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Glosario de Abreviaciones 

 

ADNc: ADN complementario. 

ARNm: ARN mensajero 

ARNdc: ARN de doble cadena.  

CP: (Coat Protein) Proteína de la cápside 

CMMoV: Cactus mild mottle virus 

CMV: Cucumber mosaic virus 

CVX: Cactus virus x 

DAS-ELISA: (Double Antibody Sandwich Enzime-Linked ImmunoSorbent Assay) Ensayo 

Por inmunoadsorcion ligado a enzimas de sándwich de doble anticuerpo 

OpVX: Opuntia virus x 

ORF: (Open Read Frame) marco de lectura abierto 

RCNaV: Rattail cactus necrosis-associated virus 

RdRp: (RNA-dependent RNA-Polimerase) ARN Polimerasa dependiente de ARN 

RNAs: (RNA small) ARN pequeño 

RT-PCR: (Reverse Transcriptase Polimerase Chain Reaction), Reacción en cadena de la 

Polimerasa asociado a transcriptasa reversa 

SchVX: Schlumbergera virus x 

SOV: Sammons Opuntia virus 

TMV: Tobacco mosaic virus 

ZyVX: Zygocactus virus x 
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Resumen 

En recorridos por la Reserva de La Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán, Puebla se han 

observado plantas de Neobuxbaumia tetetzo con la presencia de manchas anulares de 

naturaleza clorótica, síntomas similares a los causados por virus. Este tipo de daños puede 

ser observado de manera frecuente en numerosas plantas de la especie. En estudios 

preliminares se probó la presencia de virus en estas plantas con ensayos de transcriptasa 

inversa ligada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR), si bien estos ensayos 

fueron positivos, se sospecha la presencia de un complejo viral de más componentes. Por 

lo que los objetivos del trabajo fueron identificar y caracterizar a los virus presentes, 

probablemente asociados al manchado clorótico en N. tetetzo con la técnica de RT-PCR y 

la secuenciación masiva dirigida ARNm o RNAseq. Ensayos de RT-PCR para el gen de la 

RdRp de Tobamovirus rindieron amplicones en el tamaño esperado, la secuenciación 

nucleotídica parcial de los productos indicó más de 95% de identidad con secuencias de 

virus reportados en otras especies (RCNaV y Tobamovirus 2) en el GenBank. En base a 

los anteriores resultados y la posible mezcla de virus en las muestras de N. tetetzo se realizó 

un análisis de secuenciación masiva RNA-Seq para obtener los genomas completos de los 

posibles virus. El análisis bioinformático de las secuencias obtenidas por RNA-Seq, 

demostró la probable presencia de un genoma de virus de ARN de cadena sencilla de 

sentido negativo, perteneciente a la familia Rhabdoviridae y al género Nucleorhabdovirus. 

Ensayos de RT-PCR con oligonucleótidos diseñados para la CP del Nucleorhabdovirus 

confirmaron la identidad del mismo. Siendo este probablemente un nuevo virus presente 

solo en la zona de estudio indicada en el trabajo y compartido con otras cactáceas de la 

zona, dado que su porcentaje de identidad con otros virus del género reportados en el 

GenBank fue de menos del 50%, pero comparando el viroma con dos especies de Opuntia 

sp. de la zona fue mayor del 84%. Se sugiere aislar y caracterizar individualmente al virus, 

además de identificar al posible vector transmisor en las cactáceas de la zona de estudio.  
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Introducción 

La Reserva de la Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán se ubica entre los Estados de Puebla y 

Oaxaca, es un área semiárida considerada relicto de especies silvestres debido a su alto 

grado de endemismos, sobre todo de especies de plantas vasculares tales como 

compuestas, cactáceas, leguminosas, bromeliáceas y crasuláceas, la riqueza de especies 

se considera alta, sobre todo tomando en cuenta la relación entre zonas áridas y las plantas 

vasculares (Arriaga et al., 2000). Es una de las zonas de mayor concentración de cactáceas 

columnares del mundo, contienen 45 de las 70 especies de cactáceas columnares 

reportadas en México, es decir, 64% del total de las especies de México (Valiente-Banuet 

et al., 1996).  

En el Valle de Tehuacán-Cuicatlán se encuentra la cactácea columnar 

Neobuxabaumia tetetzo comúnmente conocida como tetecho o teteche, la cual es una 

planta que puede medir hasta 15 m de alto y 0.3-0.6 m de ancho, con espinas ligeramente 

flexibles, delgadas, blancas y translúcidas. N. tetetzo es endémica de México y se 

encuentra distribuida solamente en los estados de Oaxaca y Puebla en el Valle de 

Tehuacán-Cuicatlán (Arias et al. 1997), debido a su abundancia en esta comunidad llegan 

a formar densos bosques de hasta 1 200 individuos por hectárea. Por su abundancia esta 

cactácea es de suma importancia para los pobladores locales, pues son usadas como 

cercas vivas, materiales para construcción, leña, alimento y plantas ornamentales, además 

es de gran relevancia ecológica (Godínez-Álvarez, 2001), ya que interactúa con diferentes 

tipos de polinizadores (Valiente-Banuet et al., 1997a; Valiente-Banuet et al., 1997b). Por lo 

que es importante el conocimiento de las enfermedades que afectan a estas plantas.  
En recorridos por la Reserva de La Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán, Puebla se 

observaron plantas de N. tetetzo con daños de pudrición blanda, no obstante, también se 

han observado la presencia de manchas anulares de naturaleza clorótica (Figura 1). Este 

tipo de daños se observó de manera frecuente en numerosas plantas de la especie. La 

incidencia de los daños puede representar un porcentaje muy alto en el panorama del 

paisaje.  
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No se conoce el origen de estos síntomas, sin embargo, el análisis visual de las 

plantas indica que podrían ser causados por virus, así mismo ya se han reportado la 

presencia de diversos virus asociados a daños similares en organismos de la familia 

Cactaceae. Hasta el momento no se ha reportado ningún virus en plantas del género 

Neobuxbaumia.  

En estudios preliminares en el laboratorio se probó la presencia de virus en estas 

plantas con ensayos de transcriptasa inversa ligada a la reacción en cadena de la 

polimerasa (RT-PCR), si bien estos ensayos fueron positivos, se sospecha la presencia de 

un complejo viral de más componentes, por lo que se utilizó la técnica de secuenciación del 

transcriptoma o RNA seq, técnica puede utilizarse para la identificación de virus de RNA de 

estrategias de expresión del tipo ARN mensajero (Chiu, 2013; Malboeuf et al, 2013; Mokili 

et al., 2012; Roossinck, 2015; Zhang et al., 2013). 

Revisión de literatura 

Características generales de los virus 

Definición de virus 

De manera general un virus es un parasito intracelular obligado que posee un genoma 

compuesto de ADN o ARN. (Flint et al., 2015) Un virus puede también ser definido como un 

agente infeccioso que no es una célula y que posee material genético en forma de una 

molécula de ácidos nucleicos (ADN o ARN), usualmente cubierto por una capa proteica 

Figura 1. Daños de manchado clorótico en tallo de Neobuxbaumia tetetzo (A Y B) 

 

A B 
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(cápside), que es capaz de dirigir su propia reproducción y que se propaga utilizando la 

maquinaria dentro de la célula huésped que invade. (Roossinck, 2016) 

 

Clasificación taxonómica 

Los virus al igual que otros grupos de organismos se agrupan en Orden, Familia, Género y 

Especie. Actualmente existen 11 familias y 126 géneros aceptados por The International 

Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) el cual es el comité encargado de revisar y 

aceptar la clasificación de los virus. Otra clasificación propuesta por Baltimore en 1971 

engloba 7 grupos, aunque recientemente fue agregado un nuevo grupo. Esta clasificación 

se basa en las características de los ácidos nucleicos de la partícula viral: I. ADN doble 

cadena, II. ADN cadena sencilla, III. ARN doble cadena, IV. ARN cadena sencilla de sentido 

positivo, V. ARN cadena sencilla de sentido negativo, VI. ARN de cadena sencilla 

retrotranscrito, VII. ADN de cadena sencilla Retrotranscrito (Hulo et al., 2011), VIII. ARN 

circular de cadena sencilla, el octavo grupo incluye al género Deltavirus y a partículas 

similares a los virus llamadas Viroides, las cuales actúan como tal, pero no codifican 

proteínas (Viral Zone, 2017).  

 

Características e identificación de virus de plantas.  

Morfología de las partículas virales 

Los virus están compuestos de dos partes principales: el genoma, que es un solo tipo de 

ácido nucleico y una cápside, la cual está hecha de proteínas. Algunas partículas virales 

están envueltas también por una membrana externa que está hecha de lípidos y proteínas.  

En el caso de los virus de plantas existen al menos dos tipos de simetría en las cápsides 

proteicas. El primer tipo de cápside viral es helicoidal (alargada). Los virus alargados vienen 

en dos variantes principales; varillas rígidas como en la familia Virgoviridae a la que es 

perteneciente virus como el Tobbaco mosaic virus (Figura 2A) y varillas flexibles, típicas de 

la familia Alphaflexiviridae (Figura 2B). En estas variantes, el ácido nucleico está altamente 

ordenado: asume la misma conformación helicoidal que la cápside proteica. El segundo tipo 

de partícula de virus es icosaédrico (esférico) (Figura 2C) y a su vez incluyen dos tipos; 

baciliformes (Figura 2D) y virus gemelos compuestos por dos icosaedros incompletos 

unidos (Figura 2E) (Gergerich y Dolja, 2006).    

https://talk.ictvonline.org/
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En cuanto a tamaño, los virus más pequeños miden aproximadamente 17 nm de longitud, 

en contraste con los virus más grandes descubiertos hasta ahora que llegan a medir 1,500 

nm de longitud, comparables con bacterias muy pequeñas (Roossinck, 2016) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Detección de Virus y agentes virales 

Existen diversas técnicas para la identificación de partículas virales, algunas son directas, 

como la búsqueda de síntomas en las plantas relacionados a virus o la observación de 

partículas virales al microscopio electrónico. El problema con estos métodos es la poca 

información sobre el agente viral que puede extraerse, entre ellas tenemos también el 

Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) que es uno de los más comunes y 

prácticos (McLaughlin et al., 1981), sin embargo, es utilizado para la detección de un solo 

virus y normalmente son varios virus los que infectan a una planta. También existen los 

métodos moleculares como el uso de la transcriptasa inversa ligada a la reacción en cadena 

de la polimerasa (RT-PCR) el cual es también un método sensitivo para detectar virus (Li y 

Figura 2. Tipos de morfologías de las cápsides proteicas de virus de plantas: A. Varillas 

rígidas, como la familia Virgaviridae; B. Varillas flexibles, como la familia Alphaflexiviridae. 

C. Formas icosaédricas como la el género Phytoreovirus de la familia Reoviridae, las dos 

variantes en icosaédricas; D. Baciliformes como el género Badnavirus; y las E. Gemelas, 

como la familia Geminiviridae. Tomados de Viralzone, consultado el día 10 de enero del 

2018 en: http://viralzone.expasy.org. 
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Hartung, 2007) y nos permite reconocer familias, géneros e incluso especies de virus, lo 

cual es posible al nivel de especificidad de los oligonucleótidos utilizados. Actualmente se 

ha expandido el uso de técnicas moleculares como lo es la Secuenciación masiva o NGS.  

 

La secuenciación masiva como herramienta para la detección de virus 

Tradicionalmente, se usaban técnicas moleculares como el RT-PCR, debido a que los 

pequeños genomas que presentan los virus pueden utilizarse para obtener una secuencia 

de referencia, a partir de la cual pueden diseñarse pares de oligonucleótidos para la 

identificación de virus similares. Sin embargo, esta metodología puede llevar una gran 

cantidad de tiempo, esfuerzo y gastos. Sobre todo, una de las problemáticas es la variación 

dentro de las especies de virus, por la que existe la necesidad de rediseñar pares de 

oligonucleótidos nuevos y una reoptimización frecuente de las condiciones. (Martson et al., 

2013). Estos problemas se pueden evitar mediante la utilización de la secuenciación de 

masiva, una metodología de secuenciación de buen rendimiento, precisión y costo en 

comparación con la secuenciación de Sanger (Liu et al., 2012).  Hay un número creciente 

de tecnologías de secuenciación masiva en el mercado, todas utilizan metodologías 

ligeramente diferentes para lograr la amplificación clonal y la secuenciación (Radford, et al., 

2012).  

Este tipo de métodos sirven particularmente para detectar y caracterizar patógenos sin 

conocimiento previo de su existencia, o en asociación con el resultado de 

secuelas/enfermedad, en material primario o cultivado, sin la necesidad de oligonucleótidos 

específicos (Malboeuf et al., 2013; Marston et al., 2013; Tse et al., 2012). 

 

Uso de RNAseq para la detección de virus en plantas 

La secuenciación masiva se ha utilizado para revelar la biodiversidad viral de plantas 

individuales y dentro de muestras de ARN agrupadas de múltiples plantas para descubrir 

nuevas especies de virus y los probables agentes causales de enfermedades víricas 

(Adams et al., 2013). 

La RNA-seq es un nuevo método en la secuenciación de ARN para estudiar la expresión 

de ARNm. Es similar a la secuenciación del transcriptoma en la preparación de la muestra, 

excepto la enzima (Liu et al., 2012). RNA-Seq utiliza tecnologías de secuenciación profunda 

recientemente desarrolladas. En general, una población de ARN (total o fraccionado, como 

poli (A) +) se convierte en una biblioteca de fragmentos de ADNc con adaptadores unidos 
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a uno o ambos extremos. Cada molécula, con o sin amplificación, luego se secuencia de 

manera de alto rendimiento para obtener secuencias cortas de un extremo (secuenciación 

de un solo extremo) o ambos extremos (secuenciación de pares) (Wang et al., 2009). 

Dado que la mayoría de virus de plantas están compuestos por ARN, este método 

representa una buena alternativa para la detección de los mismos. Los virus con genomas 

poliadenilados pueden detectase fácilmente, los virus con genomas no poliadenilados no 

se detectan de forma efectiva (Nagano et. al, 2015).  

 

Virus reportados en cactáceas 

Anteriormente ya se han reportado la presencia de diversos virus asociados a daños 

similares en organismos de la familia Cactaceae, se ha reportado la presencia de virus del 

género Tobamovirus (Familia Virgaviridae) como el Sammons’ Opuntia virus (SOV), que 

infecta regularmente a Opuntia basilaris (Giri y Chessin, 1975), el Cactus mild mottle virus 

(CMMoV) en Gymnocalycium mihanovichii (Min et al., 2006), el Rattail cactus necrosis-

associated virus (RCNaV) reportado en Aporcactus flagelliformis (Kim et. al., 2012).  

Otros virus frecuentes son pertenecientes al género Potexvirus: como lo son el Zygocactus 

virus X (ZyVX), Opuntia Virus X (OpVX), Cactus Virus X (CVX) y Schlumbergera Virus X 

(SchVX) los cuales han sido reportados infectando solos o en mezcla. (Izaguirre y Marys, 

1996; Koenig et al., 2004; Liou et al., 2004; Duarte et al., 2008; Sánchez et al., 2015; 

Salgado, 2016).  El Potexvirus SchVx se ha reportado específicamente en Opuntia ficus-

indica en México (Salgado, 2016). 

 

Virus reportados en Cactáceas en México 

En México se han detectado como posibles agentes causales de manchados cloróticos a 

virus del género Tobamovirus en plantas de nopal tunero (O. streptacantha) (De la Torre et 

al., 2007). En Opuntia albicarpa se detectó la presencia del Tobamovirus RCNaV como 

posible agente causal de la naturaleza de estos síntomas (De La Torre et al., 2016b). En 

nopal verdura (Opuntia ficus-indica L. MILL), se confirmó la presencia de virus de los 

géneros Potexvirus, Tobamovirus y Carlavirus (Salgado, 2016), además de manchas 

cloróticas asociadas a un Potexvirus en cultivares en el Estado de Hidalgo (Alonso et al., 

2015). Hasta ahora no se han reportado virus afectando a N. tetetzo.  
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Hipótesis 

Los daños de manchado clorótico observados en plantas de Neobuxbaumia tetetzo en la 

Reserva de la Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán, Puebla están relacionados a la presencia 

de uno o más virus.  

 

 

Objetivos 

Los objetivos del trabajo fueron identificar y caracterizar a los virus presentes y 

probablemente asociados al manchado clorótico en N. tetetzo con la técnica de RT-PCR 

por punto final y secuenciación masiva RNAseq.  
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Materiales y Métodos 

Recolecta de Material 

El material fue colectado en Zapotitlán de las Salinas, Puebla, dentro de la Reserva de la 

Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán, se colectaron muestras de 10 organismos con síntomas 

de manchado clorótico de N. tetetzo. Las muestras tomadas fueron llevadas al laboratorio 

para su posterior análisis y se mantuvieron a temperatura ambiente para la realización de 

cada método y posteriormente se mantuvieron a -20°C y -70°C. 

 

Extracción y análisis electroforético de ARN de doble cadena de origen viral.  

Se obtuvo ARNdc de origen viral de las plantas con daños por medio del método modificado 

de Valverde et al., 1990, utilizando 3.5 g de tejido congelado durante un día a -70°C y 

posteriormente macerado con Buffer STE 1x. Al macerado se agregó SDS 10% y Bentonita 

2%, centrifugando a 8000rpm durante 10 min, recuperando la fase acuosa. Ulteriormente 

se realizaron columnas de celulosa (Sigma-Aldrich) para precipitar la fase acuosa, la 

celulosa posee la capacidad de adherirse al ARN-dc. La eliminación de sustancias 

innecesarias como el ADN, ARN de cadena sencilla, clorofilas, etc. se realiza con STE 1x-

Etanol al 16%. Para la precipitación del ARN-dc se adiciono Acetato de Sodio 3M y etanol 

absoluto frío, se centrifugo a 8000 rpm durante 30 minutos y se resuspendió la pastilla en 

200 μl de agua doble destilada libre de nucleasas. La alícuota se conservó a -20 °C.  

El ARN fue fraccionado por electroforesis en gel de poliacrilamida 6% a 100 volts, por 2:30 

hrs. Se incluyó como marcador molecular el ARNdc del Cucumber mosaic virus (CMV) 

tiñendo con bromuro de etidio para determinar el perfil electroforético de posibles virus con 

genoma de ARN (Valverde et al. 1990). 

 

Transcriptasa inversa ligada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) 

La extracción de ARN fue realizada por el Kit “Quick-RNA Mini Prep Plus” de Zymo 

Research tomando aproximadamente 200 mg de la epidermis de las plantas con daños.  

Para determinar la presencia de posibles virus que se han reportado con mayor frecuencia 

en la familia Cactácea (Tobamovirus y Potexvirus), se realizaron ensayos de transcriptasa 

inversa ligada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) con diversos pares de 

oligonucleótidos específicos para cada género. Así mismo recientemente se determinó la 

presencia de un Nucleorhabdovirus en plantas de nopal en la misma zona (Datos no 

publicados) por lo que se usaron oligonucleótidos específicos para estos virus diseñados 
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en el laboratorio. Los ensayos de RT-PCR se realizaron utilizando como templado ARN 

extraído a partir del Kit “Quick-RNA Mini Prep Plus” de Zymo Research. La RT-PCR se 

realizó en un solo paso (One Step High Fidelity Superscrip III, Invitrogen, Carlsbad, CA), 

adicionando por cada muestra en un tubo de PCR: 1.025 µL de agua libre de nucleasas, 

2.5 µL de solución amortiguadora (Buffer) 2x, 0.5 µL de PVP 40 (10%), 0.5 µL de la mezcla 

de oligonucleótidos, 0.025 µL de inhibidor de RNAsa, 0.15 µL de RT/taq Mix y 0.3 µL de la 

extracción de ácidos nucleicos. La mezcla fue colocada en un termociclador (BIORAD T100 

Thermal Cycler), usando diferentes programas de amplificación dependiendo de los 

oligonucleótidos utilizados. 

 

RT-PCR para Potexvirus. 

Se utilizaron 2 pares de oligonucleótidos: Potex R1: 5'-TCA GTR TTD GCR TCR AAR GT-

3' /Potex F5; 5'-CAY CAR GCM AAR GAY GA-3' y Potex R2: 5'-AGC ATR GCN SCR TCY 

TG-3' /Potex F5, los cuales amplifican segmentos del gen de la replicasa (RdRp) muy 

conservados para el género de los Potexvirus con un amplicon esperado de 735pb y 584pb 

respectivamente (Van der Vlugt y Berendesen, 2002). El programa de amplificación fue de 

la siguiente manera: Un solo ciclo de 50°C por 32 min; un solo ciclo de 94°C por 3 min. 

Posteriormente 35 ciclos de las siguientes condiciones: Desnaturalización a 94°C por 30 s, 

apareamiento a 51.5°C por 1 min y extensión a 68°C por 1 min. Finalmente, un solo ciclo 

de 68°C durante 5 min (Hold a 14°C/∞). Así mismo fueron utilizados cuatro pares de 

oligonucleótidos específicos para la proteína de la cápside (CP) de los Potexvirus Cactus 

Virus X (CVX), Opuntia Virus X (OpVX), Schlumbergera Virus X (SchVX) (Cuadro 1) 

(Salgado, 2016, De La Torre et al., 2016a) y Zygocactus Virus X (ZyVX), el último fue 

diseñado en el laboratorio y está en proceso de publicación.  

 

 

 
Especie de Potexvirus Nombre Secuencia Tamaño 

Cactus Virus X CVX CP Forward 5'-ATG TCT ACT GGA GTC CAG TC-3' 500 pb 

CVX CP Reverse 5'-CTA CTC AGG GCC TGG GAG AAA TTG-3' 

Opuntia Virus X OpVX CP Forward 5'-ATG GCC TCC ACT CCA CAG ACC-3' 500pb 

OpVX CP Reverse 5'-GAG TAG TGT CTT ATT CAG GAC CTG-3' 

Schlumbergera Virus X 2875s 5'-CACACTCGAGCTTCACAATAATCCAAGGC-3' 860pb 

Cuadro 1. Secuencias de oligonucleótidos específicos utilizados para los ensayos de RT-

PCR de la CP de tres especies de Potexvirus presentes en otras cactáceas. 
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2876As 5'-CACAGTCGACAAACAGAAGGCTTGACTCG-3' 

 

RT-PCR para Tobamovirus 

Se utilizaron dos pares de oligonucleótidos degenerados que amplifican regiones muy 

conservadas en el gen de la replicasa (RdRp) de los Tobamovirus. Para un primer ensayo 

de RT-PCR se utilizaron los oligonucleótidos TobRT up1: 5'-GARTAYSCIGCIYTICARAC-3' 

y TobRT do2: 5'-BGCYTCRAARTTCCA-3' con el siguiente programa de amplificación. Un 

solo ciclo de 50°C por 32 min; un solo ciclo de 94°C por 3 min. Posteriormente 5 ciclos de 

las siguientes condiciones: Desnaturalización a 95°C por 30 s, apareamiento a 43°C por 30 

s y extensión a 68°C por 15 s, consecutivamente 35 ciclos con desnaturalización a 95°C 

por 30 s, apareamiento a 46°C por 30 s y extensión a 68°C por 15 s. Finalmente, un solo 

ciclo de 68°C durante 2 min (Hold a 14°C/∞). El cual rindió un amplicón de 540pb. (Dovas 

et al., 2004) 

El segundo par de oligonucleótidos TobN up3: 5'-GGCGYTGCARACIATHGTITAYCA-3', 

TobN do4 5'-GTRTTICCIATRAAIGTIGTIACRTC-3' y TobN do4G: 5'-

GCCGATRAAGGTGGTGACRTC-3' (Dovas et al., 2004) fue utilizado para un PCR anidado 

adicionando por cada muestra en un tubo de PCR: 2.75 µL de agua libre de nucleasas, 

0.5µL de solución amortiguadora (Buffer) 10x, 0.15 µL de Cloruro de Magnesio (MgCl2) 50 

mm, 0.1 µL de dNTP'S 10 mm, 0.4 µL de la mezcla de oligonucleótidos, 0.1µL de RT/taq 

Mix y 1 µL del producto obtenido en la fase anterior, con el siguiente perfil de programación: 

Un ciclo de 95°C por 3 min, 2 ciclos de desnaturalización a 95°C por 20 s, apareamiento a 

52°C por 15 s y extensión a 72°C por 5 s, consecutivamente 26 ciclos con desnaturalización 

a 95°C por 20 s, apareamiento a 61°C por 30 s y extensión a 68°C por 15 s. Finalmente un 

ciclo de 72°C por 2 min (Hold a 14°C/∞). Rindiendo un amplicón de 400pb (Dovas et al., 

2004).  

Por otro lado, fueron realizados ensayos con dos pares de oligonucleótidos para el gen de 

la cápside (CP) de dos especies de Tobamovirus: Rattail Cactus Necrosis-associated Virus 

(RCNaV)  VP2880S 5′-CACACTCGAGAAAATGAAGTGGTCGTTAAAG-3′ y  VP2881As 5′-

CACACGTCGACGTGGGCCCCTACCCGGGGTAAG-3′ (De La Torre et al., 2016b) y 

Tobamovirus 2 Nopal F/ Tobamovirus 2 Nopal R diseñados en el laboratorio (Datos no 

publicados). 

Los productos de RT-PCR se fragmentaron en geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro 

de etidio. El peso molecular se calculó por comparación con el marcador de peso molecular 
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Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Invitrogen). Las condiciones para la electroforesis fueron de 

100 V por 30 minutos. 

 

RT-PCR para Nucleorhabdovirus 

Fueron utilizados los oligonucleótidos; Nucleorhabdovirus 506F y Nucleorhabdovirus 1103R 

diseñados en el laboratorio (Datos no publicados) los cuales son específicos para una 

nueva especie de Nucleorhabdovirus (Rhabdoviridae) presente en plantas de nopal de la 

zona de estudio, con el siguiente programa de amplificación. Un solo ciclo de 50°C por 30 

min; un solo ciclo de 95°C por 2 min. Posteriormente 35 ciclos de las siguientes condiciones: 

Desnaturalización a 95°C por 10 s, apareamiento a 55°C por 15 s y extensión a 68°C por 1 

min. Finalmente, un solo ciclo de 68°C durante 5 min (Hold a 14°C/∞). El cual rindió un 

amplicon de 500pb. 

Los productos de RT-PCR se fragmentaron en geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro 

de etidio. El peso molecular se calculó por comparación con el marcador de peso molecular 

Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Invitrogen). Las condiciones para la electroforesis fueron de 

100 V/400 MA por 30 minutos. 

 

Secuenciación de productos de la RT-PCR 

Los productos de la RT-PCR que se encontraron dentro del peso esperado fueron cortados 

y purificados utilizando el Kit “Gene Jet Extraction Kit” (ThermoFisher Scientific). 

Posteriormente se determinó la secuencia directa de nucleótidos de los amplicones de 

interés utilizando un secuenciador Genetic Analyzer 3100 XL (Applied Biosystems) de 16 

capilares que utiliza el método BIG DYE (Terminator fluorescence based sequencing) para 

el análisis de secuencia (Sanger et al., 1977) en el Laboratorio de Bioquímica Molecular de 

la UBIPRO, FES IZTACALA, UNAM. 

Las secuencias obtenidas fueron alineadas y comparadas con las disponibles en la base 

de datos del GenBank disponible en NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

por medio de BLAST (Basic Local Alignment Search Total) (Altschul et al., 1990). 
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Secuenciación Masiva de RNAseq de muestra de N. tetetzo. 

Debido a las evidencias de virus presente en las muestras analizadas con los primeros 

ensayos de diagnóstico (RT-PCR) se realizó la secuenciación masiva de RNA-Seq de 

muestras de Neobuxbaumia tetetzo con el propósito de obtener genomas completos de 

todos los posibles virus presentes en la misma.  

La muestra fue obtenida mediante el Kit Quick-RNA Mini Prep Plus de Zymo Research y 

fue enviada a la Unidad Universitaria de Secuenciación Masiva de DNA-UNAM, (UUSMD) 

en el Instituto de Biotecnología (IBT) UNAM, campus Cuernavaca, Morelos, donde se 

realizó la secuenciación masiva de ARN dirigido a ARNm (RNA-seq) por extremos pareados 

(paired-end), con un tamaño de biblioteca de 300 pb, y tamaño de lecturas (reads) de 75 

pb. La secuenciación masiva se realizó con la plataforma ILLUMINA Next-seq 500. Se 

evaluó la integridad y concentración del ARN total de la muestra mediante un microchip de 

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara CA) el cual utiliza el algoritmo de RIN 

(RNA integrity number), que arroja un número entre 1 a 10, siendo el 10 un ARN bastante 

íntegro y concentrado, en base a la degradación y concentración de bandas de ARN 

ribosomal correspondientes al 18S y 28S, que son separadas por electroforesis (Schroeder 

et al., 2006). 

 

Evaluación y análisis de lecturas 

Se evaluó la calidad de los datos obtenidos (lecturas o reads) por medio del software 

FASTQC (Andrew, 2010). Los reads se analizaron por comparación con genomas 

completos (Mapeo a referencia) obtenidos del GenBank con el software Geneious 7.1 

(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012). Por otra parte se realizó un ensamble de 

novo, con el software Trinity que hace uso de gráficas de Bruijn (Haas et al., 2013) para el 

armado de contigs más grandes que fueron analizados mediante BLAST y BLASTX 

(Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997) para la búsqueda de otros virus. Posteriormente 

se construyeron árboles filogenéticos por máxima verosimilitud, con el genoma completo y 

con los genes RdRp y CP, de los genomas virales obtenidos por RNA-seq, y virus 

reportados en el GenBank, ajustando el modelo por medio del software jModelTest 2.0 ver 

0.1.1 (Darriba et al., 2012), y PhyML 3.0 (Guindon y Gascuel 2003) para generar los árboles. 
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Resultados  

Extracción y análisis electroforético de ARN de doble cadena de origen viral.  

El análisis electroforético de ARNdc en gel de poliacrilamida 6% mostró la presencia de una 

banda en muestras de N. tetetzo. La banda se observa aproximadamente entre las dos 

bandas más pesadas del patrón de CMV (6.2 kb y 6.8 kb respectivamente) que 

probablemente pertenezca a la forma replicativa de un ARNdc de origen viral de 

aproximadamente 6.4 kb que correspondería al patrón típico de un Tobamovirus (Figura 3) 

 

 

            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Análisis electroforético de muestras de tetecho para la detección de ARNdc en 
gel de poliacrilamida al 6%. (100 V 2:30h) Electroforesis en gel de Poliacridamida al 6% 
(100 V/1:30hrs.) de extracción de ARNdc.; Carril 1- Patrón electroforético de ARNdc del 
Cucumber Mosaic virus (CMV). Carril 2 a 8- ARNdc de Neobuxbaumia tetetzo. (40πl de 
reacción/10µl de amortiguador de carga). Se observa una banda perteneciente 
probablemente al genoma de un Tobamovirus (6.4kb) 

 

6.8 kb 
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Transcriptasa inversa ligada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) 

RT- PCR para Tobamovirus  

Con esta técnica se demostró la presencia de un virus del género Tobamovirus al obtenerse 

amplicones dentro del peso esperado para los oligonucleótidos reportados por Dovas et al. 

en 2004, de 400pb (Figura 4). Así mismo fueron obtenidos amplicones dentro del peso 

esperado (1000pb) para los oligonucleótidos específicos de la CP para RCNaV (Figura 5).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1% (100 V, 30 min) de RT-PCR de muestras 
de Neobuxbaumia tetetzo para detectar RCNaV. Se usaron los oligonucleótidos  
VP2880S y VP2881As para el gen de la CP del Tobamovirus RCNaV que rindieron un 
amplicon de 1000pb. Carril 1-3 Muestras de Neobuxbaumia tetetzo. Carril 4 Control 
Opuntia parviclada. Carril 5 1kb DNA Ladder.  

1   2   3  4       5 

500pb 
400pb 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 1% (100 V, 30 min) de RT-PCR de muestras 
de Neobuxbaumia tetetzo para detectar Tobamovirus. Se usaron los oligonucleótidos 
TobNup3, TobNdo4 y TobNdo4G para el gen de la RdRp de Tobamovirus que rindieron 
un amplicon de 400pb. Carril 1-3 Muestras de Neobuxbaumia tetetzo. Carril 4 Control 
Opuntia parviclada. Carril 5 1kb DNA Ladder.  

 1    2    3   4      5 

1000pb 1000pb 
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RT-PCR para Potexvirus 

No se obtuvieron amplicones para los ensayos con los oligonucleótidos específicos para el 

género Potexvirus, al realizar la confirmación con oligonucleótidos específicos para la CP 

de cuatro especies del género (Cactus Virus X, Opuntia Virus X, Schlumbergera Virus X y 

Zygocactus Virus X), tampoco se obtuvieron resultados positivos.  

 

RT-PCR para Nucleorhabdovirus  

Los ensayos realizados con los oligonucleótidos específicos diseñados en el laboratorio 

para un posible nuevo Nucleorhabdovirus (no reportado) mostraron resultados positivos al 

encontrarse amplicones dentro del peso esperado de aproximadamente 500pb (Figura 6) y 

confirmaron su presencia con la secuencia resultante.  

 

 
 

 

 

 

Secuenciación, análisis y comparación nucleotidica del genoma viral con secuencias 

disponibles en el GenBank.  

Las secuencias parciales de los amplicones de la replicasa RdRp obtenidas a partir de RT-

PCR presentaron un porcentaje de identidad de entre 86% y 97% con el Tobamovirus 

RCNaV y del 94% al 98% con Tobamovirus 2 (Salgado, 2016) disponibles en el GenBank 

con los siguientes números de acceso: RCNaV (KY348772, KU854932, KY348773) y 

Tobamovirus 2 (MF434821), lo cual indica la presencia de al menos un Tobamovirus. En el 

caso de los oligonucleótidos específicos para la proteína de la cápside de RCNaV, a pesar 

1       2  3      4  5  

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 1% (100 V, 30 min) de RT-PCR de muestras de 
Neobuxbaumia tetetzo para detectar Nucleorhabdovirus. Se usaron oligonucleótidos  para 
el gen de la CP (no publicados) que rindieron un amplicon de aproximadamente 500pb. 
Carril 1 1kb DNA Ladder. Carril 2-5 Muestras de Neobuxbaumia tetetzo.  

 

500pb 
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de que los resultados fueron positivos al encontrarse amplicones dentro del peso esperado 

(1000pb), no fue posible la secuenciación del mismo.  

La construcción de árboles filogenéticos con las secuencias nucleotídicas directas de la 

RdRp obtenidas y con las disponibles en el GenBank confirmaron la identidad y relación 

filogenética entre los virus del mismo género con otras secuencias reportadas en el 

GenBank y las secuencias disponibles obtenidas en  otras cactáceas, siendo la cercanía 

del genoma viral mayor con el Tobamovirus RCNaV y el Tobamovirus 2 (Figura 7).  
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Figura 7. Árbol filogenético de máxima verosimilitud con valores de Bootstrap (1500 
réplicas), para gen de RdRp (K80+G) en Tobamovirus, se observa la separación de los 
virus en dos grupos. Los virus encontrados en cactáceas en color verde y dos controles 
externos del género Tobravirus y Hordeivirus en azul, pertenecientes también a la familia 
Virgaviridae. Además, de la separación de los distintos virus reportados en cactus 
(nopales) en la Reserva de la Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán y los identificados en 
tetecho señalados con una flecha. 
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Secuenciación Masiva de RNAseq de muestra de N. tetetzo. 

La profundidad de lecturas del genoma fue de 75x ciclos con 11 millones de lecturas. Se 

obtuvieron aproximadamente 30 millones de lecturas con un tamaño promedio de 75 pb 

cada una. La calidad en general por cada base medida con el software FASTQC (Andrew, 

2010), de acuerdo a la escala de Phred fue superior a 20 (que indica una probabilidad de 1 

en 100, de bases incorrectas).  

A partir del análisis de mapeo usando como referencia genomas virales de Potexvirus y 

Tobamovirus presentes en nopal, no se encontraron secuencias que alinearan. El 

ensamblado con Trinity de contigs y su análisis de mapeo con referencia con el software 

Geneious ver. 7.1 y BLASTX, demostraron la presencia de un Nucleorhabdovirus, 

relacionado con dos genomas de Nucleorhabdovirus detectado en el laboratorio en dos 

especies de Opuntia (Opuntia depressa y Opuntia pilifera) (no publicado), con un porcentaje 

de identidad de 84% con el genoma del virus detectado en Opuntia depressa y de 95% con 

Opuntia pilifera, para la RdRp (RNA dependent RNA polimerase) de 89% con O. depressa 

y 96% con O. pilífera. Para el gen de la proteína de la cápside (CP) de 90% y 96% 

respectivamente.   

La construcción de árboles filogenéticos con las secuencias nucleotidicas del virus obtenido 

y secuencias disponibles en el GenBank, inicialmente para la comparación del genoma 

completo (13,141pb) para dos géneros distintos de virus (Nucleorhabdovirus y 

Cytorhabdovirus) confirmó la identidad y relación filogenética entre los virus del mismo 

género con otras secuencias reportadas en el GenBank y las secuencias disponibles 

obtenidas en las dos especies de Opuntia sp. (Figura 8). Así mismo esta relación se 

mantuvo en el árbol realizado para el gen de la RdRp (L). (Figura 9). Finalmente, la 

construcción del árbol filogenético usando el gen de la proteína de la cápside (CP), 

demostró una vez más la cercanía del genoma viral con los obtenidos en Opuntia pilifera y 

Opuntia depressa.  (Figura 10). 
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Figura 8. Árbol filogenético de máxima verosimilitud con valores de Bootstrap (1000 
réplicas), para genomas completos (JC69+G) en Nucleorhabdovirus y Cytorhabdovirus, 
se observa la separación de los géneros de virus (dos grupos) y un control externo del 
género Lyssavirus. Además, de la separación de los distintos virus reportados en cactus 
(nopales) en la Reserva de la Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán y el identificado en 
tetecho señalado con una flecha.  
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Figura 9. Árbol filogenético de máxima verosimilitud con valores de Bootstrap (1000 
réplicas), para el gen de la RdRp (JC69+G) en Nucleorhabdovirus y Cytorhabdovirus, se 
observa la separación de los géneros de virus (dos grupos) y un control externo del 
género Lyssavirus. Además, de la separación de los distintos virus reportados en cactus 
(nopales) en la Reserva de la Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán, Puebla y el identificado 
en tetecho señalado con una flecha.  
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Figura 10. Árbol filogenético de máxima verosimilitud con valores de Bootstrap (1000 
réplicas), para el gen de la CP (JC69+G) en Nucleorhabdovirus y Cytorhabdovirus, se 
observa la separación de los géneros de virus (dos grupos) y un control externo del 
género Lyssavirus. Se observa la cercanía del genoma obtenido del 
Nucleorhabdovirus obtenido de tetecho señalado con una flecha con los otros dos 
reportados en nopales en la Reserva de la Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán, Puebla.  
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Discusión 

Considerando los datos del presente trabajo, se determinó que la posible causa de los 

daños de manchado clorótico en Neobuxbaumia tetetzo puede estar asociado a la 

presencia de uno o más virus. El análisis de ARNdc de origen viral, demostró la presencia 

de material genético de origen viral de un posible Tobamovirus, el cual fue confirmado con 

los ensayos de RT-PCR dirigidos al gen de la RdRp y su posterior secuenciación. Lo 

anterior fue comprobado con los porcentajes de identidad de las secuencias obtenidas 

comparadas con secuencias del GenBank, el cual fue de 97% para el RCNaV que 

concuerda con lo reportado por De La Torre et al. 2016b y con Salgado, 2016 en cactáceas 

de nopal de la especie Opuntia albicarpa y Opuntia ficus-indica respectivamente y de más 

de 95% para el Tobamovirus 2 identificado también en plantas de varias especies de nopal 

por Salgado (Datos no publicados). 

Con el análisis de secuenciación masiva de RNA-seq no fue posible la identificación de las 

dos posibles especies de Tobamovirus que si fueron identificados y confirmados por medio 

de la RT-PCR, esto puede deberse a que su genoma no es poliadenidado, lo cual es una 

característica necesaria para la detección de las partículas virales (Nagano et. al, 2015; 

Wang et al., 2009) sino que posee en su extremo 3’ una estructura de tipo tARN (Figura 11) 

(Viral Zone, 2017). No obstante anteriormente ha sido posible la detección de Tobamovirus 

en cactáceas con esta técnica, como lo reporta Salgado en 2016 en plantas de nopal 

(Opuntia sp.), esto puede deberse a distintas causas, entre ellas se especula que la 

concentración del virus en la planta puede ser un factor determinante, dado que en el trabajo 

mencionado las cactáceas eran de origen comercial, las cuales están expuestas a las 

prácticas de cultivo manuales como las podas o a herramientas de trabajo, el hombre se 

convierte en una importante fuente de diseminación de este tipo de virus (Kalb, 2004, 

Kenyon et al., 2014), es posible que estos factores aumenten drásticamente la 

concentración del virus a comparación de las cactáceas silvestres que tienen muy poco 

contacto con hombre, como lo es el tetecho. En tetecho la fuente de contaminación con 

este género de virus puede ser a través de semillas, debido a que no existe transmisión por 

ninguna clase de vectores (ICTV, 2017) y la transmisión mecánica es poco factible. Las 

semillas de una planta pueden ser infectadas externamente por Tobamovirus (Genda et al., 

2011). Los residuos en el suelo de una planta contaminada o de semillas con virus suelen 

ser las fuentes primarias de infección, como sucede en plantas de pimiento y tomate con 
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virus como el TMV o ToMV (Kenyon et al., 2014, Kalb, 2004) también pertenecientes al 

género Tobamovirus.  

 

 
 

 

 

 

 

Con el análisis de secuenciación masiva de RNA-seq fue posible la identificación de un 

Nucleorhabdovirus al obtener la secuencia completa de su genoma. El genoma posee RNA 

de cadena sencilla de sentido negativo y consiste en 13,141pb. Por medio de los ensambles 

de los datos obtenidos de RNA-seq en Geneious 7.1 se identificaron 6 marcos de lectura 

abiertos o ORFs (open read frame ORF por sus siglas en inglés) (Figura 12). El ORF “N” 

codifica la nucleoproteína que encapsida el genoma del virus, el cual tiene una longitud de 

1593pb, el segundo ORF “P” codifica una fosfoproteína, la cual se une a la nucleocápside 

viral y posiciona la polimerasa en la plantilla para la transcripción y la replicación, tiene una 

longitud de 951pb. El marco de lectura abierto “3” es el factor codificante para la proteína 

del movimiento y consiste en 852pb. El ORF “M” codifica la proteína de la cubierta o Matrix 

y consiste en 735pb. La cuarta ORF codifica una glicoproteína que ayuda a la transmisión 

de este tipo de virus, la cual se realiza a través insectos vectores (Whitfield et al., 2015, 

ICTV, 2017) con 1,899pb. Por último, el marco de lectura abierto “L” posee 5,856pb y 

codifica la ARN polimerasa (Figura 12).  

 

 

 

 

Estructura 

tipo tARN  

Figura 11. Esquemas de la composición genómica de Tobamovirus, Se observan los 
distintos marcos de lectura que poseen cada género, y los componentes subgenómico 
generados durante su replicación y traducción (Tomado del ViralZone, Consultado el 
28 de Agosto del 2018). 
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Las evidencias de las relaciones filogenéticas reafirman la posición del virus identificado en 

Neobuxbaumia tetetzo en el género Nucleorhabdovirus (Familia Rhabdoviridae), sin 

embargo los porcentajes muy bajos de identidad entre el Nucleorhabdovirus identificado 

comparado con virus del mismo género registrados en el GenBank (menos del 50%),  que 

de acuerdo a los criterios de especie dentro del género debe ser mayor a 50% (ICTV, 2017), 

aunado a lo anterior a pesar de que este género de virus afecta a una gran cantidad de 

plantas, cada virus tiene un número restringido de especies (Goodin y Jackson, 2002) 

además de ser transmitido por insectos vectores los cuales poseen también nichos 

específicos (ICTV, 2017, Jackson et al., 2005) y dado que anteriormente no han sido 

reportados Nucleorhabdovirus en cactáceas, nos lleva a sugerir que es un virus totalmente 

nuevo y probablemente se encuentra restringido a la zona de estudio presentada en este 

trabajo.  

Los porcentajes de identidad de los Nucleorhabdovirus detectados en las dos especies de 

Opuntia sp. (Opuntia depressa: 84% Opuntia pilifera: 95%), las relaciones filogenéticas 

cercanas que poseen, además de ambas encontrarse en la Reserva de la Biosfera de 

Figura 12. (A) Esquema de la composición genómica de Nucleorhabdovirus. Tomado de 
Viral Zone, 2017. (B) Esquema de la composición génomica del Nucleorhabdovirus 
identificado en N. tetetzo. Se identificaron 6 ORFs correspondientes a la CP (N), 
Fosfoproteína (P), Matrix (M), Glicoproteína (G) y RdRp (L) (Obtenidos por los ensambles 
de los datos de RNA-Seq en Geneious 7.1).  

B 

A 
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Tehuacán-Cuicatlán, Puebla aluden probablemente a que se trata del mismo virus para las 

tres especies de Cactáceas.  

Los daños de manchado clorótico presentes en las plantas de Neobuxbaumia tetetzo 

podrían estar relacionados principalmente con alguno de los Tobamovirus identificados 

dado que uno de los síntomas principales de los Tobamovirus es el mosaico clorótico 

(UC/IPM, 2017, ICTV, 2002) De la Torre et al. En 2007 detectaron un posible virus del 

género en plantas de Opuntia streptacantha con síntomas similares. Salgado en 2016 

reportó la presencia de daños de manchado clorótico y deformación en plantas de Opuntia 

ficus-indica infectadas con un probable RCNaV y en Opuntia albicarpa se detectó la 

presencia del Tobamovirus RCNaV como posible agente causal de anillos cloróticos (De La 

Torre et al., 2016b), como también se reporta en este trabajo.  

Debido a que la RNA-seq posee una profundidad de amplificación y secuenciación mayor 

que los métodos estándar, nos permitió caracterizar molecularmente e identificar el genoma 

completo de un virus presente en Neobuxbaumia tetetzo que no había sido reportado en 

Cactáceas anteriormente. Lo cual confirma el uso universal de esta tecnología, obteniendo 

secuencias virales completas, sin tener antecedentes de los posibles virus presentes.  

La aplicación de la secuenciación masiva de RNA-seq dirigida a ARNm ha generado 

buenos resultados en la obtención de secuencias de virus ya reportados anteriormente y 

aún más importante de nuevos virus, como en el caso de la reciente identificación de virus 

en Durazno (Prunus pérsica) relacionados con el genoma de Peach mosaic virus (PcMV), 

Peach chlorotic mottle virus (PCMV) y Cherry green ring mottle virus (CGRMV) (Velasco, 

2017) y de dos Potexvirus, un Tobamovirus y un probable nuevo Carlavirus por Salgado en 

2016. La utilización de esta técnica permite la detección de varios virus en plantas silvestres 

en entornos naturales, además de la recolección paralela de datos del transcriptoma de la 

planta huésped los cuales son muy importantes para el estudio de la respuesta de los 

huéspedes a las infecciones virales, así como la manipulación del huésped viral. (Nagano 

et al., 2015), sin embargo, los virus con genomas no poliadenilados no se detectan de 

manera efectiva (Wang et al., 2009).   

Aunque se propone que la RNA-seq dirigida a RNAs facilita la identificación de genomas 

virales ya que aumenta la cobertura de los mapeos a referencia, o el ensamblado de novo 

de contigs, debido al corto tamaño de las reads (20-30 nt) (Pirovano et al., 2014), nosotros 

demostramos que el uso de reads de 75 pb y el ensamblaje de novo con Trinity, nos facilitó 

la identificación de al menos un nuevo virus. 
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Adicionalmente se validó la presencia del virus identificado mediante RT-PCR de punto 

final, para lo cual se desarrollaron oligonucleótidos específicos que flanquean el gen de la 

proteína de la cápside (Datos no publicados). Esto permitirá la identificación de ese virus 

en otras cactáceas.  
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Conclusiones 

• Se identificó en plantas de Neobuxbaumia tetetzo silvestres presentes en la Reserva 

de La Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán, con síntomas de manchado clorótico, la 

presencia de agentes virales pertenecientes al grupo Tobamovirus y 

Nucleorhabdovirus por medio de RT-PCR y la confirmación de identidad por medio 

de la secuenciación de productos. 

 

• Se confirmó la presencia e identidad de un Nucleorhabdovirus por medio de 

secuenciación masiva de RNA-seq en las muestras silvestres de Neobuxbaumia 

tetetzo.  

 

• Se determinó que el Nucleorhabdovirus identificado en N. tetetzo es probablemente 

un virus nuevo y restringido a la zona de estudio presentada en el trabajo.  

 

 

Perspectivas 

• En base a la identificación de un nuevo Nucleorhabdovirus se recomienda la 

caracterización biológica completa del virus.  

 

• Por otra parte se recomienda la búsqueda y estudio del posible vector diseminador 

de este virus en la Reserva de La Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán, Puebla. Realizar 

pruebas de RT-PCR a los posibles insectos vectores para determinar si transportan 

o no el virus. 

 

• Se recomienda también el análisis de otras muestras de plantas de la familia 

Cactácea presentes en la Reserva de La Biosfera de Tehuacán-Cuicatlán, Puebla 

con síntomas de manchado clorótico para posteriormente realizar una identificación 

y comparación de las secuencias de los virus presentes en ellas.  

 

• Realizar un RT-PCR a semillas de tetecho para detectar la posible presencia del 

Tobamovirus y confirmar la posible infección de estas plantas con este virus a través 

de este medio. 
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• También la realización de inoculaciones con macerados de la planta con daños de 

manchado clorótico a cactáceas libres de virus, realizar RT-PCR para los 

oligonucleótidos específicos para la CP y esperando la aparición de manchas 

cloróticas. Así podremos identificar con más certeza cuál de los virus presentes 

puede ser el causante de los manchados.  
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