysis), RAPD (Randomly Aplified Polymorfism DNA) 

(Slemmons et al., 2013; Gorzelak et al., 2012), RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism) (Abass, 2013; Vega-Ramos et al., 2013), entre otros. Sin embargo, una de 

las técnicas mayormente empleadas para la identificación de microorganismos es la 

secuenciación de regiones específicas del DNA, como los espaciadores internos del DNA 

ribosomal (ITS, por sus siglas en inglés), regiones de la subunidad pequeña (SSU) y la 

subunidad grande (LSU) (Stockinger et al., 2010). En cuanto a estos marcadores de DNA, 

el ITS se refiere a dos regiones no codificantes del DNA nuclear; el ITS1 que se localiza 

entre los genes ribosomales 18S y 5.8S y el ITS2 entre los genes 5.8S y 26S, mientras 

que la subunidad pequeña (SSU) y la subunidad grande (LSU) se han empleado con 

mayor frecuencia para la inferencia filogenética de hongos filamentosos (Bruns et al., 

1992; Wilmotte et al., 1993). Otras regiones del DNA como el gen del factor de 

elongacion1α (TEF-1α) (O’Donnell et al., 2009; Msiska y Morton, 2009) y el gen de la 

poligalacturonasa (Pg1, Pg5, Pgx1,Pgx4) (Hirano y Arie, 2009) también son empleadas 

para la identificación de hongos. Para la identificación específica de los hongos, se ha 

empleado ampliamente el gen de la poligalacturonasa ya que permite una mejor 

identificación a nivel de formas especiales (organismos que infectan a plantas 

especificas). No obstante, el acercamiento multigen donde se incluyen los ITS, el 26S y el 

gen de la poligalacturonasa (O’Donnell et al., 2004) es de las estrategias más empleadas 

para la clasificación. 

Ha habido diferentes estudios que describen la diversidad de hongos filamentosos 

asociados a plantas del género Agave, de los cuales algunos tienen el potencial de ser 

patógenos en estas plantas, como los hongos del género Penicillium, Alternaria y 

Fusarium (Coleman-Derr et al., 2016). Pero con excepción del genero Fusarium, no 

existen reportes que midan el potencial patogénico de estos hongos sobre A. tequilana.  

Se sabe que los cultivos de Agaves son susceptibles a distintas enfermedades que 

causan pérdidas económicas importantes (Dalton, 2005). Es probable que la limitada 
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diversidad microbiana observada en cultivos de A. tequilana comparados con especies 

nativas como A. salmiana y A. deserti, sea consecuencia del monocultivo de esta especie.  

El monocultivo de A. tequilana, es uno de los factores que contribuyen a la pérdida de 

microorganismos benéficos (Hilton et al., 2013), esta pérdida puede estar influyendo en la 

mayor suscepcitibilidad, ya que se sabe que algunas bacterias y hongos tienen la 

capacidad de potenciar la resistencia de las plantas, así como también incrementar la 

nutrición de éstas (Desgarennes et al., 2014). Por otra parte, el monocultivo de A. 

tequilana también es uno de los factores que contribuyen a la pérdida de la diversidad 

genética y esto puede hacer más susceptible a este cultivo a las enfermedades (Vega-

Ramos et al., 2013).  

A la fecha, es poco lo que se sabe sobre los microorganismos asociados a las plantas de 

Agave, así como su papel benéfico o dañino en estas plantas (Desgarennes et al., 2014). 

A pesar de que ya han sido identificadas algunas bacterias y hongos como patógenos de 

A. tequilana (Vega-Ramos et al., 2013), se debe determinar el potencial patogénico de 

estos microorganismos asociados a A. tequilana.  

Reportes previos mencionan la relación directa de la presencia de la enzima 

poligalacturonasa con el potencial patogénico de diferentes cepas de hongos (Álvarez et 

al., 1999; Di Pietro y Roncero 1996), aunque en Agave no se ha descrito la relación de la 

actividad enzimática de la poligalacturonasa para ninguno de los principales patógenos 

como Fusarium oxysporum, Colletotrichum sp, entre otros. Es probable que la actividad 

enzimática de la poligalacturonasa pudiera estar directamente relacionada con la 

capacidad de infección en otros hongos, lo que pudiera llevar a la identificación de 

posibles nuevos patógenos y la confirmación de la capacidad de enfermar a A. tequilana 

de organismos previamente descritos asociados a estas plantas. 

Por lo que el objetivo de estudio fue el aislamiento de hongos asociados al Agave y la 

identificación hongos que sean potencialmente patógenos, empleando herramientas 

moleculares para la identificación y ensayos enzimáticos para la determinación del 

potencial patogénico. 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 

2.2.1 Aislamiento e identificación de organismos potencialmente patógenos en 

plantas de Agave tequilana var. azul 

 
El muestreo fue realizado en marzo 2016 en la plantación “Mayapan” de A. tequilana 

localizada en la ciudad de Valladolid, Yucatán (20° 43´31.6´´N; 88° 21´22.4´´W). La 

colecta se llevó a cabo de acuerdo con el Manual contra las pestes del Agave 

considerando cuadrantes de 30 plantas (Castro-Valera, 2003). Catorce plantas con 

presencia de algún síntoma de enfermedad de entre 1 y 6 años fueron seleccionadas. 

Una sección de la hoja fue removida, procurando cubrir el área con el daño. Las 

secciones de hojas con los síntomas relacionados a punta seca, marchitez foliar o 

marchitez de raíz fueron almacenados en solución de Ringer y transportadas para el 

aislamiento de los microorganismos. 

 
2.2.1 Aislamiento de hongos 

Las muestras de tejido con síntomas evidentes de enfermedad fueron cortadas en 

pequeñas secciones y se transfirieron tubos Eppendorf con 500 μl de agua estéril. Se 

agitó con vórtex y la fase líquida se usó para preparar una solución con Agua estéril (1:10, 

v:v). Una alícuota de100 µL de la solución fue dispersada por el método de extensión en 

superficie en medio PDA (Agar 15 g/L; Dextrosa 20 g/L, extracto de papa 20 g/L; Sigma ‐ 

Aldrich, México) para el crecimiento de los microorganismos. Las placas fueron incubadas 

a 30 °C durante 72 h, las colonias de hongos crecidas en el medio se purificaron 

transfiriendo muestras monosporicas a medio PDA fresco. Los cultivos puros de hongos 

se mantuvieron a la luz a temperatura ambiente, hasta obtener suficiente micelio para 

extraer el DNA genómico (Figura 2.2). 

2.2.2 Extracción de DNA, PCR y secuenciación  

La extracción de DNA se realizó siguiendo el método propuesto por Raeder and Broda 

(1985). Todas las colecciones se procesaron bajo el siguiente procedimiento: Las cepas 

aisladas fueron inoculadas en 20 mL de YPD (BD Difco, EE.UU.) y se incubó a 29 °C con 

agitación a 250 rpm, durante 2 a 3 días. Posteriormente el material celular se cosecho por 
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centrifugación y se hicieron lavados con agua estéril para eliminar el medio de cultivo 

restante, de esta forma se obtuvo la biomasa de cada cepa. De la biomasa fresca se 

agregaron ~40 a 50 mg de material celular (micelio) en tubos de 1.5 mL Axygen®. Éstas 

fueron congeladas en nitrógeno líquido durante 30 min, enseguida a cada tubo se 

agregaron 500 μL de solución amortiguadora de extracción a temperatura ambiente (200 

mM Tris HCl, pH 8.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS), se maceró con pistilo, y se 

incubó durante 10 min. Después se añadieron 500 μl de fenol-cloroformo (1:1, v/v) frío (4 

°C), la mezcla se agitó en vórtex durante 5 min y se centrifugó a 13,000 rpm por 30 min. 

El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y se le agregaron 400 μl de cloroformo frío 

(-20 °C) la mezcla se agitó en vórtex por 1 min antes de centrifugarse a 13,000 rpm por 5 

min. El sobrenadante se transfirió a untubo nuevo y se agregaron 4 μL de RNAsa (10 mg 

ml -1), la mezcla se incubó 30 min a 37 °C con agitación de 300 rpm. Luego se 

adicionaron 500 μL de isopropanol frío a 4 °C, se mezcló suavemente por inversión, y fue 

incubada a -20 °C por 15 min. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm 

durante 5 min y el sobrenadante se desechó. A cada tubo se le añadieron 500 μl de etanol 

al 70% a -20 °C y se mezcló por inversión suave antes de centrifugarse a 13,000 rpm 

durante 5 min, y el sobrenadante se desechó. Para evaporar los residuos del solvente, los 

tubos se dejaron secar a temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente, el DNA 

obtenido fue resuspendido con 50 μl de agua ultra pura y se almacenó a -20 °C hasta su 

uso. La visualización del DNA se realizó por electroforesis en gel de agarosa al 1%. La 

electroforesis se corrió durante 45 min a 80 volts, se cargaron 5 μl por pozo de las 

muestras de DNA amplificado (Figura 2.2). 

Las regiones ITS1-5.8S-ITS2 y D1-D2 LSU fueron amplificadas usando los cebadores 

ITS‐1 5´TCCGTAGGTGAACCTGCGG3´ y ITS‐4 5´TCCTCCGCTTATTGATATGC3´; y 

NL1 5´GCATATCAATAAGCGGGAGGAAAAG3´ y NL4 5´GGTCCGTGTTTCAAGACGG3´, 

respectivamente (O’Donnell, 1993; White et al., 1990). La reacción de PCR se llevó acabo 

en un termociclador (2720 Thermal Cycler; Applied Biosystems), con un volumen final de 

25 µl que consistió en 1.5 mM de MgCl2, 1X de amortiguador de PCR, 0.8 mM de dNTP, 

0.4 µM de cada cebador, 1.5 U de Taq polimerasa y 10 ng de templado de DNA. Las 

condiciones de amplificación para la región ITS1-5.8S-ITS2 fueron las siguientes: 

Desnaturalización inicial a 94 °C por 5 min, 35 ciclos de tres pasos: 94 °C por 30 s, 58 °C 

por 30 s y 72 °C por 1 min y una elongación final de 10 min a 72 °C. Las condiciones de 
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amplificación para los cebadores 26s fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 

95°C por 10 min, 35 ciclos de tres pasos: 94 °C por 30 s, 61 °C por 30 s, 72 °C por un 

minuto y una extensión final de 72 °C por 10 minutos (Figura 2.2d). La visualización de los 

productos de PCR se realizó por electroforesis en gel de agarosa al 1% y teñido con 

SYBR Green utilizando un fotodocumentador de U.V.  

2.2.3 Clonación 

Los fragmentos obtenidos de ITS-5.8S-ITS2 fueron clonados en el vector pGEM®-T Easy 

(Figura 2.1) y posteriormente se transformaron células competentes de E. coli INVαDH10b 

por choque térmico. Las células transformadas fueron seleccionadas por resistencia a 50 

µg/ml de ampicilina. Se realizó la ligación del fragmento en el vector pGEM®-T Easy como 

indica el fabricante, para la reacción se emplearon: de 2X buffer de DNA ligasa, 50 ng de 

pGEM T-easy, 5 µl de producto de PCR, 10U DNA ligasa T4 y se aforó a 10 µl con agua 

ultrapura. 

 

Figura 2.1. Representación esquemática del vector pGEM®-T Easy. 

2.2.3.1 Secuenciación y análisis bioinformático de las regiones ITS y 26s  

Los productos de amplificación de la región D1-D2 LSU fueron directamente 

secuenciados empleando los cebadores originales por medio del secuenciador ABI Prism 
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3130 (Applied Biosystem). Los fragmentos de la región ITS1-5.8S-ITS2 fueron clonados y 

posteriormente enviados secuenciar a MACROGEN (Gasan-dong, Geumchen-gu), en 

Seoul, Corea, empleando el cebador universal M13. 

Las secuencias de nucleótidos obtenidas fueron editadas, para lo cual se procedió a 

obtener los archivos en formato FASTA, para cada región (ITS1-5.8S-ITS2 y D1-D2 LSU). 

En cada secuencia se ubicó la secuencia de reconocimiento Eco RI “GAATTC” se cortó la 

secuencia restante e dirección 3´ y la secuencia de reconocimiento Eco-RI 

“ACTAGAGAATTC” y se cortó la secuencia restante en dirección 5´, esto para eliminar la 

secuencia del vector o cualquier residuo de los mismos (Figura 2.2).  

 

Figura 2.2. Esquema de la metodología utilizada para realizar el aislamiento e identificación de 

microorganismos asociados a A. tequilana var. azul. a) estrategia de aislamiento del tejido con 

síntomas de enfermedad; b) Aislamiento y purificación de microorganismos a partir del tejido 

colectado; c) extracción de DNA de cultivos puros para la identificación molecular de los 

microorganismos aislados; d) amplificación de las regiones ITS y 26S; e) secuenciación y análisis 

bioinformático para la identificación. 

2.2.3.2 Análisis filogenéticos 

Las secuencias obtenidas para ambas regiones ITS1-5.8S-ITS2 y D1-D2 LSU, fueron 

comparadas con la base de datos del GenBank usando la herramienta blastn del 

programa BLAST®. Las secuencias fueron preliminarmente alineadas por medio de 



CAPÍTULO II 

26 

Clustal W y después se reconstruyó un árbol filogenético usando el programa MEGA 7 

(Kumar et al., 2016). Los taxa más relacionados (género o especie) fueron seleccionados 

para la construcción del árbol filogenético por medio del modelo de mínima evolución. 

Para ciertos clados fue necesario confirmar la separación de éstos usando otros 

algoritmos como el método de unión de vecinos y el método de máxima verosimilitud.  

Finalmente, un tercer árbol fue construido con las secuencias concatenadas de ambas 

regiones usando el modelo de mínima evolución. Todos fueron construidos con un 

remuestreo de 1,000 réplicas. 

2.2.3.3 Conservación y selección de los microorganismos 

Los organismos aislados se mantuvieron por medio de resiembras periódicas en placas 

de agar papa dextrosa (PDA). Las esporas de los hongos son conservadas en glicerol al 

1.5% a -80 °C, para su uso posterior en los ensayos de infección. Para el inoculo se utilizó 

micelio obtenido a partir de crecimientos de 72 h en placas con medio PDA. La selección 

de los microorganismos para los ensayos de patogenicidad se realizará con base a la 

representatividad de las cepas aisladas y si se han reportado anteriormente como 

patógeno para Agave.  

2.2.4 Ensayo de patogénesis in vitro 

El análisis de patogenicidad fue desarrollado en secciones cortadas de hojas de A. 

tequilana. Para esto la superficie de las hojas fue desinfectada con hipoclorito de sodio al 

1%, posteriormente fue enjuagada con agua destilada estéril y se dejó secar a 

temperatura ambiente. La infección de tejido de plantas de Agave, se llevó acabo por dos 

métodos. El primero, el método de infección por punción consiste en realizar una herida 

de 2mm en la superficie del tejido empleando una aguja, posteriormente inocular 10 µl de 

una solución de esporas en la herida. La suspensión de esporas de los hongos 

seleccionados fue preparada por medio de la recolección de esporas provenientes de 

cultivos de una semana, inundando las placas y recolectando la suspensión para después 

ajustar a una concentración de 1 x 104 por mililitro. El segundo método consistió en la 

inoculación directa de micelio vegetativo (3 mm2), obtenido del margen exterior de las 

colonias. Solo las cepas representativas de los principales hongos identificados fueron 

seleccionadas para el ensayo de patogénesis, además fue incluida la cepa del genero 
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Fusarium sp (Fv4O3) aislada de Zea mays como control positivo de patogénesis (Leyva-

Madrigal et al., 2017), por último se incluyó un tratamiento sin infección como control 

negativo.  

El desarrollo de la enfermedad fue documentado cada 24 horas durante siete días. El 

porcentaje de necrosis fue calculado en relación con el total de pixeles que constituye el 

área necrosada en relación al total de pixeles que constituyen el área total de la sección 

infectada de la hoja (2 × 2 cm) el conteo de pixeles se realizó usando Photoshop® ver. 

2017. Para la selección de los pixeles oscuros se empleó la herramienta Magic Wand tool 

con una tolerancia de 1. El total de pixeles fue cuantificado usando la herramienta 

histograma. El porcentaje de necrosis se calculó dividiendo el número de pixeles oscuros 

de la sección afectada entre el total de pixeles de la sección de hoja × 100. Todos los 

experimentos fueron realizados por triplicado. 

2.2.5 Actividad enzimática de los extractos crudos. 

La actividad de pectinasa fue evaluada como medida indirecta del potencial patogénico 

(Asoufi et al., 2007). Se inocularon medios YPD modificados (Cuadro 2.1) con muestras 

de micelio (2 × 2 mm) para la inducción de la actividad enzimática. y se pusieron en 

agitación por 72 h a 300 rpm a 30 °C.  Las células fueron homogenizadas y después se 

recuperó el sobrenadante (extracto enzimático crudo total). 

Cuadro 2.1 Medios de cultivo empleados para la obtención del extracto enzimático crudo 

Medio 
Extracto de 

levadura (g/L) 
Peptona (g/L) 

Dextrosa 

(g/L) 

Extracto de hoja 

de Agave (g/L) 

YPD 10 20 20 0 

YPD-A 5 10 5 100 

YP-A 10 20 0 100 
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2.2.5.1 Obtención del extracto enzimático. 

El extracto enzimático total se obtuvo a las 72 h. Los contenidos totales de los medios de 

cultivo fueron transferidos a tubos Falcón de 50 mL (Beckman Coulter). Posteriormente 

estos se centrifugaron a 7000 rpm por 10 min a 4°C, se recuperó el sobrenadante en un 

tubo falcón nuevo y el precipitado se llevó peso seco para conocer la biomasa que se 

produjo. El sobrenadante obtenido se utilizó directamente como extracto enzimático. El 

total de proteínas fue determinado por el método de Bradford y la actividad enzimática fue 

medida por medio del método DNS como la cantidad de ácido galacturónico liberado. 

2.2.5.1.1 Contenido de proteínas por el método de Bradford. 

Se construyó una curva patrón de concentraciones desde 0.2 hasta 1 mg/ml de albumina 

sérica bovina. Las mediciones se realizaron como se describe a continuación: Se añadió 

1.5 ml del reactivo de Bradford y 0.05 ml de la solución patrón o la muestra. Se incubó por 

10 min a temperatura ambiente y se procedió a medir por triplicado cada una de las 

muestras en el espectrofotómetro a 595 nm. 

2.2.5.1.2 Contenido de azúcares en el extracto crudo. 

Los azucares residuales en el medio después de la fermentación fue medido por medio de 

la técnica de DNS para azucares reductores (apartado 2.2.5.2). Se construyó una curva 

patrón a partir de una solución stock de glucosa 10 g/L. Esta curva fue empleada para 

determinar la concentración residual de azúcares en el extracto enzimático crudo, los 

cuales fueron medidos por triplicado para cada uno de los medios empleados. 

2.2.5.2 Evaluación de la actividad pectinasa. 

La actividad pectinolítica de los extractos crudos se determinó en reacciones que 

contenían 9 ml de una solución de pectina al 0.5% y 0.1 ml del extracto crudo. La solución 

de pectina se preparó en un amortiguador de acetato de sodio 50 mM a pH 5 (C2H3NaO2) 

(Maturano et al., 2012). Las reacciones fueron incubadas a 30 °C por 30 min según Di 

Pietro and Roncero, (1996) con modificaciones. Posteriormente se realizó la cuantificación 

de ácido galacturónico, como se menciona en el apartado 2.2.5.1. Se construyó una curva 
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patrón a partir de soluciones de ac. galacturónico a partir de concentraciones de 0 a 7 

mg/ml. La cuantificación del ac. galacturónico liberado por la actividad de los extractos 

crudos se midió con la misma técnica de DNS.  

La cantidad de azúcares reductores liberada se calculó restando la concentración inicial 

de azúcares del extracto crudo a la cantidad de azúcares reductores liberados después de 

la reacción enzimática. Una cantidad de enzima fue definida como la cantidad de enzima 

que produce un µmol de azúcares por minuto por mg de proteína, bajo las condiciones del 

ensayo. 

Para la preparación del reactivo DNS, se pesaron 10 g de ácido 3,5-dinitrosalicílico, 30 g 

de tartrato de Na y K y 16 g de NaOH, aforando a 1 L de agua estéril. Se colocó en tubos 

Eppendrorf de 2 ml 0.95 ml de DNS con 0.05 ml de la muestra a analizar, se incubó por 8 

min a una temperatura de 80 °C por 8 min, después los tubos fueron colocados en hielo 

durante 15 min, una vez frío, el contenido de los tubos fue transferido a celdas para leer la 

absorbancia a 580 nm.  

2.3 RESULTADOS 

2.3.1 Aislamiento e identificación de organismos potencialmente patógenos 

asociados a Agave tequilana var. azul 

Los principales síntomas observados en la plantación fueron: la mancha anular, punta 

seca, mancha marginal o marchitez foliar, tizón o pudrición seca (Figura 2.3). De acuerdo 

al manual de plagas y enfermedades del Agave estos síntomas pueden ser causados por 

microorganismos de los géneros Didymosphaeria sp, Nectria sp, Fusarium sp, Alternaria 

sp, Phoma sp, Cercospora agavicola.  



CAPÍTULO II 

30 

 

Figura 2.3. Comparación de la sintomatología presente en la plantación con los 

síntomas reportados en el “Manual de manejo de enfermedades del Agave” 

(Rubio, 2007). Columna de la izquierda corresponde a las plantas de la destilería 

“Mayapan”; Columna de la derecha corresponde a imágenes tomadas del manual 

de manejo de enfermedades. a) Mancha anular (Didymosphaeria sp y Nectria sp); 

b) Tizon (Cercospora agavicola, Fusarium oxysporum); c) Mancha marginal o 

marchitez foliar (Phoma sp y Alternaria sp); d) Punta seca (Fusarium sp y 

Alternaria sp).  
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De los tejidos colectados, se aislaron en total 30 cepas de hongos filamentosos de los 

cuales se obtuvieron colonias purificadas con distintas morfologías de colonia (Anexo 1). 

Estas colonias puras fueron empleadas para la obtención de micelio para la extracción de 

DNA y para hacer la identificación molecular por medio del secuenciamiento de los 

fragmentos amplificados para las regiones D1-D2 e ITS1 y ITS4. 

2.3.2 Identificación molecular de los organismos purificados 

Se obtuvo el DNA genómico total a partir de micelio, obtenidos de los cultivos purificados. 

Una vez que se obtuvo el DNA, se verificó su integridad por medio de electroforesis en gel 

de agarosa (Anexo 2). Se amplificaron las regiones del rDNA LSU D1-D2 y los 

espaciadores ITS1-5.8S-ITS2 (Figura 2.4). El tamaño de fragmento amplificado 

corresponde al tamaño esperado para ITS (aproximadamente 500 pb) y D1-D2. Se 

obtuvieron las secuencias de los fragmentos amplificados, estas fueron depuradas y 

fueron empleadas para la identificación de los microorganismos mediante la comparación 

de estas secuencias con secuencias de las mismas regiones de hongos depositadas en el 

GenBank.  

 
Figura 2.4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 85 volts por 15 minutos, teñido con 

bromuro de etidio mostrando el producto de amplificación de la región espaciadora del 

DNA ribosomal empleando los cebadores universales ITS-1 y ITS-4.  Carriles H1- H11: 

cepas aisladas (ver Tabla 4); M: marcador 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen); C-: control 

negativo o planta no inoculada. 
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2.3.3 Análisis filogenético de las regiones D1- D2 (LSU) y IST1-5.8s-ITS2 del rDNA 

El análisis de las secuencias de las regiones D1- D2 (LSU) y IST1-5.8s-ITS2 del rDNA de 

los hongos asociados a plantas de A. tequilana permitió la identificación de 13 géneros de 

hongos. De los cuales los más abundantes fueron Lasiodiplodia y Neoscytalidium (50%) 

(Figura 2.5). Del total de los hongos identificados, aproximadamente el 10% pertenecen al 

phylum Ascomycota y el 90% restante pertenecen al phylum Basidiomycota. 

Del phylum Basidiomycota 3 géneros fueron identificados: el género Peniophora (3%) del 

orden Russulales y los géneros Trametes (3%) y Flavodon (3%) del orden de Polyporales. 

El 90% restante de las cepas identificadas corresponden al phylum Basidiomycota; de 

este phylum fueron identificados los géneros Lasiodiplodia (27%), Neoscytalidium (23%) 

del orden de Botryosphaeriales; el género Epicoccum (3%) del orden Pleosporales; 

Myrmaecium (7%) del orden Valsariales; Cladosporium (3%) del orden Capnodiales; 

Penicillium (13%) del orden Eutoriales; Cytospora (3%) del orden Diaporthales y del orden 

de Hypocreales se identificó a Purpureocillium (3%) y Fusarium (7%) (Figura 2.5).  
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Figura 2.5. Proporción de los organismos identificados en A. tequilana. a) Porcentaje de 

phylum identificados en el análisis. b, c) Proporción de los órdenes identificados para los 

phylum Basidiomycota y Ascomycota respectivamente; d) Proporción de los géneros 

identificados 

La mayor parte de los hongos identificados pertenecen a la clase Dothideomycetes, esta 

clase abarca géneros como Epicoccum, Myrmaecium, Cladosporium, Lasiodiplodia y 

Neoscytalidium. La clase Eurotiomycetes es otra de las más abundantes, a pesar de que 

solo incluye al género Penicillium. Mientras que los aislados de la clase Sordiaromycetes, 

tienen la misma abundancia e incluyen los géneros Penicillium, Purpureocillium, 

Cytospora y Fusarium (Cuadro 2.2). 
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Cuadro 2.2 Géneros identificados por análisis de secuencias D1- D2 (LSU) y IST1-5.8s-

ITS2 del DNAr de cepas de hongos aislados en A. Tequilana. 

Phylum Clase Orden Género 

Ascomycota 

Dothideomycetes 

Botryosphaeriales 
Lasiodiplodia 

Neoscytalidium 

Pleosporales Epicoccum 

Valsariales Myrmaecium 

Capnodiales Cladosporium 

Eurotiomycetes Eutoriales Penicillium 

Sordiaromycetes 

Diaporthales Cytospora 

Hypocreales 
Purpureocillium 

Fusarium 

Basidiomycota Agaricomycetes 

Russulales Peniophora 

Polyporales 
Trametes 

Flavodon 

En general la discriminación taxonómica obtenida en el árbol basado en la región D1-D2 

(Anexo 3) fue consistente a nivel de género, mientras que a nivel especie fue menos 

soportada. Esto probablemente debido las relaciones filogenéticas cercanas que tienen 

algunos aislados entre sí. Un segundo análisis fue realizado considerando ahora la región 

ITS1-5.8s-ITS2 (Anexo 4), el cual dio un mejor soporte a la discriminación para algunos 

de los géneros identificados consistente con lo reportado por otros autores (White et al., 

1990). Aunque la topología del árbol (Anexo 4) fue similar a la del árbol basado en las 

secuencias de la región D1-D2, es decir que ambos árboles que los géneros están 

organizados en clados correspondientes al orden al que pertenecen, sin embargo, cabe 

mencionar que algunas muestras no pudieron ser amplificadas para región ITS por lo que 

las secuencias no fueron incluidas en el análisis. 

Finalmente se realizó un análisis con las regiones D1-D2 e ITS1-5.8s-ITS2 concatenadas 

(Figura 2.6) la topología del árbol fue soportada por boostrap de 93-100% para la mayoría 

de los clados correspondientes a los géneros. Se observa la formación de dos clados 

principales correspondientes a los phylum Ascomycota y Basidiomycota. Específicamente, 

el nivel taxonómico de Orden está bien delimitado (distancia > 0.02) para todas las cepas 

de hongos. En este sentido, el clado formado para el orden Botryosphaeriales agrupa a 

los géneros de Lasiodiplodia y Neoscytalidium; en el clado de los Hypocreales se 

encuentran los géneros Fusarium y Purpureocillium. En los clados para los ordenes 
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Capnodiales, Valsariales, Pleosporales, Eutoriales y Diaporthales solo se incluyen los 

géneros Cladosporium, Myrmaecium, Epicoccum, Penicillium y Cytospora 

respectivamente. Finalmente, en el orden de los Polyporales, solo el género Flavodon fue 

incluido ya que el otro género Trametes no fue amplificado para la región ITS1-5.8s-ITS2 

y por ello no fue incluido en el análisis concatenado. 
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Figura 2.6. Árbol filogenético obtenido del análisis de las secuencias D1-D2 

LSU y ITS1-5.8s-ITS2 concatenadas de las cepas aisladas y sus parientes más 

cercanos (Cuadro 2.3). El análisis filogenético fue realizado usando el método 
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de mínima evolución con el modelo de Kimura2. Los números indican el 

boostrap, derivado de 1,000 remuestreos (solo se muestra los boostrap para 

los grupos con un valor > 80). Las cepas aisladas de plantas de A. tequilana 

están marcadas con el símbolo de rombo. 

El cuatro 2.3 resume la identificación molecular de todas las cepas de hongos aisladas de 

acuerdo con su “pariente más cercano” dado por similitud de secuencia con secuencias 

de hongos previamente depositadas en el GenBank. Las secuencias obtenidas de las 

cepas aisladas fueron depositadas en el GenBank (número de accesión: MK041250-

MK041278 y MK041983-MK041918, para las regiones D1-D2 e ITS1-5.8s-ITS2, 

respectivamente). 

De todos los géneros identificados algunos ya se han reportado como patógenos como 

Fusarium en Zea maize, Neoscytalidium en Vitis vinífera entre otros y Lasiodiplodia en 

Acacia mangium (Murillo-Williams y Munkvold 2008; Rolshausen et al. 2013; Castro-

Medina et al. 2014). Es importante mencionar que estos reportes son los primeros en los 

que se identifica la presencia de estos microorganismos en Agave tequilana, como el 

género Lasiodiplodia que ya había sido descrito en otras especies, pero nunca antes en 

A. tequilana. 
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Cuadro 2.3 Cepas identificadas empleando dos genes marcadores (D1-D2 LSDU y ITS1-5.8s-ITS2). 

Cepa 

 

Tipo de 
hoja 

D1/D2 LSU   ITS1-5.8S-ITS2  

 Número 
de 

accesión 
Pariente más cercano Identidad 

(%) 

 Número 
de 

accesión 
Pariente más cercano Identidad 

(%) 

H1  Media MK041264 Myrmaecium rubricosum (LN907512) 100  MK041893 Myrmaecium rubricosum (KP687884) 99 

H2  Media MK041265 Myrmaecium rubricosum (LN907512) 100  MK041894 Myrmaecium rubricosum (KP687884) 99 

H3  Media MK041253 Flavodon flavus (KF856510) 99  MK041918 Flavodon flavus (JN710543) 97 

H4  Alta MK041272 Penicillium pinophilum (HM469418) 100  MK041909 Penicillium diversum (HM469392) 97 

H5  Alta MK041273 Penicillium pinophilum (HM469418) 100  MK041910 Penicillium diversum (HM469392) 99 

H6  Basal  No amplificado 
 

 MK041901 Neoscytalidium dimidiatum (MG833317) 100 

H7  Basal MK041274 Penicillium pinophilum (HM469418) 95  MK041911 Penicillium pinophilum (HQ392503) 99 

H8  Media MK041254 Fusarium equiseti (MF803160) 99  MK041912 Fusarium equiseti (KT277307) 100 

H9  Basal MK041256 Lasiodiplodia parva (LN907364) 99  MK041907 Lasiodiplodia parva (KX227559) 99 

H10  Media MK041267 Neoscytalidium dimidiatum (DQ377924) 99  MK041895 Neoscytalidium dimidiatum (MG833317) 99 

H11  Alta MK041252 Epicoccum sorghinum (MH071388) 99  MK041914 Epicoccum sorghinum (MG969894) 98 

H12  Media MK041278 Peniophora incarnata (JQ746552) 98   No amplificado 
 

H13  Basal MK041251 Cytospora rhizophorae (JQ922147) 99  MK041915 Cytospora rhizophorae (KR056292) 97 

H14 
 

Basal MK041257 
Lasiodiplodia pseudotheobromae 
(MF410073) 

98  
MK041902 Lasiodiplodia pseudotheobromae 

(KP747702) 
99 

H15  Alta MK041276 Purpureocillium lilacinum (NG_056277) 100  MK041916 Purpureocillium lilacinum (KX609400) 97 

H16  Basal MK041275 Penicillium diversum (HM469392) 99  MK041908 Penicillium diversum (HM469392) 99 

H17 
 

Basal MK041250 Cladosporium subuliforme (LN850756) 99  
MK041917 Cladosporium cladosporioides 

(KX867548) 
99 

H18 
 

Basal MK041258 
Lasiodiplodia pseudotheobromae 
(MF410073) 

98  
MK041903 

Lasiodiplodia theobromae (KT164784) 99 

H19 
 

Basal MK041261 
Lasiodiplodia pseudotheobromae 

(MF410073) 
99  

 
Lasiodiplodia parva (KX227559) 99 

H20 
 

Basal MK041262 
Lasiodiplodia pseudotheobromae 
(MF410073) 

99  
MK041904 

Lasiodiplodia theobromae (KT164784) 99 

H21  Basal MK041269 Neoscytalidium dimidiatum (DQ377924) 98  MK041896 Neoscytalidium dimidiatum (MG833317) 99 

H22 
 

Basal MK041268 
Neoscytalidium orchidacearum 

(KY933092) 
99  

MK041897 
Neoscytalidium dimidiatum (MG833317) 95 

H23  Basal MK041260 Lasiodiplodia pseudotheobromae 99  MK041905 Lasiodiplodia pseudotheobromae 99 
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(MF410073) (KP747702) 

H24 
 

Basal MK041270 
Neoscytalidium novaehollandiae 
(EF585551) 

99  
MK041898 

Neoscytalidium dimidiatum (MG833317) 98 

H25  Basal MK041263 Neoscytalidium dimidiatum (DQ377924) 98  MK041899 Neoscytalidium dimidiatum (MG833317) 99 

H26  Basal MK041277 Trametes polyzona (KC589151) 99   No amplificado 
 

H27  Basal MK041255 Fusarium oxysporum (KY548402) 99  MK041913 Fusarium equiseti (KT277307) 99 

H28  Alta MK041271 Neoscytalidium hyalinum (LN907305) 99  MK041900 Neoscytalidium dimidiatum (MG833317) 100 

H29 
 

Alta MK041259 
Lasiodiplodia pseudotheobromae 
(MF410073) 

100  
MK041906 Lasiodiplodia pseudotheobromae 

(KP747702) 
99 

H30  Alta MK041263 Lasiodiplodia parva (LN907364) 99   No amplificado 
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2.3.4 Ensayo de patogenicidad 

Seis de las treinta cepas identificadas fueron seleccionadas (H8, H9, H18, H20, H29, 

H30). La selección se realizó por su representatividad en los aislados para el caso de las 

cepas del género Lasiodiplodia, y la cepa H8 se seleccionó por ser del género Fusarium, 

el cual se ha asociado a varias enfermedades de A. tequilana. 

El ensayo de la “agresividad de las cepas” evaluado mediante la infección in vitro, fue 

realizado mediante dos métodos de inducción como se describe anteriormente. La 

presencia de necrosis fue evidente en comparación al control después de siete días de la 

inoculación (Figura 2.7). El porcentaje de necrosis fue evaluado al día siete (Cuadro 2.4).  
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Figura 2.7. Ensayo de patogénesis por el método de punción y contacto de micelio. 

Lasiodiplodia sp. (H23, H20, H9) y Fusarium sp. (H8) fueron empleados para la infección 

de tejido de hoja de A. tequilana; los síntomas fueron reportados a los siete días. a) y b) 

Muestran las hojas infectadas a los días cero y siete, por los métodos de punción y 

contacto respectivamente; c) Muestra el control negativo al día cero y siete sin infectar. 

(Fv4O3) cepa patogénica en maíz usada como control. 

Las cepas analizadas de Lasiodiplodia difieren entre ellas en los porcentajes de necrosis 

que ocasionan. Esta variación en la necrosis se observa en los dos métodos de infección 

empleados para este ensayo. De manera general, la infección por punción fue más 

efectiva para la inducción de la necrosis para la mayoría de las cepas analizadas de 
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Lasiodiplodia, con un porcentaje promedio del 71% para el género. Solo las cepas H9 y 

H29 causaron un porcentaje menor de necrosis (< 38%) usando este método. Es 

interesante que la cepa H29 produjo una necrosis del 96% cuando el método de contacto 

fue empleado. Sin embargo, la cepa H30 fue la más agresiva, ya que obtuvo los mayores 

porcentajes de necrosis considerando ambos métodos de infección (97 y 100% para la 

infección por micelio y por punción respectivamente).  

Para Fusarium (H8), se observó un perfil patogénico independientemente del método de 

infección empleado. Si bien, el porcentaje de necrosis obtenido por el método de punción 

fue del 47%, esto solo considera la necrosis observable en la superficie del tejido, no 

contabiliza el daño al interior del tejido donde probablemente sea mayor, mientras que por 

medio del otro método empleado la necrosis alcanza un porcentaje del 99%. Contrario a 

la cepa control Fv4O3 (Fusarium), que causa un porcentaje bajo de necrosis, 35% y 45 % 

para el método de contacto directo y punción, respectivamente, por lo que esta cepa 

control fue descartada como control positivo para futuras investigaciones en plantas de 

Agave. 

La agresividad de las cepas aisladas de plantas de Agave también fue evaluada de 

manera indirecta por medio de la actividad pectinolítica como sugiere Di Pietro y Roncero, 

(1996). Las actividades enzimáticas se obtuvieron en un rango de 4 a 143 unidades 

enzimáticas (µmol/(minxmgprot) dependiendo de la cepa o el medio de inducción (Cuadro 

2.4).  

Se observó que todas las cepas tienen una actividad enzimática diferencial dependiendo 

del medio de inducción. Por ejemplo, en el medio YPD-A y YPA la cepa H18 es la que 

tiene la mayor actividad, la cepa H8 es la cepa que tiene menor actividad para los 

extractos evaluados, a pesar que es una de las que presentó mayor incremento de 

biomasa (datos no mostrados) y la cepa H20 presenta la mayor actividad en el extracto de 

YP-A. Sin embargo, de manera general, se observa que las cepas evaluadas del genero 

Lasiodiplodia muestran mayor actividad enzimática que la cepa del genero Fusarium en 

cualquiera de los medios evaluados. 
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Cuadro 2.4 Necrosis y actividad pectinolítica de las cepas seleccionadas. 

Cepa Identidada 

Actividad pectinolitica (U/mgprot) Necrosis (%) por 

YPD YPD‐A YP‐A 
Infección 

por 
micelio 

Infección 
por 

punción 

H9 
Lasiodiplodia 

parva (LN907364) 

42.7 ± 0.14 22.9 ± 0.04 40.3 ± 0.05 11 ± 3 38 ± 23 

H30 
Lasiodiplodia 

parva (LN907364) 

80.7 ± 0.21 130 ± 0.3 30.3 ± 0.04 97 ± 3 100 ± 0 

H18 
Lasiodiplodia 

pseudotheobromae(MF410073)  

89.4 ± 0.40 143.5 ± 0.6 46.3 ± 0.06 33 ± 5 98 ± 3 

H20 
Lasiodiplodia 

pseudotheobromae(MF410073)  

57.7 ± 0.037 29 ± 0.1 121 ± 0.2 21 ± 15 99 ± 1 

H29 
Lasiodiplodia 

pseudotheobromae(MF410073)  

85.5 ± 0.39 64.2 ± 0.1 16.5 ± 0.02 96 ± 4 13 ± 9 

H8 
Fusarium 

equiseti(MF803160) 

22.6 ± 0.06 23.9 ± 0.004 4.3 ± 0.03 99 ± 0.03 47 ± 53 

a De acuerdo con el cuadro 2.3 

 

    

 

Se calculó el porcentaje de rendimiento neto de ácido galacturónico (RNAG), que se 

refiere al porcentaje del sustrato (pectina) que se transforma a producto (ác. 

Galacturónico). Los rendimientos más altos se obtuvieron para todas las cepas con el 

extracto crudo obtenido del medio YPD, mientras que para los extractos obtenidos del 

medio YPD-A y YP-A los porcentajes de rendimiento son similares entre ellos. De manera 

global, el mayor rendimiento (53%) se obtuvo con la cepa H20 (Lasiodiplodia) con el 

extracto crudo obtenido del medio YPD, seguido de la cepa H29 (Lasiodiplodia), mientras 

que el menor rendimiento (15%) se observó con la cepa H8 (Fusarium) y H27 

(Lasiodiplodia) (Anexo 5). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LN907364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LN907364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LN907364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LN907364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF410073
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF410073
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF410073
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF410073
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF410073
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF410073
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF803160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF803160
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2.4 DISCUSIÓN 

2.4.1 Identificación de los hongos aislados 

En México, el cultivo de A. tequilana es de gran importancia económica y ha sido 

empleado principalmente para la producción de tequila (Nava-Cruz et al., 2015; Dalton, 

2005). Se ha reportado que A. tequilana sufrió una crisis fitosanitaria, en la cual se 

perdieron un gran número de plantas debido a la presencia de algunos fitopatógenos que 

producen los síntomas de marchitez, necrosis y hasta la muerte de la planta (Castro-

Valera, 2003). Las enfermedades del Agave pueden reducir el crecimiento de la planta, 

incluso causar la muerte de ésta (Rubio, 2007). Se ha reportado la ocurrencia de distintos 

géneros de hongos asociados a A. tequilana además de Fusarium, como los hongos del 

genero Cercospora, Asterina, Colletotrichum y Alternaria y bacterias como Erwinia y 

Pseudomonas (Vega-Ramos et al., 2013; Jiménez-Hidalgo et al., 2004; Larrea-Reynoso, 

1998; Martínez-Ramírez y Virgen-Calleros, 1998). No obstante, es poco el conocimiento 

que se tiene sobre el daño que estos organismos pueden causar a las plantas de Agave 

(Desgarennes et al., 2014). 

En el presente estudio, la mayoría de los organismos identificados pertenecen al phylum 

Ascomycota y solo tres pertenecen al phylum Basidiomycota. Al igual que en otro reporte 

en Agave (Coleman-Derr et al., 2016), se aislaron organismos del mismo orden como los 

Pleosporales y Eutoriales, Hypocreales principalmente y en menor proporción el orden de 

los Capnodiales. Donde los géneros predominantes fueron Alternaria, que está ausente 

en los aislados del presente estudio y Penicillium, Cladosporium, Fusarium (Coleman-Derr 

et al., 2016) que si están presentes en nuestra investigación. La proporción por phyla para 

estos aislados fue similar a reportes previos en Agave, donde la mayor cantidad de 

aislados pertenecen al phylum Ascomycota (96%) y una pequeña proporción (4%) al 

phylum Basidiomycota (Coleman-Derr et al., 2016). Esta misma tendencia ha sido 

observada en estudios de la diversidad fúngica en diferentes ecosistemas compuestos por 

pastizales, arenas de desierto y bosques (Zhang et al., 2016; Grishkan et al., 2015; 

Tedersoo et al., 2014; Shakya et al., 2013; Porras-Alfaro et al., 2011). Es probable que los 

Ascomycotas sean más abundantes debido a que tienen una mayor capacidad de 

adaptarse a diferentes ambientes, especialmente a las condiciones hostiles donde los 

nutrientes están en bajas concentraciones o la disponibilidad de agua está restringida 

(Chen et al., 2017; Coleman-Derr et al., 2016; Tedersoo et al., 2014), ambas condiciones 

comunes para los suelos donde habitan los Agaves. 



CAPÍTULO II 

45 

La distribución de estos organismos en la planta es variable, por ejemplo, algunos 

géneros se encuentran distribuidos en toda la planta como el género Lasiodiplodia, 

mientras que géneros como Fusarium y Neoscytalidium se encontraron en hoja basal y 

media. El género Penicillium fue aislado en hojas basal y alta, Cladosporium, Cytospora y 

Trametes se aislaron solo en hojas basales y los géneros como Epicoccum y 

Purpureocillium solo fueron aislados a partir de hojas altas. Lo cual podría indicar una 

posible especialización en la interacción entre el hongo y la planta, de acuerdo con los 

mecanismos de infección de cada uno de ellos derivado del nicho en el que se desarrollan 

(Desgarennes et al., 2014).  

El análisis de las regiones D1-D2 e ITS1-5.8S-ITS2 permitió la identificación de la mayoría 

de los microorganismos aislados a nivel género. La región D1-D2 ha sido empleada para 

la identificación de algunos hongos filamentosos (Hinrikson et al., 2005), aunque, siendo 

una región conservada entre algunos grupos de hongos, la  identificación es confiable 

solo  para algunas especies (Poll et al., 2010). Mientras que la región ITS frecuentemente 

empleada para la inferencia filogenética e identificación de cepas, incluso a nivel de 

especie (Begerow et al., 2010), sin embargo, puede tener una alta similitud en secuencia 

entre algunas especies dificultando su identificación (Smith et al., 2007). Por lo que el 

empleo de las dos regiones para la identificación puede ayudar a mejorar la precisión de 

la identificación (Kwiatkowski et al., 2012). En el presente estudio, el análisis concatenado 

nos permitió discriminar de forma confiable los géneros de las distintas cepas aisladas, 

resultando en grupos con mayor valor de boostrap.  

La mayoría de los géneros de las cepas identificadas en este trabajo han sido reportados 

como patógenos. Por ejemplo, dentro del phylum Ascomycota, la mayoría de los 

organismos identificados resultaron ser patógenos para plantas. En el orden 

Botryosphaeriales que incluye un grupo importante de hongos asociados con plantas, los 

cuales algunos tienen implicaciones económicas, ya que se sabe que algunas especies 

de este orden son causantes de enfermedades en un amplio rango de plantas con 

importancia económica (Yang et al., 2017; Slippers et al., 2013). Destaca el género 

Lasiodiplodia que fue el género con mayor presencia en los aislados y el cual fue 

encontrado en los tres tipos de hojas evaluadas. Este se ha descrito como un agente 

causal de numerosas enfermedades en una gran variedad de hospederos, algunos de 

ellos son: Mangifera indica, Carica papaya, Vitis vinífera L., Anacardium occidentale, entre 

otros (Rodríguez-Gálvez et al., 2017; Netto et al., 2017; Correia et al., 2016; Picos-Muñoz 
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et al., 2015; Netto et al., 2014), y afecta, tanto a la raíz, tallo o fruto, además de que es un 

género cosmopolita, presente principalmente en áreas tropicales y subtropicales ( Picos-

Muñoz et al, 2015; Abdollahzadeh et al., 2010). Sin embargo, en nuestra búsqueda 

bibliográfica, no se ha descrito como un agente causal de enfermedad en A. tequilana. 

Por lo tanto, el presente constituye el primer estudio en el cual se asocial la presencia del 

género Lasiodiplodia en plantas de A. tequilana. El género Neoscytalidium que también 

fue encontrado en agave en el presente estudio, está estrechamente relacionado con el 

género Lasiodiploidia, algunas especies de Neoscytalidium han sido relacionadas con 

cancro del tallo, gomosis, y han sido descrito en plantas como Ficus carica, Hylocereus 

undatus, H. polyrhizus y Mangifera indica (Nouri et al., 2018).  

Los hongos del orden Pleospolares, se pueden clasificar como endófitos, sin embargo, se 

han reportado especies que pueden ser parasíticas de tallos u hojas, así como también 

saprófitos (Strobel et al., 2011; Huang et al., 2008;). Se han descrito varios géneros 

anamorfos en este orden, como Phoma, Coniothyrium, Ascochyta, entre otros (Aveskamp 

et al., 2008).  El género Epicoccum perteneciente a este orden fue identificado de los 

aislados de A. tequilana, este ha sido descrito como endófito o epifito, así como parasito 

en hojas o tallos y en algunos casos como saprofito en material vegetal en 

descomposición (Zhang et al., 2009; Tao et al., 2008;).  

Las cepas de Myrmaecium del orden Valsariales han sido relacionadas con una gran 

variedad de especies de plantas como: Thyrsostachys siamensis, Betula pendula, Vitis 

vinífera, Quercus robu y Cytisus scoparius (Jaklitsch et al., 2015). Algunas especies 

sinónimas también se han aislado de plantas de Agave, las cuales podrían estar 

implicadas como agentes causales de enfermedades (Rubio, 2007).  

Otro orden identificado fue el de los Capnodiales que incluyen géneros de hongos que 

pueden ser saprófitos, endófitos y patógenos de plantas (Crous et al., 2009), en este 

trabajo el género asilado Cladosporium que pertenece a dicho orden, del cual la mayoría 

de las especies descritas son hongos cosmopolitas, saprófitos y en algunos casos son 

invasores secundarios en infecciones necróticas del tejido de plantas (Bensch et al., 

2010). Particularmente, este género ha sido aislado previamente en otras plantas de 

agave como A. angustifolia y A. americana (Duque-Bautista et al., 2017).  

Hongos del género Penicillium del orden Eutoriales y del género Cytospora del orden 

Diaportales, también fueron identificados en los aislamientos realizados en el presente 
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estudio. El orden Eutoriales, el cual incluye a las especies del genero Penicillium, fue el 

segundo orden de mayor abundancia en los aislados (13%). Este grupo de hongos se 

encuentra de manera abundante en el suelo, y está asociado a algunas enfermedades de 

plantas causantes del deterioro y la caída del fruto (Allende et al., 2013; Pitt y Hocking, 

2009). Aunque también este género se asocia con enfermedades postcosecha y la 

producción de micotoxinas en algunos cultivos (Santini et al., 2014; Pitt y Hocking, 2009). 

Por el contrario, en A. americana, existen algunos reportes del uso del genero Penicillium 

para mejorar el crecimiento de la planta (Zacarías-Toledo et al., 2016), lo que no descarta 

que en A. tequilana este hongo pueda tener un papel benéfico en el crecimiento del 

cultivo. El orden de Diaporthales está compuesto en su mayoría por especies saprófitas, y 

solo algunas son patógenas de plantas maderables y algunos cultivos de importancia 

económica como la soya y el girasol (Rossman et al., 2007). Algunas especies de 

Cytospora, el estado anamórfico de Valsa del orden de los Diaportales, es causante de 

enfermedades en Eucalyptus (Adams et al., 2005), el género Valsa se ha relacionado a 

enfermedades en frutos y enfermedades en especies productoras de madera (Xi-wen, 

2006).  

Otro género identificado el cual se encontró pobremente representado en este estudio, es 

el Fusarium, del orden de los Hypocreales el cual incluye patógenos para plantas, así 

como especies saprófitas y patógenos facultativos (Lombard et al., 2015; Schroers et al., 

2011).  El género Fusarium ha sido descrito como patógeno para diferentes especies de 

plantas como Cucumis sativus L. (Ye et al., 2004), Zea mays L. (Murillo-Williams y 

Munkvold, 2008); Solanum lycopersicum (Manzo et al., 2016); en Triticum sp (Golkari et 

al., 2007); Echeveria agavoides (Giuseppe et al., 2015); Agave tequilana (Ávila-Miranda et 

al., 2010; Luna-Hernandez, 1996). El daño ocasionado por este patógeno a los 

hospederos, es causado por la penetración de la hifa a los tejidos vasculares de la planta, 

así como la secreción de enzimas hidrolíticas durante la colonización del tejido, los 

síntomas incluyen marchitamiento, epinastia de las hojas, pérdida de hojas y muerte 

(Michielse y Rep, 2009). En el presente estudio, solo dos cepas de Fusarium fueron 

obtenidas de las hojas de Agave. Sin embargo, existen reportes donde se obtienen una 

mayor cantidad de aislamientos principalmente en las raíces de Agave y se ha identificado 

como causal de enfermedades en A. tequilana (Vega-Ramos et al., 2013;  Ávila-Miranda 

et al., 2010). Otro género identificado de este orden es Purpureocillium, género que ha 

sido descrito ampliamente como saprofito y es comúnmente aislado en muestras de suelo 
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(Luangsa-Ard et al., 2011), aunque también se ha descrito como un hongo endófito (Gong 

et al., 2017). 

Del phylum Basidiomycota algunas cepas de Peniophora, Flavodon y Trametes fueron 

identificadas. Peniophora ha sido descrito como habitante de las raíces y la madera 

(Hallenberg et al., 1996), y algunas especies pueden ser parasíticas y cambiar a 

saprófitas durante su desarrollo (Sell et al.,  2011). Las especies del genero Flavodon, han 

sido descritas como hongos descomponedores (Binder et al., 2013), mientras que las 

especies del genero Trametes están más asociados como habitantes de la raíz (Ginns et 

al., 1986). 

En general, 12 géneros de hongos fueron identificados, la mayoría de estos ya habían 

sido aislados de plantas de Agave y en algunos casos como Alternaria, Fusarium, 

Myrmaecium son conocidos patógenos para este cultvio (Coleman-Derr et al., 2016; 

Rubio, 2007; Zenteno-Zevada, 1974). Sin embargo, también se aislaron hongos que no 

habían sido descrito antes como patógenos para A. tequilana, como el género 

Lasiodiplodia. la identificación de este hongo puede ayudar al desarrollo de programas de 

manejo que prevengan la propagación de este hongo. De los géneros identificados en 

agave, nueve géneros se han identificado como abundantes en la endosfera de la hoja de 

A. tequilana mediante un enfoque metagenómico, donde las OTUs (por sus siglas en 

inglés) más comúnes pertenecieron a los géneros Alternaria, Penicillium y Cladosporium 

(Coleman-Derr et al., 2016). En este mismo estudio, se identificó  como población 

principal las OTUs de Penicillium y Fusarium en la endosfera de la raíz (Coleman-Derr et 

al., 2016), diferente a lo reportado en nuestro estudio, ya que algunas cepas de estos 

hongos fueron encontradas en las partes más alejadas al suelo, sin embargo, algunas 

cepas de Penicillium, consistente con estos reportes también se aislaron de las hojas más 

cercanas al suelo. Algunos hongos que anteriormente fueron caracterizados en hojas de 

Agave, como Colletotrichum (Farr et al.,  2006) no fueron detectados en este estudio. Esto 

podría deberse a las diferencias en la comunidad microbiana observadas entre las 

diferentes especies de Agave o a las diferentes en la comunidad microbiana dadas las 

diferentes regiones geográficas (Coleman-Derr et al., 2016; Desgarennes et al., 2014). 

2.4.2 Ensayo de patogenicidad 

Cinco cepas de Lasiodiplodia y una de Fusarium fueron seleccionadas por su 

representatividad en los aislados y por su potencial patogénico en el género Agave, 
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respectivamente, con el fin de evaluar la agresividad de las cepas en ensayos in vitro. En 

este estudio, las cepas del género Lasiodiplodia fueron más agresivas al inducir necrosis 

por el método de punción. Esto puede ser debido a que el mecanismo de infección 

descrito para este hongo, requiere daño físico previo del tejido (Ploetz, 2003). Otros 

informes similares, indican que la agresividad de algunas especies de Lasiodiplodia 

aumenta cuando las cepas se inoculan después de un daño mecánico del tejido vegetal 

(Netto et al., 2017). En el caso de la cepa H8 (Fusarium), se observó un porcentaje alto de 

necrosis (>99%) en la infección por contacto directo, aunque probablemente en la 

infección por punción el daño sea al interior del tejido y este no pueda ser observado 

desde la superficie del tejido. Los síntomas observados concuerdan con lo que se ha 

reportado para Fusarium en otras plantas, se sabe que este hongo durante la 

colonización, el tejido del huésped puede volverse marrón, junto con la aparición de 

manchas negras (Michielse y Rep, 2009).  

Se ha descrito que los mecanismos de infección de las cepas de Fusarium implican la 

degradación de la lámina media y la pared celular para poder penetrar en los tejidos de 

las plantas (García-Maceira et al., 2001). La cepa de Fusarium aislada de maíz (Fv4O3) 

utilizada como control de infección indujo un porcentaje bajo de necrosis, comparada con 

la cepa aislada de A. tequilana, lo que sugiere que existe una alta especificidad de las 

cepas de Fusarium aisladas de A. tequilana. En este trabajo, fueron pocas las cepas de 

este género que fueron aisladas de las hojas de A. tequilana. Por el contrario en otros 

estudios, un alto número de cepas fueron aisladas de las raíces de estas plantas (Vega-

Ramos et al., 2013), esto puede obedecer a la propia metodología de aislamiento, ya que 

se sabe que Fusarium es un hongo más asociado a las raíces que a la parte aérea de las 

plantas. 

El porcentaje de rendimiento de ácido galacturónico (RNAG) de las cepas de Fusarium 

aisladas de plantas de A. tequilana, es similar a los porcentajes reportados en trabajos 

previos. Valencia-Guerrero reporta que para distintas cepas de Fusarium aisladas de 

Tomate (Solanum lycopersicum) y Clavel (Dianthus caryophyllus) el porcentaje de RNAG 

está entre 15- 22%, mientras que el RNAG de la cepa H8 (Fusarium) aislada en este 

trabajo está en el mismo rango dependiendo del medio, mientras que para las cepas de 

Lasiodiplodia (H9, H20, H27, H29, H30) el RNAG está para la mayoría de las cepas, por 

encima de los valores reportados por Valencia-Guerrero, aunque aún no se tienen 

reportes similares previos para este género. En nuestro estudio se observó que al menos 
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para las cepas del género Lasiodiplodia no existe una relación directa entre la necrosis 

causada y el RNAG, ya que a pesar de que las cepas de Lasiodiplodia fueron las que 

obtuvieron mayor porcentaje de RNAG, estas aparentemente no son capaces de infectar 

el tejido de plantas al menos en ensayos in vitro. Los síntomas más severos de la 

infección se observaron en los tejidos infectados por medio de punción, mientras que 

mediante la infección sin daño físico no se observan síntomas aparentes de la infección. 

Este resultado puede deberse a que se ha descrito que el principal mecanismo por medio 

del cual el género Lasiodiplodia infecta al hospedero es por la presencia de un daño físico 

previo a la planta (Ploetz, 2003). Mientras que, para cepas de Fusarium aisladas en este 

trabajo, los mayores síntomas de la enfermedad se observaron en el tejido que fue 

inoculado con el micelio sin punción al tejido. Esto es de esperarse ya que, se ha descrito 

que, el mecanismo de infección y colonización de algunas especies de Fusarium involucra 

la degradación de barreras como la lámina media (compuesta por pectina) y la pared 

celular para poder penetrar al hospedero (García-Maceira et al., 2001; Huertas-González 

et al., 2000). Por ejemplo, para Fusarium f. sp. lycopersicum se ha descrito que una de las 

primeras enzimas que se secretan cuando el hongo es puesto en contacto con el tejido 

del hospedero son las enzimas con actividad pectinolítica (Jones et al., 1972). Es 

probable que, pese a que muestra un menor porcentaje de RNAG en comparación con las 

cepas de Lasiodiplodia, Fusarium al tener los mecanismos necesarios para infectar vía 

degradación de la lámina media, se observen síntomas más severos.  

La actividad pectinolítica de las cepas fue evaluada como medida indirecta de la 

agresividad de la cepa e indicador de patogénesis del hongo como sugieren distintos 

autores (Valencia-Guerrero et al., 2011; Asoufi et al., 2007), ya que se ha descrito que 

esta actividad está relacionada con el proceso de infección (García-Maceira et al., 2001). 

Por lo que para que se lleve a cabo la infección, entre otras enzimas, el hongo secreta 

enzimas pectinoliticas, que tienen como sustrato la pectina un componente la lámina 

media. Además, la degradación de la pectina proporciona nutrientes al hongo (De Lorenzo 

et al., 1997). Por lo que es probable que una mayor actividad pectinolítica de las cepas 

aisladas, pueda estar indicando una mayor capacidad de infectar el tejido de las plantas.  

Las cepas H20 y H30 (relacionadas filogenéticamente con Lasiodiplodia 

pseudotheobromae) tienen una de las actividades más altas y son causantes del mayor 

porcentaje de necrosis, por lo que fueron seleccionadas para estudios posteriores en los 

que se requiera la infección de estas plantas. Este tipo de comportamiento, también se ha 
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reportado entre diferentes cepas de Lasiodiplodia en plantas de uva (Rodríguez-Gálvez et 

al., 2015). La actividad pectinolítica en este género ha sido descrita anteriormente, los 

hongos de este género son conocidos como hongos pectiloniticos por producir de 

enzimas que degradan la pared celular (Dekker et al., 2001). Para ambas cepas de 

Fusarium, la actividad enzimática evaluada fue hasta 6 veces menor en comparación con 

la de las cepas de Lasiodiplodia. Un comportamiento similar en las actividades 

enzimáticas fue observado para dos especies de este género en Colocasia spp (Ugwuan 

y Obeta, 1997).   

En conclusión, 12 géneros de hongos fueron identificados mediante el empleo de las 

regiones D1-D2 e ITS1-5.8S-ITS2 en hojas de A. tequilana con síntomas de enfermedad. 

El phylum Ascomycota cubre la mayoría de los aislamientos en las hojas. Los géneros 

identificados fueron Cladosporium, Cytospora, Epicoccum, Flavodon, Myrmaecium, 

Neoscytalidium, Penicillium, Peniophora, Purpureocillium, Trametes, Fusarium y 

Lasiodiploidia. Las cepas de estos dos últimos géneros exhibieron diferentes perfiles 

patogénicos según sus porcentajes de necrosis y según el método de infección utilizado. 

La actividad pectinolítica fue moderada en esta cepa de Fusarium, mientras que la de las 

cepas de Lasiodiplodia exhibió hasta 6 veces más actividad enzimática. Finalmente, las 

diferentes cepas de Lasiodiplodia muestran perfiles de patogenicidad altos y variables, lo 

que sugiere una importante especificidad de la cepa hacia las hojas de Agave, que tiene 

un alto potencial de ser parte del ciclo de la enfermedad observado en este importante 

cultivo. 
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CAPÍTULO III 
ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LOS GENES NBS-LRR EN A. tequilana 
DURANTE LA INFECCIÓN DE Lasiodiplodia 
 

 

 

3.1 INTRODUCCIÓN 

Las plantas están continuamente sometidas a estrés tanto biótico como abiótico, lo cual 

puede derivar a pérdidas en el rendimiento de los cultivos (Wang et al., 2017). Debido al 

estrés al que están sometidas, las plantas han desarrollado mecanismos de defensa 

contra el ataque de patógenos (Glazebrook, 2005). Una de estas defensas son las 

barreras físicas, como la pared celular, ceras y cutícula (García-Pineda y Lozoya-Gloria, 

2004). Sin embargo, más allá de estas barreras preexistentes se encuentran mecanismos 

asociados a receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), los cuales forman parte 

de la inmunidad desencadenada por patrones moleculares o PTI (por sus siglas en 

inglés), en la cual la respuesta esta mediada por receptores PRR (Pattern recognition 

receptors, por sus siglas en inglés) que reconocen patrones moleculares (PAMPs o 

patrones moleculares asociados a patógenos) los cuales son definidos como moléculas 

altamente conservadas entre los microorganismos como la flagelina, algunos 

liposacáridos, quitina, entre otros (Zipfel, 2008, 2014). Estos mecanismos en plantas 

permiten el reconocimiento hacia una amplia variedad de patógenos empleando un 

número limitado de receptores(Chisholm et al., 2006; Jones y Takemoto, 2004). 

Algunos patógenos son capaces de evadir este mecanismo de defensa por medio de la 

secreción de efectores que inhiben la respuesta PTI, para lo cual las plantas han 

desarrollado otro mecanismo de defensa llamado Inmunidad Desencadenada por 

Efectores o ETI (por sus siglas en inglés). ETI está mediado por proteínas receptores 

citoplasmáticos (Dodds y Rathjen, 2010), las cuales reconocen a las proteínas efectoras 

(Avr) que son secretadas por los patógenos (Coll et al., 2011). 

Estos receptores son conocidos como proteínas R y son codificadas por un amplio 

número de familias de genes dentro de los genomas (Michelmore y Meyers, 1998), 

representan aproximadamente el 1% de todo el genoma en plantas, aunque esto varía 

dependiendo de la especie (Saha et al., 2013). La gran mayoría de genes R codifican 

para un grupo de genes llamado NBS-LRR (Jones y Dangl, 2006) los cuales se 
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encuentran agrupados en el genoma y están ampliamente distribuidos entre las plantas 

(Marone et al., 2013). Los genes que codifican para proteínas R pueden ser clasificados 

en dos grupos basado en el extremo N-terminal de la proteína para la cual codifican: se 

clasifican en TIR, es decir que tienen el dominio Toll-interleucin receptor y no-TIR o CC 

pues poseen el dominio coiled and coil (Meyers et al., 2003).  

Las proteínas R del tipo NBS-LRR comparten algunos dominios como el de unión a 

nucleótidos (NBS), que es capaz de hidrolizar ATP o GTP y funciona como un interruptor 

de encendido/apagado de la transducción de señales después del reconocimiento del 

patógeno; el dominio rico en repeticiones de leucina (LRR) de aproximadamente 20-30 

aminoácidos repetidos, este dominio está implicado en la interacción proteína-proteína y 

es determinante para el reconocimiento del patógeno por medio de la unión a moléculas 

derivadas del patógeno (Wan et al., 2013; Kobe and Kajava, 2001). El dominio central 

NBS tiene ocho motivos conservados característicos como el cinasa, P-loop, Cinasa 2, 

RNBS- B, RNBS-C, GLPL, RNBS-D y MHD (Takken et al., 2006 ; Meyers et al., 2003). 

Algunos de estos motivos altamente conservados han sido utilizados para el aislamiento y 

caracterización de secuencias tipo NBS. A la fecha, la mayoría de las secuencias tipo 

NBS han sido aisladas empleando PCR y análisis del genoma por medio de la búsqueda 

de los motivos NBS conservados. Sin embargo, en años recientes, el uso de bases 

transcriptomicas también han sido empleadas (Karthika et al., 2019; Wang et al., 2017). 

La presencia los genes NBS-LRR está relacionada con la resistencia de las plantas contra 

las enfermedades causadas por diferentes patógenos. Por ejemplo, al menos tres genes 

tipo NBS-LRR (RFO1, RPW8 y WRR4) confieren resistencia contra Fusarium, 

Podosphaera y Aspergillus entre otros (Diener y Ausubel, 2005; Xiao et al., 2001). 

Además, la expresión de estos genes en plantas transgénicas de Brassica ha mejorado la 

resistencia frente a patógenos (Borhan et al., 2010). También se ha observado que la 

sobreexpresión de genes como el RCT1 (TNL) de Medicago truncatula en Medicago 

sativa puede estar relacionada  con la defensa contra la antracnosis en esta especie 

(Yang et al., 2008). En plantas como Arachis hypogaea, A. duranensis se ha observado 

que la expresión de genes CNL es inducida durante la infección de Aspergilus flavus. La 

expresión de estos genes es inducida por la presencia del patógeno, por ejemplo, en 

Arachis hypogaea y A. duranensis se ha observado la inducción de la expresión de los 

genes tipo CNL durante la infección de Aspergillus flavus. La expresión diferencial de 

estos genes también ha sido observada entre plantas resistentes y susceptibles, como 
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ocurre en Helianthus annuus L., durante la infección de Puccina hélianthi y en Brassica 

rapa var. Pekinesis durante la infección con Fusarium oxysporum (Wang et al., 2017; 

Shimizu et al., 2014; Radwan, 2010). Los datos sugieren que la expresión de estos genes 

tienen un papel importante en la resistencia (Song et al., 2017; Radwan, 2010).   

En A. tequilana, la mayoría de los estudios se enfocan en el hongo F. oxysporum descrito 

como uno de los principales causantes de enfermedad en los agaves (Vega-Ramos et al., 

2013; Ávila-Miranda et al., 2010;). Sin embargo, no es el único causal de enfermedades 

en las plantaciones de tequila. Poco es lo que se sabe sobre la respuesta de los genes 

NBS en respuesta a patógenos, en un estudio previo en A. tequilana, A. fourcroydes y A. 

angustifolia, se reporta la inducción general de genes tipo CNL durante la infección de 

Erwinia coratovora  (Smith) (Tamayo-Ordóñez et al., 2016). Sin embargo, el estudio fue 

realizado empleando cebadores NBS universales, por lo tanto, el análisis no incluye la 

respuesta específica de los diferentes grupos de NBS-LRR que podrían existir en A. 

tequilana. La función específica de diferentes miembros de genes NBS-LRR en respuesta 

a diferentes patógenos es bien conocida, se ha descrito que estos genes pueden 

clasificarse en subgrupos y en algunos casos pueden tener respuestas especificas a 

ciertos patógenos (Arya et al., 2014; Rout et al., 2014). Sin embargo, la respuesta 

específica de los diferentes grupos de genes NBS de A. tequilana permanece sin ser 

investigada. Además, E. coratovora no es uno de los principales patógenos descritos para 

A. tequilana, dado que se han descrito más especies de hongos patógenos para estas 

plantas (Rubio, 2007). De hecho, recientemente, se han descrito y caracterizado una 

colección de hongos aislados de A. tequilana, compuesta por 12 géneros de hongos, con 

la abundancia de las cepas de Lasiodiplodia sp., la cual se demostró su habilidad de 

inducir síntomas de enfermedad en esta planta (Campos-Rivero et al., 2019). 

Por lo que el objetivo de este capítulo radica en caracterizar y evaluar la expresión de los 

genes NBS-LRR de A. tequilana durante estrés biótico causado por hongos del género 

Lasiodiplodia sp. La información obtenida podrá permitir la identificación de genes tipo 

NBS-LRR involucrados en la resistencia frente a estos patógenos. Los genes identificados 

pueden tener una posible aplicación como marcador para la selección asistida por 

marcadores moleculares. 
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3.2 MATERIALES Y METODOS 

3.2.1 Material vegetal 

Se utilizaron plantas de A. tequilana Weber var. azul de menos de dos años. Estas 

plantas fueron adquiridas en la "Destileria Mayapan" ubicada en la ciudad de Valladolid, 

Yucatán (20° 43´31.6”N; 88°21´22.42”O). Las plantas provienen de campo, por 

propagación asexual a través de "hijuelos" (retoños de rizomas), y se adaptaron durante 

un año a las condiciones de invernadero en el Centro de Investigación Científica de 

Yucatán. Las condiciones ambientales fueron una temperatura promedio de 26 °C, con un 

máximo de 39 °C y un mínimo de 11 °C, riego controlado (250 ml / 36 h) y luz y humedad 

no controladas. 

3.2.2 Aislamiento y caracterización de genes tipo NBS-LRR de Agave tequilana 

3.2.2.1 Amplificación de genes NBS-LRR en Agave tequilana 

Para aislar e identificar los genes NBS-LRR en el genoma de A. tequilana, se extrajo el 

DNA genómico de las hojas, de acuerdo con el protocolo propuesto por Doyle y Doyle, 

(1987), reduciendo el tiempo de incubación en el tampón CTAB. Se verificó la integridad 

del DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1%, y se cuantificó la concentración 

mediante espectrofotometría por medio del equipo NANODROP1000 (Thermo Scientific).  

Luego se usaron cebadores universales reportados para la amplificación de la región NB-

ARC de los genes NBS-LRR (Tamayo-Ordóñez et al., 2012). La reacción de PCR se llevó 

a cabo en 25 µl de volumen final, con 25 ng de DNA genómico, 130 µM de dNTPS, 10 mM 

de cada cebador (5´-TGGTTACACCGTTGAGGACT-3´ (Fw) y 5´-

CTGGTCTTCCCCAGTCCAC-3´ (Rv)), 2.5 unidades de Taq polimerasa, tampón de PCR 

1 X y MgCl2 1.5 mM. Las condiciones de reacción incluyen una desnaturalización a 94 °C, 

seguida de 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1.5 min a 60 °C, 1 min a 72 °C, y finalmente una 

extensión de 7 min a 72 °C. El tamaño del producto de la reacción para estos cebadores 

es de 400pb. Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa 

al 1.2%, fueron teñidos con bromuro de etidio. 

3.2.2.2 Clonación y secuenciación de los fragmentos amplificados 

 

Los amplicones obtenidos por PCR de los tamaños esperados fueron clonados en el 

vector p-GEM®-T Easy. Las reacciones de ligación se realizaron siguiendo las 
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recomendaciones del fabricante, se utilizaron 50 ng/μl del producto de PCR, 1 μl de ligasa 

T4, 4 μl de buffer de ligación y 50 ng /μl del vector de clonación en un volumen total de 10 

μl. El producto de la ligación se utilizará para transformar células competentes DH10B, 

mediante choque térmico. Las bacterias recombinantes fueron seleccionadas en un medio 

con 50 μg/ml de ampicilina, 50 μg/ml de X-gal y 30 μl de IPTG. La extracción de 

plásmidos se realizó por el método de Bimboim y Doly (1979). Se seleccionaron 10 

colonias recombinantes mediante técnicas estériles por cada transformante. Estas 

colonias fueron colectadas y puestas en agitación (200 rpm) a 37 °C en medio LB líquido 

con ampicilina (50 μg/ml) toda la noche; transcurrido el tiempo las bacterias se colectaron 

por centrifugación a 10000 rpm durante 3 minutos. Las pastillas fueron resuspendidas en 

200 μl amortiguador de resuspensión (50 mM tris-HCl pH 8 y 20mM EDTA); 

posteriormente, se agregaron 200 μl del amortiguador de lisis (0.2 M NaOH Y 1 % SDS) y 

se mezcló por inversión. Las muestras fueron incubadas a 4 º C durante 5 minutos. 

Posteriormente, se adicionaron 150 μl del amortiguador de precipitación (3.1 M Acetato de 

potasio, pH 5.5) agitando por inversión e incubando en hielo por 5 minutos. Las muestras 

fueron incubadas a -20 °C durante 3 horas. Se centrifugó a 14,000 rpm a 4 °C por 20 

minutos. Se retiró el sobrenadante dejando secar la pastilla para su posterior 

resuspensión en 25 μl de agua ultrapura. 

Para la verificar la presencia de los insertos se realizó la digestión del DNA plasmídico 

con la enzima de restricción EcoR1. Las digestiones se incubaron a 37 ºC durante tres 

horas. La mezcla de reacción contenía 50 ng de pDNA, 2u de enzima, 1X del buffer de 

reacción en un volumen final de 10 μl, el volumen fue completado con agua ultrapura. Se 

envió a secuenciar aquellos plásmidos que se confirmaron la presencia del inserto, al 

Centro de Biotecnología Genómica del Instituto Politécnico Nacional, unidad Reynosa 

Tamaulipas. 

3.2.2.3 Identificación de las secuencias 

Con el objetivo de confirmar la identidad de los fragmentos obtenidos, se procedió a 

analizar las secuencias obtenidas. Se realizó una comparación con secuencias 

depositadas en el GenBank empleando la herramienta blastx del programa BLAST®, para 

la búsqueda de secuencias homologas. Se empleó el software MEGA 7 (Kumar, Stecher, 

y Tamura, 2016) para realizar los alineamientos de secuencias de genes NBS-LRR 

homólogos de diferentes especies de plantas con el algoritmo ClustalW. Se 

reconstruyeron las relaciones filogenéticas entre estas secuencias por medio del análisis 
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de similitud de secuencias aminoacídicas, mediante el método de Neighbor-Joining. Con 

un remuestreo de 1000 repeticiones. 

 

3.2.2.4 Construcción de base de datos de secuencias tipo NBS-LRR del 
transcriptoma de A. tequilana 

Se realizó la búsqueda en el transcriptoma de Agave tequilana (PRJNA193469) publicado 

por Gross et al. (2013) de secuencias similares a las secuencias de las clonas con mayor 

similitud a genes tipo NBS-LRR, por medio de la herramienta tblastn del programa 

BLAST® usando los parámetros por default para la búsqueda. Las secuencias con mayor 

similitud fueron descargadas para la construcción de la base de datos de secuencias tipo 

NBS-LRR en A. tequilana. Para este estudio, estas secuencias fueron nombradas 

incluyendo el número de acción más el sufijo NBS_Ateq (gi|xxxxxxxx|NBS_Ateq). 

3.2.3 Caracterización de las secuencias NBS_Ateq 

 Se analizaron los dominios presentes en cada una de las secuencias seleccionadas por 

medio de la herramienta CD-search del CDD-NCBI (Marchler-Bauer y Bryant, 2004), 

empleando los valores por default, para la identificación de los dominios característicos 

para los genes tipo NBS-LRR en estas secuencias. El análisis funcional de los NBS_Ateq 

se realizó utilizando InterProScan (Quevillon et al., 2005); pI (punto isoeléctrico) y MW 

(peso molecular) de los genes identificados se calcularon utilizando Pepstats 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqst ats/emboss_pepstats). La localización nuclear se predijo 

con el Sistema predictivo de localización subcelular (http://cello.life.nctu.edu.tw/) (C.-S. 

Yu, Lin, y Hwang, 2004). 

3.2.4 Análisis de diversidad y evolución en las secuencias NBS_Ateq 

Las relaciones filogenéticas entre NBS_Ateq fueron determinadas por MEGA 7 (Kumar et 

al., 2016), el árbol filogenético fue construido por el método de evolución mínima, con 

1000 réplicas de boostrap; se excluyeron del análisis algunas secuencias muy variables. 

La estructura, organización y secuencia de los motivos conservados de los genes se 

analizaron utilizando el software Multiple Expectation Maximization for Motif Elicitation 

(MEME) (Bailey et al., 2009). Se calcularon las sustituciones sinónimas y no sinónimas así 

como la tasa de sustitución Ka/Ks  de las secuencias NBS_Ateq por medio de DnaSP 

(6.12.01) (Librado y Rozas, 2009). Valores de Ka/Ks > 1 o Ka/Ks < 1 se consideró que 
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representan una selección positiva y purificadora, respectivamente. Para estimar el tiempo 

evolutivo, los valores de Ks se convirtieron en tiempo de duplicación en millones de años, 

en función de la relación de sustituciones por sitio sinónimo por año. La fórmula de cálculo 

para el tiempo de eventos de duplicación fue 𝑇 = (
𝐾𝑠

2λ
) ×  1.00 𝐸 − 06 mya (λ = 6.50E-09) 

(Gaut, Morton, McCaig, y Clegg, 1996)  como sugiere (Liu et al., 2019a). 

3.2.5 Identificación de genes putativos de resistencia en A. tequilana 

La identificación de genes de resistencia de plantas en A. tequilana se realizó en 

comparación con 152 genes de resistencia de referencia descargados de Plant 

Resistance Gene database (PRGdb: http://prgdb.crg.eu/wiki/Main_Page) (Sanseverino et 

al., 2013). Se empleó la herramienta blastp del programa BLAST® para identificar genes 

putativos de resistencia, las secuencias homólogas con la mayor cobertura y porcentaje 

de identidad, fueron utilizadas para clasificar los genes y predecir sus posibles funciones. 

Las secuencias NBS_Ateq que mostraron una homología > 30% con proteínas R 

conocidas se identificaron como tipo NBS. 

 

3.2.6 Análisis de expresión de las secuencias candidatas de genes NBS-RR 

3.2.6.1 Diseño de cebadores específicos para secuencias tipo NBS-LRR de Agave 

tequilana 

Los grupos obtenidos del análisis filogenético fueron nombrados del I al VII. Se 

diseñaron cebadores específicos por medio del software Primer3plus, para los 

grupos más representativos, es decir aquellos que con el mayor número de 

secuencias incluidas. Para el diseño de los cebadores se alinearon las secuencias 

incluidas en cada grupo, para cada grupo se realizó la búsqueda de regiones 

conservadas entre las secuencias las cuales fueron empleadas para el diseño de 

los cebadores (Cuadro 3.1).  

http://prgdb.crg.eu/wiki/Main_Page
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Cuadro 3.1 Secuencia de los cebadores empleados para la amplificación de genes tipo 

NBS-LRR en Agave tequilana. 
Grupo Nombre Secuencia Tamaño de amplicón 

I 

NBS1_IA_Fw TGTTATTCAAACAGCGGGCA 

163 pb 

NBS1_IA_Rv GCTAACCACTCTGCTTCTGT 

II 

NBS2_A_FW AGTGAAGGAATTGGCTTACGC 

159 pb 

NBS2_A_RV TGTATGTTGGCGGCAATACG 

V 

NBS5_B_FW GATTTCAATCCAGATTTCGGGG 

183 pb 

NBS5_B_RV CATGTCATGACGAGCAGTGG 
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3.2.6.2 Infección de plantas de A. tequilana 

3.2.6.2.1 Protocolo de infección 

Bajo condiciones estériles se obtuvieron cortes de hojas de 5 x 5 cm de las plantas de A. 

tequilana mantenidas en invernadero, los cuales fueron infectados con una solución de 

esporas obtenida de la cepa de Lasiodiplodia sp (H7A/H20) como se describe a 

continuación: La cepa fue crecida en medio PDA durante una semana días a 36 ±2 °C. 

Después de 7 días, las cajas fueron inundadas con 5 ml de agua destilada estéril para 

recuperar las esporas. Posteriormente se recuperó el agua y se preparó una solución con 

una concentración de esporas de 1 X104 por ml. El conteo de esporas se realizó por 

medio de cámara de Neubauer.  

La infección en los cortes se realizó como se describe a continuación: Secciones de hojas 

fueron desinfectadas empleando una solución de hipoclorito de sodio al 1%, seguido de 

enjuague con agua destilada estéril y deja secar a temperatura ambiente (aprox 25 °C). 

La inoculación del tejido se llevó a cabo mediante punción que consiste en herir la 

superficie de las hojas (profundidad 2 mm) utilizando una aguja estéril y luego inoculando 

con 10 μl de la solución de esporas a la concentración de 1 X104 en la herida. Se realizó 

un tratamiento de control sin infección inoculando la herida con agua estéril. Los tejidos 

inoculados se mantuvieron en placas Petri de manera individual dentro de una estufa 

bacteriológica con temperatura controlada de 28 °C. El desarrollo de la enfermedad fue 

monitoreado cada 24 horas después de la infección y se recolectaron muestras del tejido 

a las 0, 3, 6, 12, 24 y 48 horas después de la infección (HPI) para la obtención de RNA, 

en total se emplearon tres replicas biológicas con tres extracciones independientes para 

cada tiempo monitoreado. La identidad del patógeno fue confirmada a partir del 

reaislamiento del hongo y su identificación molecular por medio de la secuenciación las 

regiones de rDNA ITS1-5.8S-ITS2 y LSU D1-D2. 

3.2.6.3 Extracción de RNA del tejido infectado  

El RNA se obtuvo por medio de TRIZOL® (Invitrogen, USA) como se describe a 

continuación: Se maceraron 100 mg de tejido con nitrógeno líquido, se adicionó 1 ml de 

TRIZOL® y β-mercaptoetanol al 2%, se homogenizó el tejido y se incubó a temperatura 

ambiente por 5 minutos, se agregaron 200 µl de cloroformo por cada µl de TRIZOLl®, la 

muestra se centrifugó a 12,000 rpm por 5 min a 4 °C, se transfirió la fase superior a un 



CAPÍTULO III 

62 

nuevo tubo. Posteriormente se agregaron 500 µl de isopropanol para precipitar el RNA de 

la fase acuosa. Se agitó en repetidas ocasiones, se centrifugó a 12,000 rpm por 10 min a 

4 °C, se desechó el sobrenadante y se agregó 1 ml de etanol al 75% para lavar la pastilla, 

se centrifugó a 7,500 rpm por 5 min a 4 °C, se desechó el sobrenadante y se dejó secar la 

pastilla, al final se resuspendió la pastilla con agua tratada con DEPC. Se verificó la 

integridad y pureza del RNA mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% y se 

cuantificó en el equipo NANODROP 2000 Spectrophotometer THERMO Scientific. El RNA 

obtenido fue tratado con DNAsa I de la marca PROMEGA siguiendo las recomendaciones 

del fabricante para la eliminación de DNA genómico. La eliminación del DNA se verificó 

por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% y por medio de PCR utilizando como 

molde 50 ng del RNA tratado, empleando cebadores de DNA ribosomal 18s. La 

amplificación se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.  

3.2.6.3.1 Síntesis de cDNA 

Para la síntesis de cDNA se realizó empleando el kit comercial GoScriptTM Reverse 

Transcription System (PROMEGA), siguiendo las especificaciones del fabricante. Las 

muestras de RNA fueron ajustadas a una misma concentración (100 µg). A partir de esta 

solución se procedió a obtener la cadena complementaria usando como molde el RNA 

obtenido. Los componentes de la reacción se describen a continuación:  4 µl de MgCl2, 2 

µl Buffer 10X de la enzima RT, 2 µl de la mezcla de dNTPs 10 mM, 0.5 µl del inhibidor de 

ribonucleasa Rnasin 1u/µl, 0.6 µl de la enzima transcriptasa inversa 15u/ µg, 1 µl de oligo 

(dT) 0.5 µg, 9.9 µl de agua libre de nucleasa. Para un volumen final de 20 µl. la mezcla de 

reacción fue incubada por 10 min a temperatura ambiente y posteriormente se incubó a 

42 °C por 15 min y a 95 °C por 5 min. Las muestras fueron almacenadas a 4 °C hasta su 

uso. 

3.2.6.4 PCR tiempo real (expresión absoluta) 

Se construyeron curvas estándar para analizar el número de copias expresadas de estos 

genes de acuerdo con la metodología descrita por Tamayo-Ordóñez et al., (2016). Se 

usaron cebadores universales para analizar el número global de copias expresadas y se 

diseñaron tres conjuntos de cebadores específicos para cada uno de los principales 

grupos de genes NBS-LRR identificados (I, II, V). Las curvas estándar se construyeron 

usando los fragmentos de NBS-LRR clonados como plantillas para cada grupo de genes 

identificados. La inserción de una sola copia de cada gen se verificó mediante 
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secuenciación en los fragmentos NBS-LRR clonados seleccionados. La inserción de una 

única copia de cada gen se verificó mediante secuenciación en los fragmentos de NBS-

LRR clonados seleccionados. El número de copias fue calculado convirtiendo la 

concentración en ng siguiendo la fórmula propuesta por Whelan, Russell, y Whelan, 

(2003)  y Lu, Xie, y Chen (2012): DNA (copias) = 6.02 × 1023(copias mol−1) × DNA 

cantidad (g)/DNA longitud (pb) × 660 (g mol−1pb−1). La curva estándar y los valores de Ct 

para las diferentes concentraciones con un factor de dilución de 10-1 (100, 10, 1, 0.1, 0.01, 

0.001, 0.0001 ng/µl) de DNA de cada grupo evaluado se determinaron mediante el 

software EcoStudy en el Sistema de PCR en tiempo real Eco (Illumina). La curva estándar 

se obtuvo trazando la concentración de DNA (x) y los valores de Ct (y) para las diferentes 

concentraciones de DNA, se realizó un análisis de regresión lineal para cada curva 

obtenida. La PCR en tiempo real para determinar el número de copias expresadas 

durante la infección del hongo Lasiodiplodia (H20) se realizó en el sistema de PCR en 

tiempo real (Illumina). La PCR en tiempo real se realizó en el sistema de PCR en tiempo 

real (Illumina) utilizando un ensayo de PCR basado en SYBR Green. Se utilizaron tres 

réplicas biológicas independientes de cada muestra y tres réplicas técnicas de cada 

réplica biológica para el análisis de qRT-PCR. La reacción de PCR contiene 5 µl de SYBR 

Master 2X (Applied Biosystems) (1X), 1 µl de cDNA (200 ng / µl), 0.25 µl (20 µm) de cada 

cebador y 3.5 µl de agua ultrapura hasta un volumen final de 10 µl. Las condiciones de 

PCR fueron 94 °C durante 5 min, seguidas de 40 ciclos de 94 °C durante 1 min, 56 °C 

durante 30 s y 72 °C durante 1 min, se realizaron curvas de fusión para cada par de 

cebadores y se realizó una extensión final a 72 °C durante 1 min. 

3.3 RESULTADOS 

2.3.1 Amplificación de genes NBS-LRR en Agave tequilana 

La reacción se llevó acabo con el DNA de 11 individuos, los fragmentos obtenidos de 

mediante PCR, correspondieron al tamaño esperado de 400 pb (Figura 3.1), el 

amplificado de los individuos 4 y 11 no se observan en la figura. 
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Figura 3.1. Amplificación de una región parcial del dominio NB-ARC de los genes NBS-

LRR a partir de DNA de Agave tequilana. Visualización en geles de agarosa al 1%. 

Electroforesis realizada por 45 min a 85 volts, marcador de 1kb (Hyperladder I, Bioline); 

Teñido con bromuro de etidio. 

La identidad de estos fragmentos fue confirmada por medio del análisis de las secuencias 

obtenidas mediante clonación y posterior secuenciación. Las secuencias de los insertos 

correspondientes a las 11 clonas obtenidas (NBS_A2, NBS_A6, NBS_A12, NBS_A13, 

NBS_A20, NBS_T4, NBS_T7, NBS_T8, NBS_T9, NBS_T11), mostraron identidad mayor 

al 98%, con una cobertura mayor al 98% con escepcion de la clona NBS_T9. esta región 

de 400pb es una región parcial de secuencias del TSA de a. tequilana correspondiente 

aldominio NBS de proteínas de este tipo, región para la cual los cebadores fueron 

diseñados. 

Las secuencias amplificadas con los cebadores universales fueron traducidas y 

presentaron homología con proteínas R tipo NBS-LRR depositadas en el GenBank.  El 

nivel de identidad de estas secuencias con la región NB-ARC de proteínas R de otras 

plantas varió de entre un 37% y 41% para las clonas para la clona NBS_T11 y NBS_A13 

respectivamente; esto permitió identificarlas como secuencias parciales de proteínas 

NBS-LRR con homología con proteínas de este tipo de plantas monocotiledóneas 

principalmente de Oryza punctata y Phoenix dactylifera (Cuadro 3.2). Para confirmar la 

relación de estas secuencias clonadas con otras proteínas tipo NBS-LRR, se realizó un 

análisis filogenético. Se incluyeron proteínas del tipo TNL de Rosa rugosa, Arabidopsis 

thaliana y L6 de Linum usitatissium, así como, proteínas del tipo CNL como Pi2 de Oryza 

punctata, RPM1 de Oryza brachyantha, Lr10 de Triticum turgidum, RPP13 de Arabidopsis 

thaliana, una proteína tipo CNL de Helianthus annuus, junto con ocho secuencias 
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traducidas de genes que codifican para proteínas NBS-LRR en diferentes especies de 

Agave. 

El agrupamiento de estas proteínas es dependiente de la clase de NBS, las proteínas tipo 

CNL y TNL se agrupan en clados distintos (Figura 3.2). El clado no-TIR (CNL) esta 

compuesto por tres subgrupos, uno formado por las secuencias NBS aisladas en este 

trabajo junto con otras proteínas tipo CNL descritas para plantas monocotiledóneas como 

Triticum turgidum, Oriza punctata y Oriza brachyantha (subgrupo I). El clado de no TIR 

(CNL) está compuesto por tres subgrupos, dos formados por las proteínas CNL de 

monocotiledóneas y otro por CNL de plantas dicotiledóneas. El subgrupo I incluye 

secuencias de NBS aisladas en este trabajo junto con proteínas de tipo NBS obtenidas en 

el transcriptoma de A. tequilana y otras proteínas de tipo CNL descritas en plantas 

monocotiledóneas como LR 10 de T. turgidum, RPM1 de O. punctata y Pi2 de O. 

brachyantha. En el subgrupo II se agrupan las secuencias de tipo NBS de diferentes 

especies de Agave (A. angustifolia, A. fourcroydes y A. tequilana junto con la proteína 

RPM1 de A. thaliana. La proteína CNL de plantas dicotiledóneas (H. annuus y A. thaliana) 

están incluidas en el subgrupo III. El último clado consiste solo en secuencias de tipo TNL 

de especies dicotiledóneas como R. rugosa, A. thaliana y L. usitatissimum (Figura 13). De 

acuerdo con la homología de las secuencias con otras proteínas tipo NBS-LRR y con el 

agrupamiento obtenido con el análisis filogenético, se confirmó que los fragmentos 

amplificados corresponden a región parcial del dominio NB-ARC de estos genes en A. 

tequilana. 
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Figura 3.2. Agrupamiento construido con 21 secuencias de proteínas R (TNL y CNL). 

Las secuencias de las proteínas R conocidas fueron descargadas del GenBank con los 

siguientes números de accesión: Pi2 (BAX24927), RPM1 (XP_00g55814), LR10 

(AAW78914), RPM1 (AGC12590), CNL (AAT08959), RPP13 (XP_002876060), TNL 

(AFP55577), TNL (AEE77906), L6 (AAA91022), se incluyeron secuencias traducidas de 

genes que codifican para proteínas tipo NBS para algunas especies de Agave 

encontradas en el GenBank con los números de accesión (GAU01117549, 

GAU1129076, KU295166, KU295167, KU295268, KU295169, KU295170).
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Cuadro 3.2 Resultados de la búsqueda de homología (blastx) con proteínas R conocidas de otras plantas 

depositadas en el GenBank. 

CLONA DESCRIPCIÓN ESPECIE MAX 
SCORE 

TOTAL 
SCORE 

QUERY 
COVER 

E- 
VALUE 

IDENTIDAD 
% 

No. ACCESION 

NBS_A2 Disease 
resistance 

protein RPM1 

Sorghum 
bicolor 

94.7 94.7 97% 8.00E-
20 

40 XP_002437863.1 

NBS_A6 PREDICTED: 
disease 

resistance 
protein RPM1-

like  

Ziziphus 
jujuba 

105 105 98% 4.00E-
24 

39 XP_015880635.1 
 

NBS_A12 PREDICTED: 
disease 

resistance 
protein RPM1-

like 

Phoenix 
dactylifera 

104 104 98% 2.00E-
23 

40 XP_008790858.2 
 

NBS_A13 PREDICTED: 
disease 

resistance 
protein RPM1-

like 

Phoenix 
dactylifera 

105 105 98% 9.00E-
24 

41 XP_008790858.2 

NBS_A20 PREDICTED: 
putative 
disease 

resistance 
RPP13-like 

protein 3 
 

Elaeis 
guineensis 

 

101 
 

101 
 

98% 
 

2.00E-
22 
 

42% 
 

XP_010931153.2 

NBS_T4 Putative NBS-
LRR type R 

protein, Nbs2-
Pi2 

Oryza 
punctata 

94.7 94.7 97% 7.00E-
20 

42 BAX24927.1 
 

NBS_T6 NBS-LRR 
disease 

resistance 
protein, 
putative 

Oryza 
sativa 

Japonica 
Group 

74.3 74.3 83% 5.00E-
13 

38 ABA97381.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242094746?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=1SEED43H01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1009107620
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1009107620
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1009107620
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1009107620
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1009107620
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1009107620?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1BM8DYFV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1052167455?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1SEKYNTH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1052167455?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=1SETNUZS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1130672310?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=1SGWD17W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1177647948?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=17&RID=1BN5K867015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/77554585?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=43&RID=1BNFBUFX014
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NBS_T7 Putative NBS-
LRR type R 

protein, Nbs2-
Pi2 

Oryza 
punctata 

93.6 93.6 97% 2.00E-
19 

38 BAX24927.1 

NBS_T8 Putative NBS-
LRR type R 

protein, Nbs2-
Pi2 

Oryza 
rufipogon 

91.7 91.7 97% 9.00E-
19 

38 BAX24711.1 

NBS_T9 PREDICTED: 
disease 

resistance 
protein RPM1-

like 

Oryza 
brachyantha 

101 101 88% 6.00E-
22 

39 XP_006655814.1 

NBS_T11 Putative NBS-
LRR type R 

protein 

Oryza 
punctata 

74.3 74.3 70% 1.00E-
12 

37 BAX24927.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1177647948?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=1BNRCRGY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/573946967?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=1SNNRCYS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1177647948?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=27&RID=1BPGW4D6014
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3.3.2 Identificación de genes NBS-LRR en el transcriptoma de A. tequilana 

Se realizó una búsqueda de secuencias tipo NBS-LRR en el transcriptoma de A. 

tequilana, comparando con las secuencias aminoacídicas de los fragmentos clonados 

empleando la herramienta tblastn del programa BLAST®. En total 46 secuencias tipo 

NBS-LRR (NBS_Ateq) fueron identificadas del transcriptoma de A. tequilana.  Todas las 

secuencias analizadas pertenecen al tipo no TIR según el análisis de dominios 

conservados. La mayoría de ellas tienen los tres dominios característicos (CC, NBS y 

LRR). Sin embargo, algunos carecen de uno o más de estos. Según el análisis de 

dominios, las secuencias se clasificaron en cinco subclases: CNL, CN, NL, N y L (Cuadro 

3.3). El 62% de los genes corresponden a la clase CNL, el 24% a la clase NL, el 7% a la 

clase CN y el 2% a la clase N y 4% a la clase L. 

El ORF correspondiente para cada NBS_Ateq fue traducido y caracterizado con los 

programas Pepstat, InterProScam y cello.life.nctu.edu.tw para la descripción del número 

de aminoácidos, peso molecular, localización, dominios, sitios de interacción con otras 

proteínas y función molecular (Cuadro 3.3). El tamaño predicho varia de 1232 a 162 

aminoácidos, así mismo, se observó una variación en el peso molecular y el punto 

isoeléctrico, los cuales varían de 139431.57 (gi|533002515|NBS_Ateq) a 17959.68 kDa 

(gi|533063090|NBS_Ateq) y de 10.0613 (gi|533063090|NBS_Ateq) a 5.88 

(gi1532981307|NBS_Ateq) respectivamente. El promedio del punto isoeléctrico para las 

diferentes clases identificadas es 7.75.8.042, 8.030, 10.06 y 9.88 para los tipos CNL, CN, 

NL, N y L respectivamente. El 93% de las proteínas NBS-LRR tienen una ubicación 

prevista en el citoplasma, solo 3 proteínas mostraron un dominio no citoplasmático o la 

presencia de un péptido señal de transporte que las coloca directamente en la membrana 

gi|533063088|NBS_Ateq, gi|533063090|NBS_Ateq, gi|533083676|NBS_Ateq). 
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Cuadro 3.3 Características fisicoquímicas, dominios y análisis funcional de las proteínas NBS_Ateq. 

Grupo Nombre 
# 

aminoácidos 
Peso 

molecular 
Punto 

isoeléctrico 
Localización 

celular predicha 
Dominios 
predichos 

Sitios de 
interacción 

Función 
molecular 

I 

>gi|533045928|N
BS_Ateq 

1047 117966.45 6.8983 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533045907|N
BS_Ateq 

1045 118528.1 7.1411 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533045912|N
BS_Ateq 

1076 121441.28 7.0209 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533045694|N
BS_Ateq 

1037 117102.93 6.4364 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|532893577|N
BS_Ateq 

1041 118109.17 7.5061 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533030763|N
BS_Ateq 

1114 126968.22 6.394 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533002515|N
BS_Ateq 

1232 139431.57 7.0045 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|532924243|N
BS_Ateq 

1082 123358.23 6.913 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|532991156|N
BS_Ateq 

947 106653.62 6.4626 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|532981307|N
BS_Ateq 

1032 117927.03 5.8851 Citoplasmática CNL RanGAP2 
ADP unión 

Unión a 
proteína 

>gi|532974233|N
BS_Ateq 

1042 118277.92 6.6488 Citoplasmática CNL RanGAP2 
ADP unión 

Unión a 
proteína 

>gi|533055969|N
BS_Ateq  

1038 117332.52 6.6294 Citoplasmática CNL RanGAP2 
ADP unión 

Unión a 
proteína 

>gi|533053514|N
BS_Ateq 

875 100513.32 9.1992 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533014494|N
BS_Ateq 

905 102870.16 7.6813 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533020292|N
BS_Ateq 

714 80567.36 8.0375 Citoplasmática NL N.P ADP unión 

>gi|533043533|N
BS_Ateq 

714 81508.73 8.4025 Citoplasmática NL N.P ADP unión 

II 

>gi|532972329|N
BS_Ateq 

906 102897.11 8.5005 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533044854|N 928 105482.39 8.2052 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 
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BS_Ateq 

>gi|532936927|N
BS_Ateq 

902 102167.67 7.6553 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|532995192|N
BS_Ateq 

656 74806.26 7.5578 Citoplasmática NL N.P ADP unión 

>gi|533019755|N
BS_Ateq 

664 75641.09 7.2225 Citoplasmática NL N.P ADP unión 

>gi|533013839|N
BS_Ateq 

716 81117.74 7.8653 
Citoplasmática 

Membrana interna* 
NL N.P ADP unión 

>gi|532931821|N
BS_Ateq 

445 50201.69 7.3089 Citoplasmática N**L N.P N.P 

>gi|533028961|N
BS_Ateq  

802 90855.12 9.3321 Citoplasmática NL N.P ADP unión 

>gi|532997477|N
BS_Ateq 

905 102425.87 7.6071 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|532992532|N
BS_Ateq 

902 102789.32 8.6092 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533083674|N
BS_Ateq 

903 103115.95 8.5748 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

III 

>gi|532902355|N
BS_Ateq 

686 78369.05 8.9047 Citoplasmática NL N.P ADP unión 

>gi|533083677|N
BS_Ateq 

917 105294.27 9.4672 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533083676|N
BS_Ateq 

455 52306.94 9.8875 
Citoplasmática 

Membrana interna 
L N.P N.P 

IV 

>gi|533063093|N
BS_Ateq 

284 32250.68 8.8699 Citoplasmática CN RanGAP2 ADP unión 

>gi|533063090|N
BS_Ateq 

162 17959.68 10.0613 
Citoplasmática 

Membrana interna* 
N N.P ADP unión 

V 

>gi|533022698|N
BS_Ateq 

937 105211.4 9.4122 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533063088|N
BS_Ateq 

832 94488.34 8.6654 
Citoplasmática 

Membrana interna* 
NL N.P ADP unión 

>gi|533063092|N
BS_Ateq  

663 75898.16 8.5818 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|533063095|N
BS_Ateq  

572 65442.06 8.3779 Citoplasmática CN RanGAP2 ADP unión 

>gi|533063091|N
BS_Ateq 

413 48043.31 7.6901 Citoplasmática NL N.P ADP unión 

>gi|533063096|N
BS_Ateq 

914 104082.5 7.7015 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 
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>gi|533063089|N
BS_Ateq 

662 75871.32 7.3438 Citoplasmática NL N.P ADP unión 

VI 

>gi|532997490|N
BS_Ateq 

969 109785.44 8.3295 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|532876617|N
BS_Ateq 

551 62759.81 6.8801 Citoplasmática CN RanGAP2 ADP unión 

VII 

>gi|533083673|N
BS_Ateq 

917 105294.27 9.4672 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|532993674|N
BS_Ateq 

454 52175.74 9.8875 Citoplasmática L N.P N.P 

  

>gi|533015050|N
BS_Ateq 

902 102440.42 7.8231 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

>gi|532902354|N
BS_Ateq  

872 100378.04 8.4847 Citoplasmática CNL RanGAP2 ADP unión 

  
>gi|532849137|N

BS_Ateq 
N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 

N.D No determinado               

N.P No predicho               

* 
Sin dominio 

citoplasmático; 
péptido señal 

  
            

N** Dominio parcial               
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3.3.3 Análisis de la diversidad y evolución de las secuencias NBS_Ateq 

Para inferir las relaciones evolutivas de los genes NBS-LRR identificados, se construyó un 

árbol filogenético usando el método de mínima evolución (Figura 3.3). Las secuencias 

NBS_Ateq se organizaron en siete grupos en el cladograma reconstruido. Los clados que 

incluyen el mayor número de secuencias son el I, II y V, el resto agrupa entre dos y cuatro 

secuencias. Dentro del grupo I, la mayoría de las secuencias presenta los tres dominios 

característicos (CNL), solo dos secuencias dentro de este grupo presentan la ausencia del 

dominio CC. Los grupos II, III, IV, V, VI son grupos más heterogéneos ya que albergan 

secuencias tipo CNL, NL. Finalmente, el grupo VII incluye secuencias del tipo CNL y L. se 

determinó que existe una presión negativa (Purificación) para los grupos I, II, III, IV y VI 

según sus valores de Ka/Ks (< 1). Solo el grupo V muestra un valor de Ka/Ks > 1, lo que 

sugiere que este grupo está sujeto a una selección positiva. Los tiempos estimados de 

formación para estos grupos de acuerdo con los valores de Ks fueron muy variables, 

siendo 85.7, 23.8, 197.1, 3.2, 9.1, 91.2 y 56.2 millones de años para los grupos I, II, III, IV, 

V, VI y VII, respectivamente. Aquí, es importante mencionar que en las familias III, IV y 

VII, el tiempo evolutivo se calculó considerando solo unas pocas secuencias; por lo tanto, 

estos valores pueden no ser tan precisos (Cuadro 3.4). 

Por medio del análisis de motivos conservados por MEME, se identificaron los motivos 

característicos y el orden de estos en las 46 secuencias NBS_Ateq (Figura 3.3). En la 

mayoría de las secuencias tipo CNL se encontraron 4 motivos conservados en el dominio 

CC (Anexo 6). Aunque dos secuencias específicas NBS_Ateq (gi | 532995192 y gi | 

533019755) no tienen algunos de los motivos encontrados para este dominio. En el 

dominio NBS, los motivos característicos se encontraron en un orden estricto: P-loop, 

RNBS-A, Cinasa 2, RNBS-B, RNBS-C, GLPL, RNBSD, MHD (Figura 3.3). Otra 

característica encontrada fue el residuo de triptófano en el motivo cinasa 2. Con respecto 

al dominio LRR, se encontraron diez motivos conservados. Este dominio fue el más 

variable entre todas las secuencias NBS_Ateq (Anexo 7). 

La estructura de las diferentes secuencias analizadas varía dependiendo de cada uno de 

los grupos identificados, por ejemplo, para el grupo Ia (Figura 3.3), todas las secuencias 

incluidas tienen una distribución espacial similar de los motivos. Sin embargo, esta 

distribución difiere del resto de los grupos, aunque la mayoría comparte los mismos 
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motivos conservados. En los logotipos de las secuencias se puede observar que, aunque 

algunas firmas se conservan dentro de los motivos, algunos presentan variaciones en la 

secuencia, especialmente los motivos RNBS-A, RNBS-B, RNBS-C, mientras que los más 

conservados son los motivos cinasa 2, GLPLA y P-loop (Figura 3.3). Comparado las 

regiones conservadas entre las diferentes grupos se encontraron algunos cambios 

puntuales caracteristicos para cada uno de los grupos en algunos de los motivos 

identificados. La identificación de los motivos caracteristicos y la identificación de regiones 

conservadas para las secuencias que forman parte de cada grupo, permitio el diseño de 

cebadores especificos. 
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Figura 3.3. Análisis filogenético y búsqueda de motivos conservados para secuencias 

NBS_LRR de Agave tequilana. a) El árbol filogenético se generó usando secuencias 

completas de genes transcritos del tipo NBS_LRR seleccionados del transcriptoma de A. 

tequilana (Gross et al., 2013) usando MEGA 7 por el método de evolución mínima y un 

boostrap de 1000; b) Estructura y organización del motivo conservado de los genes 
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NBS_Ateq identificados, predicho por Multiple Expectation Maximization for Motif 

Elicitation (MEME); c) Logos de los motivo principales del dominio NBS identificado en el 

análisis de secuencias NBS_Ateq (MEME). Las secuencias de los motivos encontrados 

por meme están disponibles en el material suplementario (Anexo 6-7). 
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Cuadro 3.4 Tiempo de duplicación y tipo de selección de las secuencias NBS_Ateq. 

Grupos Combinaciones  
  Ka   Ks   

Mya 
Ka/Ks   Tipo de 

selección   Promedio Rango   Promedio Rango   Promedio Rango   

I 120   0.8306 
1.1947-
0.0534 

  1.1144 
1.6412-
0.0514 

  85.72 0.7515 
1.2392-
0.4912 

  Purificación 

II 45   0.1638 
0.4369-
0.0616 

  0.31 
0.9602-
0.1207 

  23.8507 0.5613 
0.7759-
0.4007 

  Purificación 

III 2   0.6309 0.6309   2.5628 2.5628   197.13 0.24171 0.24171   Purificación 

IV 1   0.0142 0.0142   0.0416 0.0416   3.2 0.3413 0.3413   Purificación 

V 21   0.1705 
0.5106-
0.0144 

  0.1184 
0.3495-
0.0144 

  9.115 1.2324 
1.7302-
0.6760 

  Diversificación 

VI 1   0.3923 0.3923   1.1854 1.1854   91.846 0.3309 0.3309   Purificación 

VII 6   0.8282 
0.9116-
0.7728 

  0.8784 
1.0027-
0.7662 

  56.23 0.9487 
1.02910-
0.8349 

  Purificación 
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3.3.4 Identificación de genes de resistencia a enfermedades 

Las secuencias analizadas presentaron homología con las proteínas de referencia de 

plantas monocotiledóneas de la base de datos de Genes de Resistencia Vegetal (PRGdb, 

http: prgdb.org), aunque, algunos casos presentaron homología con proteínas de plantas 

dicotiledóneas, principalmente Solanum bulbocastanum y Arabidopsis thaliana.  La 

mayoría de las proteínas identificadas son del tipo CNL y confieren resistencia contra 

hongos. Cada grupo de genes NBS identificado para las secuencias NBS_Ateq (Figura 

3.3) presenta homología con cierto tipo de proteína de resistencia (Cuadro 3.5). Las 

secuencias del grupo I son homologas a proteínas de resistencia como RB de Solanum 

bulbocastanum, Rps1 de Glycine max, Pit de Oryza sativa, RPP13 y HRT de Arabidopsis 

thaliana que confieren resistencia a los hongos Phytophthora infestans, Phytophthora 

sojae, Magnaporthe grisea, Pseudoperonospora cubensis y al virus Turnip crinkle. Las 

secuencias del grupo II y VI tienen homología principalmente para proteínas de 

resistencia contra Magnaporthe grisea como Pi2, Piz-t y Pikm2-TS de Oryza sativa. 

También se encontró homología con Sr35 de Triticum y RPM1 de Arabidopsis thaliana 

reportada contra Pseudomonas syringae. Secuencias del grupo III tienen homología con 

la proteína RPM1 y Rxo. Las de los grupos IV y V con Pi9 que confiere resistencia a 

Magnaporthe grisea en Oryza sativa. Por último, las secuencias del grupo VII con la 

proteína Pi2.   
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Cuadro 3.5 Homología entre NBS_Ateq y proteínas R de referencia de la base de datos PRGdb. 

 

Grupo Nombre Homólogo Especie Clase Tipo Cobertura 
Valor 

E 
% 

Identidad 
Patógeno Enfermedad 

I 

>gi|533045928| 
NBS_Ateq 

170005_RB 
Solanum 

bulbocastanum 
Magnoliopsida CNL 97% 0 36.60% n.d n.d 

>gi|533045907|NBS_Ateq 170005_RB 
Solanum 

bulbocastanum 
Magnoliopsida CNL 99% 

2.00E-
178 

34.81% n.d n.d 

>gi|533045912|NBS_Ateq 170005_RB 
Solanum 

bulbocastanum 
Magnoliopsida CNL 98% 0 34.29% n.d n.d 

>gi|533045694|NBS_Ateq 148_Rpi-blb1 
Solanum 

bulbocastanum 
Magnoliopsida CNL 99% 0 37.77% 

Phytophthora 
infestans 

Tizón tardío de 
tomate 

>gi|532893577|NBS_Ateq 148_Rpi-blb1 
Solanum 

bulbocastanum 
Magnoliopsida CNL 99% 

1.00E-
180 

35.80% 
Phytophthora 

infestans 
Tizón tardío de 

tomate 

>gi|533030763|NBS_Ateq 148_Rpi-blb1 
Solanum 

bulbocastanum 
Magnoliopsida CNL 99% 0 34.79% 

Phytophthora 
infestans 

Tizón tardío de 
tomate 

>gi|533002515|NBS_Ateq 148_Rpi-blb1 
Solanum 

bulbocastanum 
Magnoliopsida CNL 98% 

8.00E-
179 

35.38% 
Phytophthora 

infestans 
Tizón tardío de 

tomate 

>gi|532924243|NBS_Ateq 1501_Rps1-k-1 Glycine max Magnoliopsida NL 96% 0 36.72% Phytophthora sojae 
Pudrición de la 
raíz y el tallo 
de la soja 

>gi|532991156|NBS_Ateq 161460_Pit 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 99% 
3.00E-

173 
37.17% Magnaporthe grisea 

Enfermedad 
de la explosión 

del arroz 

>gi|532981307|NBS_Ateq 161460_Pit 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 94% 0 36.75% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|532974233|NBS_Ateq 161460_Pit 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 95% 0 39.25% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|533055969|NBS_Ateq  161460_Pit 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 93% 0 38.16% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|533053514|NBS_Ateq 1492_RPP13 
Arabidopsis 

thaliana 
Magnoliopsida CNL 95% 

1.00E-
94 

31.67% 
Pseudoperonospora 

cubensis 

Moho suave 
de las 

cucurbitáceas 

>gi|533014494|NBS_Ateq 1484_HRT 
Arabidopsis 

thaliana 
Magnoliopsida CNL 99% 

5.00E-
132 

32.88% 
Virus de la arruga 

del nabo 

Virus de la 
arruga del 

nabo 

>gi|533020292|NBS_Ateq 1484_HRT 
Arabidopsis 

thaliana 
Magnoliopsida CNL 99% 

1.00E-
97 

33.20% 
Virus de la arruga 

del nabo virus 

Virus de la 
arruga del 

nabo 

>gi|533043533|NBS_Ateq 1484_HRT 
Arabidopsis 

thaliana 
Magnoliopsida CNL 98% 

2.00E-
107 

33.98% 
Virus de la arruga 

del nabo 

Virus de la 
arruga del 

nabo 
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II 

>gi|532972329|NBS_Ateq 161444_Pi2 
Oryza sativa 

(Indica group) 
Liliopsida CNL 99% 

3.00E-
136 

34.48% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|533044854|NBS_Ateq 161444_Pi2 
Oryza sativa 

(Indica group) 
Liliopsida CNL 98% 

4.00E-
134 

33.63% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|532936927|NBS_Ateq 161443_Piz-t 
Oryza sativa 

(Indica group) 
Liliopsida CNL 99% 

6.00E-
136 

33.13% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|532995192|NBS_Ateq 170001_Sr35 
Triticum 

monococcum 
Liliopsida CNL 99% 

4.00E-
93 

33.86% n.d n.d 

>gi|533019755|NBS_Ateq 170001_Sr35 
Triticum 

monococcum 
Liliopsida CNL 95% 

4.00E-
85 

33.58% n.d n.d 

>gi|533013839|NBS_Ateq 161444_Pi2 
Oryza sativa 

(Indica group) 
Liliopsida CNL 98% 

3.00E-
101 

31.97% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|532931821|NBS_Ateq 
161454_Pikm2-

TS 

Oryza sativa 
(Japonica 

group) 
Liliopsida CNL 97% 

1.00E-
56 

31.94% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|533028961|NBS_Ateq  161444_Pi2 
Oryza sativa 

(Indica group) 
Liliopsida CNL 98% 

8.00E-
116 

33.11% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|532997477|NBS_Ateq 161444_Pi2 
Oryza sativa 

(Indica group) 
Liliopsida CNL 99% 

8.00E-
126 

31.13% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|532992532|NBS_Ateq 161444_Pi2 
Oryza sativa 

(Indica group) 
Liliopsida CNL 99% 

1.00E-
134 

32.24% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

>gi|533083674|NBS_Ateq 1491_RPM1 
Arabidopsis 

thaliana 
Magnoliopsida CNL 98% 

3.00E-
79 

35.36% 
Pseudomonas 

syringae 
Añublo 

bacteriano 

III 

>gi|532902355|NBS_Ateq 1491_RPM1 Zea mays Liliopsida N 98% 
6.00E-

176 
43.64% n.d n.d 

>gi|533083677|NBS_Ateq 1491_RPM1 
Arabidopsis 

thaliana 
Magnoliopsida CNL 99% 

1.00E-
176 

35.04% 
Pseudomonas 

syringae 
Añublo 

bacteriano 

>gi|533083676|NBS_Ateq 1491_RPM1 
Arabidopsis 

thaliana 
Magnoliopsida CNL 98% 

3.00E-
79 

35.36% 
Pseudomonas 

syringae 
Añublo 

bacteriano 

IV 

>gi|533063093|NBS_Ateq 161442_Pi9 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 82% 
3.00E-

44 
38.91% Magnaporthe grisea 

Enfermedad 
de la explosión 

del arroz 

>gi|533063090|NBS_Ateq 161442_Pi9 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 93% 
4.00E-

25 
41.43% Magnaporthe grisea 

Enfermedad 
de la explosión 

del arroz 

V 

>gi|533022698|NBS_Ateq 161442_Pi9 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 99% 
3.00E-

152 
34.46% Magnaporthe grisea 

Enfermedad 
de la explosión 

del arroz 

>gi|533063088|NBS_Ateq 161442_Pi9 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 97% 
9.00E-

138 
34.94% Magnaporthe grisea 

Enfermedad 
de la explosión 

del arroz 
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>gi|533063092|NBS_Ateq  161442_Pi9 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 95% 
1.00E-

119 
37.29% Magnaporthe grisea 

Enfermedad 
de la explosión 

del arroz 

>gi|533063095|NBS_Ateq  161442_Pi9 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 94% 
1.00E-

104 
36.69% Magnaporthe grisea 

Enfermedad 
de la explosión 

del arroz 

>gi|533063091|NBS_Ateq 170001_Sr35 
Triticum 

monococcum 
Liliopsida cNL 93% 

6.00E-
93 

42.60% n.d n.d 

>gi|533063096|NBS_Ateq 161442_Pi9 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 96% 
2.00E-

155 
34.92% Magnaporthe grisea 

Enfermedad 
de la explosión 

del arroz 

>gi|533063089|NBS_Ateq 170001_Sr35 
Triticum 

monococcum 
Liliopsida CNL 87% 

5.00E-
110 

37.75% n.d n.d 

VI 

>gi|532997490|NBS_Ateq 161443_Piz-t 
Oryza sativa 

(Japonica 
group) 

Liliopsida CNL 98% 
3.00E-

137 
34.17% Magnaporthe grisea 

Enfermedad 
de la explosión 

del arroz 

>gi|532876617|NBS_Ateq 161444_Pi2 
Oryza sativa 

(Indica group) 
Liliopsida CNL 98% 

8.00E-
105 

36.81% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

VII 

>gi|533083673|NBS_Ateq 1491_RPM1       99% 
1.00E-

176 
35.04% n.d n.d 

>gi|532993674|NBS_Ateq 161444_Pi2 
Oryza sativa 

(Indica group) 
Liliopsida CNL 99% 

2.00E-
138 

33.74% Magnaporthe grisea 
Enfermedad 

de la explosión 
del arroz 

n.d 

>gi|532849137|NBS_Ateq 161464_KR1 Glycine max Magnoliopsida TNL 22% 5.6 35.71% Virus del mosaico 
Virus del 
mosaico 

>gi|533015050|NBS_Ateq 1491_RPM1 
Arabidopsis 

thaliana 
Magnoliopsida CNL 99% 

1.00E-
153 

33.08% 
Pseudomonas 

syringae 
Añublo 

bacteriano 

>gi|532902354|NBS_Ateq  170022_Rxo1 Zea mays Liliopsida N 99% 0 39.62%     

n.d: no determinado                   





CAPÍTULO III 

83 

3.3.5 Análisis de la expresión de los genes tipo NBS-LRR durante la infección del 

patógeno Lasiodiplodia 

3.3.5.1 Infección del tejido de A. tequilana con la cepa H7A (Lasiodiplodia) 

Se llevó a cabo la infección de cortes de hojas de Agave tequilana usando la metodología 

antes descrita. Los tejidos infectados fueron monitoreados cada 24 h durante siete días. 

Durante las primeras horas los cambios no son evidentes, es hasta las 48 horas en los 

tejidos infectados que se observa crecimiento del micelio en la superficie de los tejidos 

junto con la aparición de necrosis a la periferia del punto de infección, mientras que el 

control no muestra signos de la infección. En el día siete se observa un mayor crecimiento 

del micelio y el crecimiento de la mancha necrótica al centro del tejido, para algunas 

muestras el micelio crece incluso a los extremos del tejido infectado siendo que el punto 

de infección fue al centro, lo que implica que hubo un crecimiento del hongo al interior del 

tejido (Figura 3.4). 

 
Figura 3.4. Infección de tejido de hojas de A. tequilana con la cepa H7A de 

Lasiodiplodia. a,c) Tejido en el día 0 control inoculado con agua destilada estéril y con 

las esporas de Lasiodiplodia. A los 7 días después de la inoculación no se observan 

signos de la presencia de la infección en los tejidos. b,d) Infección en plantas inoculadas 

con la cepa H7A. 
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A partir del tejido infectado se procedió al re-asilamiento del hongo para confirmar la 

infección por la cepa H7A. Se retiró parte del micelio con aguja estéril y se inoculo en 

placas con PDA, las cuales fueron incubadas a 36 °C durante 7 días. La cepa cultivada, 

mostraron la morfología esperada (Figura 3.5), así mismo se confirmó su identidad 

mediante secuenciación de las regiones del rDNA (ITS1-5.8S-ITS2 y D1-D2) como se 

describe en el capítulo 2. 

 

 
Figura 3.5. Hongo aislado de tejido infectado de Agave tequilana infectado con la 

cepa H7A, para la obtención de DNA y la confirmación de la identidad del hongo 

3.3.5.2 Confirmación de especificidad de los cebadores diseñados para los grupos I, 

II y V de genes tipo NBS-LRR identificados en Agave tequilana 

Los productos de amplificación obtenidos para los cebadores específicos para los grupos 

NBS correspondieron al tamaño esperado (Figura 3.6). Las secuencias obtenidas fueron 

comparadas mediante la herramienta BLAST® del NCBI con el transcriptoma de Agave, 

dando similitud solo con secuencias que están incluidas dentro de los diferentes grupos. 

Por ejemplo, la secuencia amplificada para NBS_I, dio similitud mayor al 98% con ocho 

secuencias del transcriptoma, las cuales están incluidas en el grupo I; las secuencias 

amplificadas grupo II mostraron similitud mayor al 94% solo para cuatro secuencias que 

están incluidas dentro de este grupo, resultados similares se observaron para la 
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secuencia obtenida para el grupo V, que mostro identidades mayores al 98% (Cuadro 

3.6).  

 

 

Figura 3.6. Amplificación con los cebadores específicos NBS_U, NBS_1A, NBS_2A, 

NBS_5B de DNA de Agave tequilana, incluyendo control positivo (DNA de A. tequilana + 

cebador universal) y control negativo (mezcla de reacción sin DNA molde). Visualización 

en geles de agarosa al 1%. Electroforesis realizada por 45 min a 85 volts, marcador de 

1kb (Hyperladder I, Bioline), teñido con bromuro de etidio.  
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Cuadro 3.61 Homología de los fragmentos amplificados con integrantes de los grupos I, II y V. 

Identificador 
Puntaje 
máximo 

Puntaje 
total 

Cobertura 
% 

Valor -E Identidad % Grupo 

gi|533045928| 298 298 91 5e-78 100 

I 

gi|533045907| 296 296 92 2e-77 99 

gi|533045694| 296 296 92 2e-77 99 

gi|532893577| 296 296 92 2e-77 99 

gi|533030763| 296 296 92 2e-77 99 

gi|533019755| 291 291 93 8e-76 99 

II 

gi|532997477| 285 285 93 4e-74 99 

gi|533013839| 285 285 93 4e-74 99 

gi|532992532| 246 246 93 2e-72 94 

gi|532849136| 239 239 83 3e-60 97 

gi|533063089| 340 340 93 1e-90 100 

 V 

gi|533063096| 340 340 93 1e-90 100 

gi|533063088| 318 318 93 5e-84 98 

gi|533063091| 318 318 93 5e-84 98 

gi|53306092| 318 318 93 5e-84 98 
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3.3.5.3 Análisis de la inducción de la expresión de NBS_Ateq en respuesta a la 

infección de Lasiodiplodia sp. 

Se llevó a cabo la construcción de curvas estándar para el análisis del número de copias 

expresadas para cada uno de los grupos de NBS-LRR seleccionados. En total se 

construyeron cuatro curvas estándar, una para cada grupo (I, II, V) y una para analizar la 

expresión con el cebador universal. Para cada una de las curvas se realizó un análisis de 

regresión lineal, el valor de R2 para todas fue de R2 > a 0.98. Así mismo se calculó la 

ecuación de la recta, para poder interpolar los datos, lo que nos permitió determinar el 

número de copias expresadas en un rango de 3.04 E+02 a 3.04 E+08 copias, para los 

grupos I, II y V incluyendo la expresión global (Anexo 8).  

Se realizó un análisis de expresión absoluta para determinar el número global de copias 

expresadas de genes tipo NBS-LRR así como de los grupos I, II y V. En general, se 

determinó que la expresión global de los genes NBS_Ateq fue inducida por Lasiodiplodia 

sp. se obtuvo un pico de inducción 1.15 veces mayor en las plantas infectadas con 

respecto a las plantas no infectadas a las 48 HPI. En este tiempo, se encontró diferencias 

significativas equivalentes a 27,476 más copias más que en el tratamiento sin infección 

(Mock). Sin embargo, se determinó la expresion de los genes NBS_Ateq también se 

induce en dos momentos previos, inicialmente a las 6 y 24 HPI. En comparación a la 

expresión global de los genes NBS-LRR en el testigo (Mock), a las 6 y 24 HPI la 

expresión es 13% mayor, mientras que a las 48 HPI, la expresión incrementa en un 115% 

(Figura 3.7).  
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Figura 3.7. Expresión global en número de copias expresadas a las 0, 3, 6, 12, 24, 48 HPI 

de genes tipo NBS-LRR. a- indica diferencia significativa, significancia de 0.05, con la 

prueba de Tukey. La barra expresa la Desviación Estándar. 

La expresión específica para los grupos tuvo una tendencia similar, pero con rango de 

valores distintos. Con excepción del grupo II el cual presentó un patrón único. La 

expresión del grupo I permanece sin cambios hasta las 12 HPI en comparación a la 

expresión para este grupo en el testigo (Mock), la inducción inicia hasta las 24 HPI y a las 

48 HPI que alcanza el punto máximo de expresión. Este patrón es consistente con los 

tiempos en la que la expresión global también alcanza su máximo nivel de expresión 

(Figura 3.8). Comparado con el testigo (Mock), a las 3 y 12 HPI existe un incremento del 

35% y 32% respectivamente, equivalente a 163 y 150 copias más que en el tratamiento 

sin infección. En una segunda etapa (24 HPI), la expresión incrementa 160% (740 más 

copias expresadas), pasadas otras 24 horas (48 HPI), el incremento final es de 2,948% 

(13569 más copias expresadas) más que la expresión de este grupo en el tratamiento sin 

infección. 
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Figura 3.8. Número de copias expresadas a las 0, 3, 6, 12, 24, 48 HPI de genes tipo NBS-

LRR para el grupo NBS_I. a- indica diferencia significativa, significancia de 0.05, con la 

prueba de Tukey.  La barra expresa la Desviación Estándar.  
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En el grupo II, el incremento de la expresión no se presenta en etapas si no que es 

gradual a partir de las 3 HPI, posteriormente alcanza su máximo a las 12 HPI y comienza 

a disminuir entre las 24 y 48 (Figura 3.9). El incremento en la expresión de este grupo con 

respecto al tratamiento sin infectar va desde un 48% más a las 3 HPI (32 copias 

expresadas más), 331% más a las 6 HPI (219 copias expresadas más), luego alcanza el 

punto máximo de 492 % más a las 12 HPI (326 copias expresadas más), a partir de aquí 

la expresión decae siendo 315% y 148% a las 24 y 48 HPI (209 y 98 copias expresadas 

más respectivamente). Mientras que la inducción del grupo V es tardía, el número de 

copias expresadas permanece constante las primeras 24 HPI, el mayor pico de expresión 

aparece a las 48 HPI (Figura 3.10). Durante este momento el número de copias 

expresadas es 3,439% mayor que en comparación al tratamiento sin infección. En 

porcentaje de incremento en la expresión, este grupo es la que tiene el mayor incremento 

con respecto al testigo, sin embargo, en número de copias es el grupo que menos copias 

expresa (282 copias expresadas), mientras que, en sus puntos máximos de expresión del 

grupo I y II expresan 14, 019 y 492 copias respectivamente. 
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Figura 3.9. Número de copias expresadas a las 0, 3, 6, 12, 24, 48 HPI de genes tipo 

NBS-LRR para el grupo NBS_II. b,c,d- indican diferencias significativas, significancia de 

0.05, con la prueba de Tukey. La barra expresa la Desviación Estándar.  

 

 

 



CAPÍTULO III 

92 

 

Figura 3.10. Número de copias expresadas a las 0, 3, 6, 12, 24, 48 HPI de genes tipo 

NBS-LRR para el grupo NBS_V. a- indica diferencia significativa, significancia de 0.05, 

con la prueba de Tukey. La barra expresa la Desviación Estándar.  
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El porcentaje de participación en la expresión global de cada uno de los grupos en su 

punto máximo de inducción, es diferente y varía entre el 27%, el 1.5% y 0.55% para los 

grupos I, II y V respectivamente. Sin embargo, la sumatoria de todas las copias 

expresadas por grupo no contribuyen mucho con la expresión global, por ejemplo, a las 0 

HPI, la sumatoria de las copias expresadas por grupo representa el 2.2%, a las 3 HPI el 

2.9%, a las 6 HPI el 3.1%, a las 12 HPI el 4%, a las 24 HPI el 5.4, solo a las 48 HPI el, la 

sumatoria del número de copias explica más de un 28% de la expresión global (Figura 

3.11). 

 

 
Figura 3.11. Porcentaje de representatividad en la expresión global de la expresión de los grupos I, 
II, V durante las primeras 48 horas postinfección del hongo Lasiodiplodia 
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3.4 DISCUSIÓN 

3.4.1 Identificación de genes NBS-LRR en A. tequilana 

El valor máximo de identidad obtenido para las  secuencias NBS_Ateq fue de 41% con 

RPM1 de Sorghum bicolor, esto es de esperarse ya que a nivel aminoacídico el 

porcentaje de identidad de otras secuencias tipo NBS con proteínas R conocidas varía 

entre un 30% y 70% (Rout et al., 2014). La organización de estos genes en el genoma, 

así como en respuesta a la adaptación de los patógenos a los mecanismos de defensa de 

las plantas, son factores que contribuyen a la variación de estas secuencias (McHale et 

al., 2006; Pan et al., 2000; Michelmore y Meyers, 1998). El análisis inicial de las 

secuencias amplificadas de genes candidatos a NBS-LRR se realizó por medio de 

diferentes herramientas bioinformáticas a nivel aminoacídico, debido a que la variación de 

secuencia en nucleótidos es frecuente, sobre todo en las familias de genes multigénicas 

(Tamayo-Ordóñez et al., 2016). Sin embargo, estas sustituciones no necesariamente 

implican cambios en los aminoácidos codificados.  

Las secuencias tipo NBS-LRR previamente aisladas de especies de Agave (KU295166, 

KU295168, KU295268, KU295268 KU295169, KU295170) y las secuencias 

clonadas, se agruparon de manera específica, las no-TIR fueron separadas de las tipo 

TIR, esto es consistente con reportes previos para este tipo de proteínas en otras plantas 

(Alamery et al., 2018; Wang et al., 2017). Sin embargo, las secuencias no-TIR de 

monocotiledóneas y de dicotiledóneas se agrupan juntas. Este hallazgo sugiere que del 

dominio NB-ARC de proteínas CNL provienen de un ancestro en común. La separación 

entre TNL y CNL es indicativo de una antigua segregación de estas dos clases (McHale et 

al., 2006). La homología con otras proteínas NBS y agrupación obtenida con secuencias 

no-TIR sugiere que las secuencias clonadas en A. tequilana corresponden a genes NBS 

de la clase no-TIR.  La ausencia de secuencias (TIR) es común en otras 

monocotiledóneas (Karthika et al., 2019; Habachi-Houimli et al., 2018; Puch-Hau et al., 

2015) probablemente sea debido a que las proteínas tipo TIR para plantas surgen 

después de la divergencia entre monocotiledóneas y dicotiledóneas (Pan et al., 2000).  

La comparación de la región parcial del dominio NBS aislado con el transcriptoma de A. 

tequilana permitió la identificación de 46 secuencias NBS-LRR. Es probable que estas 

secuencias solo correspondan a una porción del total de los genes NBS-LRR que podrían 
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haber en esta especie, ya que se ha descrito que el número de genes NBS en otras 

especies es mayor. Por ejemplo, se han encontrado 243 en Cocos nucifera L. (Rajesh et 

al., 2015), 365 en Helianthus annuus (Neupane et al., 2018), 331 en Glycine max (Nepal 

et al., 2017), 96 en Hordeum vulgare L. cv. Bowman (Habachi-Houimli et al., 2018). Los 

análisis transcriptómicos también han mostrado un alto número de transcritos NBS, por 

ejemplo en Syzygium luehmannii  se identificaron 1039 (Tobias et al., 2017), 639 en Pinus 

flexilis (Liu et al., 2019). Aunque la evidencia indica que el número de genes NBS-LRR es 

muy variable entre especies y que no tiene relación directa con el tamaño del genoma 

(Wan et al., 2012), es de esperar que en A. tequilana existan mayor número de estos 

genes ya que se ha descrito que son abundantes en el genoma (hasta 1.8% del genoma) 

(Lozano et al., 2012). Además, el número de copias estimado por genoma en plantas in 

vitro de A. tequilana es elevado (3,980 copias)(Tamayo-Ordóñez et al., 2016), 

experimentalmente se demostró que la expresión aditiva de los grupos solo explica entre 

el 2.2%, 2.9%, 3.1%, 4%, 5.4% y el 28% de la expresión global. Esto implica que existen 

más copias de estos genes que responden a la infección del hongo, concordando con la 

teoría de que en A. tequilana el número de copias de este gen es mayor. Sin embargo, 

existen algunas excepciones de otros genomas de plantas que contienen un bajo número 

de copias como, por ejemplo: 38 en Raphanus sativus (Wang et al., 2017), 28 en 

Curcuma longa (Joshi et al., 2012), 54 en Carica papaya (Sharma et al., 2017). 

Basados en los dominios predichos y en la presencia del residuo de triptófano (W) en el 

motivo cinasa 2, se concluyó que las secuencias analizadas del transcriptoma 

corresponden al tipo no-TIR, principalmente al tipo CNL. Esto corrobora la información 

obtenida del análisis filogenético. Las secuencias fueron clasificadas en 5 subclases 

(CNL, NL, N, CN y L), este tipo de variación en cuanto a los dominios encontrados para 

las proteínas predichas se ha reportado en otras especies de plantas; en las que se 

observan diferentes combinaciones entre los dominios característicos inclusive la 

ausencia del dominio NBS (Wang et al., 2017; Arya et al., 2014; Shimizu et al., 2014). La 

ausencia del dominio CC, o de algún otro dominio, no limita su potencial como gen de 

resistencia, ya que se ha descrito que responden a la infección de diferentes patógenos y 

al estímulo de hormonas (Arya et al., 2014). En el presente estudio, la subclase CNL fue 

la más abundante, seguida de las subclases CN y CN el resto de los grupos representan 

menos del 7% del total de secuencias NBS_Ateq analizadas. Estos resultados 

concuerdan con reportes previos en otras monocotiledóneas, donde la clase con mayor 
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número de genes es la CNL, al menos en especies como Curcuma longa, Oryza sativa, 

Brachypodium distachyon, Sorghum bicolor y Zea mays (Cheng et al., 2012; Joshi et al., 

2012; Tan y Wu, 2012; Cheng et al., 2010; Zhou et al., 2004), inclusive en algunas 

dicotiledóneas se ha reportado un mayor número de genes del tipo CNL como en 

Solanum aculeatissimum (Zhou et al., 2016). Sin embargo, existen excepciones como en 

Hordeum vulgare y Curcuma amada (Karthika et al., 2019; Habachi-Houimli et al., 2018), 

así como que en algunas dicotiledóneas como Arachis duranensis (Song et al., 2017), 

Solanum tubereosum (Lozano et al., 2012) y Populus trichocarpa (Ma et al., 2019) en 

donde predomina la clase NL. Si bien, no existe un patrón de las clases y la abundancia 

de estas entre las diferentes especies, las clases o grupos y el número de genes que 

contienen es variable entre las especies (Gu et al., 2015). Parece ser que, en plantas 

monocotiledóneas, la clase CNL tiende a ser la más abundante, lo que podría estar 

indicando que esta sea la clase más antigua en las monocotiledóneas, tomando en cuenta 

el tipo de evolución de este tipo de genes que tiende a la diversificación por eventos de 

duplicación ( Zhang et al., 2014; Michelmore y Meyers, 1998). 

3.4.2 Caracterización de los genes NBS_Ateq 

3.4.2.1 Caracterización y análisis de la evolución de los genes NBS_Ateq 

Las secuencias NBS_Ateq analizadas tienen mayor similitud con proteínas descritas 

contra ciertos patógenos como: Phytophthora infestans, Phytophthora sojae, Magnaporthe 

grisea, Pseudoperonospora cubensis y a al virus Turnip crinkle así como a Pseudomonas 

syringae. Esto podría predecir la función de estas como proteínas de defensa en A. 

tequilana. La predicción de la función de genes candidatos a resistencia por medio de la 

búsqueda de homólogos  ha sido acertada en casos como el gen RGC2 en Musa 

acumitata (Dale et al., 2017; Peraza-Echeverria et al., 2008) homólogo del gen I2 que 

confiere resistencia a Fusarium (Simons et al., 1998)  y para el gen SacMi en Solanum 

aculaetissimum (Xu et al., 2018; X. Zhou et al., 2016), homólogo a Mi-1  que confiere 

resistencia a Meloidogyne incognita (Vos et al., 1998), aunque no precisamente para el 

mismo patógeno descrito. 

De acuerdo con las características predichas para las proteínas NBS_Ateq, se puede 

concluir que los transcritos analizados pueden dar lugar a proteínas NBS-LRR 

funcionales. Ya que comparten características morfológicas y químicas con otras 

proteínas de resistencia. Por ejemplo, se sabe que el número de aminoácidos para este 
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tipo de proteínas es muy variable, diferentes autores reportan proteínas tipo NBS-LRR 

entre 203 y 1561 aa (Liu et al., 2019a; Islam et al., 2015; Yuan et al., 2011; Marra et al., 

2006), similar a lo encontrado en A. tequilana, aunque existen algunos otros reportes de 

proteínas más grandes de 3429 aa (Liu et al., 2019), a consecuencia de la variación 

existente en el número de aminoácidos el peso molecular de este tipo de proteínas es 

igual de variable. De la misma manera, las secuencias NBS_Ateq, comparten valores 

similares del punto isoeléctrico con algunas proteínas tipo NBS-LRR conocidas, así como 

para proteínas candidatas a tipo NBS-LRR. El punto isoeléctrico se reporta para este tipo 

de proteínas en un rango de 4.4 a 9.21 (Goyal et al., 2019; Zhao et al., 2016; Yuan et al., 

2011; Marra et al., 2006), similar a lo encontrado en el presente estudio. Los valores del 

punto isoeléctrico para las NBS_Ateq son de 5.8 a 9.46 para las CNL, de 9.33 a 7.2 para 

las NL y de 8.86 a 6.8 para las tipo CN. Además, la mayoría de las secuencias traducidas, 

mostraron un sitio de interacción para la proteína RanGAP2, la cual es una proteína con 

función de activación de GTPasa y se ha descrito que es necesaria para el 

funcionamiento de algunas proteínas NBS-LRR (Tameling et al., 2010). 

La mayoría de las proteínas NBS_Ateq tienen una localización intracelular, principalmente 

en el citoplasma; esto es de esperarse ya que de acuerdo con el mecanismo descrito para 

este tipo de proteínas, estas reconocen al patógeno una vez que ha ingresado a la célula 

(García-Pineda y Lozoya-Gloria, 2004). Se sabe que la localización de estas proteínas es 

dinámica, es decir tanto en el núcleo como en el citoplasmática (Bai et al., 2012), en 

menor cantidad se pueden encontrar en la membrana  (Zhang et al., 2018; van Ooijen et 

al., 2007; Dangl y Jones, 2001). En A. tequilana tres proteínas tipo NBS-LRR fueron 

descritas con esta característica, como en Zingiber officinale y Curcuma amada (Karthika 

et al., 2019) y en Vitis vinífera donde se describieron proteínas tipo NBS-LRR con dominio 

de membrana y péptidos señal para el trasporte hacia membrana u otros organelos 

(Goyal et al., 2019). Esta variación en tamaño, punto isoeléctrico, localización celular, 

variación de los dominios puede ser respuesta a la presión de evolución a la que están 

sometidos este tipo de genes a causa del constante ataque y adaptación de los 

patógenos. Se sabe que estos genes están en constante cambio (McHale et al., 2006). La 

formación de nuevas variantes puede ayudar a la defensa contra las nuevas estrategias 

de infección de los patógenos, el modelo Zig-Zag describe como existe una carrera de 

“armas” entre las plantas y los patógenos (Keller et al., 2016), este modelo describe que 

algunos patógenos son capaces de anular la respuesta ETI de las plantas y pasar de ser 
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avirulentos a virulentos. Por lo cual la planta se ve obligada a la generación de nuevas 

proteínas NBS-LRR capaces de reconocer los nuevos efectores de los patógenos (Jones 

y Dangl, 2006), para garantizar la sobrevivencia de la planta. Esta respuesta a la rápida 

evolución de los patógenos, resulta en la generación de nuevos genes NBS-LRR con 

nuevas características.  

La generación del polimorfismo de los genes R implica mecanismos de duplicación, 

intercambios de secuencia, seguida de la divergencia de estas secuencias por 

mutaciones generalmente en el dominio LRR, así como, la recombinación desigual entre 

genes relacionados que ayuda a diversificar más la secuencia de estos genes y a la 

expansión de esta familia de genes (Leister, 2004). Por último, la presión del patógeno 

selecciona aquellas que dan como resultado una resistencia dando como resultado el 

mantenimiento de la diversidad de los genes R (Mondragon-Palomino y Gaut, 2005; 

Kuang et al., 2004; Meyers et al., 2003; Ellis et al., 2000). Como consecuencia de estos 

mecanismos, los genes NBS-LRR se encuentran agrupados en cluster, lo que facilita la 

evolución de éstos (Hulbert et al., 2001). Es probable que los genes NBS_Ateq también 

se encuentren organizados formando cluster con genes pertenecientes a un mismo grupo, 

si el cluster proviene de una duplicación en tamdem o bien cluster que provienen de 

eventos de transposición, duplicación ectópica o duplicación segmentaria en caso de que 

en un solo cluster se agrupen miembros de diferentes grupos de NBS_Ateq (McDowell y 

Simon, 2006; Leister, 2004). Aunque es necesario estudios más profundos para confirmar 

formación y el origen de cluster de genes NBS_LRR en A. tequilana. 

En el árbol filogenético basado en las secuencias NBS_Ateq (Figura 3.3) no se encontró 

una distribución homogenea de las subclases de genes NBS-LRR (CNL, CN, NL, N, L) en 

los grupos, es decir que los grupos están compuestos por genes NBS_Ateq de dos o más 

subclases de genes NBS-LRR, lo que es común para este tipo de secuencias. Este 

mismo tipo de distribución han sido reportados en análisis filogenéticos de genes NBS 

para especies como Cocos nucifera, Brassica napus y Arabidopsis thaliana (Alamery et 

al., 2018; Rajesh et al., 2015; Lozano et al., 2012; Meyers et al., 2003). La formación de 

grupos heterogéneos observada en el árbol filogenético probablemente sea debido a que 

los genes incluidos en cada cluster provienen de un ancestro común y derivado de 

eventos de duplicación segmental hayan perdido alguno de los dominios característicos. 

Este mecanismo de duplicación ha sido descrito como uno de los que contribuye al tipo de 

organización y a la diversificación de este tipo de genes (Leister, 2004).  
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Según Friedman y Baker (2007), la evolución de los genes R y la cantidad es dependiente 

del tamaño y la complejidad de los cluster en los que se organizan estos genes. Es decir, 

que con base en el agrupamiento obtenido y a la diversidad de secuencias incluidas en 

los grupos, se puede inferir que el número de genes NBS en Agave tequilana es mayor a 

lo aquí descrito, además que es probable que la organización de estos genes en los 

cromosomas se den en cluster, donde probablemente la mayoría de los miembros de 

cada grupo estén en un mismo cromosoma, donde el grupo I, este en el cluster más 

grande y complejo, este tipo de organización donde las agrupaciones obtenidas de los 

árboles filogenéticos coinciden con los cluster formados en los cromosomas ha sido 

descrito en Brachypodiu distachyon (Tan y Wu, 2012). 

La agrupación observada en el árbol filogenético puede indicar la complejidad en la 

evolución de los genes NBS-LRR en A. tequilana; el hecho de que los genes CNL, CN, 

NL, N y L no se agrupen de manera independiente es indicativo de que no existe una 

característica única en la evolución de estos genes (Zhao et al., 2016). La formación las 

agrupaciones implica una diversidad en las secuencias, lo que posiblemente lleve a 

variaciones en la función de estas proteínas, tal como se sugiere en Raphanus sativus 

(Wang et al., 2017). Por ejemplo en el grupo I de NBS_Ateq se observan 3 subgrupos, de 

los cuales el subgrupo formado por gi|533045928|, gi|533045907|, gi|533045912|, 

gi|533045694 y gi|532893577| presentan homología con la proteína de resistencia RB 

descrita en Solanum bulbocastanum; el subgrupo formado por gi|532991156|, 

gi|532981307|, gi|532974233| y gi|533055969| presentan homologías con la proteína Pit 

de resistencia contra Magnaporthe grisea descrita en Oryza sativa; por ultimo dentro de 

este clado, el subgrupo formado por gi|533014494|, gi|533020292| y gi|533043533| que 

tienen homología con la proteína HRT descrita para resistencia hacia el virus de la arruga 

del nabo en A. thaliana. Patrones similares se observan en el grupo V, donde todos los 

miembros presentan homología con la proteína Pi9 de Oriza sativa contra Magnaporthe 

grisea, con excepción de gi|533063091| y gi|533063089| que son homologas a Sr35 de 

Triticum monococcum, lo que podría sugerir una especialización en la funcionalidad de 

dichos genes y la posible función de estos genes en A. tequilana.  

La proporción Ka/Ks es usada como indicador del tipo de presión de selección que actúa 

sobre los genes. Una proporción >1 implica selección positiva o de diversificación; una 

proporción <1 implica que la mayoría de las sustituciones no sinónimas han sido 

eliminadas, es decir una selección de purificación o selección negativa (Michelmore y 
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Meyers, 1998).  Se determinó que para la mayoría de los grupos de NBS_Ateq analizados 

(I, II, III, IV y VI) el valor de Ka/Ks es <1, indicando que estos genes han evolucionado bajo 

una selección negativa (Purificación), lo que coincide con lo reportado para estos tipos de 

genes en otras plantas, por ejemplo en Pinus flexilis J (Liu et al., 2019) y Hordeum vulgare 

L (Habachi-Houimli et al., 2018); el hecho que la mayoría de los grupos estén sometidos a 

este tipo de selección puede implicar que la selección de purificación tiene un rol 

importante en el proceso de evolución para los genes NBS_Ateq, aunque es necesario 

ampliar el conocimiento para tener la certeza de ésto. Sin embargo, para el grupo V se 

determinó que la proporción la proporción Ka/Ks es > 1, es decir que está sometida a una 

selección positiva o de diversificación. En otras especies como Pinus flexilis J y Brassica 

napus (Fu et al., 2019; Liu et al., 2019) también se han encontrado que algunos grupos de 

NBS, están bajo distintas presiones de selección, esta diferencia en el tipo de presión de 

selección probablemente se deba a que son de reciente formación y que están en 

proceso de especialización. El valor de Ka/Ks para estos genes es muy variable entre las 

especies; esto debido a los diferentes condiciones medio ambientales, patógenos, 

duplicaciones recientes, poliploidización, selección artificial que afectan la evolución de 

estos genes (Yang y Wang, 2016; Gu et al., 2015), en la mayoría de ellas es <1, por esta 

razón se asume que la selección de purificación es uno de los mecanismos principales 

para este tipo de genes, sobre todo en especies de cultivo (Kuang et al., 2004).  

La edad estimada de surgimiento de los grupos NBS_Ateq concuerdan con lo esperado, 

ya que el número de genes es proporcional a los eventos de duplicación así como el 

polimorfismo en las secuencias R (Mondragon-Palomino y Gaut, 2005; Kuang et al., 2004; 

Meyers et al., 2003; Ellis et al., 2000); el grupo I, que tiene el mayor número de genes 

NBS_Ateq incluidos probablemente debido a la acumulación de duplicaciones a través del 

tiempo, es el más ancestral (85.72 millones de años), mientras que el grupo V, que está 

sometida a selección de diversificación, es una de las más variables en secuencia y es la 

más joven (9.11 millones de años) lo que puede sugerir que es resultado de una reciente 

duplicación.  Sin embargo, los grupos III, IV, VI, VII son la excepción, aunque como se 

menciona anteriormente, las secuencias incluidas en cada grupo son pocas y es probable 

que existan más genes NBS-LRR que no estén incluidos en el análisis, por lo cual la 

estimación para estos grupos no es tan precisa. 
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3.4.2.2 Motivos conservados  

Las proteínas deducidas del transcriptoma de A. tequilana presentan los motivos 

característicos y en el orden estricto para el dominio NBS característico de las proteínas 

tipo NBS-LRR  (Hulbert et al., 2001; Takken et al., 2006). La presión de selección tiene un 

impacto en la evolución de los diferentes motivos de los dominios de las proteínas NBS-

LRR; el efecto sobre estos es heterogéneo (Kuang et al., 2004; Mondragón-palomino et 

al., 2002), es decir afecta de manera diferente a los distintos motivos. En la región N-

terminal correspondiente al dominio CC se identificaron cuatro motivos conservados entre 

los diferentes grupos NBS_Ateq, 8 motivos conocidos (P-loop, RNBS-A, Kisase-2, 

Kinase3 o RNBS-B, RNBSC, GLPL, RNBS-D y el motivo MHD) y al menos 3 motivos 

conservados sin función descrita en el dominio NBS y diez motivos en la región LRR.  

Dentro del dominio NBS los motivos más conservados son P-loop, kinase-2 y GLPL y los 

motivos RNBS-A, RNBS-C y RNBS-D son los más variables, similar a otras especies 

como Brachypodium distachyon (Tan y Wu, 2012), Cocos nucifera (Puch-Hau et al., 

2015), Hordeum vulgare (Andersen et al., 2016) y Curcuma amada (Karthika et al., 2019) 

y la región más variable es el dominio LRR. La presencia de estos motivos conservados 

en el dominio NBS sugiere su posible función en la resistencia a enfermedades (McHale 

et al., 2006). La conservación de los motivos P-loop, kinase-2, GLPL y MHD es importante 

ya que están involucrados en la activación de la proteína, la transducción de la señal y en 

la estructura de estas proteínas ( Wang et al., 2015; Iyer et al., 2004; Leipe et al., 2004; 

Meyers et al., 1999). La variación de los motivos RNBS-A, RNBS-B y RNBS-C puede 

deberse a que estas regiones están sometidas a selección diversificadora, lo que puede 

estar llevando a la especiacilazación en las funciones, como lo sugiere Wan et al. (2012), 

al menos para las regiones RNBS-B y RNBS-C en Capsicum annum. Similar a lo que 

ocurre en el dominio LRR, el cual se ha demostrado que está bajo este tipo de selección, 

lo que la hace ser variable en tamaño y composición (Kuang et al., 2004; Ellis et al., 

2000).  

La variación en la secuencia NBS-LRR sugiere que la presión de selección por los 

patógenos puede conducir a cambios en secuencia y tamaño de los dominios NBS-LRR 

(Zhang et al., 2010a), originando que el agrupamiento por similitud de secuencias de 

NBS_Ateq se deba a la especialización de estas hacia la respuesta a cierto tipo de 

patógeno. 
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3.4.3 Respuesta de los genes NBS_Ateq a la infección de Lasiodiplodia sp. 

Con la finalidad de estudiar la expresión de los genes NBS-LRR en Agave tequilana en 

respuesta a Lasiodiplodia sp, se realizó un análisis de la expresión absoluta de los genes 

NBS-LRR de manera global, así como de los principales grupos aquí caracterizados. Se 

sabe que la clase no-TIR tiene un rol importante en la resistencia a enfermedades, se ha 

descrito la función de esta clase como genes de resistencia en diferentes especies como 

Oriza sativa L. (Gupta et al., 2012),  Triticum durum (Gong et al., 2013) and Mussa spp 

(Dale et al., 2017).  

El incremento en la expresión en ocasiones está relacionado con la resistencia, la 

presencia de los patógenos incrementa la expresión de estos genes (Xun et al., 2019; Li 

et al., 2013; Horvath et al., 2012), por ejemplo, en cultivos como Helianthus annus y 

Brassica rapa se ha descrito que un mayor incremento de la expresión de genes CNL en 

líneas resistentes en comparación con líneas susceptibles y esta mayor expresión 

confiere la resistencia (Shimizu et al., 2014; Radwan, 2010). 

En A. tequilana la respuesta de los genes NBS-LRR es similar; ya que todas los grupos se 

ven inducidos por la presencia del patógeno Lasiodiplodia, este tipo de respuesta también 

ha sido descrita para los genes NBS-LRR de Citrullus lanatus en respuesta al hongo 

Didymella bryoniae (Hassan et al., 2019) y en Fragaria vesca en respuesta a 

Colletotrichhum gloeosprioides (Li et al., 2013a), donde la expresión de diferentes genes 

tipo NBS-LRR se ve inducida por el mismo patógeno y cada uno de esos genes presentó 

un perfil diferente de inducción. 

 El tiempo de inducción de los grupos NBS_Ateq en A. tequilana es variable, algunos 

grupos son inducidos de manera temprana y para otros la respuesta es tardía. El grupo I 

se induce más que las otros, lo que podría implicar este grupo tiene un papel importante 

en la resistencia. De acuerdo con la relación de la expresión con la resistencia y el resto 

de ellas tenga una función secundaria al menos contra este patógeno. El patrón de la 

expresión del grupo I y V coincide con el patrón obtenido de la expresión global de los 

genes NBS, esto puede ser indicativo de que estos dos sean los principales actores en la 

defensa contra este patógeno. Sin embargo, de acuerdo con el número de copias 

expresadas el grupo I podría ser la principal y el grupo V, posiblemente esté actuando 

como auxiliar a la respuesta de defensa. Mientras que el grupo II, actúa probablemente en 

respuesta temprana en contra la infección de manera más general, y luego esta es 
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silenciada entre las 24 y 48 HPI, dando lugar a la expresión de los otros grupos 

involucrados. Este comportamiento sugiere que los grupos inducidos por la presencia del 

patógeno participan en la respuesta de defensa, se ha reportado en otros estudios que los 

genes NBS-LRR trabajan coordinados para evitar la infección de ciertos patógenos (Yuan 

et al., 2011; van der Hoorn y Kamoun, 2008). El hecho de que los distinto grupos 

presenten patrones temporales de expresión diferentes, puede ser indicativo de que 

tienen una función específica, por ejemplo, en Zea mays y en Brassica oleracea se 

sugiere que este comportamiento se debe inclusive a funciones tejido específicas para 

estos genes (Liu et al., 2019a; Zhou et al., 2018; Cheng et al., 2012). 

Si bien se han descrito genes R, como Fom1, FOC1, Pia, SacMi que confieren resistencia 

específicamente un patógeno (Lv et al., 2014; Wang et al., 2014; Brotman et al., 2013); el 

hecho que todos los grupos se vean inducidos, como ocurre en otras plantas como Malus 

domestica (Arya et al., 2014) concuerda con la hipótesis “Guardián o Señuelo” de la 

función de las proteínas NBS-LRR, en la que el reconocimiento del patógeno no 

necesariamente es según el modelo “gene por gen” (Belkhadir et al., 2004), sino que lo 

reconoce de manera indirecta por medio de moléculas “señuelo”, lo que le confiere la 

capacidad de detectar una gama más amplia de patógenos a una sola proteína (Martínez-

Pacheco, 2017; van der Hoorn y Kamoun, 2008), y probablemente el hecho que los 

tiempos en los que estas son inducidas tenga que ver con su función en el mecanismo de 

respuesta de los genes R en A. tequilana. 

Este es el primer reporte del rol de las proteínas NBS-LRR en contra de la infección de 

Lasiodiplodia, patógeno descrito en Agave tequilana (Campos-Rivero et al., 2019) y de 

afectación importante para cultivos como: Mangifera indica, Annona sp., Vitis vinifera L. y 

Anacardium occidentale (Netto et al., 2017; Picos-Muñoz et al., 2015; Rodríguez-Gálvez 

et al., 2015; Úrbez-Torres et al., 2008). El conocimiento de los principales grupos 

involucrados en la respuesta de este patógeno, puede llevar al desarrollo de estrategias 

para la mejora de cultivos para la resistencia de éste y otros hongos. Es probable que 

genes NBS-LRR del grupo I tengan potencial para el desarrollo de estos marcadores que 

contribuyan al mejoramiento vegetal por medio de la selección asistida por marcadores, 

considerando sus características y su perfil de inducción.  

Diferentes estrategias han sido aplicadas para este objetivo; en Brassica oleracea, por 

medio del análisis de EST se identificaron marcadores SNP que corresponden a un QTL, 
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que contiene genes tipo TNL, los cuales pueden ser empleados para la selección asistida 

por marcadores para la resistencia a Xanthomonas campestris pv. Campestris (Kifuji et 

al., 2013), o la identificación de genes variantes de NBS-LRR del genoma por medio del 

análisis de SNPs (Lee et al., 2019; Yu et al., 2018), otra estrategia es el uso de 

marcadores microsatelites que estén asociados a estos genes de resistencia, como por 

ejemplo los microsatelites FEM14/FEM47 que flanquean a un gen tipo CNL, que confiere 

resistencia a Erwinia amylovora (Fahrentrapp et al., 2013). O bien la selección asistida por 

medio de RGA seleccionados con base en sus perfiles de expresión, como se sugiere 

para Cocus nucifera, en el que se identificaron genes RGA tipo NBS-LRR en el 

transcriptoma que solo se expresan en las especies resistentes, los cuales pueden ser 

empleados para la selección asistida de plantas con la presencia de estos genes (Rajesh 

et al., 2015), o la selección asistida por medio de RGA que tengan una mayor expresión, 

que puede ser basal, ya que se ha demostrado en algunos casos que la mayor expresión 

basal de estos genes, se puede asociar a la resistencia a ciertos patógenos (Rout et al., 

2014), o una mayor inducción de la expresión en presencia del patógeno en comparación 

con individuos susceptibles (Radwan, 2010). 
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CAPITULO IV 

DISCUSIÓN GENERAL, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS  

4.1. DISCUSIÓN GENERAL 

El género Agave tiene importancia económica en México debido a que es empleado para 

la obtención de distintos productos de importancia económica tales como bebidas 

alcohólicas, biocombustibles, frútanos y fibras naturales (Nava-Cruz et al., 2015), entre 

otros. Una de las especies de mayor importancia económica en México es el Agave 

tequilana, que es empleado principalmente para la producción del tequila. 

En general, las enfermedades de las plantas afectan de manera considerable la 

producción agrícola. El cultivo de Agave se ha visto afectado por varios fitopatógenos 

tales como las bacterias Erwinia cacticida, E. carotovora, Pantoea agglomerans, y hongos 

principalmente del género Fusarium como F. oxysporum, y de otros géneros como 

Cercospora agavicola, Asterina mexicana, Colletotrichum sp y Alternaria sp. (Jiménez-

Hidalgo et al., 2004; Vega-Ramos et al., 2013; Tamayo-Ordóñez et al., 2016). Estos 

fitopatógenos reducen el crecimiento normal y pueden llevar a la muerte a las plantas 

afectadas (Rubio 2007).  

Se ha reportado que A. tequilana sufrió una crisis fitosanitaria en la cual se perdieron 

grandes cantidades de plantas a causa de patógenos, alguno de los síntomas que se 

presentaban fue el enrollamiento anormal de las hojas, necrosis, secamiento de las hojas 

y la muerte de plantas (Aceves, 2003). Se ha descrito que el agente causal de esta 

enfermedad es Fusarium oxysporum (Luna-Hernández 1996; Rubio 2007). Sin embargo, 

es poco lo que se conoce de los microorganismos se encuentran asociados al Agave y el 

conocimiento que se tiene sobre el daño que estos pudieran ocasionarles a estas plantas 

(Desgarennes et al., 2014). Por ello es importante el estudio de la diversidad biológica de 

los microorganismos asociados a estas plantas, tanto para el desarrollo del conocimiento 

básico, como para la aplicación de este conocimiento en futuras investigaciones. 

Este trabajo permitió identificar hongos que posiblemente estén asociados a 

enfermedades en A. tequila. La diversidad de estos organismos es abundante y se 

observa una relación entre ésta y la distancia del suelo. Los resultados indican que la 

mayor diversidad de géneros fue encontrada en las hojas basales (más cercanas al 

suelo), mientras que en las hojas más distales al suelo la diversidad fue disminuyendo, 
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resultados similares han sido descritos previamente (Porras-Alfaro et al., 2011; Coleman 

et al 2016). Esto probablemente esté relacionado con la mayor disponibilidad de 

nutrientes en el suelo con el cual están en contacto las hojas basales, aunado a esto, para 

que los hongos puedan vivir en las hojas requieren tener los mecanismos de alimentación 

necesarios para poder establecerse. Sin embargo, la distribución de los organismos 

posiblemente patogénicos es en toda la planta. 

De las cepas aisladas, dos de ellas fueron seleccionadas por su representatividad en los 

aislados y por estar asociada a enfermedades en Agave. Estas cepas pertenecientes a 

los géneros Lasiodiplodia y Fusarium fueron empleadas para realizar ensayos de 

patogenicidad. A pesar que la cepa de Fusarium ha sido reportada como patógena para 

A. tequilana (Rubio, 2007), fue una de las que menor actividad enzimática tuvo. A pesar 

de ello, esta cepa fue capaz de inducir los síntomas de necrosis en el tejido sin necesidad 

de inducir un daño mecánico previo al mismo, posiblemente debido a que este género 

tiene los mecanismos necesarios para lograr infectar a la planta y evadir las barreras 

físicas como la pectina (García-Maceira, Di Pietro, Huertas-González, Ruiz-Roldán, y 

Roncero, 2001). Sin embargo, las cepas de Lasiodiplodia, las cuales se encontraron en 

mayor representatividad en los tejidos de estudio, fueron las que mayor daño indujeron, 

aunque fue necesario la presencia de un daño mecánico previo para poder infectar, lo que 

podría indicar una especialización de este hongo hacía la planta (Ploetz, 2003). 

Cualesquiera de las cepas evaluadas pueden ser empleada para estudios que requieran 

la infección de plantas de A. tequilana, ya que todas mostraron capacidad infectiva, sin 

embargo, es importante recalcar que, dadas las características de amplia distribución en 

la planta, mayor representatividad, mayor actividad pectinolítica y mayor agresividad, las 

cepas de Lasiodiplodia son mejores candidatos para este propósito. Es por esto que se 

decidió emplear una cepa de este género para el análisis de respuesta de genes R a la 

infección en A. tequilana. 

La gran mayoría de genes R codifican para un grupo de genes llamado NBS-LRR (Jones 

y Dangl, 2006) y están ampliamente distribuidos entre las plantas (Marone, Russo, Laidò, 

De Leonardis, y Mastrangelo, 2013). Se ha descrito que la presencia los genes NBS-LRR 

está relacionada con la resistencia de las plantas contra las enfermedades causadas por 

diferentes patógenos (Diener y Ausubel, 2005; Xiao et al., 2001) y así mismo la expresión 

de estos genes (Borhan et al., 2010; Dale et al., 2017) por lo que el estudio de la 
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respuesta de estos genes en A. tequilana, puede sentar las bases para la estrategia de 

mejoramiento de la resistencia en estas plantas. 

Como sucede en otras plantas monocotiledóneas solo se encontró la presencia de genes 

que codifican para proteínas tipo no-TIR (Habachi-Houimli et al., 2018; Karthika, Prasath, 

y Anandaraj, 2019; Puch-Hau et al., 2015) probablemente debido a que estas son 

ancestrales y las proteínas tipo TIR surgieron después de la divergencia entre 

monocotiledóneas y dicotiledóneas (Pan, Wendel, y Fluhr, 2000). Las 46 secuencias tipo 

NBS aisladas del transcriptoma de A. tequilana, son variables tanto en número de 

aminoácidos, como en propiedades fisicoquímicas, sin embargo, la organización de los 

motivos estructurales y la presencia de sitios de interacción con otras proteínas como la 

RanGAP2 es conservada, lo que nos puede sugerir que estos transcritos codifican para 

proteínas funcionales, debido a que el orden y la presencia de estos sitios de interacción 

son indispensables para el funcionamiento de estas proteínas (Hulbert, Webb, Smith, y 

Sun, 2001; Tameling et al., 2010). A pesar de que conservan la estructura, organización y 

secuencia de los motivos característicos descritos para este tipo de proteínas, en el 

análisis filogenético estas se agrupan en cinco clados, dentro de los cuales, los miembros 

de cada uno de ellos comparten homologías con proteínas R para defensa hacia el mismo 

tipo de patógeno. Es decir, en el grupo I, la mayoría tiene homología con la proteína Pit, 

en el grupo V con Pi9, etc; lo que sugiere una especialización en la función de estas 

proteínas. 

Como se ha descrito anteriormente, el incremento en la expresión está relacionado con la 

resistencia y la presencia de los patógenos incrementa la expresión de estos genes. 

(Horvath et al., 2012; Li et al., 2013; Xun et al., 2019). Por lo que, observar cambios en los 

niveles de expresión de estos genes en A. tequilana al ser infectado con la cepa del 

genero Lasiodiplodia podría indicar cual o cuales grupos de genes NBS-LRR están 

participando en la defensa contra la infección de este hongo. Al menos en este estudio se 

determinó que la expresión de los grupos I, II y V es inducida. Aunque cada grupo mostro 

perfiles diferentes en la expresión, basados en el número de copias expresadas el grupo I 

podría ser la principal y el grupo V, posiblemente esté actuando como auxiliar a la 

respuesta de defensa, mientras que el grupo II, actúa probablemente en respuesta 

temprana en contra la infección de manera más general, similar a lo que ocurre en otras 

plantas (van der Hoorn y Kamoun, 2008; Yuan et al., 2011). 
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El conocimiento de la respuesta de los diferentes grupos de genes NBS-LRR en Agave 

tequilana, puede llevar al desarrollo de estrategias para la mejora de cultivos. Es probable 

que el grupo I, dado a su mayor expresión y mayor cambio en los niveles de expresión en 

respuesta a la infección, este involucrado en la respuesta hacia este patógeno, lo que lo 

hace un candidato para posteriores estudios para el desarrollo de marcadores 

moleculares para la selección. 

4.2. CONCLUSIONES 

 El análisis de la comunidad fúngica asociada a plantas de A. tequilana, así 

como los análisis de actividad pectinolítica y ensayos de infección in vitro, 

permitieron la identificación de un nuevo patógeno del genero Lasiodiplodia. 

 

 Se aislaron 46 secuencias tipo NBS-LRR en el transcriptoma de A. tequilana, 

las cuales, de acuerdo con sus características fisicoquímicas, estructurales y 

similitud con otras proteínas de referencia tipo NBS-LRR, se puede inferir que 

son funcionales. 

 Los genes tipo NBS-LRR son inducidos por la presencia del patógeno, lo cual 

sugiere que tienen un papel importante en la respuesta de defensa al menos 

para los hongos del genero Lasiodiplodia 

4.3. PERSPECTIVAS  

 Evaluar la inducción de la expresión de los grupos de genes NBS-LRR 

identificados en A. tequilana durante la infección de Fusarium oxysporum y 

comparar los perfiles de expresión obtenidos para la infección de Lasiodiplodia, 

para determinar si existe una respuesta especifica hacia cada género. 

 

 Realizar un análisis transcriptómico más amplio, para identificar un mayor número 

de secuencias tipo NBS-LRR y realizar un análisis filogenético para identificar 

nuevos grupos o corroborar el agrupamiento obtenido.  

 Evaluar la respuesta del grupo I a la infección de distintos patógenos en plantas de 

A. tequilana, en grupos contrastantes para correlacionar la inducción de la 

expresión con la mayor resistencia a la infección 
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 Determinar la localización física de cada grupo de NBS-LRR para evidenciar la 

representatividad y aportar información relacionada con la historia evolutiva de 

esta familia de genes.  
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Anexo 1. Morfología de las principales cepas aisladas de plantas de Agave tequilana 

con signos de enfermedad. Cultivadas en medio de PDA. a) H1 (Myrmaecium 

rubricosum); b) H29 (Lasiodiplodia sp.); c) H28 (Neoscytalidium sp.); d) H17 

(Cladosporium cladosporoides); e) H13 (Cytospora rhizhophorae); f) H7 (Penicillium 

pinophilum); g) H16 (Penicillium diversum); h) H8 (Fusarium oxysporum); i) 

H15(Purpureocillium lilacinum); j) H11 (Phoma sp.). 
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Anexo 2. DNA genómico obtenido a partir de micelio de cultivos purificados. 

Visualización en gel de agarosa al 1%.  Electroforesis realizada por 45 minutos a 85 

volts. M, marcador de 1kb marca invitrogen; Teñido con bromuro de etidio. 
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Anexo 3. Árbol filogenético obtenido del análisis de las secuencias D1-D2 LSU de las 

cepas aisladas y sus parientes más cercanos (Cuadro 2.3). El análisis filogenético fue 

realizado usando el método de mínima evolución con el modelo de Kimura2. Los 

números indican el boostrap, derivado de 1,000 remuestreos. El análisis fue realizado en 

MEGA software versión 7. Las cepas aisladas de plantas de A. tequilana están marcadas 

con el símbolo de rombo. 



ANEXOS 

140 

 
Anexo 4. Árbol filogenético obtenido del análisis de las secuencias ITS1-5.8s-ITS2 de las cepas 

aisladas y sus parientes más cercanos (Cuadro 2.3). El análisis filogenético fue realizado usando el 

método de mínima evolución con el modelo de Kimura2. Los números indican el boostrap, derivado 

de 1,000 remuestreos. El análisis fue realizado en MEGA software versión 7. Las cepas aisladas 

de plantas de A. tequilana están marcadas con el símbolo de rombo. 
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Anexo 5. Rendimiento neto (%) de ac. galacturónico de las cepas aisladas de A. tequilana 

Cepas RNAG en YPD RNAG en YPD-A RNAG en YP-A 

H18 24.3 18.9 16.4 

H8 21.1 21.9 15.0 

H30 41.1 26.7 41.2 

H9 44.6 30.1 27.6 

H20 53.0 33.4 28.9 

H29 49.6 32.7 17.7 

H8: Fusarium sp; H30 y H9: Lasiodiplodia parva; H20, H29, H18: Lasiodiplodia 
pseudotheobromae. 
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Anexo 6. Logo de las secuencias conservadas del dominio CC en proteínas tipo NBS-

LRR de A.tequilana 
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Anexo 7. Logo de las secuencias conservadas del dominio LRR en proteínas tipo NBS-

LRR de A.tequilana 
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Anexo 8. Curva estándar construida con los cebadores NBS_U, NBS_1A, NBS_2A, 

NBS_5B, empleados para el análisis de número de copias expresadas para los genes 

tipo NBS en A. tequilana. Expresión global (a) Grupo I (b), II (c) y V (d). Se muestran las 

curvas de amplificación (eje X: ciclo, eje Y: fluorescencia) y la regresión lineal de las 

curvas (eje X: ng , eje Y: Ct) 


