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INTRODUCCION

El género Opuntia cuenta con el mayor nimero de especies en la familia de las cacticeas
(Fam: Cactaceae), aproximadamente 150 de las cuales se distribuyen naturalmente en
América, desde Canada hasta Argentina. En Meéxico se reconocen 93 especies, donde es
conocido popularmente como nopal (Guzman, et al.; 2003; Hunt, et al. 2006; Daniloski, et
al., 2022).

De las 93 especies nativas mexicanas de Opuntia, 70 son endémicas de Mexico,
encontrandose un gran namero en el valle de Tehuacan-Cuicatlan, el cual cuenta con una alta
diversidad bioldgica (Villasefior, et al., 1990; Rzedowski, 1991). Por mencionar algunas: O.
aciculata, O. azurea, O.cochinera, O. leucotricha, O.hyptiacantha, O. streptacantha, O.
megacantha, O. durangensis, O. phaeacantha, O. robusta, O. parviclada, O. depressa, O.
huajuapensis, O. pilifera (Reyes-Aglero, et al., 2009; Scheinvar, et al., 2011; Arias, et al.,
2012).

El uso que se les suele dar es el consumo de las tunas como fruta y de los cladodios como
verdura ademas de usos medicinales en el control de la diabetes, colesterol,
hipoglucemiantes, forraje para alimentar ganado vacuno y caprino, delimitacion del suelo
como cercas Vvivas, regeneracion y estabilidad del suelo, cosméticos, fertilizantes, adhesivos,
etc (Avalos-Huerta, et al., 2013; Flores, 2003). En su rango nativo, Opuntia proporciona
alimento a innumerables herbivoros, incluyendo tortugas, iguanas, pajaros, conejos, venados,

murciélagos, perezosos, ardillas y coyotes (Majure, et al., 2012).

Sin embargo, se ve afectado por diversos problemas, entre los que destacan las plagas y
enfermedades, lo cual podria explicarse al cultivo por esqueje de esta planta disminuyendo
asi la variabilidad genética y por ende favoreciendo las infecciones. La mayoria de las
enfermedades en nopal estan asociadas a pudriciones causadas por bacterias y hongos, por
tanto, es reducida la informacién sobre enfermedades causadas por virus. Por lo tanto una
identificacion eficiente de los virus como agentes causales en las plantas constituye un punto

de partida para adoptar medidas adecuadas de control.

En recorridos de campo realizados en Zapotitlan, Puebla, que cuenta con un nivel

significativo de diversidad floristica y endemismos (Flores-Maya, et. al., 2015) se observaron



pencas con manchas cloréticas, asi como manchas irregulares (figura 1). Analisis
preliminares de diagndstico realizados en el Laboratorio de Fitopatologia de la UBIPRO
(FES IZTACALA-UNAM), no mostraron la presencia de hongos o bacterias asociados a los

dafos observados, por lo que se sospecho que estos pudieran ser causados por virus.

Figura 1. Nopal (Opuntia parviclada) con la presencia de manchas cloroticas irregulares, sefialados

por las flechas.

REVISION DE LITERATURA

Enfermedades en Nopal

Entre las enfermedades de mayor relevancia se encuentran las causadas por hongos que
producen pudricion de raiz, tallo y cladodios como por ejemplo Pythium aphanidermatum

(Rodriguez-Alvarado, et al., 2001) y por otra parte las bacterias que se asocian a pudriciones



blandas, por ejemplo Pectobacterium sp. (antes Erwinia), Pseudomonas viridiflada y
Rhizobium radiobacter (Campos, 1996, Granata, et. al., 2018).

Otros agentes patogenos reportados que afectan a Opuntias y otras plantas son los virus,
pardsitos intracelulares obligados de DNA o RNA, envueltos en una cépside proteica
(Gergerich y Dolja, 2006), estos causan sintomas como mosaicos, moteados, marchitez,
lesiones locales cloroticas o necroticas, manchas anilladas necrdticas o cloroticas;
deformacion, pérdidas de tejidos, enanismos, proliferacion de hojas; alteraciones en el color
de hojas, flores, frutos tallos como calicés, variegados, clorosis o amarillamiento (De la
Torre-Almaraz, 2014, Alonso et al., 2015; Salgado-Ortiz, et. al, 2020).

Caracteristicas generales de los virus

Los virus son paréasitos celulares obligados, su genoma esta compuesto de moléculas de DNA
0 RNA de cadena sencilla o doble cadena, resguardado por una cubierta de naturaleza
proteica conocida como capside y en algunos casos se encuentran cubiertos por una envoltura
a base de lipoproteinas y espiculas de glicoproteinas. Las particulas virales infectan todo tipo
de células, eucariotas (vertebrados, invertebrados, plantas y hongos) y procariotas (bacterias
y archeas). Los virus utilizan la maquinaria celular de su hospedero para su replicacion

y posterior produccién de mas particulas virales (Gergerich y Dolja, 2006).

Virus reportados en Cactéceas

Se han reportado diversas especies de virus que infectan a plantas silvestres y cultivadas de
la familia Cactaceae, como el Carmovirus, Saguaro cactus virus (SCV) reportado en
Carnegiea gigatea (Milbrath y Nelson, 1972), el Tospovirus (familia Bunyaviridae), Tomato
spotted wilt virus (TSWV) que fue reportado en Schlumbergera truncata (Hausbeck y
Gildow, 1991) y el Carlavirus, Cactus virus 2 (CV2) en Echinopsis chamaecereus f. cristata,
Echinocereus pectinatus f. cristata, Mammillaria elongata f. cristata y Eriocereus jusbertii
(Maliarenko y Mudrak, 2013)

Otros virus reportados en cactaceas son los del género Tobamovirus, como el Sammons’
Opuntia virus (SOV), que infecta regularmente a Opuntia engelmannii, O. vulgaris y O.
basilaris (Giri y Chessin, 1975), el Cactus mild mottle virus (CMMoV) aislado de
Gymnocalycium mihanovichii y Opuntia amyclae (Min et al., 2006; De la Torre, et al., 2007),
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el Rattail cactus necrosis-associated virus (RCNaV) reportado en Aporcactus flagelliformis,
O. albicarpa, Notocactus leninghausii f. cristatus (Kim et al., 2012; De La Torre et al.
2016b; Park, et al., 2018) y el Opuntia virus 2 (OV2) reportado en O. streptacantha, O.
pilifera, O. depressa, O. robusta y O. ficus-indica (Salgado-Ortiz, et al. 2020)

Ademas, también se han reportado con mayor frecuencia los pertenecientes al género
Potexvirus: el Cactus virus X (CVX), Zygocactus virus X (ZyVX), Opuntia virus X (OpVX)
y Schlumbergera virus X (SchvX), Pitaya virus X (PiVX) los cuales han sido reportados
infectando solos o en mezcla en Echinopsis macrogona, Acanthocereus tetragonus,
Hylocereus undatus, Schlumbergera truncata, S. bridgesii, Opuntia tuna, Opuntia
cochenillifera, Notocactus leninghausii f. cristatus, Aporocactus flagelliformis, Selenicereus
undatus (Izaguirre y Marys, 1996; Koenig, et al., 2004; Liou, et al., 2004; Duarte, et al., 2008;
Maliarenko y Mudrak, 2013; Sanches, et al., 2015; De la Torre, 2016; Park, et al., 2018; Park,
etal., 2021; Janssen, et al, 2022; Kim, et al., 2023).

Meétodos de diagndstico para la deteccion de agentes patdgenos
Microscopia electronica de transmision

Con este equipo se pueden observar la forma y por ende determinar el tamafio de las
particulas virales en las células de los tejidos infectados o en macerado de hojas de plantas
enfermas. Sin embargo, es comin no encontrar particulas virales en los tejidos enfermos
ademas de que no se puede determinar la especie solo por morfologia. Es un método de dificil
acceso, solo disponible en algunos laboratorios especializados (De la Torre, 2014).

Analisis electroforético por RNAdc de origen viral

El RNA de doble cadena (RNAdc) es producido en plantas infectadas con virus de
RNA, estos RNAs son muy resistentes a la degradacion enzimatica y no es normal
encontrarlos en plantas sanas. Durante la replicacion del genoma viral de RNA de cadena
sencilla en las células de la planta, el RNAdc es producido como un producto intermedio,
que corresponde al hibrido de la cadena viral positiva, y su copia complementaria
negativa. Este RNAdc es conocido como la forma replicativa, y es el RNAdc que se

encuentra mas comunmente, en las células infectadas, a pesar de la existencia de més tipos
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de RNAdc presentes en la planta, lo cual hace que el analisis de RNAdc sea un método
préactico para el diagndstico viral. El andlisis del electroforético de RNAdc de origen
viral en gel de poliacrilamida al 6 %, permite visualizar los componentes del genoma viral y
se ha utilizado como un método de diagndstico para detectar multiples virus que afectan
a plantas, ademas de ser un método de diagndstico barato y relativamente rapido, sin
embargo, es necesario contar con virus cuyos patrones sean conocidos para emplearlos como
un marcador y poder conocer la identidad del virus problema, ademés de que las condiciones
ambientales pueden influir en el virus dentro de la planta y afectar los resultados de la prueba
(\Valverde, 1990).

Ensayo inmuno-absorbente ligado a la enzima, ELISA

Se realiza la deteccion de la particula viral, por medio de la reaccion antigeno-anticuerpo,
uniendo cualquiera de estos dos reactivos a una enzima, posteriormente se agrega un sustrato
y da como resultado una reaccién con color que puede ser medida cuantitativamente,
existen numerosas variaciones de la ELISA utilizadas para la identificacion de virus
fitopatdgenos, de las cuales el Double Antibody Sandwich ELISA (DAS-ELISA), es el mas
utilizado. (Schulz y Spire, 1993; Clark, et al., 1977).

Aunque la prueba ELISA es muy sensible para la deteccion de virus en plantas, comparada
con otras técnicas; posee un costo elevado, debidoa los anticuerpos especificos.
Otro inconveniente radica en la especificidad hacia ciertos virus, y no detectar incluso
variantes filogenéticamente relacionadas, por lo que es necesario pruebas adicionales

de diagnostico de enfermedades.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Transcriptasa Inversa ligada a la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (rt-PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), permite amplificar y detectar secuencias
especificas del genoma viral, y la retrotranscriptasa inversa ligada a la PCR (rt-PCR), que
permite la deteccion de virus de RNA mediante la transcripcion reversa a DNA
complementario (cDNA) y la amplificacion mediante PCR. Estas técnicas utilizan primers
especificos que amplifican regiones del genoma viral (Mumford, et al. 2006; Jeong, Ju, y

Noh, 2014). 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 informacion
que pueden obtener. Debido a que solo amplifican una porcion 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).
Clonacion

La clonacion es el proceso por medio del cual se obtienen multiples copias de un segmento
de DNA de interés, que puede corresponder a un gen o0 a unsegmento del mismo, a
los que se les designa como insertos, mediante su incorporacion o ligacion a un plasmido
(elemento extracromosomico bacteriano de DNA de doble cadena). EI componente
plasmido-inserto, son introducidos a una célula competente o permisiva (regularmente
cepas especiales de Escherichia coli), es replicado a la par de la célula permisiva,
obteniéndose multiples copias del plasmido-inserto. Posteriormente son separados
bioguimicamente el DNA de la bacteria y el complejo plasmido-inserto. Este Gltimo
puede ser secuenciado utilizando oligonucle6tidos especificos que solo amplifican las
regiones que flanquean al inserto yal inserto mismo o bien se puede separar el inserto
por tratamiento enzimatico, dirigido a las regiones flanqueadoras, y secuenciarse. En
ambos casos, las secuencias obtenidas tienen que ser analizadas y editadas para eliminar
secuencias del plasmido ode los oligonucleétidos que hayan sido incorporadas durante

el proceso de clonacion (Dubey, 2009).

Secuenciacion

La secuenciacion Sanger es un método que utiliza DNA de cadena sencilla como templado
y utiliza dideoxinucleétidos como terminadores de cadena para producir una escalera de
moléculas. La secuenciacién de RNA (RNA-Seq) permite examinar la secuencia de virus en
plantas debido a que la mayoria de los virus que afectan a plantas poseen un genoma de RNA.
La secuenciacion ha permitido el descubrimiento de nuevos virus en plantas que no podrian
haber sido detectados por las técnicas convencionales, lo que ha llevado a su inclusién como

método para la deteccion de virus en plantas (Pecman, et al. 2017).
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Las ventajas de la secuenciacion del genoma viral es que es altamente preciso y permite
identificar especies, subespecies, y variantes de virus. Su principal desventaja es que requiere
reactivos y equipos especificos ademas de personal altamente entrenado (De la Torre, 2014).

OBJETIVO

Identificar a los posibles virus que afectan a las diferentes especies silvestres del género
Opuntia de Zapotitlan, Puebla.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras

Para estos experimentos se utilizo la dermis de los cladodios de Opuntia depressa, Opuntia
huajuapensis y Opuntia parviclada, especies silvestres colectadas en Zapotitlan de las
Salinas, Puebla y la Gltima en un parque ubicado en Tlalnepantla, Estado de México. El
material se mantuvo resguardado a —10°C en el congelador del Laboratorio de Fitopatologia

de la UBIPRO de la FES lztacala hasta que se realiz6 la extraccion.

Extraccién de &cidos nucleicos totales por método modificado de Dellaporta

Se tomd 0.13 g de tejido de las muestras con la finalidad de reducir los polisacaridos, se
realizd la extraccion mediante el método modificado de Dellaporta y colaboradores (1983),
que consiste en el macerado del tejido con buffer de extraccion (Urea 7M, NaCI2 0.35M,
Tris-base 0.05M, EDTA 0.02M y Lauryl-sarcosina 1%) para la lisis celular. Posteriormente,
se separ0 la fase organica mediante la adicion de fenol-cloroformo v/v, se agito la solucién
para posteriormente centrifugar a 12,000 rpm por 3min. Se recuper0 la fase acuosa y se
precipitd con acetato de amonio 10M e isopropanol para centrifugar a 12,000 rpm por 10
min. La pastilla obtenida se lavo con etanol al 70%, y se resuspendio en 30uL de agua Milli-

Q.

Ensayos de Transcriptasa Inversa ligada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (rt-PCR)

Para detectar la presencia de los virus se realizaron ensayos de rt-PCR con el kit
SuperScriptTM 111 One-Step rt-PCR System with PlatinumTM Tag DNA (Thermo Fisher

Scientific). Las extracciones se utilizaron como templado para cuatro pares de
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oligonucleodtidos disefiados para amplificar el gen de la proteina de la capside (CP: capsid
protein) del Opuntia virus 2 (OV2) (Salgado-Ortiz, et al. 2020; Salgado-Ortiz, 2020),
Schlumbergera virus X (SchVX) (De La Torre, et al. 2016a), Opuntia virus H (OpVH)
(Salgado, 2020) y Rattail cactus necrosis-associated virus (RCNaV) (De La Torre, et al.
2016b) (Tabla 1). Posteriormente, las mezclas se colocaron en un termociclador (BIORAD
T100 Thermal Cycler) con las condiciones especificas para cada reaccion. Los productos
obtenidos se corrieron en geles de agarosa al 1% tefiidos con Bromuro de Etidio (BrEt)
durante 30 min a 100V. El tamafio de los productos se calculd6 comparando las bandas
obtenidas por el marcador de peso molecular de 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Thermo

Fisher Scientific).

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en los anélisis de rt-PCR para la deteccion de virus.
Virus Amplicén (pb) Gen Objetivo | Tm (°C) Ref.
Opuntia virus 2 1,000 CP 55 Salgado-Ortiz, 2020
(0V2)
Rattail cactus 850 CP 55 De La Torre, et al.
necrosis- 2016a
associated
virus (RCNaV)
Schlumbergera 850 CP 55 De La Torre, et al.
virus X 2016b
(SchvX)
Opuntia virus 2,000 CP 52 Salgado-Ortiz, 2020
H (OpVH)

Purificacion de bandas, secuenciacion y andlisis-comparacion nucleotidica de
fragmentos del genoma viral con secuencias disponibles en el GenBank

Los productos de la rt-PCR del tamafio esperado que se calcularon comparando las bandas
obtenidas por el marcador de peso molecular de 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) se separaron de los geles de agarosa y se purificaron utilizando el kit
Thermo Scientific GeneJET Gel extraction siguiendo las instrucciones del fabricante. De
manera breve, el fragmento de interés se extrae de un gel de agarosa, se coloca en un tubo de

microcentrifuga al que se le agrega un tampdn de union para solubilizar, posteriormente se
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coloca en la columna de silice, se centrifuga, se eliminan residuos y contaminantes con
alcohol al 70% para finalmente centrifugar y resuspender en 30uL de agua Milli-Q.
Las secuencias de los productos esperados se obtuvieron utilizando secuenciacion Sanger.
Para confirmar la identidad de los posibles virus las secuencias obtenidas se compararon con
las disponibles en el GenBank/NCBI por medio de BLAST (Altschul, et al., 1997).

Se construyeron dendrogramas usando la secuencia del gen de la proteina de la capside de
los virus identificados y otros virus reportados en el GenBank, realizando los alineamientos
por medio del software Jalview 2.11.2.0 (Waterhouse, et al., 2009), y Mega 11.0.13 (Hall,
2013) para generar los arboles mediante el método del vecino més cercano (Neighbor-
Joining) (Pefia, 2011) utilizando el modelo de Kimura 2-pardmetros con 1000 réplicas.

RESULTADOS

Diagndstico de virus por ensayos de Transcriptasa Inversa ligada a la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (rt-PCR)

Se genero el amplicon esperado para Rattail cactus necrosis-associated virus (RCNaV) en
las muestras de Opuntia parviclada y Opuntia depressa (figura 2). Para las muestras de
Opuntia parviclada y Opuntia huajuapensis se obtuvo producto para Opuntia Virus 2 (OV2)
(figura 3) y para Schlumberguera Virus X (SchVX) se obtuvo amplicon para la muestra de

Opuntia parviclada (figura 4). Latabla 2 resume los resultados.

Tabla 2. Resultados rt-PCR
Virus
Muestra SchvX ov2 RCNaV
Opuntia parviclada + + +
Opuntia depressa + - -
Opuntia huajuapensis - + -
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Figura 2. A. Electroforesis en gel de agarosa al 1%; carril 1 marcador de peso molecular 1KB
(Invitrogen, Thermo Fisher). Carril 2-5 muestra de Opuntia parviclada, carril 6 y 7 muestras de
Opuntia parviclada control (+), carril 8 AP de Euphorbia pulcherrima control (-) y carril 9 agua
destilada (-). B. Electroforesis en gel de agarosa al 1%; carril 1 marcador de peso molecular 1KB
(Invitrogen, Thermo Fisher).Carril 2 y 3 muestra de Opuntia huajuapensis, carril 4 y 5 muestras de
Opuntia depressa, carril 6 muestra de Opuntia parviclada control (+), carril 7 AP de Euphorbia
pulcherrima control (-) y carril 8 agua destilada (-). Peso esperado 850 pb. Las electroforesis se
corrieron a 100v/30 min.

1 2345 7 RS9

1000 pp —> -—— . <«—— 1000 pb

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1%; carril 1 marcador de peso molecular 1KB
(Invitrogen, Thermo Fisher). Carril 2 y 3 muestra de Opuntia parviclada, carril 4 y 5 muestras de
Opuntia huajuapensis, carril 7 muestra de Opuntia megacantha control (+), carril 8 AP de
Nochebuena control (-) y carril 9 agua destilada (-). Peso esperado 1000 pb. La electroforesis se corri6
a 100Vv/30 min.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%; carril 1 marcador de peso molecular 1KB

<«——850pb

(Invitrogen, Thermo Fisher). Carril 2-5 muestra de Opuntia parviclada, carril 6 muestra de Opuntia
parviclada control (+), carril 7 AP de Iresine control (-) y carril 9 agua destilada (-). Peso esperado

850 pb. La electroforesis se corrié a 100V/30 min.

Analisis y comparacion nucleotidica de fragmentos del genoma viral con secuencias
disponibles en el GenBank

Cuatro secuencias obtenidas presentaron un porcentaje de identidad mayor al 98% con
secuencias de la CP de Tobamovirus disponibles en el GenBank, con los siguientes nimeros
de acceso: KX087216.1 Rattail cactus necrosis-associated virus (RCNaV) y NC_040685.2
Opuntia virus 2 (OV2) (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis en Blastn de las secuencias obtenidas para virus del género Tobamovirus

Identidad
Muestra Cobertura d? . Total Valor Nombre No. de acceso
(%) nucledtidos score del error
(nt) (%)
Rattail
. cactus
Opuntia 100 .
parviclada (500/500) 100 924 0 necrosis- KX087216.1
associated
virus
Rattail
. cactus
Opuntia 100 100 942 0 necrosis- | KX087216.1
depressa (500/500) X
associated
virus
Opuntia 100 Opuntia
parviclada (540/540) 100 998 0 virus 2 NC_040685.2
Opuntia 100 Opuntia
huajuapensis (540/540) 99.63 987 0 virus 2 NC_040685.2
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Para dos de las secuencias obtenidas se presentd un porcentaje de identidad mayor al 95%
con secuencias de la CP de Potexvirus disponibles en el GenBank, con los siguientes
nameros de acceso: KY348771.1 Opuntia virus X (OpVX) y KU854929.1 Schlumbergera
virus X (SchvX) (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis en Blastn de las secuencias obtenidas para virus del género Potexvirus

Muestra Cobertura Identidad de Total | Valor del Nombre No. de
nucleétidos score error acceso
(nt) (%)
Opuntia 100 100 1275 0 Opuntia virus X | KY348771.1
parviclada (690/690)
Opuntia 100 96.45 1118 0 Schlumberguera | KU854929.1
parviclada (678/678) virus X

Finalmente se realizd la construccién de los dendrogramas usando el gen de la proteina de la
capside (CP), mostrando asi la similitud entre las secuencias obtenidas por secuenciacion

Sanger y las secuencias de la CP ya reportadas en el GenBank (figura 5, 6y 7).

9g NC 004422 1 Youcai mosaic virus/1-474

100 {NC 003355.1 Wasabi mottle virus/1-474
L—— MNC 001873.1 Turnip vein clearing virus/1-474
MC 008716.1 Maracuja mosaic virus/1-492

Opuntia sp Huajuapan OV2/1-540 <=
[NC 040685.2 Opuntia virus 2 isolate Nopal hecMex/1-540
Opuntia parviclada OV2/1-640 <=

NC 011803.1 Cactus mild mottle virus/1-486
52 —— NC 001728.1 Odontoglossum ringspot virus/1-477

mnl—— N 0096421 Bell pepper mottle/1-483

42

1un|

0.1

Figura 5. Dendrograma por el vecino mas cercano con valores de Bootstrap (1000 réplicas), para el
gen de la CP de Tobamovirus, se observa la similitud de las CP del OV2 de nopales sefialados con

una flecha, con otro OV2 reportado en nopal como hospedero en el GenBank.
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43

m—— MNC 001728.1 Odontoglossum rings pot virus/1-477
| NC 009642.1 Bell pepper mottle/1-483

NC 025381.1 Hibiscus latent Fort Pierce virus/1-477

52

NC 001873.1 Turnip vein clearing virus/1-474

100 —E NC 0044221 Youcai mosaic virus/1-474
96 NC 003355.1 Wasabi mottle virus/1-474

NC 008716.1 Maracuja mosaic virus/1-492

MC 011803.1 Cactus mild mottle virus/1-486

100

r NC 0164421 Rattail cactus necrosis associated virus/1-513

—
01

Opuntia depressa RCNAV/1-51() mmm—

100

\E{KXUBYQW.‘] Rattail cactus necrosis associated virus isolate mex nopal/1-510
Opuntia parviclada RCMAV/-50 () «—

Figura 6. Dendrograma por el vecino méas cercano con valores de Bootstrap (1000 réplicas), para el

gen de la CP de Tobamovirus, se observa la similitud de las secuencias para la CP obtenidos del

RCNaV del nopal como hospedero sefialados con una flecha, con otros RCNaV y el Cactus mild mottle

virus reportados en el GenBank.

1o [~ KUB54928.1 Schlumbergera virus X isolate nopal verdura/6-678

100 Opuntia parviclada SchWX/6-677

67 . v
MNC 011659 1 Schlumbergera virus X/6-678

NC 024458 1 Pitaya virus X/6-678
MNC 002815 2 Cactus virus X/6-675
821 NC 006059 1 Zygocactus virus X/8-681

— NC 008080 1 Opuntia virus X/23-690

100 { KY348771.1 Opuntia virus X isolate Noptuna Mex/23-690
? Opuntia parviclada OpVX/23-690

— MC 011620 1 Potato virus X/35-714

[

]

{ MNC 001748 1 Papaya mosaic virus/6-648
% L NC 007731 1 Alternanthera mosaic TS5 524

Agave tequilana leaf virus/1-582

Figura 7. Dendrograma por el vecino més cercano con valores de Bootstrap (1000 réplicas), para el

gen de la CP de Potexvirus (OpVXy SchVvX) de los nopales hospederos sefialados con una flecha, con

otras secuencias para la CP de OpVX y SchVX reportados en el GenBank. Se observa la separacion

entre los Potexvirus reportados en Cactaceas y aquellos con un hospedero diferente.
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Se detectd un posible Carlavirus (resultados no mostrados) amplificando la region de la
RNA-depndent RNA-polymerase (RdRp) mediante ensayos de rt-PCR en la muestra de
Opuntia parviclada sin embargo, no se pudo confirmar su presencia de manera certera debido

a que no se logro obtener una secuencia directa.

DISCUSION

En este trabajo se identificaron los Tobamovirus Opuntia Virus 2 y Rattail cactus necrosis-
associated virus asi los Potexvirus Opuntia virus X y Schlumberguera Virus X en tres

especies de Opuntia silvestres.

El criterio de identificacion fue con base en la composicion de las proteinas de la capside o
CP ya que se ha demostrado que la composicion de esta es caracteristica de diferentes grupos
ya que han mostrado una alta homologia de secuencia entre virus de la misma especie y al
contrario poca homologia entre distintos grupos de géneros y/o familias de virus (Fauquet,
1986; Shukla y Ward, 1988).

De acuerdo a los dendrogramas de Tobamovirus las secuencias de OV2 para nopales
silvestres (figura 5), se agrupan en un solo grupo con la secuencia de Opuntia virus 2
(NC_040685.2) detectada igualmente en una muestra de nopal (Salgado, et. al.2020). Las
secuencias de RCNaV se agrupan con Rattail cactus necrosis-associated virus (KU854932.1
y NC _016442.1) (figura 6), sin embargo, se separan en dos grupos al ser uno detectado en
una planta de la familia Cactaceae pero tres en nopal como su planta hospedera (De la Torre,
et. al., 2016) igualmente se agrupan con CMMoV (NC_011803) por ser detectado en cactus,

pero se mantiene una distancia al ser especies virales diferentes.

Por tanto, de acuerdo con el comité internacional de taxonomia de virus (International
Committee on Taxonomy Viruses), las secuencias de Tobamovirus presentes en las muestras
de Opuntia analizadas para OV2 y RCNaV pertenecen a la misma especie, ya que se menciona
que secuencias con valores de similitud de nuclet6tidos mayores al 90% son la misma (Adams
etal. 2017) (Tabla 3).
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Para la similitud de secuencias obtenidas para Potexvirus (figura 7) la secuencia de SchVX
se agrupd con Schlumberguera Virus X (KU854929.1 y NC_011659.1) con un valor de
soporte del 100% y de igual manera la secuencia de OpVX se agrup6 con Opuntia virus X
(KY348771.1 y NC_006060.1), ambos en la misma especie a manera de co-infeccion como
ya se ha reportado para otros miembros de la familia Cactaceae (Park, et al. 2021), 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 tenemos la misma

variante de los virus pero en hospederos diferentes (Jan, et al., 2020) (Tabla 4).

Hay que recalcar que son pocos los virus que se han llegado a detectar en nopales silvestres,
en comparacion con los detectados en otro cactus, en donde inclusive se han encontrado co-
infecciones (Park, et al., 2018; Park, et al., 2021 ) posiblemente debido al manejo de las
plantas, reproduccion por esqueje, etc. observandose asi diferencias en la diversidad de
virus presentes en plantas silvestres y cultivadas, esto podria sustentar la hipotesis del
efecto dilucion, la cual enuncia que “a mayor diversidad, menor riesgo de infeccion”, lo que
explicaria que una mayor diversidad genética y una disminucion en el manejo humano se

traduce en un menor riesgo de infeccion (Pagan et al., 2012).

La idea anterior bien podria ser refutada si se recuerda que la muestra de Opuntia parviclada
es de origen silvestre y por tanto, no presenta un constante manejo o interaccién humana, y
aun asi se encuentra presente una mezcla de virus, sin embargo, esto podria deberse a que de
acuerdo con Arias y colaboradores (2012), esta especie podria tener un posible origen
hibrido, ademas de frutos prolificos, que no es mas que una forma de propagacion vegetativa,
comun en zonas aridas donde se ha reportado que varias especies de Opuntia se reproducen
principal o exclusivamente por esta (Delfin-Vazquez, et al., 2005) reduciendo asi la
variabilidad genética. Ademas se reporta que su zona de distribucion es Puebla y Oaxaca por
tanto, como posible hipétesis se aborda que un cambio de ambiente podria hacerla propensa

a un mayor numero de infecciones, se requieren mas estudios para corroborar esto.

Ahora bien, de acuerdo a diferentes autores estas co-infecciones podrian deberse por la
complementacidn (resultado del intercambio genético y reordenamiento entre dos virus), la
trans-complementacién (proceso donde la proteina viral expresada de un virus mejora o

apoya la infeccién de otro virus) o transcapsidacion (un genoma viral es encapsidado por las
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capside de otro virus) (Moreno y Lépez-Moya, 2020; Zhou, et al. 2020). Por lo anterior, se
cree que encontramos en las muestras una complementacion de virus entre Potexvirus y
Tobamovirus permitiendo asi posiblemente, el movimiento de célula a célula en algunos
casos, por lo que se deberia dejar de realizar estudios para un solo virus y empezar a
realizarlos en conjunto ya que mas que ser una opcion la infeccién en mezclas parece ser una

regla de los virus.

Al realizar una identificacion de virus en muestras silvestres nos permite conocer los posibles
virus presentes en los cultivos ya que estos tienen un origen silvestre hasta su domesticacion,
Vavilov (1932) percibiendo asi la importancia fundamental de los programas de
mejoramiento de plantas a través del estudio de la diversidad de enfermedades y plagas en
plantas silvestres y afines a un determinado cultivo, ya que se podrian aprovechar los genes

resistentes derivados de una poblacion silvestre.

Por tanto, de acuerdo con lo anterior y Chessin y colaboradores (1972), este estudio
contribuye a un mejor entendimiento de la evolucion de los virus en nopales y el rol de los
silvestres como reservorios de virus, ya que los ecosistemas silvestres suelen estar adyacentes
a los campos de cultivo y los virus pueden moverse a través de esta interfaz agroecolégica
(Rodriguez-Nevado, et al., 2020).

CONCLUSION

Se detectd e identifico la presencia de virus en Opuntia depressa, Opuntia huajuapensis y
Opuntia parviclada, SchVX y el OpVX ambos del género Potexvirus, al igual que el RCNaV

y el OV2 del género Tobamovirus.
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PERSPECTIVAS

Se recomienda un estudio mas profundo en Opuntia parviclada al haberse detectado SchVX,
RCnaV, OV2, OpVX y un posible Carlavirus, cinco virus para una muestra de origen
silvestre, aunque colectado en el Estado de México, cuando su distribucién de acuerdo con

diferentes autores se limita a Puebla-Oaxaca.

Para detectar y determinar bien la presencia de Carlavirus en diferentes muestras de Opuntias
se recomienda el disefio de primers que flanqueen Unicamente la region de la CP. Ya que los
que se usaron comunmente rinden amplicones de 2 kb, lo cual al obtener la secuencia solo se

obtiene una porcién muy pequefia del gen de la CP.
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