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INTRODUCCION

La familia Cactaceae: caracteristicas, distribucion y usos.

Las plantas de la familia Cactaceae pertenecientes al orden Caryophyllales tienen
como caracteristicas particulares el poseer tallos suculentos, la presencia de espinas,
la ausencia de hojas, la presencia de areolas, entre otras. Gracias a las adaptaciones
morfoldgicas, anatdmicas, celulares y metabdlicas; les ha permitido distribuirse en
ambientes aridos debido a la capacidad de almacenar la cantidad necesaria de agua y
nutrientes para su sobrevivencia (Terrazas-Salgado y Mauseth, 2002; Guerrero et al.
2019). De esta manera se distribuyen a lo largo del continente americano de donde son
nativas, no obstante, la mayor riqgueza y endemismo se encuentra en México ya que
posee 518 especies endémicas (Guzman, et al. 2003) de las cuales 104 segun Bravo-
Hollis y Sanchez-Mejorada (1978), y 93 especies segun Guzman et al. (2003)
pertenecen al género Opuntia, conocido comunmente como “Nopal” o “Tuna”.

Desde la antigledad, las cactaceas han sido utilizadas por culturas antiguas de
Mesoamérica y siendo distribuidas a otros continentes por el colonialismo europeo
(Casas y Barbera, 2002). Actualmente, contintan siendo parte importante de la cultura,
la economia debido a su valor ornamental, alimenticio, y sobre todo ecolégico (Nobel,
2002).

Los nopales en México.

En nuestro pais, el género Opuntia tiene diferentes aprovechamientos, por lo que se
divide en tres categorias como: nopal verdura (por sus cladodios), nopal tunero (por su
fruto) y nopal forrajero (SAGARPA, 2015); de esta manera, las diferentes especies que
son cultivadas para la produccién de verdura como O. ficus-indica; para la produccién
de frutos: O. ficus-indica y O. albicarpa; y para la produccién de forraje tenemos a: O.
ficus-indica, O. decumbens, O. robusta, O. stenopétala, O. pailana, entre otras (Flores,
2003; Dubeux Jr., et al. 2018; Jacobo y Gallegos, 2018; Potgieter y D’Aquino, 2018).

Asimismo, en los ultimos afios el volumen de superficie sembrada, cosechada y de
produccion ha aumentado tanto para nopal verdura (nopalitos) como para la tuna. En
el afio 1999 los nopalitos abarcaron una superficie sembrada de 7,326 hectareas (ha)
de la cual se coseché 39,775 ha y la produccién fue de 315,769.35 toneladas (ton),

mientras que para la tuna se sembraron 47,854 ha, se cosecharon 39,775 ha y se
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produjo 262,620.42 ton. Ahora bien, en el afio 2021 para los nopalitos se sembraron
12,596.70 ha, se cosecharon 12,449.65 ha y se produjeron 868,956.28 ton, al mismo
tiempo, para tuna se sembraron 45,320.34 ha, se cosecharon 43,416.43 ha y se
produjeron 462,209.02 ton (SIAP, 2022). Debido a la importancia econémica que
representa el nopal en el pais, se han investigado las diferentes enfermedades y sus

sintomas causadas por diferentes patégenos, los cuales se describen a continuacion.

Enfermedades en nopal.

La mayoria de las enfermedades en Opuntia son causadas por microorganismos que
afectan tanto al cladodio como al fruto; pueden ser causadas principalmente por hongos
como la mancha negra (Pseudocercospora opuntiae), cancer gomoso (Lasiodiplodia
theobromae), mancha del oro (Alternaria spp.), entre otras. Las infecciones por
bacterias generalmente causan pudricion y formacién de agallas en los frutos y
cladodios; pudricién blanda (Pectobacterium carotovorum antes Erwinia carotovora),

agalla de la corona (Rhizobium radiobacter), etc. (Granata, et. al. 2018).

Otros agentes patdégenos que también se han reportado que presentan una
sintomatologia similar en Opuntias son los fitoplasmas y los virus (parasitos
intracelulares obligados de DNA o RNA, envueltos en una capside proteica (Modrow,
et al. 2013), los cuales se han reportado que provocan la aparicion de anillos cloréticos,
mosaicos, amarillamiento generalizado, adelgazamiento del cladodio y una eventual
marchitez, los frutos reducen su tamafio e incluso se han encontrado en muestras
asintomaticas (De La Torre, et al. 2007; Hernandez-Pérez, et al. 2009; Suaste, et al.
2012; Alonso, et al. 2015; Salgado-Ortiz, et al. 2020).

Virus reportados en Cactaceas y Nopales.

Sumado a lo anterior, algunos virus de RNA se han reportado, tanto en otras especies
de cactaceas como en Opuntias cultivadas o silvestres, como causantes de diferentes
sintomas en las plantas como la presencia de un moteado amarillento provocado por
Cactus virus X (CVX) en Hylocereus undatus (Liou, et al. 2004) y en Echinopsis
macrogona (Maliarenko y Mudrak, 2013), Opuntia virus X (OpVX), Schlumbergera virus
X (SchVX) y Zygocactus virus X (ZyVX) en Opuntia albicarpa, Schlumbergera truncata

y Hylocereus undatus (Duarte, et al., 2008), pertenecientes al género Potexvirus;
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Cactus mild mottle virus (CMMoV) en O. amyclae (De la Torre, et al. 2007),
Chamaereus silvestrii f. cristata, Echinopsis sp. f. cristata y Mammillaria elongata
f. cristata (Maliarenko y Mudrak, 2013), Rattail cactus necrosis-associated virus
(RCNaV) en Aporcactus flagelliformis (Kim et al. 2012), O. albicarpa (De La Torre et al.
2016a) y Notocactus leninghausii f. cristatus (Park et al. 2018), Opuntia virus 2 (OV2)
en O. streptacantha, O. pilifera, O. depressa, O. robusta y O. ficus-indica (Salgado-
Ortiz, et al. 2020), pertenecientes al género Tobamovirus; Cactus virus 2 (CV2) en
Echinopsis chamaecereus f. cristata, Echinocereus pectinatus f. cristata, Mammillaria
elongata f. cristata y Eriocereus jusbertii (Maliarenko y Mudrak, 2013), perteneciente al

género Carlavirus.

Por otro lado, también se han reportado virus de DNA detectados en diferentes
especies de la familia Cactaceae, ademas de ser causantes de diferentes sintomas,
como Epiphyllum mottle-associated virus (EpMoaV) en Epiphyllum spp., Discocactus
spp., Schlumbergera spp. y Opuntia spp, perteneciente al género Badnavirus (Lan, et
al. 2019); Epiphyllum virus 4 (EpV-4) en Epiphyllum spp., perteneciente al género
Cavemovirus (Zheng, et al. 2020); Opuntia virus 1 (OpV1) en diferentes especies de
Opuntia spp., perteneciente al género Opunvirus; Opuntia Virus 2 (OpV2) en diferentes
especies de Opuntia spp., sin género definido; y Opuntia becurtovirus en Opuntia spp.,

perteneciente al género Becurtovirus (Fontenele, et al. 2020 y 2021).

Técnicas de estudio para el hallazgo de virus.

En fitopatologia y en el diagndstico de virus, se emplean mdltiples técnicas que
requieren una excelente precision. Generalmente, se emplean pruebas seroldgicas, las
cuales se basan en la deteccion de anticuerpos especificos contra el virus en cuestion.
Estas pruebas utilizan antisueros que se unen a los antigenos virales, permitiendo asi
su deteccién, como el caso de los ensayos de inmunoadsorcion ligados a enzimas
(ELISA). También se emplean pruebas moleculares, como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), que permite amplificar y detectar secuencias especificas del
genoma viral, y la retrotranscriptasa reversa ligada a la PCR (rt-PCR), que permite la
deteccion de virus de ARN mediante la transcripcion reversa a ADN complementario
(cDNA) y la amplificacion mediante PCR. Estas técnicas utilizan el uso de primers
especificos que amplifican regiones del genoma viral (también conocido como viroma)
(Mumford, et al. 2006; Jeong, et al. 2014). Aunque las pruebas seroldgicas son

ampliamente utilizadas en el diagndstico de virus, tienen una menor sensibilidad en la
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deteccidn de virus en comparacion con las pruebas moleculares, como la PCR y la rt-
PCR (Lacroix, et al. 2016).

A pesar de que las técnicas moleculares como la PCR y la rt-PCR son muy efectivas
en la deteccion de virus, tienen limitaciones en cuanto a la cantidad de informacién que
pueden obtener. Debido a que solo amplifican una porcién del genoma viral,
generalmente las regiones conservadas, y no el genoma completo. Ademas, solo son
aplicables a virus previamente conocidos, lo que implica una limitacion en la deteccion
de nuevos virus (Jones, et al. 2017). Por lo tanto, diferentes estudios recientes utilizan
la tecnologia se secuenciacion de nueva generacion (NGS) como la (RNA-Seq) la cual
permite tener una amplia perspectiva en cuanto al genoma viral y el descubrimiento de
nuevos virus (Pecman, et al. 2017), donde también el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) destaca el uso de esta tecnologia en el diagnéstico y
caracterizacion de virus (Simmonds, et al. 2017)

En resumen, las técnicas moleculares y seroldgicas son herramientas importantes en
el diagndstico y caracterizacion de virus en plantas. A pesar de las limitantes que
cuentan las técnicas moleculares (PCR y rt-PCR) continlan siendo usadas para
detectar de manera rapida y eficaz los virus presentes en las diferentes especies de
plantas, ademas de representar un bajo costo a comparacion del costo que tiene la
RNA-Seq.

JUSTIFICACION

Dada la importancia econdmica, sociocultural y ecoldgica que representa el género
Opuntia en el pais, es importante conocer la etiologia de sintomas de moteado
amarillento (Figura 1), haciendo uso de las tecnologias de deteccion de virus
anteriormente descritas como los analisis de rt-PCR y la secuenciacion Sanger para la

deteccion de virus en especies silvestres y cultivadas.



Figura 1. Sintomas de manchas circulares cloréticas (indicadas por la flecha blanca)

presentes en el cladodio de nopal.

OBJETIVOS

Identificar y caracterizar molecularmente a los posibles virus asociados a dafios ya
descritos en diferentes especies del género Opuntia: O. ficus-indica, O. megacantha, O.
hyptiacantha, O. tehuapanensis, O. robusta, O. lasiacantha, O. engelmannii, O. tomentosa,

Nopal bavito, O. streptacantha y Opuntia sp. del jardin botanico de C.U.

MATERIALES Y METODOS

Colecta.

Se colectaron los cladodios de diferentes especies del género Opuntia con presencia de
anillos cloréticos irregulares, provenientes del jardin botanico de Ciudad Universitaria las
cuales son procedentes de los diferentes Estados de la Republica Mexicana (Tabla 1). Las
muestras se llevaron al Laboratorio de Fitopatologia de la UBIPRO de la FES lztacala, las

cuales se almacenaron a — 10°C para su posterior procesamiento.



Tabla 1. Distribuciéon de las especies silvestres recolectadas de Opuntia en los diferentes

estados de la Republica Mexicana segin Guzman, et al. 2003.*

Estado Especie
Aguascalientes | O. megacantha, O. hyptiacantha, O. engelmanii, O. streptacantha
G . 0. megacantha, O. hyptiacantha, O. robusta, O. lasiacantha, O.
uanajuato
streptacantha
. O. megacantha, O. hyptiacantha, O. robusta, O. lasiacantha, O.
Jalisco
streptacantha
San Luis 0. megacantha, O. hyptiacantha, O. robusta, O. lasiacantha, O.
Potosi engelmanii, O. streptacantha
O. megacantha, O. hyptiacantha, O. robusta, O. lasiacantha, O.
Zacatecas T
engelmanii, O. streptacantha
Hidalgo O. hyptiacantha, O. robusta, O. lasiacantha
México O. hyptiacantha, O. robusta, O. lasiacantha
Oaxaca O. hyptiacantha, O. lasiacantha
Puebla O. hyptiacantha, O. tehuapanensis, O. lasiacantha
Querétaro O. hyptiacantha, O. robusta, O. lasiacantha, O. streptacantha
Tlaxcala O. hyptiacantha, O. lasiacantha, O. streptacantha
Chihuahua O. robusta, O. engelmanii
Cluqlapl de O. robusta, O. lasiacantha, O. tomentosa, O. streptacantha
Mexico
Durango O. robusta, O. engelmanii, O. streptacantha
Michoacan O. robusta, O. lasiacantha, O. tomentosa
Sonora O. robusta
Coahuila O. engelmanii
Nuevo Lebdn O. engelmanii
Tamaulipas O. engelmanii
Guerrero O. tomentosa
Morelos O. tomentosa
Gudalajara O. tomentosa

* La especie O. ficus-indica no se incluyd en la tabla debido a que es una especie cultivada.



Extraccion de acidos nucleicos totales.

Se extrajo una porciéon de 1 cm? de epidermis en las regiones con presencia de anillos
cloréticos de cada una de las muestras colectadas, con el fin de disminuir la presencia de
polisacaridos. Algunas muestras de la misma especie se mezclaron para realizar la
extraccion en mix. La extraccion se realiz6 mediante el método modificado de Dellaporta 'y
colaboradores (1983), que consiste en el macerado de la epidermis con buffer de
extraccion (Urea 7M, NaCl 0.35M, Tris-base 0.05M, EDTA 0.02M y Lauryl-sarcosina 1%)
para lalisis celular. Posteriormente, se separé la fase organica mediante la adicién de fenol-
cloroformo (v/v), agitando la solucién para después centrifugar a 12,000 rpm por 3min. Se
recuperé la fase acuosa y se precipité con acetato de amonio 10M e isopropanol y se
centrifugd a 12,000 rpm por 10min. La pastilla obtenida se lavo con etanol al 70%, y se
resuspendié en 30uL de agua Milli-Q.

Deteccidén de virus mediante ensayos de Transcriptasa Reversa ligada a la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (rt-PCR) y Secuenciacion de productos de
RT-PCR.

Para determinar la presencia de diferentes virus reportados en cactaceas se realizaron
ensayos de rt-PCR con el kit SuperScriptTM Il One-Step rt-PCR System with PlatinumTM
Taq DNA (ThermoFisher Scientific), utilizando como templado las extracciones de las diez
especies de Opuntia obtenidas por el método modificado de Dellaporta y colaboradores
(1983), ademas, el uso de ocho juegos de oligonucleétidos especificos para los virus:
Opuntia virus 2 (OV2) (Salgado-Ortiz, et al. 2020; Salgado-Ortiz, 2020), Rattail cactus
necrosis-associated virus (RCNaV) (De La Torre, et al. 2016a), Schlumbergera virus X
(SchVvX) (De La Torre, et al. 2016b) y Opuntia virus H (OpVH) (Salgado-Ortiz, 2020).
Posteriormente, las mezclas se colocaron en un termociclador (BIORAD T100 Thermal
Cycler) con las condiciones térmicas especificas para cada reaccion (Tabla 1). Los
productos obtenidos se corrieron en geles de agarosa al 1% tefiidos con Bromuro de Etidio
(Brit) durante 30 min a 100V. El tamafio de los productos se calculé comparando las

bandas obtenidas por el marcador de peso molecular de 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).



Tabla 2. Oligos usados en los andlisis de RT-PC para la deteccién de virus.

Virus Género Amplicén (pb) Ol)cj‘gtri]vo Tm (°C) Ref.
Opuntia virus 2 . Salgado-Ortiz,
(0V2) Tobamovirus 1,000 CP 55 2020

Rattail cactus
necrosis- . De La Torre, et
associated Tobamovirus 850 CP 55 al 2016a
virus (RCNaV)
Schlumbergera
virus X Potexvirus 850 cP 55 DeaLlazToolréi’ el
(SchvX) :
Opuntia virus . Salgado-Ortiz,
H (OpVH) Carlavirus 2,000 CP 52 2020

- Tm: Temperatura de melting o Temperatura de fusion.

- CP: Capsid Protein o proteina de la capside.

Los productos de la rt-PCR del tamafio esperado, se cortaron de los geles de agarosay se
purificaron utilizando el GeneJET Gel Extraction Kit (ThermoFisher Scientific). Las
secuencias de los amplicones esperados se obtuvieron utilizando secuenciacién Sanger
(Sanger, et al. 1977), para confirmar la identidad de los supuestos virus en las muestras de

Opuntia.

Analisis y comparaciéon de secuencias nucleotidicas obtenidas por secuenciacion

Sanger.

Se obtuvieron 26 secuencias Sanger en total de las especies de Opuntia que habrian
correspondido con un resultado positivo para cada uno de los virus identificados en los
ensayos de rt-PCR. Después, se compararon contra la base de datos del NCBI por medio
de la herramienta en linea BLASTn donde se usé Megablast (secuencias de alta similitud)
para la obtencién de valores certeros (Altschul et al., 1997). De esta manera, se busco el
marco abierto de lectura (ORF) de la proteina de la Capside (capsid protein, CP) para cada
secuencia obtenida para los virus OV2, RCNaV, SchVX y Carlavirus; sin embargo, las
secuencias obtenidas de Carlavirus solamente tenian completo el ORF del Triple Gene
Block 3 (TGB-3) y el ORF de la CP estaba incompleto. Una vez delimitado el ORF de la
CP, las secuencias repetidas de un virus que pertenecian a la misma especie se alinearon

con el programa Geneious version 11.0.2 (Biomatters Ltd) para obtener la secuencia



consenso; no obstante, no se realizd ninguna secuencia consenso para aquellas especies

donde solo se tenia para una sola secuencia.

Asi mismo, para corroborar la especie y determinar las relaciones que existen entre
nuestras secuencias obtenidas se construyeron dendrogramas con secuencias de la CP
para Tobamovirus y Potexvirus. Se hizo uso del programa Mafft v 7.407 para construir el
alineamiento con la estrategia L-INS-i (Katoh, 2019). Una vez obtenido el alineamiento se
utilizé el programa MEGA 11 (Tamura, et al., 2021) donde construyé el dendrograma con

“Neighbor-Joining” usando el modelo “Kimura 2-parameter” con 1,000 repeticiones.

RESULTADOS

Diagnoéstico de virus por ensayos de RT-PCR y Secuenciacion Sanger.

Tabla 3. Especies positivas para los diferentes virus en ensayos de RT-PCR.

Muestra virus
oVv2 RCNaV Schvx OpVH
O. ficus-indica POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
0. megacantha POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
O. hyptiacantha POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
O. tehuapanensis POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
O. robusta NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
0. lasiacantha POSITIVO POSITIVO POSITIVO NEGATIVO
0. engelmannii POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
O. tomentosa POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
O. streptacantha POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
Opuntia sp. POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Nopal bavito NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

A partir de los ensayos de rt-PCR, se obtuvieron productos acordes al tamafio esperado
(1,000 pb) para Opuntia virus 2 en las muestras de O. ficus-indica, O. megacantha, O.
hyptiacantha, O. tehuapanensis, O. lasiacantha, O. engelmannii, O. tomentosa, Opuntia
sp. y O. streptacantha (Figuras 1, 2, 3; Tabla 3; ANEXO: Figura suplementaria 1y 2) y las
secuencias mostraron porcentajes de identidad de nucleétidos mayores al 95% con la CP
del virus OV2 (No. de acceso GenBank: NC_040685.2 y 0Q240440.1; Tabla 4).




1kb 1 2 3 4 ) 6 / 8

1,000 pb -

Figura 1. Ensayos de rt-PCR para Opuntia virus 2: Carril 1. O. ficus-indica; Carril 2. O.
hyptiacantha; Carril 3. O. tehuapanensis; Carril 4. O. lasiacantha; Carril 5. O.
megacantha; Carril 6: O. megacantha (+); Carril 7: Datura sp. (-); Carril 8: Agua

destilada (-). Se observan productos de tamafio esperado de 1,000 pb.

1kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1,000 pb -

Figura 2. Ensayos de rt-PCR para Opuntia virus 2: Carril 1. O. ficus-indica; Carril 2.
ficus-indica; Carril 3. O. engelmannii; Carril 4. O. engelmannii; Carril 5. O. streptacantha;
Carril 6. O. streptacantha; Carril 7. O. streptacantha; Carril 8. O. tormentosa; Carril 9.

O. tormentosa; Carril 10. O. megacantha (+); Carril 11: Datura sp. (-); Carril 12: Agua

destilada (-). Se observan productos de tamafio esperado de 1,000 pb.
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1,000 pb -

Figura 3. Ensayos de rt-PCR para Opuntia virus 2: Carril 1. Nopal Bavito; Carril 2. Nopal Bavito;
Carril 3. Nopal Bavito; Carril 4. Opuntia sp.; Carril 5. Opuntia sp.; Carril 6. Opuntia sp.; Carril 7.
Opuntia sp.; Carril 8. Opuntia sp.; Carril 9. O. megacantha; Carril 10. O. megacantha; Carril 11.
O. megacantha (+); Carril 12: Datura sp. (-); Carril 13: Agua destilada (-). Se observan productos
de tamafio esperado de 1,000 pb, los carriles 2 al 4 se observan productos de baja calidad

mientras que los carriles 5 al 10 se observan productos de buena calidad.

- 850 pb

Figura 4. Ensayos de rt-PCR para Rattail cactus necrosis-associated virus: Carril 1
O. ficus-indica; Carril 2. O. engelmannii; Carril 3. O. streptacantha; Carril 4. O.
tomentosa; Carril 5. O. robusta.; Carril 6. O. parviclada (+); Carril 7: Irisine sp. (-);
Carril 8: Agua destilada (-). Se observan productos de buena calidad del tamafio

esperado para los carilles 1y 5.

Para el Rattail cactus necrosis-associated virus se obtuvieron productos esperados (850
pb) solamente en las O. ficus-indica, O. megacantha, O. hyptiacantha, O. tehuapanensis,
O. lasiacantha, O. tomentosa, O. robusta y O. streptacantha (Figuras 4 y 5; Tabla 3;
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ANEXO: Figura suplementaria 3, 4, 5 y 6); sin embargo, solamente los productos de las
muestras O. hyptiacantha, O. robusta, O. lasiacantha y O. tomentosa fueron secuenciadas
debido a que se obtuvieron limpiezas de mejor calidad. De esta manera, las secuencias
obtenidas mostraron porcentajes de identidad de nucleétidos mayores al 90% con la CP
del virus RCNaV (No. de acceso GenBank: KY348773.1 y NC_016442.1; Tabla 5).

kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 5. Ensayos de rt-PCR para Rattail cactus necrosis-associated virus: Carril 1
O. hyptiacantha; Carril 2. O. tehuapanensis; Carril 3. O. lasiacantha; Carril 4. O.
megacantha; Carril 5. Opuntia sp.; Carril 6. Nopal bavito; Carril 7. O. parviclada (+);
Carril 8: Irisine sp. (-); Carril 9: Agua destilada (-). Se observan productos de buena

calidad en los carriles 1y 3.

Para Schlumbergera virus X se obtuvieron productos esperados (850 pb) para las muestras
O. ficus-indica, O. streptacantha, O. lasiacantha y O. megacantha (Figuras 6 y 7; Tabla 3;
ANEXO: Figura suplementaria 3 y 4); no obstante, la muestra O. lasiacantha fue la Unica
gue no cumplié con los productos de la calidad esperada. Por lo tanto, las secuencias
obtenidas tuvieron porcentajes de identidad de nucleétidos mayores al 95% con la CP del
virus SchVvX (No. de acceso GenBank: MH532288.1; Tabla 6).
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Figura 6. Ensayos de rt-PCR para Schlumbergera virus X: Carril 1 O. ficus-indica;
Carril 2. O. engelmannii; Carril 3. O. streptacantha; Carril 4. O. tomentosa; Carril 5. O.
robusta.; Carril 6. O. megacantha (+); Carril 7: Irisine sp. (-); Carril 8: Agua destilada

(-). Se observan tamarios del producto esperado para los carriles 1y 3.

Por ultimo, los ensayos para Opuntia virus H se obtuvieron productos esperados (2,000 pb)
para las muestras O. ficus-indica, O. streptacantha y O. megacantha (Figuras 8 y 9; Tabla
3; ANEXO: Figura suplementaria 3, 4 y 6) y las secuencias obtenidas obtuvieron
porcentajes de identidad de nucleétidos mayores al 80% con el Triple Gene Block 3 (TGB-
3) y la CP del virus OpVH (No. de acceso GenBank: KU854930.4; Tabla 7).

1 2 3 4 56 7 8 9  1kb

Figura 7. Ensayos de rt-PCR para Schlumbergera virus X: Carril 1 O. hyptiacantha;
Carril 2. O. tehuapanensis; Carril 3. O. lasiacantha; Carril 4. O. megacantha; Carril 5.

Opuntia sp.; Carril 6. Nopal bavito; Carril 7. O. megacantha (+); Carril 8: Irisine sp. (-);

Carril 9: Agua destilada (-).
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2,000 pb -

Figura 8. Ensayos de rt-PCR para Opuntia virus H: Carril 1 O. ficus-indica; Carril 2. O.

engelmannii; Carril 3. O. streptacantha; Carril 4. O. tomentosa; Carril 5. O. robusta;

Carril 6. O. parviclada (+); Carril 7: Irisine sp. (-); Carril 8: Agua destilada (-).

9 8 7 6 5 4 3 2 1 1kb

- 2,000 pb

Figura 9. Ensayos de rt-PCR para Opuntia virus H: Carril 1 O. hyptiacantha; Carril 2.
O. tehuapanensis; Carril 3. O. lasiacantha; Carril 4. O. megacantha; Carril 5. Opuntia

sp.; Carril 6. Nopal bavito; Carril 7. O. parviclada (+); Carril 8: Irisine sp. (-); Carril 9:

Agua destilada (-).



Analisis de las secuencias en Blastn.

Tabla 4. Andlisis en Blastn de las secuencias obtenidas para OV2.

Muestras Cobertura nfggggggs Total Valor del No. de

(%) (nt) (%) score error acceso
O. hyptiacantha 100 98.88 1443 0 NC_040685.2
O. streptacantha 100 99.88 1493 0 0Q240440.1
O. engelmannii 100 99.75 1482 0 00Q240440.1
O. tehuapanensis 100 99.01 1448 0 NC _040685.2
O. lasiacantha 100 98.76 1443 0 NC_040685.2
O. ficus-indica 100 990.14 1467 0 OK428619.1
O. ficus-indica 100 99.88 1504 0 00Q240440.1
O. megacantha 100 98.76 1439 0 NC_040685.2
O. engelmannii 100 99.88 1483 0 00Q240440.1
O. tomentosa 100 98.04 1448 0 0Q240440.1
O. hyptiacantha 100 98.76 1441 0 NC_040685.2
Opuntia sp. 100 98.53 1456 0 NC_040685.2
O. megacantha 100 98.88 1430 0 NC_040685.2
Opuntia sp. 100 99.51 1483 0 NC_040685.2
O. lasiacantha 100 98.88 1443 0 NC_040685.2
O. streptacantha 100 99.26 1465 0 00Q240440.1
O. ficus-indica 100 97.75 1367 0 NC_040685.2

Tabla 5. Andlisis en Blastn de las secuencias obtenidas para RCNaV.

Cobertura Ident,|C!ad Total Valor del No. de
Muestras (%) nucleétidos score error acceso
(nt) (%)

O. hyptiacantha 100 95.73 1131 0 KY348773.1
O. robusta 100 94.06 1074 0 NC 016442.1
O. hyptiacantha 100 94.03 1068 0 NC_016442.1
O. lasiacantha 100 95.45 1125 0 KY348773.1
O. tomentosa 89 93.29 673 0 NC_016442.1

Tabla 6. Andlisis en Blastn de las secuencias obtenidas para SchVX.

Identidad

Cobertura ! Total Valor del No. de
Muestras nucleotidos
(%) (nt) (%) score error acceso
O. ficus-indica 100 99.86 1271 0 MH532288.1
O. streptacantha 100 99.85 1266 0 MH532288.1
O. megacantha 100 98.71 1245 0 MH532287.1
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Tabla 7. Andlisis en Blastn de las secuencias obtenidas para Carlavirus.

Cobertura Ident,|o_|ad Total Valor del No. de
Muestras (%) nucleoétidos score error aCCeso
(nt) (%)
O. megacantha 99 86.03 832 0 KU854930.4
O. ficus-indica 99 93.85 852 0 0Q240442.1

Dendrogramas de las secuencias Sanger.

Los dendrogramas formados a partir de las secuencias Sanger de la CP para OV2 y
RCNaV formaron dos subgrupos de cactaceas, en donde las secuencias de opuntia para
OV2 se agruparon correctamente con Opuntia virus 2 (NC_040685.2) con un valor de
soporte (Bootstrap) de 100, sin embargo, el grupo formado por OV2 no se agrupa con el
otro subgrupo de RCNaV y CMMoV, donde las secuencias Sanger para RCNaV se
agruparon correctamente con Rattail cactus necrosis-associated virus (KU854932.1 y
NC_016442.1) con un valor de soporte de 100, los cuales también se agrupan con las
secuencias de Cactus mild mottle virus (EU043335.1 y NC_011803.1), el grupo tuvo un
valor del soporte de 99 (Figura 10). A manera de acercamiento, se realiz6 un dendrograma
Unicamente para los tobamovirus de cactaceas donde se observa a detalle el agrupamiento

de las secuencias (Figura 11).

Por otro lado, el dendrograma de las secuencias de la CP para SchVX forman un subgrupo
de cactaceas con un valor de soporte de 100, las cuales tuvieron una mayor homologia
con la secuencia del Pitay virus X (NC_024458.1) (Figura 12). Sin embargo, para las
secuencias de Carlavirus donde se habian obtenido la secuencia del TGB-3 y la secuencia
parcial de la CP no se realizaron dendrogramas debido a que no se obtuvo la secuencia

de la CP completa.
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100 NC_008716.1 Maracuja mosaic virus
NC_015552.1 Passion fruit mosaic virus
84 NC_001801.1 Cucumber green mottle mosaic virus
NC_002633.1 Cucumber fruit mottle mosaic virus
wd_(;': NC_003610.1 Kyuri green mottle mosaic virus
6 NC_003878.1 Zucchini green mottle mosaic virus
NC_014546.1 Frangipani mosaic virus
(7 0. streptacantha

51

0. enngelmanii
NC_040685.2 Opuntia virus 2 isolate Nopal hec Mex
Opuntia sp.
50 O. tomentosa
73 0. ficus-indica
0. megacantha
O. lasiacantha
7d O- hyptiacantha
70 O. huajuapensis

9 0. hyptiacantha %
ﬁ O. tomentosa %
10 O. robusta %

KUB854932.1 Rattail cactus necrosis-associated virus isolate nopal verdura-2
99 5 NC_016442.1 Rattail cactus necrosis associated virus
| EU043335.1 Cactus mild mottle virus isolate CMMoV-Kr
100 NC_011803.1 Cactus mild mottle virus
100 NC_003355.1 Wasabi mottie virus
494{ e NC_004422.1 Youcai mosaic virus
NC_008365.1 Streptocarpus flower break virus
100 NC_003852.1 Obuda pepper virus
sd NC_004106.1 Paprika mild mottle virus
NC_003630.1 Pepper mild mottle virus

NC_010944.1 Brugmansia mild mottle virus

89 NC_001556.1 Tobacco mild green mosaic virus

10

NC_001728.1 Odontoglossum ringspot virus
61 NC_002692.1 Tomato mosaic virus
98 NC_009041.1 Rehmannia mosaic virus
99 NC_001367.1 Tobacco mosaic virus
NC 034833.1 Agave tequilana leaf virus

0.10

Figura 10. Dendrograma de miembros del género Tobamovirus. Usando la secuencia de la cdpside de
24 especies disponibles en la base de datos del GenBank més las secuencias Sanger de las muestras de
Opuntia que se encuentran marcadas de color verde y en cursivas; las secuencias para RCNaV se
sefialan con una estrella. Los agrupamientos de los tobamovirus se corresponden de acuerdo la division
en tres principales grupos de eudicotiledoneas: Asteridae (Astéridas) ramas de color rosa, Rosidae
(Résidas) de color azul y Caryophyllidae (Cactaceas) de color verde de acuerdo con Gibbs et al. 2015.
Los nuameros indican el valor de Bootstrap de 1,000 repeticiones. Se usG como grupo externo a la

secuencia NC 034833.1 Agave tequilana leaf virus que pertenece al género Vitivirus.
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L O. tomentosa

Opuntia sp.
100 NC_040685.2 Opuntia virus 2 isolate Nopal hec-Mex
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78 L Q. streptacantha

100 —— NC_011803.1 Cactus mild mottle virus
L EU043335.1 Cactus mild mottle virus isolate CMMoV-Kr

80 NC 016442 1 Rattail cactus necrosis associated virus

KY348773.1 Rattail cactus necrosis associated virus isolate parviMex-1
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0. robusta

99 { O. tomentosa
58 0. hyptiacantha

72

NC 034833.1 Agave tequilana leaf virus

Figura 11. Dendrograma de miembros de Tobamovirus de Cactaceas. Usando la secuencia de la
capside de 6 especies disponibles en la base de datos del GenBank mas las secuencias Sanger
de las muestras de Opuntia. Los nimeros indican el valor de Bootstrap de 1,000 iteraciones. Grupo

externo se refiere a miembros del género Vitivirus.

18



81 O. ficus-indica
4100“ O. streptacantha
0. megacantha
N_C024458.1 Pitaya virus X
99 NC_011659.1 Schiumbergera virus X
100 NC_006059.1 Zygocactus virus X
81 NC_002815.2 Cactus virus X
71 - NC_006060.1 Opuntia virus X
NC_030746.1 Senna mosaic virus
NC_043079.1 Lagenaria mild mosaic virus
NC_007731 .1 Alternanthera mosaic virus
NC_036587.1 Babaco mosaic virus
NC_001753.1 Clover yellow mosaic virus
56| I_‘ NC_011544.1 Hosta virus X

Cactaceae

100

NC_016003.1 Tamus red mosaic virus
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NC_001658.1 Cassava common mosaic virus
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82 68 NC_010832.1 Lettuce virus X
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NC_004067.1 Pepino mosaic virus
NC_028649.1 Actinidia virus X
NC_001441.1 Narcissus mosaic virus
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NC_001642.1 Bamboo mosaic virus
92 NC_001483.1 Foxtafl mosaic virus

NC_003794.1 Strawberry mild yellow edge virus
NC_055546.1 Cnidium virus X
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0.20

Figura 12. Dendrograma de miembros del género Potexvirus. Usando la secuencia de la capside
de 39 especies disponibles en la base de datos del GenBank mas las secuencias Sanger de las
muestras de Opuntia que se encuentran marcadas en negritas. Se sefala el grupo donde se
encuentran los virus que infectan Cactaceas. Los numeros indican el soporte de rama de 1,000
repeticiones. Se us6 como grupo externo a la secuencia NC_034833.1 Agave tequilana leaf virus

gue pertenece al género Vitivirus.
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DISCUSION

En el presente trabajo se identificaron y caracterizaron molecularmente a los virus Rattail
cactus necrosis-associated virus y Opuntia virus 2 del género Tobamovirus; Opuntia virus
H y Schlumbergera virus X pertenecientes a los géneros Carlavirus y Potexvirus,
respectivamente; como posibles causantes de sintomas de manchas cloréticas en

diferentes especies de Opuntia.

Aunado a esto, en el presente trabajo se detecté mediante rt-PCR la presencia de OV2 en
nueve especies; la presencia de RCNaV en tres especies, con otras cinco especies como
posibles portadoras; la presencia de SchVX en tres especies y una como probable
portadora; y OpVH en dos especies, una de ellas como probable portadora (Tabla 3).
Dichos resultados se confirmaron por medio de secuenciacion Sanger en donde las
secuencias obtenidas se identificaron mediante el uso de la herramienta Blastn, lo que nos
indicé que las muestras de Tobamovirus identificadas como OV2 obtuvieron un porcentaje
de identidad de nucle6tidos mayor al 95% (Tabla 4) y para las muestras de RCNaV se
obtuvo un porcentaje de identidad de nucle6tidos mayor al 90% (Tabla 5); mientras que
para las muestras de Potexvirus identificadas como SchVX obtuvieron un porcentaje de
identidad de nucle6tidos mayor al 95% (Tabla 6) y para las muestras de Carlavirus
identificadas como OpVH obtuvieron porcentajes de identidad mayores al 80% y 90%
(Tabla 7).

De acuerdo con el comité internacional de taxonomia de virus (International Committee
on Taxonomy Viruses o ICTV por sus siglas en inglés), las secuencias de Tobamovirus
presentes en las muestras de Opuntia analizadas para OV2 y RCNaV pertenecen a la
misma especie, respectivamente; ya que se menciona que secuencias con valores de
similitud de nucle6tidos mayores al 90% son la misma especie (Adams et al. 2017); para
las secuencias de Potexvirus se menciona que aquellos aislados de la CP con porcentajes
de similitud de nucleétidos mayores al 72% son la misma especie, por lo tanto las
secuencias corresponden a SchVX (Jan, et al., 2020). Por dltimo, para las secuencias de
Carlavirus se menciona que para los aislados de la CP o la RdRp la similitud de nucleétidos
mayor al 72% se considera la misma especie (Adams et al. 2009), sin embargo, al tener
parcialmente la secuencia de la CP en ambas muestras, es recomendable obtener la
secuencia completa para delimitar la especie OpVH. Sin embargo, al elaborar un
dendrograma del TGB-3 con las secuencias de OpvH y Carlavirus cactus 1 del GeneBank

estas tienen una gran similitud con las secuencias sanger obtenidas (datos no mostrados).
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Como se observa en el dendrograma de Tobamovirus (Figura 10) las secuencias de OV2,
forman un solo subgrupo con la secuencia de Opuntia virus 2 (NC_040685.2), a diferencia
de las secuencias de RCNaV las cuales se agrupan con Rattail cactus necrosis-associated
virus (KU854932.1 y NC_016442.1) y CMMoV (EU043335.1 y NC_011803), por lo que se
generan dos subgrupos de virus de cactaceas para OV2 y RCNaV con CMMoV con un
valor de soporte de las ramas del 100% en ambos subgrupos. De acuerdo con Gibbs et al.
(2015), el género Tobamovirus se clasifica en tres grupos principales correspondientes a
las tres subdivisiones de plantas eudicotiledéneas: Asteridae (Astéridas), Rosidae
(Rosidas) y Caryophyllidae, excluyendo 29 especies. Por lo tanto, ambos subgrupos de
cactaceas se incluyen en el grupo de las caryophyllales. Sin embargo, no se agrupan en
uno solo, posiblemente debido al uso de secuencias del ORF de la CP. En contraste,
Salgado-Ortiz (2020) emple6 secuencias de genomas completos, lo que resulté en la

formacion de un solo grupo de virus de cactaceas.

En el dendrograma de Potexvirus (Figura 12) las secuencias de SchVX fueron asignadas
al subgrupo que corresponde a las Cactaceas con un valor de soporte de ramas del 100%,
sin embargo, las secuencias de SchVX tuvieron una mayor homologia con la secuencia del
Pitaya virus X (PiVX)(NC_045458.1) que con la secuencia de SchVX (NC_011659.1). No
obstante, Salgado-Ortiz (2016) y Park et al. (2018) obtuvieron resultados similares, donde

también las secuencias de SchVX se agrupan con el PiVX.

Como ya se hablé anteriormente, la familia Cactaceace es nativa del continente americano
donde hay una gran biodiversidad, no obstante, algunos ejemplares han sido desplazados
a otros continentes por el humano. Ademas, también se ha resaltado que en nuestro pais
tiene un gran nimero de especies endémicas. Los virus que infectan a cactaceas de los
géneros Tobamovirus, Carlavirus y Potexvirus han demostrado una amplia distribucién ya
que infectan a diferentes especies de la familia Cactacea. Por lo tanto, podemos inferir que
virus como RCNaV, CMMoV, OV2, SchvVX y OpVH pueden encontrarse en otras especies
de la familia, asi como en el género Opuntia de acuerdo en la informacion que se tiene de
la distribucion de las diferentes especies utilizadas en este trabajo, asi como otras especies
descritas en otros trabajos como O. albicarpa (De La Torre et al. 2016a) del Estado de
México, O. pilifera y O. depressa del estado de Puebla (Salgado-Ortiz, 2020), entra otras;

aunque CMMoV aun no ha sido detectado en nopal.

Por otra parte, tenemos que en la mayoria de las especies se detect6 la presencia OV2,
seguido de RCNaV, SchVvX y OpVH, sin embargo, estos virus no fueron detectados en
todas las especies, Unicamente las especies a las cuales se les detectaron todos los virus

buscados en esta investigacion fueron O. ficus-indica, O. megacantha y O. streptacantha
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lo cual podria indicar que la mezcla de diferentes virus puede provocar los sintomas de
manchas cloréticas, no obstante, aln no se puede determinar el agente causal hasta no
hacer ensayos de transmisidén en plantas sanas y verificar los postulados de Koch. Estos
resultados contrastan con los presentados por Salgado-Ortiz (2016) en donde menciona
gue en especies cultivadas con sintomas similares como O. ficus-indica y O. albicarpa
identific6 seis especies de virus que a comparacion de las especies silvestres se
identificaron menos especies virales, lo que concuerda con la hipétesis del efecto de
dilucion donde existe un menor riesgo de infeccion al haber una mayor diversidad que es
igual a una mayor variacion genética donde generalmente ocurre en especies silvestres a
comparacion de las especies cultivadas con menor variacién genética y el manejo humano
intensifica el riesgo de infeccion (Pagan et al. 2012), lo que generalmente ocurre en los
nopales cultivados donde se hace uso de la propagacion vegetativa. Continuando con los
resultados de este trabajo, a pesar de que en las dos especies silvestres y la especie
cultivada se hayan detectado los mismos virus, esto podria cambiar si detectiramos un
mayor numero de virus en las especies de este trabajo, como lo hizo Salgado-Ortiz en el
2016.

Aunqgue en ambos trabajos O. ficus-indica sea la especie en donde se han identificado méas
o los mismos virus que en las especies silvestres; los virus detectados en las especies
silvestres nos dan un indicativo de que probablemente estos virus tengan una zona de
origen en comun como ocurre con la especie del género Nucleorhabdovirus detectada en
Nopales de ZapotitlAn Puebla donde hasta el momento no se ha detectado en otras
especies de nopal, lo que indicé que podria estar restringido a esa region (Salgado-Ortiz,
2020). Ademas, otra especie en la cual también se han identificado seis especies de virus
fue Notocactus leninghausii f. cristatus la cual fue cultivada en Corea del Sur (Park et al.
2018) lo mismo que ocurre en las especies de Opuntia ya reportadas y presentadas en

este trabajo.

Cabe destacar, que al hacer la comparaciéon de la diversidad de virus en las especies de
Opuntia se encontraron diferencias notables, ya que en la deteccién los Tobamovirus
tuvieron una mayor presencia a diferencia de los Potexvirus y Carlavirus que no se
detectaron en todas las especies. Por lo tanto, la evolucién de los Tobamovirus se
encuentra asociada directamente a su hospedero (Gibbs et al. 2015), es decir, cuando el
antepasado de las Opuntias evoluciono los virus asociados a este también lo hicieron; sin
embargo, no podemos decir lo mismo de los Potexvirus y los Carlavirus ya que aun no se

han hecho estudios similares.
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En adicién a esto, se ha demostrado la complementacion entre diferentes virus que sean
de la misma especie 0 no durante infecciones en mezcla, donde la infeccion por un virus
permite o potencia la infeccién de otro, ya sea por mutaciones o el reordenamiento del
genoma entre dos virus o por la expresién de proteina de un virus que puede mejorar 0
sirve de soporte para la infeccidén de otro virus (Bazzini, et al. 2006; Latham y Wilson, 2008;
Bag, et al. 2012). De esta manera, que en las especies de nopal o cactus se hayan
encontrado a las diferentes especies de virus en una sola especie nos puede dar el
indicativo de que dicho efecto podria estar presente al menos en las especies de Opuntia
silvestres donde aun se desconoce la dispersion de las especies virales, ya que estas no

son utilizadas para el cultivo de nopal verdura donde se usa la propagacion vegetativa.

Asi mismo, seria factible continuar esta investigacién con apoyo de la Secuenciacion
masiva de RNA (RNA-Seq) de las especies de Opuntia de este trabajo ya que permitiria
profundizar méas sobre si dichos virus en cada especie para conocer si son 0 no variantes,
ademas, de como podria verse afectada la planta a nivel transcriptémico en la presencia
de uno o varios virus. También, ya no se tendria la probleméatica de OV2 en el agrupamiento
del grupo Caryophyllidae (Cactaceas) como si se tuvo al tener Gnicamente el fragmento de
la CP, no obstante, el fragmento de la CP nos sirvié para el diagnostico de estas especies

virales.

CONCLUSION

Se identificaron en especies silvestres y cultivada del género Opuntia colectadas del jardin
botanico de C. U. las cuales son originarias de distintos estados de la Republica Mexicana
con sintomas de manchas circulares cloréticas la presencia de diferentes especies de virus
pertenecientes a los grupos Tobamovirus (OV2 y RCNaV), Potexvirus (SchVX) y Carlavirus
(OpVH) por medio de ensayos de RT-PCR usando oligonucleétidos especificos para el gen
de la CP y la secuenciacion Sanger de productos de la RT-PCR; donde también se pudo
identificar que en O. ficus-indica, O. megacantha y O. hypthiacantha se encuentran los

cuatro virus detectados en este trabajo.
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ANEXO

Calidad de los productos de RT-PCR.

1kb 1 2 3 4 5
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Figura suplementaria 1. Calidad de limpieza de productos de RT-PCR para OV2
(Figura 1). Carril 1. O. ficus-indica; Carril 2. O. hyptiacantha; Carril 3. O.
tehuapanensis; Carril 4. O. lasiacantha; Carril 5.: O. megacantha. Se observan
productos de peso esperado de 1,000 pb para los carriles 1, 2, 4y 5.

1kb 1 2 3 4 5 6 7 8

1,000 pb

Figura suplementaria 2. Calidad de limpieza de productos de RT-PCR para OV2
(Figura 2). Carril 1. O. ficus-indica; Carril 2. O. ficus-indica; Carril 3. O. engelmannii;
Carril 4. O. engelmannii; Carril 5. O. streptacantha; Carril 6. O. streptacantha; Carril
7. O. streptacantha; Carril 8. O. tormentosa; Carril 9. O. tormentosa. Se observan
productos de peso esperado de 1,000 pb, con excepcién del carril 9.
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Figura suplementaria 3. Calidad de limpieza de productos de RT-PCR (Figura 3;
Figura 8). Productos para SchVX: Carril 1. O. ficus-indica; Carril 2. O. streptacantha;
Productos para OV2: Carril 3. Opuntia sp.; Carril 4. Opuntia sp.; Carril 5. O.
megacantha; Carril 6. O. megacantha; Productos para RCNaV: Carril 7. O.
hyptiacantha; Carril 8. O. tehuapanensis; Productos para OpVH: Carril 9. O. ficus-
indica.
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Figura suplementaria 4. Calidad de limpieza de productos de RT-PCR (Figura 3;
Figura 8). Productos para SchVX: Carril 1. O. ficus-indica; Carril 2. O. streptacantha;
Productos para OV2: Carril 3. Opuntia sp.; Carril 4. Opuntia sp.; Carril 5. O.
megacantha; Carril 6. O. megacantha; Productos para RCNaV: Carril 7. O.
hyptiacantha; Carril 8. O. tehuapanensis; Productos para OpVH: Carril 9. O. ficus-
indica.
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Figura suplementaria 5. Calidad de limpieza de productos de RT-PCR (Figura 5).
Productos para RCNaV: Carril 8. O. hyptiacantha; Carril 9. O. parviclada.

Figura suplementaria 6. Calidad de limpieza de productos de RT-PCR (Figuras 4,
5y 7). Productos para RCNaV: Carril 1. O. streptacantha; Carril 2. O. tomentosa;
Carril 3: O. robusta; Carril 4. O. lasiacantha; Productos para OpVH: Carril 5. O.
streptacantha; Carril 6. O. megacantha.
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