
 

 
 

 

 
 
“COINFECCIÓN DE VIRUS Y FITOPLASMAS EN EL 

SÍNDROME DE ENGROSAMIENTO DEL NOPAL 
(Opuntia ficus-indica Mill)” 

 
 

ALBA PRISCILIA SUASTE DZUL 

 
 

T    E    S    I    S 
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL 

PARA OBTENER EL GRADO DE: 

 
 

MAESTRA EN CIENCIAS 
 
 

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MÉXICO 
 
 

2011 

 

COLEGIO DE POSTGRADUADOS 
 

INSTITUCION DE ENSEÑANZA E INVESTIGACIONEN CIENCIAS 
AGRÍCOLAS 

 

CAMPUS MONTECILLO 
 

POSTGRADO DE FITOSANIDAD 

 

FITOPATOLOGÍA 

 



 

ii 
 



 

iii 

COINFECCIÓN DE VIRUS Y FITOPLASMAS EN EL SÍNDROME DE 

ENGROSAMIENTO DEL NOPAL (Opuntia ficus-indica Mill) 

Alba Priscilia Suaste Dzul, MC. 

Colegio de Postgraduados, 2011 

 

RESUMEN 

Durante el 2010, en el municipio de Nopaltepec, Estado de México, se han observado 

síntomas de amarillamiento, mosaico, proliferación, deformación de frutos y engrosamiento 

del cladodio en nopal tunero, algunos de estos síntomas se ha atribuido a la infección por 

fitoplasmas y otros son característicos de virus. Los estudios moleculares han sido incipientes 

para demostrar esta asociación, pues no se incluyen pruebas biológicas que determinen esto. 

Por lo tanto, los objetivos de esta investigación fue determinar la presencia de virus en 

muestras de nopal con el síndrome de engrosamiento del cladodio por medio del análisis del 

RNA bicatenario, microscopía electrónica, transmisión mecánica y RT-PCR, por otro lado, 

detectar mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) la presencia de fitoplasmas 

en diferentes estratos del cladodio y raíz de plantas de nopal. La presencia de RNA 

bicatenario en tejidos de nopal con los síntomas antes mencionados, evidenció la presencia de 

un virus de RNA, mientras que con el microscopio electrónico de transmisión se observó 

partículas en forma de varilla flexible con una media modal de 950-1700 nm de longitud. El 

virus se transmitió mecánicamente a Nicotiana tabacum var. Xanthi, N. glutinosa, N. 

occidentalis, N. benthamiana, Chenopodium quinoa, C. amaranticolory Datura stramonium. 

Los resultados de las pruebas de RT-PCR indican que no se trata del TMV, miembros de la 

familia Potyviridae o especies del género Potexvirus. En conclusión, es probable que este 

virus no se encuentre reportado aun para este cultivo. La detección de fitoplasmas se realizó 

con la amplificación de un fragmento del gen 16S rRNA del fitoplasma, empleando los 

iniciadores universales P1/P7 y P1/Tint, mientras que para la PCR anidada se emplearon los 

R16F2/R16R2, en donde se obtuvo un fragmento de amplificación de 1 200 pb, el cual es 

característico para establecer la presencia de fitoplasma sp. El análisis de los patrones de 

restricción generados con endonucleasas reveló que el fitoplasma pertenecía al grupo 

16SrXIII-Mexican periwinkle virescence. Estos resultados indican que en el síndrome de 

engrosamiento del cladodio del nopal existe una coinfección entre virus y fitoplasmas. 
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ABSTRACT 

During 2010, in the municipality of Nopaltepec, Mexico, has been observed symptoms of 

yellowing, mosaic, proliferation, fruit deformation, and thickening of prickly pear cladode, 

some of these symptoms has been attributed to infection by phytoplasmas and others are 

characteristic of virus. Molecular studies have been incipient to demonstrate this association, 

it does not include biological tests to determine this. Therefore, the objectives of this research 

was to determine the presence of virus in samples of cactus with cladodes thickening 

syndrome, by double-stranded RNA analysis, electron microscopy, and RT-PCR, on the other 

hand, detected by Chain Reaction (PCR) the presence of phytoplasmas in different strata of 

the cladode and the roots of cactus plants. The presence of double-stranded RNA analysis in 

tissues of cactus with the above symptoms, showed the presence of an RNA virus, whereas, 

transmission electron microscope was observed rod flexible particles with a length of 950-

1700 nm. The virus was transmitted mechanically to Nicotiana tabacum var. Xanthi, N. 

glutinosa, N. occidentalis, N. benthamiana, Chenopodium quinoa, C. amaranticolor y Datura 

stramonium. The results of RT-PCR tests indicate that is not TMV, members of the family 

Potyviridae or species of Potexvirus. In conclusion, it is likely that this virus is not yet 

reported for this crop. Phytoplasma detection was performed with the amplification of a 

fragment of the phytoplasma 16S rRNA gene, using universal primers P1/P7 and P1/Tint, 

while for the nested PCR were used R16F2/R16R2, we obtained an amplified fragment of 1 

200 bp, which is characteristic to establish the presence of phytoplasma sp. Analysis of 

restriction patterns generated with endonucleases revealed that the phytoplasma belongs to the 

Mexican periwinkle virescence-16SrXIII. These results indicate that in the thickening cactus 

cladode syndrome, exists coinfection between viruses and phytoplasmas. 
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INTRODUCCIÓN 

La familia Cactaceae es endémica del Continente Americano. Antes que el hombre 

distribuyera plantas de esta familia no existían en el resto del mundo, actualmente se 

encuentran desde Canadá hasta Argentina (Corrales y Flores, 2003). Esta familia es 

interesante y desafiante debido a su variación morfológica, diversas adaptaciones al medio 

ambiente y a sus sistemas de reproducción. Dentro de los grupos de la familia de las 

cactáceas, las opuntias son de las más exitosas y ampliamente distribuidas (Rebman y 

Pinkava, 2001). Opuntia ficus-indica es la cactácea de mayor importancia económica en el 

mundo, se le cultiva en Europa, Oriente Medio, África, Asia, Oceanía y América (Anderson, 

1960; Barbera, 1995). El nopal tunero (Opuntia ficus-indica Mill) tiene como centro de origen 

a América tropical y subtropical, es también conocido como nopal, nochtli o nopalli, y “tuna” 

en Cuba. El género Opuntia (sensu stricto) está formado por 189 especies (Anderson, 2001), 

de las cuales se conocen 83 especies mexicanas de este género (Guzmán et al., 2003). Hoy en 

día, este cultivo está presente en una gran variedad de condiciones agroclimáticas de forma 

silvestre o cultivada, además se ha difundido a África, Asia, Europa y Oceanía donde también 

se cultivan (FAO, 1995; Sáenz, 2006). El nopal se cultiva para la producción de fruta, la tuna, 

en ambos hemisferios y en todos los continentes, excepto la Antártida. La ausencia de datos 

estadísticos actualizados para la mayoría de los países en los que esta especie se cultiva, solo 

permiten una estimación aproximada de la superficie cultivada (Barbera e Inglese, 1993). Los 

frutos de nopal son muy apreciados, su distribución se extiende a países como Argentina, 

Estados Unidos (Curtis, 1977), Chile (Sudzuki et al., 1993), Israel (Nerd y Mizrahi, 1993) y 

Sudáfrica (Wessels, 1988). A nivel mundial, México es el principal productor de tuna 

aportando 322, 102 t al año, concentrada en los estados de Zacatecas, San Luis Potosí, 

Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, y en la región sur-central del estado de Hidalgo, México, 

Tlaxcala y Puebla (SIAP, 2009). Por otro lado, Italia es el primer productor del Mediterráneo 

con cerca de 70, 000 t de rendimiento (Basile y Foti, 1997) donde Sicilia representa casi la 

totalidad de la producción italiana (Barbera e Inglese, 1993). Entre los principales problemas 

fitosanitarios que limitan la producción de nopal, tuna, nopalitos y forraje están las plagas 

como ácaros (Aceria cactorum Keifer), la chinche roja (Hesperolabops gelastops Kirk) y gris 

(Chelinidea tabulata Burm), entre otros, mientras que los patógenos Alternaria sp., 

Macrophomina sp. y Erwinia carotovora son los más importantes (Borrego y Burgos, 1986). 
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En México, se observó por primera vez el síntoma de engrosamiento del cladodio y en 1974 

se inician estudios para determinar al agente causal de este síntoma, concluyéndose que era 

causado por virus o fitoplasmas (Borrego y Burgos, 1986; Pimienta, 1990). Recientemente, en 

el municipio de Nopaltepec, Edo. de México, se han observado síntomas de engrosamiento 

del cladodio, amarillamiento, mosaico, proliferación y deformación de frutos en nopal tunero, 

sin que se conozca(n) la(s) causa(s) de esta(s) alteraciones, por lo que el objetivo del presente 

estudio fue determinar la etiología de esta enfermedad. 
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CAPÍTULO I. VIRUS ASOCIADO AL ENGROSAMIENTO DEL CLADODIO EN 

NOPAL TUNERO (Opuntia ficus-indica Mill) 

 

Alba Suaste-Dzul, Reyna Rojas-Martínez, D. L. Ochoa-Martínez, Emma Zavaleta-

Mejía, Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Fitosanidad-Fitopatología, 

Montecillo, Estado de México, CP 56230 México, Daisy Pérez-Brito, Centro de 

Investigación Científica de Yucatán, A. C., Laboratorio GeMBio, Colonia Chuburná de 

Hidalgo, Mérida, Yucatán, CP 97200 México, y Camilo Hernández-Juárez, Universidad 

Autónoma Chapingo, Parasitología Agrícola. CP 56230. Chapingo, Estado de México. 

Correspondencia: rojas@colpos.mx 

 

Resumen 

En el municipio de Nopaltepec, Estado de México, se han observado síntomas de 

amarillamiento, mosaico, proliferación, deformación de frutos y engrosamiento del cladodio 

en nopal tunero, algunos de los cuales son característicos de fitoplasmas y otros de virus, los 

estudios moleculares han sido incipientes para demostrar esta asociación, pues no se incluyen 

pruebas biológicas que determinen esto. Con la idea de contribuir al conocimiento de la 

etiología de esta enfermedad, el objetivo de la presente investigación fue determinar la 

presencia de virus en muestras de nopal con engrosamiento del cladodio. El análisis del RNA 

bicatenario en tejidos de nopal con los síntomas antes mencionados, evidenció la presencia de 

un virus de RNA. Por otro lado, con el microscopio electrónico de transmisión se observó 

partículas en forma de varilla flexible con una longitud de 950-1700 nm. El virus se 

transmitió mecánicamente a Nicotiana tabacum var. Xanthi, N. glutinosa, N. occidentalis, N. 

benthamiana, Chenopodium quinoa, C. amaranticolory Datura stramonium. Los resultados 

de las pruebas de RT-PCR indican que no se trata del TMV, miembros de la familia 

Potyviridae o especies del género Potexvirus. 

 

Palabras clave adicionales: nopal, virus elongados, microscopía electrónica de transmisión. 
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Abstract 

In the municipality of Nopaltepec, Mexico, symptoms of yellowing, mosaic, proliferation, 

fruit deformation, and thickening prickly pear cladode, some of which are characteristic of 

phytoplasmas and other viruses, molecular studies have been incipient to demonstrate this 

association, it does not include biological tests to determine this. With the idea of contributing 

to the knowledge of the etiology of this disease, the aim of this research was to determine the 

presence of virus in samples of cactus cladode thickening. The double-stranded RNA analysis 

in tissues of cactus with the above symptoms, showed the presence of an RNA virus. On the 

other hand, transmission electron microscope was observed rod flexible particles with a length 

of 950-1700 nm. The virus was transmitted mechanically to Nicotiana tabacum var. Xanthi, 

N. glutinosa, N. occidentalis, N. benthamiana, Chenopodium quinoa, C. amaranticolory 

Datura stramonium. The results of RT-PCR tests indicate that is not a TMV, members of 

family Potyviridae or species of Potexvirus. 

 

Additional keywords: Prickly pear, elongated virus, transmission electron microscopy. 
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INTRODUCCIÓN 

En México el nopal ha sido importante en el desarrollo de las culturas regionales (Pimienta, 

1997). Opuntia ficus-indica es la cactácea de mayor importancia económica en el mundo, se 

le cultiva en Europa, Oriente Medio, África, Asia, Oceanía y América (Anderson, 1960; 

Barbera, 1995). Los frutos de nopal son muy apreciados en países como Argentina, Estados 

Unidos (Curtis, 1977), Chile (Sudzuki et al., 1993), Israel (Nerd y Mizrahi, 1993) y Sudáfrica 

(Wessels, 1988). México es el principal productor con 744, 250 t al año procedentes de los 

estados de Morelos, Distrito Federal, Baja California, Puebla, Zacatecas y Aguascalientes 

(SIAP, 2009). Este cultivo se ve afectado por diversas plagas, y enfermedades principalmente 

causadas por hongos fitopatógenos (como Alternaria sp. y Macrophomina sp.) y bacterias 

(Borrego y Burgos, 1986). En años recientes se ha observado un número creciente de plantas 

con síntomas caracterizados por el engrosamiento del cladodio, mosaico, amarillamiento, 

proliferación y deformación de frutos. Con base en la sintomatología, se sospechó que pudiera 

ser causada por algún virus, Felker et al. (2009) reportan en California que el engrosamiento 

del cladodio es causado por el Tobacco bushy top virus, y sugiere que es probable que los 

síntomas que se presentan en Italia, Sudáfrica y México sean provocados por este mismo 

virus. Por otro lado en 1976 se una enfermedad afectando a Nopalea cochenillifera L. 

consistente en un moteado suave en las pencas jóvenes y con base en los resultados de 

transmisión en plantas indicadoras, microscopia electrónica y serología, se determinó que se 

trataba del Cactus virus X (Lastra et al., 1976); a la fecha diversas especies de virus se 

encuentran afectando cactáceas cultivadas como el Sammons's opuntia virus (SOV), Cactus 

virus X (CXV), el Zygocactus virus X (ZXV), el Saguaro cactus virus (SCV) y Tomato 

spotted wilt virus (TSWV) (Giri y Chessin, 1975; Lastra et al., 1976; Attothom et al., 1978; 

Milbrath y Nelson, 1972; Hausbeck y Gildow, 1991). Con base en los antecedentes 

mencionados, el objetivo de la presente investigación fue caracterizar e identificar el (o los) 

viru(s) asociados al síndrome de engrosamiento y mosaico del cladodio mediante el análisis 

del RNA bicatenario (RNA bc), transmisión mecánica a plantas indicadoras, microscopía 

electrónica y por la técnica molecular de RT-PCR (transcripción inversa de la reacción en 

cadena de la polimerasa).  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal 

En el municipio de Nopaltepec, Estado de México, se colectaron 35 cladodios con 

síntomas de engrosamiento, amarillamiento, mosaico, proliferación y deformación de frutos 

(Fig. 1). Posteriormente, fueron sembradas en recipientes con suelo estéril y embebidas con 

Radix 10,000 ® (ácido indol-3-butírico 10,000 ppm) para favorecer el enraizamiento y así 

disponer de fuente de inóculo. 

Transmisión mecánica, separación de virus y pruebas en plantas indicadoras 

Para realizar la inoculación mecánica se separaron porciones de epidermis de 2 cm
2
de 

cladodios con síntomas de engrosamiento y mosaico con navajas de bisturí y pinzas de 

disección, las cuales se maceraron en solución amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH 7.0, con 

mortero y pistilo. El macerado se frotó con un hisopo en cuatro hojas jóvenes de las siguientes 

especies de plantas indicadoras: Nicotiana tabacum var. Xanthi, N. glutinosa, N. clevelandii, 

N. occidentalis, N. rustica N. benthamiana, Datura stramonium, Chenopodium quinoa y C. 

amaranticolor, previamente espolvoreadas con carburundum 600 mallas. Como testigo se 

tuvo un conjunto de las plantas diferenciales antes indicadas inoculadas únicamente con 

solución amortiguadora de fosfatos. 

Las plantas inoculadas se mantuvieron en invernadero con una temperatura de 20-30°C 

durante 45 días registrando cada 72 horas los síntomas que se presentaron en cada planta 

inoculada. Con el propósito de corroborar los resultados, esta prueba se repitió dos veces. Las 

plantas que presentaron lesiones locales necróticas, cloróticas y mosaico, se utilizaron como 

fuente de inoculo para su transmisión mecánica en juegos de plantas indicadoras sanas, y así 

confirmar o descartar los mismos síntomas y lograr separar a las partículas virales en caso de 

haber una mezcla.  

Purificación de la partícula viral 

La purificación parcial dela partícula viral se desarrolló de acuerdo al protocolo reportado por 

Lastra et al. (1976) a partir de 35 muestras de cladodios con los síntomas antes mencionados. 
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Microscopía Electrónica 

El purificado parcial obtenido de las diferentes muestras se utilizó para realizar la técnica de 

tinción negativa con acetato de uranilo2% pH 6.8. La observación, medición y toma de 

microfotografías se realizó en un microscopio electrónico de transmisión Jeol Mod. JEM 

1200EX II (Colariccio et al., 1996). 

Aislamiento de RNA bicatenario (RNA bc) 

La extracción del RNA de doble cadena viral se realizó siguiendo el protocolo Dodds et al., 

(1984), a partir de cladodios de nopal con síntomas típicos de engrosamiento, mosaico y 

deformación de frutos, así como de plantas indicadoras inoculadas mecánicamente que 

presentaron lesiones locales necróticas, cloróticas y mosaicos. Para corroborar que se trataba 

de RNA bc viral, la muestra obtenida se digirió con DNAsa I y nucleasa S1 (Promega, 

Madison, WI, USA) utilizando 10µg mL
-1

durante 1 h a temperatura de 37°C, de acuerdo con 

las condiciones indicadas por el proveedor para cada enzima. 

El RNAbc viral fue analizado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 6% (p/v) en 

amortiguador TBE 1X (Tris-borato-EDTA), durante 1.5 h a 100 V, con marcador molecular 

de 100 pb (Invitrogen®). Una vez concluida la electroforesis los geles se tiñeron en solución 

de nitrato de plata. 

Extracción de RNA total 

El RNA total se aisló a partir de tejido foliar de plantas indicadoras inoculadas 

mecánicamente con epidermis de nopal que mostraban el síndrome mencionado, con el 

producto RNeasy® Mini Kit (QIAGEN) bajo las recomendaciones del proveedor. Este RNA 

se utilizó para la detección molecular de tobamovirus, potyvirus y potexvirus considerando la 

forma de la partícula viral observada al microscopio electrónico. Así mismo, se obtuvo RNA 

de Solanum lycopersicum inoculada mecánicamente con TMV (Tobacco mosaic virus), tejido 

liofilizado de papa infectado con PVY (Potato virus Y) y tejido liofilizado de papaya 

infectado con PapMV (Papaya mosaic virus) como testigos positivos, respectivamente. 

RT-PCR para la detección de tobamovirus, potyvirus y potexvirus 

Para la síntesis de cDNA, se colocó en un tubo de PCR 2µg de RNA, 10µg de los 

oligonucleótidos TMV-CPF y TMV-CPR, específicos para el grupo de TMV, M4T para la 

familia Potyviridae y Potex-1RC generales para especies del género Potexvirus, para cada 
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caso respectivamente. La mezcla se incubó a 72°C por 10 min y enseguida se colocó en hielo. 

Posteriormente, se realizó un segunda mezcla con buffer 5X M-MLV (Promega®, Madison, 

WI, USA), 0.1M de DTT, 200 µM de dNTP´s y 1 U de la enzima reversa transcriptasa M-

MLV (10,000 U) (Promega®, Madison, WI, USA). La mezcla total se incubó a 37°C por 60 

min, seguidos de un ciclo de 10 min a 70°C. En la PCR para TMV, se emplearon los 

oligonucleótidos TMV-CPF y TMV-CPR (De La Torre-Almaraz et al., 2007); para la familia 

Potyviridae, los oligonucleótidos M4 y Sprimer (Chen et al., 2001), y para Potexvirus, Potex-

2RC y Potex-5 (Van der Vlugt y Berendsen, 2002) (Cuadro 1). En todos los casos se tuvo un 

volumen final de 25 µL de reacción con los siguientes reactivos, amortiguador para PCR 1X 

(10X, 20 mM tris-HCl, 500 mM KCl, pH 8.4) (Biogénica®), 0.2 mM de dNTP´s, 1.5 mM de 

MgCl2 (Invitrogen®), 10 pmol de cada iniciador, 1 U de Taq DNA polimerasa (Biogénica®) 

y 1µg de DNAc objetivo. La amplificación para TMV se realizó en un termociclador Techne 

(TC-300), con una desnaturalización inicial de 94ºC por 5 min, seguido por 31 ciclos de 2 min 

a 95ºC, 2min a 56ºC y 2 min a 72ºC, y una extensión final de 5 min a 72ºC(Gutiérrez et al., 

2004).  

Las condiciones de amplificación para miembros de la familia potyviridae fueron: 

desnaturalización inicial de 94°C por 1 min, seguido de 30 ciclos de 0.5 min a 94°C, 1 min a 

47°C y 2 min a 72°C, con extensión final de 10 min a 72°C (Chen et al., 2001). Para el caso 

de potexvirus, se aplicó una desnaturalización inicial de 94°C por 1 min, seguido de 30 ciclos 

de 1 min a 94°C, 1 min a 51.5°C y 2 min de 72°C, con una extensión final de 5 min a 72°C 

(Van der Vlugt y Berendsen, 2002). El producto de amplificación obtenido (250 pb, 1 700 pb 

y 600 pb, respectivamente), se visualizó mediante electroforesis en gel de agarosa 

(Invitrogen®) al 1.5% (p/v) en amortiguador TAE 1 X (Tris-acetato- EDTA) a 100 V por 50 

min teñido previamente con bromuro de etidio. Se utilizó un marcador de peso molecular de 

100 pb. Los geles se visualizaron en un transiluminador UV (Gel Doc 2000 Bio-Rad®) y las 

imágenes fueron capturadas y analizadas con el programa Quantity One 4.1.1. 

Amplificación del gen endógeno gliceraldehído  

La verificación de la ausencia de inhibidores que interfieren en la estabilidad del DNAc para 

la reacción de PCR, se realizó con la amplificación del gen gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) con los iniciadores GLI-FW/GLI-RV (Cuadro 1) (Fernández-

Herrera, 2011). Las condiciones de amplificación fueron: desnaturalización inicial a 95°C por 
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5 min, seguido de 30 ciclos de 0.5 min a 94°C, 0.5 min a 55°C y 1 min a 72°C, con extensión 

final de 7 min a 72°C. El producto de amplificación obtenido (217 pb), se visualizó bajo las 

mismas condiciones de la RT-PCR. 
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RESULTADOS 

Las especies indicadoras inoculadas mecánicamente con macerados de la epidermis de 

cladodios de nopal tunero con engrosamiento y mosaico, mostraron síntomas entre los 6 a 21 

días después de la inoculación. La mayoría de los síntomas se presentó a los 6 días después de 

la inoculación con la muestra Np16 de nopal, mientras que para Np26 los síntomas se 

presentaron a los 10 días aproximadamente (Cuadro 2). Para el grupo de diferenciales 

inoculadas con el macerado proveniente de la muestra Np16 y Np26 fueron iguales, los cuales 

incluyeron lesiones locales necróticas en Nicotiana tabacum var. Xanthi, N. glutinosa y 

Datura stramonium (Fig. 2), mientras que en Chenopodium quinoa, C. amaranticolor y N. 

occidentalis se observaron lesiones locales cloróticas (Fig. 3), y únicamente en N. 

benthamiana se mostró un mosaico en las hojas inoculadas y nuevas, lo que indicó un 

movimiento sistémico del virus en esta planta (Fig. 4). No se observaron síntomas en N. 

clevelandii y N. rustica. Los síntomas observados en las diferenciales a partir de la 

inoculación de dos muestras de tejido de cladodio de nopal (Np16 y Np26), confirmó la 

presencia de un solo virus asociado al engrosamiento y mosaico del cladodio, pues en todos 

los ensayos de la inoculación mecánica se obtuvo el mismo patrón de síntomas. En las 

preparaciones hechas con el purificado parcial procedente de nopal con engrosamiento del 

cladodio, se observaron partículas virales en forma de varilla flexible, con una media modal 

de 950-1700 nm (Fig. 5). La morfología esta partícula es similar a las reportadas para los 

géneros Potyvirus y Potexvirus (Conti et al., 2001), ya que los tamaños de longitud son 

inferiores a los resultados obtenidos en microscopía. Para el género Potyvirus se reporta una 

longitud de partícula de 680-900 nm (ICTV, 2005), mientras que para el género Potexvirus las 

dimensiones son de 470-580 nm (ICTV, 2005). El Cactus virus X tiene menor longitud (520 

nm) comparada con la partícula viral aislada de los purificados parciales de las muestras de 

nopal del presente estudio (Lastra et al., 1976), a pesar de esto y que no se encuentra 

reportado para México, se aplicó las pruebas moleculares para miembros del género 

Potexvirus al cual pertenece.  

Después de la digestión enzimática con DNAsa I y Nucleasa S1 de plantas diferenciales 

inoculadas mecánicamente con el macerado de la epidermis de nopal con síntomas de 

engrosamiento y mosaico, el patrón electroforético observado fue de tres bandas a 6 000 pb, 1 

500 pb y 600 pb, respectivamente (Fig. 6). En la muestra de N. benthamiana, el RNA bc se 

A 
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logró apreciar claramente lo cual sugiere que el virus se encontraba replicándose activamente 

en esta planta. El RNA total obtenido de cada muestra mostró buena calidad e integridad (Fig. 

7), con una concentración de 631.1 ng/µL y niveles de pureza de 1.69 y 1.96 lo que indicó una 

mínima presencia de contaminantes. En la reacción de amplificación para el gen endógeno 

gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), se obtuvo un producto de amplificación 

de 217 pb aproximadamente para las muestras problema y los controles positivos (Fig. 8). La 

detección de TMV se realizó mediante la RT-PCR, usando los iniciadores TMV/CPF y 

TMV/CPR (De La Torre-Almaraz et al., 2007) que amplifican un segmento de la proteína de 

la cápside. En las muestras problema analizadas no se observó el producto de amplificación 

esperado (250 pb), solo en el caso de los controles positivos (Fig. 9). Este resultado indica que 

el virus de las muestras analizadas no pertenece al Tobaco mosaic virus. El ensayo de la RT-

PCR para miembros de la familia Potyviridae, solo se obtuvo el fragmento esperado de 1.7 

Kb con los iniciadores reportados por Chen et al. (2001) para el control positivo 

correspondiente a una muestra infectada con Potato virus Y, resultando negativo para las 

muestras problema (Fig. 10). De manera similar a lo antes expuesto, en el caso de la detección 

de especies de Potexvirus, solamente hubo amplificación del fragmento esperado (600 pb) en 

el testigo positivo (planta infectada con PapMV), no así para las muestras problema (Fig. 11).  

El hecho de que las muestras que presentaban síntomas típicos causados por virus y no se 

haya detectado la presencia de TMV, miembros de la familia Potyviridae o especies de 

Potexvirus, a pesar de que estos virus se encuentran reportados para nopal en México, sugiere 

que el virus asociado al síndrome de engrosamiento y mosaico en nopal tunero es un género 

diferente a los que se encuentran reportados hasta la fecha en nopal. 
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DISCUSIÓN 

Los síntomas obtenidos en la transmisión mecánica de las plantas indicadoras a partir de 

tejido de cladodio con engrosamiento y mosaico, permitieron establecer que no se trataba de 

TMV, ya que éste induce lesiones locales y mosaico sistémico en Nicotiana tabacum var. 

Xanthi (Astier et al., 2006; Himmel, 2003) y en el presente estudio solo se obtuvieron 

lesiones locales anulares necróticas. De la Torre-Almaraz et al. (2007) reportan la presencia 

de una variante de TMV en nopal tunero, causando lesiones locales necróticas en Nicotiana 

benthamiana y N. rustica, mosaicos tenues en las hojas inoculadas de N. tabacum var. White 

Burley y Capsicum annum y sin síntomas en Chenopodium quinoa. Los cuales difieren a los 

obtenidos en el presente estudio, particularmente en el caso de N. benthamiana, donde se 

observó mosaico, lesiones locales cloróticas en Chenopodium quinoa, ningún síntoma en N. 

rustica, y únicamente lesiones locales anulares en Nicotiana tabacum var. Xanthi. Por otra 

parte, la familia Potyviridae contiene el mayor número de virus que infectan plantas (Kraus et 

al., 2010), constituyendo desde el punto de vista económico el más importante grupo de virus 

fitopatógenos (Zerbini y Zambolim, 1999). Entre las plantas diferenciales que reaccionan a 

varios miembros del género potyvirus, se encuentra Chenopodium. quinoa, C. amaranticolor 

con lesiones locales necróticas, y Capsicum annunm con una necrosis inicial y posteriormente 

síntomas sistémicos en las hojas (Valenzuela et al., 2003). Se tienen reportes de que virus del 

género Potexvirus, que tiene varias especies infectando nopal como el Cactus virus X (CXV) 

provoca lesiones locales cloróticas en C. quinoa y C. amaranticolor; y sin síntomas en Datura 

stramonium y Nicotiana glutinosa (Lastra et al., 1976); otro potexvirus, es el Zygocactus 

virus X (ZXV), que causa mosaico sistémico en Atriplex hastata y lesiones locales necróticas 

y mosaico sistémico en Chenopodium quinoa (Brunt et al., 1996). Por tanto, los resultados 

obtenidos en el presente estudio indican que el virus asociado al engrosamiento del cladodio 

del nopal, no es tampoco algún género de la familia Potyviridae o especie del género 

Potexvirus. Diferentes estudios de microscopía indican que los tobamovirus son cilindros 

rígidos elongados de 300 nm de longitud y 18 nm de diámetro, mientras que para los 

potyvirus su morfología se agrupa en filamentos virales flexibles con dimensiones de 680 nm-

900 nm por 11-15 nm (Wei et al., 2010); todos los potexvirus son morfológicamente 

similares, con filamentos flexuosos que miden de 470 hasta 580 nm de longitud y 13 nm de 

diámetro (AbouHaidar et al., 1998). La partícula viral obtenida de cladodios de nopal con 
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síntomas de engrosamiento y mosaico fue en forma de varilla flexible (filamento flexible) con 

una media modal de 900-1700 nm de longitud. Basados en las diferencias en morfología y 

longitud de la partícula viral observada al microscopio electrónico, el virus bajo estudio es 

diferente a TMV, géneros de la familia Potyviridae o especies de Potexvius con los que se 

comparó. El RNA bc de varios miembros de tobamovirus, potyvirus y potexvirus se 

describieron y compararon en un estudio realizado por Valverde et al. (1986) para la 

evaluación del uso potencial en el diagnóstico de estos virus. Se detectó en plantas infectadas 

con tobamovirus (TMV-type y TMV-U5) una banda de RNA bc de alto peso molecular (4.3 x 

10
6 

D) y dos bandas en común con mayor movilidad de 2.1 x 10
6
 y 0.42 x 10

6
 D. Para varios 

miembros del género potyvirus (uno de ellos fue Potato virus Y), se obtuvo una banda de 6.5 

x 10
6
; además patrones similares del RNA bc entre los potexvirus analizados (Potato virus X 

y Cactus virus X) evidenciaron un patrón de las formas replicativas con peso molecular de 5 x 

10
6
 y 4.6 x 10

6
 D. Estos patrones electroforéticos, no son similares a los obtenidos en esta 

investigación, ya que se obtuvo tres bandas de RNA bc (4.2 x 10
16

, 1.5 x 10
16 

D) para el virus 

asociado al engrosamiento del cladodio, esto indicó que el virus de nopal quizás no se 

encuentra reportado para el cultivo. Considerando que en el análisis realizado para la 

amplificación del gen endógeno constitutivo GAPDH, todos los cDNA´s de las muestras 

problema amplificaron, indicando certeza de que en la RT-PCR no existían inhibidores de la 

reacción, y que por lo tanto el virus analizado en este estudio no se trataba de TMV, géneros 

de la familia Potyviridae o especies del género Potexvirus, ya que se comparó con este gen 

endógeno de referencia que es estable y que presenta eficiencia de amplificación similar al 

gen problema (Lewin, 1996). 
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CONCLUSIONES 

Por el análisis del RNA bicatenario (RNA bc), transmisión mecánica a plantas indicadoras, 

microscopía electrónica y la técnica molecular de RT-PCR utilizadas en este trabajo, se 

evidenció la presencia de un virus fitopatógeno asociado al engrosamiento del cladiodo, no 

obstante este no corresponde al género Tobamovirus, Potyvirus o Potexvirus, los cuales son 

reportados frecuentemente en nopal. Por lo tanto, es probable que este virus, aun no se 

encuentre reportado para este cultivo. 
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CAPITULO II. DETECCIÓN MOLECULAR DE FITOPLASMAS EN NOPAL 

TUNERO (Opuntia ficus-indica Mill) CON SÍNTOMAS DE ENGROSAMIENTO DEL 

CLADODIO 

 

Alba Suaste-Dzul, Reyna Rojas-Martínez, Emma Zavaleta-Mejía, Colegio de 

Postgraduados, Campus Montecillo, Fitosanidad-Fitopatología, Montecillo, Estado de 

México, CP 56230 México, y Daisy Pérez-Brito, Centro de Investigación Científica de 

Yucatán, A. C., Laboratorio GeMBio, Colonia Chuburná de Hidalgo, Mérida, Yucatán, CP 

97200 México. Correspondencia: rojas@colpos.mx 

 

Resumen 

Durante 2010 se detectaron en la zona tunera de Nopaltepec, Estado de México, plantas de 

nopal con síntomas de deformación y engrosamiento del cladodio, mosaico, amarillamiento, 

proliferación y deformación de frutos en toda la planta o en parte de ella. Dado que el 

síndrome se ha atribuido a la infección por fitoplasmas, el objetivo de esta investigación fue 

detectar mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), la presencia de fitoplasmas 

en diferentes estratos del cladodio y raíz de plantas de nopal. El DNA extraído de las muestras 

de plantas con síntomas y asintomáticos, se amplificó primero con los iniciadores universales 

P1/P7 y P1/Tint, y posteriormente mediante PCR anidada utilizando los iniciadores 

R16F2/R16R2, se obtuvo un fragmento de 1 200 pb. El análisis de los patrones de restricción 

generados con endonucleasas reveló que el fitoplasma pertenece al grupo 16SrXIII-Mexican 

periwinkle virescence. 

 

Palabras clave adicionales: Mollicutes, PCR anidada, RFLP-PCR, gen 16S rRNA. 
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Abstract  

During 2010 were detected in the Nopaltepec, Mexico, cactus plants with symptoms of 

distortion and thickening of the cladode, mosaic, yellowing, proliferation and deformation of 

fruits in the whole plant or part of it. Since the syndrome has been attributed to phytoplasma 

infection, the aim of this study was detected by Chain Reaction (PCR), the presence of 

phytoplasmas in different strata of the cladode and the roots of cactus plants. The DNA 

extracted from cladodes with symptoms and asymptomatic, was amplified first with universal 

primers P1/P7, and P1/Tint, fragment of phytoplasma 16S rRNA gene, followed by nested 

PCR using the primers R16F2/R16R2, a fragment of 1 200 bp was obtained. Analysis of 

restriction patterns generated with endonucleases revealed that the phytoplasma belongs to the 

Mexican periwinkle virescence-16SrXIII. 

 

Additional Keywords: Mollicutes, Nested PCR, RFLP-PCR, 16S rRNA gene. 
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INTRODUCCIÓN 

Los fitoplasmas son organismos procariontes sin pared celular, Gram positivos, que se 

encuentran agrupados en la clase Mollicutes (Bertaccini et al., 1999; Hogenhout y Segura, 

2010). Hasta el momento no se ha logrado su cultivo in vitro por lo que su detección, 

identificación y clasificación se ha realizado mediante el uso de técnicas moleculares como 

PCR y RFLP (Hodgetts et al., 2007). Los fitoplasmas se han asociado con más de 700 

enfermedades de importancia económica en plantas hortícolas, forrajeras, ornamentales y 

silvestres (Weintraub y Beanland, 2006). En diferentes partes del mundo como Estados 

Unidos, Italia, China y Líbano se ha reportado la presencia de fitoplasmas en cactáceas 

(Choueiri et al., 2005; Tessitori et al., 2005; Bertaccini et al., 2007; Cai et al., 2008). En 

México, algunas ornamentales de Opuntia sp. en las que se han detectado fitoplasmas 

presentan características anatómicas inusuales como son proliferación de brotes, tallos 

amarillos, mosaicos y coloraciones púrpuras, alteraciones que les confieren un valor 

económico adicional pues son ofrecidas en altos precios a coleccionistas de cactus en diversos 

viveros comerciales (Aviña-Padilla et al., 2009). En la zona de San Martín de la Pirámides, 

Edo. de México, en el cultivo de nopal tunero (Opuntia ficus-indica Mill) se ha reportado una 

enfermedad conocida como “planta macho” atribuida a la presencia de fitoplasmas 

(Hernández-Pérez et al., 2009), en los últimos años se le ha considerado como el principal 

factor limitante de la producción de tunas en el país, ya que las plantas afectadas presentan 

deformación, proliferación de brotes, engrosamiento y desarrollo de cordiforme del cladodio y 

detención del crecimiento. En el municipio de Nopaltepec, Estado de México, se observaron 

en plantas de nopal tunero síntomas que pudieran estar asociados a la presencia de 

fitoplasmas, como engrosamiento, mosaico, amarillamiento en cladodios, proliferación y 

deformación de frutos. Con base en lo anterior, el objetivo de este estudio fue detectar 

mediante PCR la presencia de fitoplasmas en nopal tunero con el síndrome descrito.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal 

En una huerta comercial de nopal perteneciente a la comunidad de San Felipe Teotitlán, se 

colectaron cladodios con síntomas de engrosamiento, amarillamiento, mosaico, proliferación 

y deformación de frutos, así como de cladodios asintomáticos (Fig. 12). Se colectó un total de 

35 cladodios en los meses de enero y julio de 2011, éstos se embebieron en Radix 10 000 ® 

(ácido indol-3-butírico 10 000 ppm) y se sembraron en macetas con suelo estéril. Las macetas 

se mantuvieron en el invernadero  

Extracción del ADN 

Para la extracción de ADN se tomó tejido de la parte superior, media y basal de cada uno de 

los 35 cladodios colectados con síntomas de engrosamiento, proliferación, deformación de 

frutos y manchas anulares. De las plantas mantenidas en invernadero se tomó  tejido radical 

para llevar a cabo la extracción de ADN. 

El ADN se extrajo con el producto DNeasy Mini Kit (QIAGEN©) de la siguiente manera: se 

pesaron 30-40 mg de tejido y se maceraron con nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino 

sin dejar que la muestra se descongelara. Se añadió al tejido macerado 400 µL de buffer de 

extracción AP1 y se incubó a 65 °C en baño maría (Wheaton Rotary Vacuum Evaporator NE-

1) por 10 min con homogenización ocasional. Enseguida se agregaron 130 µL de buffer AP2 

y se incubó durante 5 min en hielo, se centrifugó por 5 min a 14 000 rpm en una centrifuga 

Silent SPIN (Continental Lab Products), el sobrenadante se transfirió a una columna de color 

lila (QIA shredder Mini Spin), y se volvió a centrifugar a 14 000 rpm durante 2 min. El nuevo 

sobrenadante se colocó en un tubo eppendorf estéril. Enseguida se agregaron 1.5 V del buffer 

AP3 y se transfirió a la columna DNeasy Mini Spin, centrifugándose por 1 min a 8 000 rpm. 

Una vez capturado el ADN, la columna se lavó dos veces en 500 µL del buffer AW y se 

centrifugó por 2 min a 14 000 rpm. La columna se transfirió a un tubo eppendorf estéril de 1.5 

mL, se adicionaron 50 µL de buffer AE (previamente calentado a 65 °C), se incubó durante 5 

min a temperatura ambiente y se centrifugó por 1 min a 8 000 rpm.  

La determinación de la calidad e integridad del ADN se hizo a través de electroforesis en 

agarosa al 1% (p/v) en buffer TAE 1X (Tris acetato-EDTA) a 90 V por 40 min y la 
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cuantificación del ADN se realizó en un espectrofotómetro (NanoDrop® ND-1 000 V 3.2.1) 

según el método descrito por Sambrook et al. (1989).  

Detección de fitoplasmas por PCR  

Para detectar la presencia de fitoplasmas en las muestras de nopal se realizó una doble 

amplificación por PCR. En la primera reacción (PCR directa) se utilizó el par de iniciadores 

universales P1 (Deng y Hiruki, 1991) y P7 (Schneider et al. 1995) que amplifican un 

fragmento de 1 800 pb, y la combinación de iniciadores P1/Tint (Smart et al. 1996) que 

amplifican un fragmento de 1 600 pb, en un volumen de reacción final de 25 µL, que contenía 

1X de amortiguador para PCR (10x, 100 mM tris-HCl, 500 mM KCl, pH 8.3) (Biogénica), 

0.2 mM de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl2 (Biogénica), 20 pmol de cada iniciador  

(Invitrogen®), 1 U de ADN polimerasa Amplificasa® (Biogénica) y 200 ng de ADN 

objetivo. La amplificación se realizó en un termociclador Techne® TC-300, con un primer 

paso de desnaturalización a 94ºC por 5 min, seguido por 30 ciclos de 1 min a 94ºC, 1.5 min a 

54ºC y 2 min a 72ºC, y un paso final de extensión de 10 min a 72ºC. 

Para aumentar la sensibilidad de detección, se realizó la segunda amplificación (PCR anidada) 

con los iniciadores R16F2/R16R2 (Gundersen y Lee, 1996) que amplifican la región 16S 

rDNA de los fitoplasmas, se utilizó como molde el ADN del producto de amplificación de la 

primera reacción de PCR, diluido en agua destilada estéril [1:20 (v/v)] empleándose las 

mismas concentraciones y reactivos que en la PCR directa. La amplificación se desarrolló en 

un termociclador Techne® TC-300, iniciando con una desnaturalización de 95°C por 5 min, 

seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 s, 1.5 min a 53 °C y 72 °C durante 1.5 min, y un paso 

final de 10 min a 72 °C. Los productos de amplificación obtenidos (1 200 pb) se analizaron 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (p/v) en amortiguador TAE 1X a 100 V por 

50 min, previamente teñido en bromuro de etidio. El marcador de peso molecular empleado 

como referencia fue de 100 pb (Roche©). Las imágenes del gel se visualizaron y analizaron 

con luz ultravioleta en un fotodocumentador UV (Bio Rad©, Gel Doc 2000) con el programa 

QuantityOne 4.1.1. En todos los casos se utilizó como control positivo ADN de coco 

infectado con el fitoplasma del  Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC). Como control 

negativo se utilizó agua bidestilada estéril libre de DNAsas y RNAsas. 
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RFLP-PCR 

Para determinar el grupo al cual pertenece el fitoplasma detectado, el fragmento amplificado 

se sometió a un análisis de RFLP. El fragmento se digirió con las endonucleasas de restricción 

AluI, HaeII, HaeIII, KpnI, TrU91 y Tsp5091 (Promega® Madison WI, USA) y los productos 

de restricción se separaron en geles de agarosa 1.5 % teñidos con bromuro de etidio. Los 

patrones de RFLP obtenidos se compararon con los reportados en la literatura (Lee et al., 

1998). 

Secuenciación y análisis del gen 16 S rDNA 

El producto de PCR anidada se purificó (Wizard Promega®) y secuenció (Automatic 

Sequencer 3700xl DNA Analyzer, Applied Biosystem®). Las secuencias del 16S rADN 

obtenidas se comparon con las de referencia en el GenBank, usando la herramienta BLAST 

del Centro Nacional de Información Biotecnológica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 
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RESULTADOS 

El ADN genómico total de las 35 muestras procesadas mostró buena integridad y calidad con 

una concentración varió de 300 hasta 900 ng/µL, lo cual puede considerarse un excelente 

rendimiento si se tiene en cuenta que la planta de nopal posee grandes cantidades de 

carbohidratos, compuestos hidrofílicos y mucílago que dificultan la extracción de los ácidos 

nucleicos (Nobel et al., 1992) (Fig. 13). Los niveles de pureza tuvieron una absorbancia de 

1.7 a 2.0, indicando presencia mínima de polisacáridos, fenoles y taninos, que dificultan la 

extracción de ADN de calidad e inhiben la reacción de PCR (Tapia-Tussell et al., 2005). En 

las muestras provenientes de los diferentes estratos (superior, medio y basal) de los 35 

cladodios sintomáticos y asintomáticos no se logró detectar la presencia de fitoplasmas, la 

detección fue positiva solamente en las muestras de raíces de plantas de nopal. 

En la primera reacción de PCR con los iniciadores P1/P7, se observó el producto de 

amplificación de 1 800 pb en el positivo y sólo en algunas de las muestras analizadas (Fig. 

14). Con el par de iniciadores P1/Tint, el producto de amplificación esperado de 1 600 pb 

siempre se obtuvo tanto en las muestras de tejido radical de plantas enfermas como en el 

control positivo del amarillamiento letal del cocotero (ALC) (Fig. 15). En la Fig. 16, se 

observan fragmentos de 1 200 pb obtenidos con PCR anidada que se reportan para establecer 

la presencia de fitoplasmas sp. (Líneas 1-8, y 10-13), en esta última se ubicó el control 

positivo para ALC (línea 13). De las 35 muestras de nopal analizadas por PCR anidada en este 

estudio, 34 resultaron positivas a fitoplasmas sp. (Cuadro 3). La comparación de la secuencia 

de nucleótidos del fragmento amplificado con las reportadas en la base de datos del GenBank 

indicó que el genoma amplificado corresponde a un fitoplasma. El análisis de RFLP obtenidos 

con las endonucleasas de restricción HaeIII, KpnI y MseI (TrU91), indicó el fitoplasma 

pertenece al grupo 16SrXIII (Mexican periwinkle virescence) (Lee et al., 1998) (Fig. 17). 
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DISCUSIÓN 

Los síntomas de engrosamiento, proliferación y deformación de frutos han sido asociados a la 

presencia de fitoplasmas (Bertaccini et al., 2007; Hernández-Pérez et al., 2009); sin embargo, 

en las plantas colectadas en la zona tunera de Nopaltepec, Edo. de México, también 

detectamos la presencia de virus en muestras de nopal con mosaico y amarillamiento (datos 

no publicados). Lo anterior indica que el síndrome observado puede ser producto de la 

coinfección de las plantas de nopal por virus y fitoplasmas, de ahí que el diagnóstico basado 

solamente en síntomas puede ser impreciso. 

Es bien conocido que los fitoplasmas se encuentran en tejido del floema de la planta y con 

frecuencia en muy bajos títulos (Lee et al., 1995; Wei et al., 2000; Harrison et al., 2002) por 

lo que en muchas ocasiones veces no se pueden detectar en la primera PCR, en nuestro caso 

con el uso del par de iniciadores P1/Tint se logró amplificar siempre el genoma del fitoplasma 

en la PCR directa. La detección errática en la primera reacción de amplificación, 

posiblemente se debió a que el fitoplasma se encontraba en muy baja concentración (Hodgetts 

et al., 2007). En el caso de la muestra Np07 no se detectó la presencia del fitoplasma ni en la 

PCR directa ni en la PCR anidada a pesar de presentar el síntoma de engrosamiento, este 

hecho pudo deberse a la baja titularidad del patógeno en la planta. La dificultad para detectar 

al fitoplasma en los cladodios del nopal se puede explicar  por la variación que existe en su 

distribución en la planta de acuerdo con la época del año la distribución de los mismos en la 

planta varía según la época del año. En el caso del declinamiento del peral (Pear decline 

phytoplasma) ocasionado por fitoplasmas se ha observado que éstos ya no se detectan en  las 

partes aéreas de los árboles durante los meses de invierno debido a las bajas temperaturas y 

que perviven en las raíces nuevas para recolonizar el tallo y las ramas en la primavera 

siguiente. Este comportamiento se explica por la nula producción de nuevos elementos 

cribosos y la disminución considerable de la actividad de los elementos maduros durante el 

invierno (Errea et al., 2002). También Mulberry drawf phytoplasma no se detectó durante el 

invierno en los órganos reproductores y las yemas de árboles de mora pero sí en las raíces 

(Jian et al., 2004).  

Es importante destacar que en las cuatro muestras de nopal asintomáticas también se 

encontraron fitoplasmas, por lo que es necesario emplear técnicas moleculares para la 

detección precisa y confiable de este patógeno, sobre todo durante el proceso de obtención de 
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material propagativo para el establecimiento de nuevas plantaciones. En campo la presencia 

de plantas asintomáticas puede tener implicaciones importantes en el progreso temporal y 

espacial de la enfermedad. En México se reportó por primera vez el síntoma de engrosamiento 

del cladodio y posteriormente también se encontró en Sudáfrica e Italia, sin que se conociera 

al agente causal (Pimienta, 1990); otros síntomas mostrados por las plantas afectadas incluían 

proliferación de flores, deformación y amarillamiento de cladodios jóvenes. Hernández-Pérez 

et al. (2009) reportaron que el fitoplasma asociado con el síndrome de engrosamiento y 

proliferación del nopal tunero en San Martín de las Pirámides, Estado de México, pertenece al 

grupo 16SrII, mientras que en la presente investigación la secuencia obtenida correspondió al 

grupo 16SrXIII; esto sugiere que más de un grupo de fitoplasmas puede estar asociado con 

esta enfermedad. 
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CONCLUSIONES 

En cladodios con síntomas de engrosamiento, proliferación, mosaico y amarillamiento 

provenientes del municipio de Nopaltepec, Edo. de México, se detectó consistentemente la 

presencia de un fitoplasma del grupo 16SrXIII. 
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ANEXOS 

 

Cuadro 1. Secuencia de oligonucleótidos utilizados en este estudio para la detección de 

tobamovirus, potyvirus y potexvirus en nopal. 

Iniciadores Secuencia de los iniciadores Referencia 

TMV/CPF(a) 5’-GCIYTIGGIAAYCARTTYCARACICARCA-3’ De La Torre-

Almaraz et 

al.(2007) 
TMV/CPR(b) 5’-IGCRTCIARIGTYTCIGCIGTIGTIGGRTT-3’ 

M4T(c) 5’-GTTTTCCCAGTCACGAC (T)15-3’ 

Chen et al. (2001) Sprimer(d) 5’-GGXAAYAAYAGYGGXCAZCC-3’ 

M4(e) 5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’ 

Potex-1RC(f) 5’-TCAGTRTTDGCRTCRAARGT-3’ 
Van der Vlugt y 

Berendsen (2002) 
Potex-2RC(g) 5’-AGCATRGCNSCRTCYTG-3’ 

Potex-5(h) 5’-CAYCARCARGCMAARGAYGA-3’ 

GLI-FW(i) 5’-GGCCTTATGACTACAGTTCACTCC-3’ Fernández-

Herrera (2011) GLI-RV(j) 5’-GACCAACCACAGAGACATCCACAG-3’ 

a-b. Iniciadores empleados en la síntesis de DNAc y la detección de Tobamovirus. c. Iniciador 

empleado en la síntesis de DNAc para la reacción de Potyvirus. d-e. Iniciadores empleados en la 

detección de Potyvirus. f. Iniciador empleado en la síntesis de DNAc para la reacción de 

Potexvirus. g-h. Iniciadores empleados en la detección de Potexvirus. i-j. Iniciadores empleados 

en la verificación del DNAc con la amplificación del gen endógeno gliceraldehído. 
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Cuadro 2. Síntomas observados en las plantas indicadoras inoculadas mecánicamente con 

macerado de epidermis de nopal con engrosamiento del cladodio. 

Hospedantes Síntomas 
Tiempo (ddi*) 

Np16 

Tiempo (ddi*) 

Np26 

Nicotiana tabacum var. Xanthi Lln 6 10 

N. glutinosa Lln 6 6 

N. clevelandii N/S -- -- 

Chenopodium quinoa Llc 6 7 

C. amaranticolor Llc 9 10 

N. occidentalis Llc 18 21 

N. rustica N/S -- -- 

N. benthamiana Mos 18 12 

Datura stramonium Lln 6 6 

*ddi: días después de la inoculación. Lln: lesiones locales necróticas; Llc: lesiones locales 

cloróticas; Mos: Mosaico; N/S: ningún síntoma.  
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Cuadro 3. Resultados de la detección de fitoplasmas en las 35 muestras de nopal tunero. 

Clave Síntoma Fitoplasma 

Np01 Engrosamiento + 

Np02 Asintomática + 

Np03 Asintomática + 

Np04 Asintomática + 

Np05 Proliferación + 

Np06 Proliferación + 

Np07 Engrosamiento - 

Np08 Engrosamiento y amarillamiento + 

Np09 Engrosamiento y mosaico + 

Np10 Mosaico y proliferación + 

Np11 Amarillamiento + 

Np12 Mosaico + 

Np13 Mosaico y deformación cladodio + 

Np14 Asintomática + 

Np15 Engrosamiento y mosaico + 

Np16 Engrosamiento y mosaico + 

Np17 Engrosamiento y deformación de frutos + 

Np18 Engrosamiento + 

Np19 Engrosamiento y deformación de frutos + 

Np20 Engrosamiento y mosaico + 

Np21 Amarillamiento + 

Np22 Mosaico + 

Np23 Engrosamiento y mosaico + 

Np24 Engrosamiento y mosaico + 

Np25 Mosaico + 

Np26 Mosaico + 

Np27 Engrosamiento y mosaico + 

Np28 Engrosamiento y deformación de frutos + 

Np29 Amarillamiento y deformación de frutos + 

Np30 Mosaico + 

Np31 Engrosamiento y amarillamiento + 

Np32 Engrosamiento y mosaico + 

Np33 Engrosamiento y mosaico + 

Np34 Mosaico y proliferación + 

Np35 Amarillamiento + 
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Fig. 1. Síntomas de A) mosaico, B) manchas cloróticas y C) engrosamiento y mosaico en el 

cladodios y fruto de nopal tunero, provenientes de la región de Nopaltepec, Estado de México. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Síntomas observados en plantas inoculadas mecánicamente con macerado de 

epidermis de nopal tunero. A) lesiones locales anulares en Nicotiana tabacum var. Xanthi; B) 

lesiones locales necróticas en N. glutinosa y C) Datura stramonium. 
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Figura 3. Síntomas observados en plantas inoculadas mecánicamente con macerado de 

epidermis de nopal tunero. A) Lesiones locales cloróticas en Chenopodium quinoa; B) C. 

amaranticolor; y C) N. occidentalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Síntomas observados en plantas inoculadas mecánicamente con macerado de 

epidermis de nopal tunero. A) y B) mosaico en N. benthamiana. 

A B C 

A B 
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Figura 5. Partículas virales en forma de varilla flexible (950-1700 nm) del virus asociado a los 

síntomas de engrosamiento del cladodio y mosaico en nopal tunero. 

 

Figura 6. Patrón electroforético de RNA bc obtenido de plantas de Nicotiana benthamiana 

con mosaico inoculada con epidermis de nopal con mosaico y engrosamiento del cladodio. 

Línea M) Marcador molecular 1 Kb; 1) RNA bc sin digestión enzimática; 2) RNA bc tratado 

con DNAsa I; 3) RNA bc tratado con nucleasa S1. 
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Figura 7. Electroforesis del RNA total obtenido de plantas diferenciales inoculadas con 

cladodios de nopal con síntomas de mosaico y engrosamiento del cladodio. Línea 1) 

Chenopodium quinoa; 2) C. amaranticolor; 3) Nicotiana benthamiana. 

 

 

Figura 8. Electroforesis del producto de PCR obtenido con oligonucleótidos para GAPDH. 
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Figura 9. Electroforesis del producto de PCR obtenido con oligonucleótidos específicos para 

tobamovirus. Línea M) Marcador molecular de 100 pb; 1-7) plantas diferenciales con síntomas a 

partir de tejidos de nopal de la muestra Np16; 9-15) plantas diferenciales con síntomas separadas 

a partir de tejidos de nopal de la muestra Np26; 8 y 16) Control positivo Tobacco mosaic virus. 

 

 

Figura 10. Electroforesis del producto de PCR obtenido con oligonucleótidos universales para 

miembros de la familia Potyviridae. Línea M) Marcador molecular de 100 pb; 1-7) plantas 

indicadoras con síntomas a partir de tejidos de nopal de la muestra Np16; 8) control positivo 

Potato virus Y; 9) control negativo. 
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Figura 11. Electroforesis del producto de PCR obtenido con oligonucleótidos para Potexvirus. 

Línea M) Marcador molecular de 100 pb; 1-9) plantas indicadoras con síntomas a partir de 

tejidos de nopal de la muestra Np16 y Np26; 10) control positivo Papaya Mosaic Virus; 11) 

control negativo. 
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Figura 12. A) Síntomas de amarillamiento en fruto. B) Deformación del fruto y engrosamiento 

del cladodio. C) Amarillamiento del cladodio. D) Proliferación. E. Mosaico en cladodio de nopal 

tunero. 

 

 

 

 

 

 

 

 B C 

D E 

A 

A 



 

42 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Extracción del ADN total visualizado en un gel al 0.8% de concentración de agarosa. 

Línea 1) Np01; 2) Np02; 3) 03; 4) Np04; 5) Np 05; 6) Np06. 

 

 

Figura 14. Productos de amplificación 1 800 pb, con los iniciadores P1/P7 para muestras de 

Nopaltepec, Edo. de México. Línea M) Marcador molecular 1 Kb; 1) Np01; 2) Np02; 3) Np03; 

4) Np04; 5) Np05; 6) Np06; 7) Np07; 8) Np08; 9) Np09; 10) Np16; 11) Np17; 12) Np26; 13) 

control positivo ALC; 14) control negativo. 
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Figura 15. Productos de amplificación 1 600 pb, con los iniciadores P1/Tint para muestras de 

Nopaltepec, Edo. de México. Línea M) Marcador molecular 1 Kb; 1) Np01; 2) Np02;3) Np03; 4) 

Np04; 5) Np05; 6) Np06; 7) Np07; 8) Np08; 9) Np09; 10) Np16; 11) Np17; 12) Np26; 13) 

control positivo ALC; 14) control negativo. 

 

 

Figura 16. Productos de amplificación de la PCR anidada con los iniciadores generales 

R16F2/R16R2, para algunas muestras de Nopaltepec, México. Línea M) Marcador molecular 

100 pb; 1) Np01; 2)Np02;3)Np03; 4)Np04; 5)Np05; 6)Np06; 7) Np08; 8) Np09; 9) Np07; 10) 

Np16; 11) Np17; 12) Np26; 13) control positivo ALC. 
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Figura 17. Análisis de los patrones de restricción (RFLP-PCR) a partir de los productos de 

amplificación de la PCR anidada (R16F2/R16R2) para muestras de nopal tunero con síntomas de 

engrosamiento, mosaico, amarillamiento, proliferación y deformación de frutos del cladodio 

procedentes de Nopaltepec, Edo. de México. Los productos de PCR fueron digeridos con AluI 

(línea 1), HaeII (2), HaeIII (3), KpnI (4), TrU91 (5), Tps5091 (6). Línea M1: Marcador 

molecular Lambda DNA digerido con HindIII; M2) Marcador molecular 100 pb. 
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