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Etiologia del “pinto” del Nopal

ETIOLOGIA DEL “PINTO” DEL NOPAL EN EL ORIENTE DEL ESTADO DE

MEXICO.

Fidel Olmos Vilchis!, Daniel L. Ochoa Martinezl*, Reyna I. Rojas
Martinez! y Carlos A. Ortega Obregon2t. 1Colegio de Postgraduados-
Campus Montecillo, Km. 36.5 Carretera Federal México-Texcoco,
Montecillo, Texcoco, Estado de México. Asesor técnico privado. *Autor

para correspondencia (ldaniel@colpos.mx).

RESUMEN

En 2012 se observaron en la zona productora de nopal verdura (Opuntia
ficus-indica) de San Martin de las Piramides, Estado de México, cladodios
de la variedad “Atlixco” con halos cloréticos irregulares de diferente
tamano alrededor de las espinas, alteracion denominada localmente como
“Pinto” del nopal. Los cladodios que muestran estos sintomas adquieren
una coloracion cobriza en 24 6 48 h después de cortados lo cual impide su
venta generando importantes pérdidas economicas para el productor.
Debido al desconocimiento de la causa de este problema, el objetivo de la
presente investigacion fue conocer al agente asociado al “Pinto”. No se
detectaron deficiencias nutrimentales en tejido de plantas con sintomas y
asintomaticas asi como en el suelo donde éstas crecen. En trozos de tejido

de cladodios con sintomas y asintomaticos no se tuvo crecimiento de
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bacterias y hongos. Se obtuvo un purificado parcial de virus (PPV) a partir
de cladodios con sintomas de “Pinto” con el cual se inocularon
mecanicamente diez plantas indicadoras; solamente en el caso de
Chenopodium amaranticolor y C. quinoa se observaron lesiones locales
clordoticas mientras que en Nicotiana clevelandii, N. glutinosay N. tabacum
var. Xanthi se tuvieron lesiones locales necroéticas. Por otro lado, se
inocularon mecanicamente 21 cladodios sanos con el PPV, los cuales
presentaron lesiones cloréticas a los 30 dias después de la inoculacion. En
rejillas preparadas con el PPV se observaron a microscopio electronico
particulas virales con forma de varilla rigida con una longitud de 335 + 5
nm X 14 + 2 nm de diametro. Se observaron inclusiones amorfas y
paracristalinas citoplasmicas en células de C. quinoa inoculadas con el
PPV que mostraron lesiones locales clorédticas. Se extrajo RNA total de
cladodios con sintomas de “Pinto” y se realizo6 RT-PCR con iniciadores
universales para potexvirus, allexivirus y tobamovirus, obteniendo

solamente el fragmento esperado para el ultimo caso.

Palabras clave: Opuntia ficus-indica, plantas indicadoras, particulas

virales, inclusiones virales.
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ABSTRACT

In 2012 were observed in the production area nopal (Opuntia ficus-indica)
of San Martin de las Piramides, State of Mexico, cladodes of "Atlixco"
variety with irregular chlorotic halos around different sized spines, known
locally altered as "Pinto" cactus. Cladodes showing these symptoms take
on a coppery color in 24 or 48 h after cutting which prevents the sale of
generating significant economic losses for the producer. Due to ignorance
of the cause of this problem, the objective of this investigation was to
determine the agent associated with the "Pinto". No tissue nutrient
deficiencies in plants with symptoms and asymptomatic and on the
ground where they grow were detected. In tissue pieces of pads with no
symptoms and asymptomatic growth of bacteria and fungi were reported.
Partially purified virus (PPV) was obtained from cladodes with symptoms of
"Pinto" in which ten mechanically inoculated indicator plants; only in the
case of Chenopodium amaranticolor and C. quinoa chlorotic local lesions
were observed in Nicotiana clevelandii while, N. glutinosa and N. tabacum
var. Xanthi necrotic local lesions were taken. Furthermore, mechanically
inoculated with 21 healthy cladodes PPV, which showed chlorotic lesions
at 30 days post inoculation. In grids prepared PPV were observed with
electron microscope viral particles to form rigid rod with a length of 335 +
S nm X 14 + 2 nm in diameter. Amorphous and paracrystalline
cytoplasmic inclusions were observed in cells of C. quinoa inoculated with

PPV showed chlorotic local lesions. Cladodes total RNA with symptoms of
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"Pinto" extracted and RT-PCR was performed with universal primers for
potexviruses, tobamoviruses allexivirus and obtaining only the fragment

expected for the latter case.

Keywords: Opuntia ficus-indica, indicator plants, viral particles, viral

inclusions.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las cactaceas son nativas del continente americano, particularmente de
ameérica tropical, en su mayoria son plantas suculentas y espinosas con
tallos fotosintéticamente activos, comprenden 200 géneros y mas de 2,000
especies. La familia Cactaceae presenta un alto grado de endemismos, en
ella se encuentran un gran numero de especies de importancia econémica
(INE, 2007). Cactus es un término latin que deriva del vocablo griego
"kactos", utilizado inicialmente para nombrar a un cardo espinoso,
posiblemente Cynara cardunculus (Asteraceae) (INEGI, 2007). La palabra
nopal deriva del nahuatl “nochtli” o “nopalli” que significa fruta de piedra
(Tetl = piedra; Nochtli = fruta) (Monroy, 2010). Esta planta se desarrolla
especialmente en climas desérticos y semidesérticos dominantes en México
(60% del territorio nacional), creciendo en forma natural en 3 millones de
hectareas, aunque también se presentan en climas tropicales,
subtropicales y templados (SEMARNAT-CP, 2007). Es una planta
endémica de América con aproximadamente 258 especies, 100 de ellas se
encuentran en México, donde se tienen mas de 10,000 hectareas de
plantaciones especializadas en su produccién para consumo humano. La
venta de nopal verdura se ha incrementado en los ultimos anos, pasando
de ser un alimento de consumo estacional a tener un consumo constante
durante todo el ano (INIFAP, 2007). La planta requiere poca agua en

comparacion con los cultivos basicos y eso lo hace sustentable ademas de
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ser la principal fuente de ingresos de muchas familias al generar mas de
65,000 mil empleos directos en todo su proceso productivo (SAGARPA,

2012).

Tradicionalmente, el nopal ha sido de los alimentos de mayor consumo en
zonas rurales del pueblo mexicano, y en los ultimos anos se ha
incrementado su demanda, principalmente en las areas urbanas, donde
se consume las pencas jovenes, las tunas y el xoconostle. Se utilizan
ademas las raices, flores y pétalos para productos elaborados (Hoffmann,
1999). Optunia ficus-indica es la especie de mayor importancia econoémica
en el mundo. Se cultiva para fruta, forraje o como hospedante de la grana
cochinilla, y s6lo en nuestro pais se consumen sus cladodios tiernos como

verdura (Reyes et al., 2005).

El género Opuntia se encuentra distribuido desde la provincia de Alberta,
en Canada, hasta la Patagonia en Argentina; se le encuentra
principalmente en las zonas desérticas del sur de Estados Unidos, México
y Ameérica del sur (Garcia y Javier, 2003). México es el pais donde existe la
mas amplia diversidad de nopales, tanto silvestres como cultivados con 15
especies usadas para forraje, seis para produccion de tuna y tres para
nopal verdura. Entre las variedades utilizadas para verdura se tienen la

criolla tipo Italiana, Criolla, Tlaconopal, Copena F1, Atlixco y Milpa Alta.

A nivel internacional, las unicas plantaciones comerciales significativas

estan en Meéxico, Italia, Espana, Chile, Israel y Sudafrica. (Tous y
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Ferguson, 1996). Existen otras areas de produccion en Brasil (Karlin et al.,
1997) y Pert. En nuestro pais existen alrededor de 2,500 productores de
nopal y cerca de 10,000 ha cultivadas principalmente en el Distrito Federal
y el estado de Morelos que contribuyen con el 55% de la produccion
nacional y comprenden el 82% de la superficie que se destina a este cultivo

(Téran y Alcantara, 2008).

Debido al auge que esta teniendo el nopal en la agricultura, es necesario
estudiar todos los factores que puedan ser perjudiciales para su

produccion entre los que se encuentran las plagas y las enfermedades.

Las principales causas por las que las enfermedades han prosperado en el
nopal son principalmente la poca diversidad genética derivada de la
reproduccion asexual para el establecimiento de nuevas plantaciones; asi

como el deficiente manejo agronémico de las plantaciones.

Se han reportado en el nopal poco mas de 22 enfermedades de tipo
fungoso, bacteriano y viral (Monroy, 2010). Entre las principales se

encuentran las siguientes:

Engrosamiento de cladodios o chatilla

En la zona de San Martin de las piramides, se ha reportado deformacion y
proliferacion de brotes, engrosamiento y desarrollo cordiforme del cladodio
y detencion del crecimiento del nopal tunero (Opuntia ficus-indica). En
Nopaltepec, estado de México, en esta misma especie se ha observado

engrosamiento de cladodios, mosaico y amarillamiento, manchas anulares,
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proliferacion y deformacion de frutos, sintomas que se encontraron

asociados a virus y fitoplasmas (Suaste et al., 2011).

Pudriciones blandas

Los agentes causales pueden ser hongos y bacterias pectinoliticas, siendo
estas ultimas las mas comunes. Las especies bacterianas encontradas son
Erwinia carnegiana, E. caratovora, E. atroseptica, E. chrysanthemi, E.
betavasculorum, E. cacticida y Pseudomas viridiflava. Inicialmente el tejido
afectado consiste de manchas circulares blandas y acuosas, tornandose
posteriormente de color café con un margen humedo y negro. En un
estado avanzado de dano se presentan exudados amarillo-rojizos; la
pudricion afecta la cuticula y el parénquima, pero los haces vasculares
permanecen intactos. Una caracteristica distintiva de esta enfermedad es
la emision de olores desagradables de las plantas afectadas. En algunas
regiones nopaleras del pais se han reportado incidencias de hasta el 70%.
El patégeno puede permanecer en estado latente en los tallos, residuos de
la misma planta y en las pupas de varios insectos barrenadores. Su
penetracion puede llevarse a cabo a través de aberturas o heridas
naturales, insectos y probablemente por contacto entre raices. Otra forma
de transmision puede ser por los exudados de la lesion que, mediante la
accion del viento, roedores, aves e insectos pueden introducir este inoculo

a tejidos sanos (Méndez et al., 2007).
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Mancha negra

El sintoma tipico que caracteriza a esta enfermedad consiste en una
mancha negra circular que predomina en plantas cultivadas en terrenos
planos y en terrazas con baja humedad relativa. Esta alteracion se inicia
con una decoloracion del tejido con puntos pequenos de color olivo; la zona
afectada se torna de color café oscuro y aumentan su tamano ocho dias
después. Las manchas atraviesan el cladodio y cuando alcanzan un
diametro de 3 a 4 cm presentan un margen amarillo y se hunden. A los 20
dias se observan acérvulos y en los siguientes 5 a 20 dias la parte afectada
se deseca y a veces se desprende dejando agujeros en los cladodios. El
tiempo desde la aparicion de los primeros sintomas hasta que las lesiones
se secan varia de 25 a 40 dias, dependiendo del grosor y la edad del
cladodio. Cuando las plantas crecen en lomerios con temperaturas frescas
y humedad relativa alta es comun observar en la totalidad o parte del
cladodio una mancha negra en forma de mapa. No obstante, los dos tipos
de sintomas antes descritos se presentan con mayor incidencia en zonas
con alta humedad relativa y baja temperatura sobre todo si las plantas

estan sombreadas (Quezada et al., 20006).

Mal de oro.

Se caracteriza por un cambio de coloracion de los cladodios, de verde
oscuro a amarillo-oro. Las lesiones generalmente inician en la base de las

espinas pero también pueden originarse en las heridas de los cladodios; al
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principio se presentan manchas curvas, circulares o irregulares; el tejido
adyacente se observa ligeramente gris y con el tiempo se torna de color
dorado con presencia de costras amarillas con centro oscuro. Esta
enfermedad se ha asociado con hongos de los géneros Alternaria,

Hansfordia y Ascochyta (CESAVE, 2004).

No existen productos quimicos especificos para el control de estas
enfermedades y sOlo se recomienda el manejo adecuado de la plantacion,
podas sanitarias y eliminacion de plantas enfermas (Méndez et al., 2007).
Las enfermedades que se presentan en las huertas de nopal verdura, por
lo general se ven favorecidas por un mal manejo en el corte y traslado de
la penca a plantar; la falta de eliminacion de la maleza y encharcamientos

favorecen una alta humedad (Gutiérrez, 2000).

FITOPLASMAS

En diferentes partes del mundo como Estados Unidos, Italia, China y
Libano se han reportado la presencia de fitoplasmas en cactaceas
(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 caracteristicas anatémicas inusuales
como son: proliferacion de brotes, tallos amarillos, mosaicos y coloraciones
purpuras. En la zona de San Martin de las Piramides, se ha reportado la
enfermedad conocida como planta macho atribuida a fitoplasma

(Hernandez-Pérez et al., 2009) la cual consiste en deformaciones,

10
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proliferacion de brotes, engrosamiento y desarrollo de cordiforme del

cladodio y detencion del crecimiento (Suaste-Dzul et al., 2012).

VIROSIS

Poco se sabe acerca de los virus de cactaceas en su habitat natural y
muchos de los estudios relacionados con estos patogenos se han realizado
en individuos localizados en diferentes colecciones de cactus en Europa.
En agroecosistemas, los virus pueden diseminarse facilmente de manera
mecanica debido al uso de instrumentos contaminados utilizados para el

corte o injerto de las plantas (Min et al., 2006).

Las enfermedades virales de Opuntia sp. han sido reportados en diversos
lugares de los Estados Unidos. El primer informe de virus en cactaceas
silvestres fue hecho en Arizona (Chessin, 1963); posteriormente se realizo
un estudio de distribucion de estos virus en Arizona, Nevada y Utah
(Chessin y Lesemann, 1971). De interés particular fue el estudio de los
virus asociados al saguaro (Carnegiea gigantea Britt & Rose), una especie
muy abundante y caracteristica del desierto del sur de Arizona y norte de
Sonora, Meéxico (Milbrath y Nelson, 1972). Los virus son de gran
importancia ya que la mayoria se presenta en estado latente lo cual facilita
su trasmision a plantas sanas al momento de su propagacion. Diferentes
virus asociados a cactaceas han sido reportados en el mundo: Cactus virus
X (género Potexvirus, CVX) (Lastra et al, 1976), Saguaro cactus virus

(género Carmovirus, SgCV) (Nelson y Tremaine, 1975) Sammons” Opuntia
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Virus (género Tobamovirus, SOV) (Milbrath y Nelson, 1972), Tobacco mosaic
virus (género Tobamovirus, TMV) (Giri y Chessin, 1975), Cactus mild mottle
virus (género Tobamovirus, CMMoV) (Min et al., 2006) y un nuevo virus
reportado en Corea (género Tobamovirus) el cual infecta a Aporcactus
flagelliformis (JF729471; Kim et al., 2012). A demas del Cactus virus 2

(género Carlavirus, CV2) (ICVT, 2005 ).

En plantaciones comerciales de nopal tunero localizadas en el estado de
Hidalgo se tuvieron plantas con manchas cloréticas irregulares o
circulares alrededor de las areolas o entre ellas, de color amarillo claro en
cladodios pequenos y amarillo intenso en cladodios maduros llegando en
algunos casos a cubrir toda la superficie. Se logro transmisiéon mecanica a
algunas plantas indicadoras con savia obtenida de cladodios con sintomas
y en preparaciones para microscopia electronica se observaron particulas

virales en forma de varilla flexible (Alonso et al., 2011).

Opuntia Sammons” virus se transmite de forma mecanica y fue encontrado
en varias especies del género Opuntia que presentaban manchas anulares
necroticas o mosaico; asi como en plantas asintomaticas (Chessin y
Solberg, 1963). Tobacco mosaic virus produce lesiones locales en Nicotiana
glutinosa, N. tabacum "Xanthi-nc" y Datura stramonium. El tabaco turco, se
produjeron dos lesiones necroticas locales en las hojas inoculadas y
moteado sistémico, algunos necrosis y grave distorsion de las hojas.
Sintomas en N. sylvestris fueron extremas, con lesiones acuosas

primarias en las hojas inoculadas de 3-4 dias después de inoculacion,
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formacion de ampollas, y pelos glandulares masivas en las hojas no
inoculadas mas jovenes, con la muerte prematura de las plantas

inoculadas (Giri y Chessin, 1975).

Cactus mild mottle virus se ha reportado en Hylocerus trigonus causando
moteado suave en forma de anillos a lo largo del tallo y anillos cloréticos
en los rizomas. En Gymnocalycium mihanovichii provoca mosaico y muerte
de la planta. El virus se transmite mecanicamente y por injerto (Min et al.,

2006).

Rattail necrosis-associated virus (RCNaV) fue originalmente aislado de
plantas de Aporcactus flagelliformis (Corea) que mostraban sintomas de
necrosis. Produce mosaico sistémico y un arrugamiento en N. benthamiana
mientras que en N. tabacum cv. Samsun, y N. tabacum cv. Xanthi-nc

produce lesiones locales necroéticas (Kim et al., 2012).

Un virus comunmente encontrado en cactaceas es Virus cactus X. En
Chenopodium quinoay C. amaranthicolor provoca lesiones locales
cloroticas 10 dias después de la inoculacion. En Gomphrena globosa se
observan lesiones necroéticas con el centro blanco y una coloracion rojiza
en el borde de las hojas. No se conoce su transmision por semilla. Es un
virus en forma de varilla flexible con una longitud promedio de 520 nm y

genoma RNA monocatenario de sentido positivo (Lastra et al., 1976).

El Virus cactus 2 se ha detectado en plantas de Mammillaria centricirrha,

Trichocereus bridgesii y Ritterocereus purinosus que mostraban manchas
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clordticas y deformacion de vastagos. En Nicotiana tabacum cv. Samsun el
virus ocasiona mosaico mientras que en Gomphrena globosa y Datura
stramonium induce la formacion de lesiones locales necroéticas, las cuales
se parecen mucho a las provocadas por el Cactus virus X (Mudrak et al.,
2008). El Cactus virus 2 tiene particulas flexibles de 470 a 1000 nm o mas
de longitud y 12 a 13 nm de diametro. Su genoma es RNA monocatenario

de sentido positivo que codifica de 3 a 6 proteinas (Viralzone, 2014).

En México se tienen pocos estudios de enfermedades causadas por virus

en cactaceas, particularmente en nopal verdura y tunero (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Virus reportados en cactaceas

Etiologia de

|II

pinto” del Nopal

Virus Género Particula viral | Longitud Hospedante Transmision Referencias
(nm)

No determinado Potexvirus ¢? Flexible 112 X 24 | Opuntia ficus-indica Mecanica Alonso, 2011.
Asociado ?1 Desconocido Flexible 950-1700 | Opuntia ficus-indica Mecanica Suaste et al., 2011.
engrosamiento del
cladodio
Zygocactus virus Potexvirus Flexible 519 Zygocactus truncatus Mecanica Lastra et al., 1976
Opuntia Sammons virus Tobamovirus Rigida 300-350 | Opuntia amyclaea Mecanica Chessin y Solberg, 1963
Tobacco mosaic virus Tobamovirus Rigida 302_+ 5 | Opuntia basilaris Mecanica Giri y Chessin, 1975

) ) ) . Gymnocalycium o Min et al., 2006
Cactus mild mottle virus Tobamovirus Rigida 320 X18 | . inanovichii var. Mecanica

Friedrichii
JF729471; Kim et al.,

Rattail cactus necrosis- Tobamovirus Rigida é? Aporcactus Mecanica
associated virus (RCNaV) flagelliformis 2012
Virus cactus X Potexvirus Flexible 520 Nopalea cochinifera Mecanica Lastra et al., 1976
Virus cactus 2 Carlavirus Flexible 650 Cactaceas Mecanica ICVT
Tomato spotted wilt virus | Tospovirus Isométrica 80-120 | Cactdceas Trips
Saguaro cactus virus Carmovirus Isométrica 32 Carnegiea gigantea Mecanica Nelson y Tremaine,

1975
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

Localizacion de la zona de estudio

El presente estudio se realizo en la localidad de San Pablo Ixquitlan
situado en el municipio de San Martin de las Piramides situado a 2340
metros de altitud, al noreste del Estado de México, entre las coordenadas
19°42'39“latitud N; 98°47'17“longitud O a una distancia de 40
kilometros al Distrito Federal proximo al municipio de Tecamac (INAFED,

2014).

Colecta de material vegetal

En la localidad de San Pablo Ixquitlan, municipio de San Martin de las
Piramides, Estado de México, en Febrero de 2012, se realizo un recorrido
de campo en parcelas comerciales de nopal verdura (Opuntia ficus-indica)
variedad Atlixco, con la finalidad de analizar la problematica del “Pinto”
del nopal, el cual consistia en la presencia de halos cloréticos irregulares
parciales y totales alrededor de las espinas (Figura 1C). En ciertos casos
se observo que en cladodios maduros alrededor de 2 o 3 anos, los
sintomas son dificil de observar, mientras que en pencas jovenes los estos

son mas notables (Figura 1B).

Se colectaron 10 cladodios con sintomas de “Pinto” y 10 cladodios

asintomaticos, las plantas colectadas tenian una edad aproximada de 1.5
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a 2 anos. En ambos casos los cladodios se tomaron de una plantacion
establecida bajo cubierta (Figura 1A). Las muestras de tejido vegetal se
cortaron con una navaja de uso agricola para después ser colocadas en
bolsas de plastico previamente etiquetadas. Dicho material se trasladoé al
invernadero de Virus fitopatogenos ubicado en el Colegio de Posgraduados-
Campus Montecillo, donde se sembraron en macetas de 12 pulgadas de
diametro con suelo estéril sin ningun tipo de promotor radicular. Se
tomaron cinco cladodios con “Pinto” y cinco asintomaticos, las cuales se
etiquetaron y se enviaron al Laboratorio Central Universitario de la

Universidad Autonoma Chapingo para determinar el contenido de macro y

micronutrientes.

Figura 1: Colecta de material vegetal y suelo. A) Invernadero donde se
realizo la colecta de nopal verdura (Opuntia ficus-indica) variedad “Atlixco”.
B) Cladodio madre con brotes sintomaticos del “Pinto”. C) cladodio con
halos cloroticos alrededor de las espinas. D) Bolsa con suelo colectado
(mezcla compuesta) de la parcela comercial de cladodios con sintomas de

“Pinto” y asintomaticos.
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Colecta de suelo

En la parcela donde se realizo la colecta de material vegetal, se colecto
suelo aproximadamente a 30 cm de profundidad de cinco plantas que
presentaban sintomas de “Pinto” y de cinco asintomaticas; las muestras
de suelo de las cinco plantas asintomaticas se mezclaron para obtener una
mezcla compuesta (Figura 1D), el mismo procedimiento se realizé con el
suelo de las cinco plantas asintomaticas. Ambas muestras se etiquetaron y
se enviaron al Laboratorio Central Universitario de la Universidad
Autonoma Chapingo para determinar sus propiedades fisicas y quimicas

que lo constituyen.

Analisis fitosanitario para hongos y bacterias general

Para saber si los sintomas de clorosis alrededor de las areolas donde se
encuentran las espinas se encontraban asociados a hongos o bacterias, de
cladodios sintomaticos se cortaron trozos de 1 cm? de la periferia de las
espinas que presentaban la clorosis, las cuales se desinfestaron en
hipoclorito de sodio al 1% durante 90 segundos (Figura 2C) y se dejaron
secar sobre toallas de papel secante durante 14 horas (Figura 2B).
Posteriormente los trozos de tejido desinfestado se sembraron en cajas
Petri con medio de cultivo PDA (5 trozos/caja) (Figura 2D), las cuales se
sellaron cuidadosamente y se mantuvieron en laboratorio a temperatura

ambiente. Como referencia se sembraron trozos de cladodios de plantas
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asintomaticas desinfestadas y mantenidas en las condiciones antes

descritas.

Con el proposito de observar algun crecimiento de hongos o bacterias de

las cajas sembradas se mantuvieron en observacion durante 25 dias.

Extraccion de RNA Total

Se corto epidermis de los cladodios con sintomas del “Pinto” (Figura 2A)
tratando de no extraer material mucilaginoso, ya que esto complica la
extraccion de RNA. Se peso 3.0 g de epidermis y se colocaron en morteros
posteriormente se agrego nitrogeno liquido y se procedié a macerarlos; con
ayuda de una espatula estéril el tejido macerado se coloco en tubos de 1.5
ml que contenian 700 pl Trizol®; los tubos se agitaron con vortex (Labnet
VX100) y se incubaron durante 10 min en hielo; posteriormente se
adicionaron 200 ul de cloroformo y los se agitaron vigorosamente para
centrifugarlos a 12, 000 g por 15 min a 10°C; se colecté cuidadosamente la
fase acuosa y se transfirié a un tubo de 1.5 ml, se adicionaron 500 ul de
isopropanol, se mezclo por inversion y se incubaron en hielo durante 10
min; los tubos se centrifugaron a 12, 000 g durante 10 min a 10 °C, se
desechod el sobrenadante, se agregéo 1 ml de etanol al 75% y se disolvio
cuidadosamente la pastilla. Los tubos se centrifugaron a 14, 000 rpm
durante 10 min. A 10°C, se desecho cuidadosamente el sobrenadante y se

coloco el tubo abierto hacia abajo para su secado sobre el papel
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absorbente estéril; seco el tubo, se procedi6o a disolver la pastilla en 50 pl
de agua de ampolleta y los tubos se almacenaron a -20 °C (Refrigerador
Lab-Line INSTRUMENTS. USA). Posteriormente se realizé la cuantificacion
del RNA en el Nanodrop (ND - 1000 spectrophotometer) para saber si la

cantidad de acido nucleico era la adecuada.

El RNA del virus fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% (p/v) en TBE 1X (Tris—borato—-EDTA), se corrio en amortiguador TBE 1X
(Tris—borato-EDTA) previamente tefiido con bromuro de etidio, durante 40

minutos a 90 V, con un marcador molecular 1 Kb (invitrogen®).

Purificacion parcial del virus

Con el objetivo de conocer la presencia de algan posible virus
involucrado en las muestras del “Pinto”, se procedio a realizar la
purificacion parcial del virus (PPV) propuesta por Lastra et al.,, 1976 con
algunas modificaciones: Se pesaron 10 gr de cladodios con sintomas del
“Pinto” los cuales se colocaron en un vaso de licuadora para triturarlo en
20 ml de buffer Tris-HCL 0.05 M pH 7.8 + DIECA (Disodio dietil
ditiocarbamato) 0.001 M durante un minuto; el macerado se paso a través
de una gasa y se colectoé en un vaso de precipitado y se colocé en tubos de
poliestireno de 30 ml para su centrifugacion durante 15 min a 15, 000
rpm. Después de ese tiempo se colecto el sobrenadante y se le anadio 4%

de
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polietilenglicol (PEG) 6000 y 0.1 de NaCl, se agitéo durante media hora en
frio y nuevamente se centrifugo durante 15 min a 8,000 rpm. Se desecho
el sobrenadante y se re-suspendio la pastilla en 15 ml de buffer acetato de
amonio-bicarbonato 0.01M pH 7.1, y se centrifugé durante 15 min a

5,000 rpm. Se colect6 el sobrenadante y se conservo en refrigeracion a —

20°C (Figura 2E) (Refrigerador Lab-Line INSTRUMENTS. USA).

Figura 2; Procesamiento de las muestras colectadas en campo; A) Corte de
las muestras procesadas de cladodios sintomaticos y asintomaticos
aproximadamente de 1 cm?; B) Etiquetado de las muestras sintomaticas y
asintomaticas de nopal colectadas en campo. C) Desinfestacion de
cladodios sumergidas en hipoclorito de sodio al 1%. D) Siembra de las
muestras procesadas en cajas Petri con PDA; E) Purificado parcial del

virus obtenido de los cladodios colectados en campo.

N 6 d
L



Etiologia del “pinto” del Nopal

Determinacion de Rango de Hospedantes

Se inocularon mecanicamente un conjunto de plantas indicadoras,
utilizando como fuente de inodculo el purificado parcial obtenido de
cladodios con “Pinto” procedentes de San Pablo Ixquitlan, San Martin de
las Piramides Estado de México. Se espolvoreo carborundum 600 mallas
sobre las hojas de las siguientes plantas: Nicotiana glutinosa L., N. rustica
L., N. benthamiana L., N. tabacum var. xanthi L., N. clevelandii Gray, N.
tabacum var. samsum, Datura stramonium L., D. Metel, Chenopodium
quinoa Willd. Y C. amaranticolor Coste & Reyn (Figura 3A). Para finalmente

con un hisopo impregnado con el PPV, se froto sobre la superficie foliar.

Las plantas inoculadas se tuvieron en invernadero durante 30 dias,
registrando datos cada 72 horas como; presencia de manchas necréticas,
anulares, clorosis, mosaicos, deformaciones o cualquier sintoma que se
presentara después de haber inoculado. La inoculaciéon de las plantas
diferenciales se repiti6 dos veces, la primera se realizé con plantas que
tenian 45 dias después del trasplante (ddt), mientras que en la segunda

fueron con plantas de 15 ddt.
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Inoculacion en cladodios asintomaticos

Se seleccionaron 21 cladodios asintomaticos de la variedad Atlixco (Figura
3B) en la localidad de San Pablo Ixquitlan, municipio de San Martin de las
Piramides, Estado de México y se plantaron en macetas de 6 pulgadas con
suelo estéril, las macetas se mantuvieron en condiciones de invernadero. A
los 15 dias después de plantacion se inocularon mecanicamente, para lo
cual se espolvoreo carborundum 600 mallas sobre ocho cladodios sanos y
se frotaron con un hisopo impregnado solamente con el PPV sin el buffer
de fosfatos (Figura 3E), utilizando un volumen de 8 ml del purificado para
los 8 cladodios inoculados. Como testigos negativos se tuvieron ocho
cladodios espolvoreados con carborundum 600 mallas y frotados con un
hisopo impregnado solamente con el buffer de fosfatos 0.1 M. El resto de
los cladodios (5) se inocularon con una solucion de 5 ml del purificado
parcial + 5 ml buffer de fosfatos 0.1 pH 7.0 (volumen final 10 ml), se utilizo
un jeringa de 10 ml previamente esterilizada, para esto, se tomaron 2
ml/cladodio de la solucion y se inyecté de manera directa sobre cada
cladodio (Figura 3C), se realizaron cuatro pinchadura/cladodio (2 de cada
cara), las regiones donde se inoculo el virus fueron en la parte apical y

media (Figura 3D).

Con el fin de observar la rapidez con la que se manifiestan los sintomas
una vez que se inoculan con el purificado parcial y sin €l, cada cladodio se
etiquetdé con la fecha de inoculacion, numero de repeticion, inoculacion

con y sin el purificado. Se estuvieron registrando datos cada 72 horas
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como: cambios en la coloracion de los cladodios (clorosis), crecimiento de

los mismos o en dado caso ausencia de sintomas.

Inclusiones virales

Se inocularon hojas de Chenopodium amaranticolor con el PPV, 6 dias
después de la inoculacion, de aquellas regiones donde se presentaron las
lesiones locales cloréticas, se tomoé epidermis de la parte del envés
tratando de tomar de aquellas regiones donde se manifestaban claramente
los sintomas. Posteriormente la epidermis fue sumergida en etanol al 75
% durante 3 minutos, enseguida se sumergié en azure-A durante 5
minutos, al término de este paso se procediéo a enjuagar con agua estéril
para eliminar el exceso de colorante. Una vez tratada la epidermis con el
colorante, se coloco una gota de glicerina en un portaobjetos y se coloco la
epidermis para después ser cubierta con un cubreobtejos. La preparacion
fue observada en un microscopio optico a 100X (American Optical One-

Ten) (Figura 3F).

Microscopia electronica

El purificado parcial obtenido de los cladodios con sintomas de “Pinto” y
conservado a - 20°C, se descongel6o y se mezclo homogéneamente con
vortex (Labnet VX100), sobre un pedazo de parafilm se colocaron 10 ul del
purificado parcial y se mezclaron con 10 pl de acido fosfotungstico al 1%,
después con unas pinzas antiestaticas se tomaron rejillas de cobre de 300

mallas cubiertas con formvar y se pusieron en contacto con dicha mezcla;
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al término, las rejillas se colocaron en papel filtro para dejarlas secar y
observarlas posteriormente al microscopio electronico (DCBI-UAM-A.

ZEIZZ) de la Universidad Autonoma Metropolitana (Figura 3G).
BT | oo APT Mgl
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Figura 3: Pruebas de patogenicidad, inclusiones virales y microscopia
electronica. A) Plantas indicadoras inoculadas con el purificado parcial
obtenido de cladodios enfermos con el “Pinto”; B) Cladodios asintomaticos
sembrados en suelo estéril en macetas de 6 pulgadas; C) Cladodio joven
inoculado mecanicamente con el PPV; D) Inoculacion mediante inyeccion;
E) cladodio con dos pinchaduras en la cara frontal mediante la inoculacion
por inyeccion; F) Preparaciones de epidermis de Chenopodium quinoa para
la observacion de inclusiones virales; G) Rejillas preparadas para la

observacion del microscopio electronico (DCBI-UAM-A. ZEIZZ).
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Transcriptasa inversa ligada a la reaccion en cadena de la polimerasa

(rt-PCR)

Se conoce la presencia de algunos virus en cactaceas (Potexvirus,
Tobamovirus, Tospovirus, Carmovirus y Carlavirus), con la idea de ver si
algunos de estos estuviesen relacionados con los sintomas del “Pinto”, se
utilizaron primers universales para los géneros de Potexvuirus, Allexivirus y
Tobamovirus. En el caso de Potexvirus (Van der Vlugt et al., 2000) se
utilizaron los primers POTEX 1RC (5°- TCAGTRTTDGCRTCRAARGT - 3),
POTEX 2RC (5°- AGCATRGCNSCRTCYTG - 3) y POTEX S5SRC (3°-
CAYCARCARGCMAARGAYGA - 57), donde R = A+G, D = G+A+T, Y = C+T, S

= G+C, N = A+C+G+T, que amplifican un fragmento de 735 y 584 pb.

La amplificacion se inicié6 con una desnaturalizacion de 94°C por 1 min,
seguida de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 54°C a 1 min y 72°C por 1 min, y
un paso final de 5 min a 72°C.En el caso de Allexivirus (Chen et al., 2003),
se utilizaron los primers degenerados; Allex-CP (+) (5= -
TGGRCXTGCTACCACAAYGG - 37) y NABP (-) (5°-
CCYTTCAGCATATAGCTT AGC - 37),donde X =A, T, C,G; Y=T, C; R =A,
G. estos primers amplifican para un fragmento de 750 pb. Las condiciones

del termociclador para la RT fueron:
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Para el caso de Allexivirus, las condiciones del termociclador se inici6é con
una desnaturalizacion de 94°C por 2 min, seguida de 35 ciclos de 94°C por

1 min, 53°C por 1 min y 72°C, y un paso final de 72°C por 7 min.

Para Tobamovirus la RT-PCR se realizé segun el protocolo propuesto por
Dovas et al. (2004), con algunas modificaciones. La retrotranscripcion del
RNA, se utiliz6 una mezcla de reaccion de 25 ul con 2.5 ul de Tris HCI pH
8.8 100 mM, 1.25 ulde KCI 1 M, 1.5 ul de MgClz 25 mM, 2.5 ul de Triton X
— 100 al 1%, 0.6 ul de dNTP's 10 mM, 1.25 ul de DDT 100 mM, 1.25 ul de
DMSO al 100%, 0.3 ul de inhibidor de RNAsa 40 U/ ul (Roche®), 0.025 ul
de Superscript II ARNsa H transcriptasa M-MLV 40 U (Promega®), 2 ug de
ARN de la muestra problema, y 2.5 ul de los iniciadores Tob RT up 1 y Tob

RT do 2 10 uM.

La RT se realizo bajo las siguientes condiciones (Cuadro 2).

Cuadro 2: Condiciones del termociclador para la rt-PCR anidada de

tobamovirus.
Namero de
Etapa ciclos Duracion Temperatura
Retrotranscripcion 1 60 min 43 °C
Retrotranscripcion 1 2 min 50 °C
Desnaturalizacion 30 seg 94°C
Alineamiento 5 30 seg 43 °C
Extension 15 seg 72 °C
Desnaturalizacion 30 seg 94°C
Alineamiento 35 30 seg 46 °C
Extension 15 seg 72 °C
Extension final 1 2 min 72 °C
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La PCR se realizo6 con 5 ul de DNA complementario, 2 ul de Tris HCI pH 8.8
100 mM, 1 plde KC11 M, 1.2 ul de MgCl> 25 mM, 2 ul de Triton X — 100 al
1%, 0.5 ul de dNTP's 10 mM, 0.16 ul de Taq ADN polimerasa S U (Promega
®) y 2 ul de cada uno de los primers TobN up3, TobN do4 y TobN do4G 10

ul en un volumen final de 20 pl, que amplifica para un fragmento de 400

pb.

Las condiciones del termociclador para la amplificacion del virus se

muestran en la siguiente cuadro.

Cuadro 3: Condiciones del termociclador para la rt-PCR anidada de

tobamovirus.
Nimero
Etapa de ciclos Duracion |Temperatura

Desnaturalizacion

inicial 1 3 min 94 °C
Desnaturalizacion 2 20 seg 95 °C
Alineamiento 2 15 seg 51 °C
Extension 2 15 seg 72 °C
Desnaturalizacion 26 20 seg 95 °C
Alineamiento 26 26 seg 61 °C
Extension 26 15 seg 72 °C
Extension final 1 2 min 72 °C

Como testigo positivo se utilizo6 RNA total de TMV obtenido de hojas de

jitomate (Solanum lycopersicum).

En todas las RT — PCR se incluy6o un control negativo consistente en una

mezcla de reaccion sin el templado de DNA complementario.

33



Etiologia del “pinto” del Nopal

La electroforesis de todos los productos de RT - PCR (Potexvirus,
Allexivirus y Tobamovirus) se realizo en un gel de agarosa al 1% (p/Vv)
disuelto en amortiguador TBE 1X a 90 V durante 45 minutos. Los
amplicones se observaron en un fotodumentador (Gene Wizard, Syngene
Bio Imaging) y se purificaron con el Wizard SV Gel y Sistema de limpieza

de PCR (Promega®) siguiendo el protocolo de la empresa.
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RESULTADOS

Analisis de suelo

Analisis de suelo. La textura del suelo donde crecen las plantas de nopal
con sintomas de “Pinto” y plantas asintomaticas es franca (Cuadro 4).
Asimismo, el pH para ambos tipos de suelo se ubico ligeramente alcalino
(Cuadro 6), este resultado es un buen indicador debido a que esta planta
se desarrolla en un rango de 6.8 a 8.2 con un optimo de 7.5, los mejores
suelos para las plantaciones de nopal son los de origen igneo o calcareo
con textura arenosas, profundidad media y con pH neutro o de preferencia
alcalino (FAO, 1994). Se sabe que prefiere suelos calcareos con pH
alcalino. Sin embargo, se obtiene altos rendimientos también en suelos
ligeramente acidos. El pH del suelo suele influir en el color de las flores; en
suelos alcalinos se obtienen coloraciones rojizas y en suelos acidos
coloraciones azules (Granados y Castaneda, 1996). El contenido de
materia organica del suelo donde crecen las plantas de nopal con sintomas
de “Pinto” es menor comparado con el del suelo donde crecen las plantas

asintomaticas.

La materia organica, al igual que el pH, determinan la disponibilidad de
nutrimentos en el suelo. En el caso particular del suelo donde crecen los
nopales con sintomas de “Pinto” y asintomaticos, los valores de los dos
primeros se consideran adecuados para el nopal (Sainz et al.,, 2011). Se

puede observar que la concentracion en el suelo de Fe** (Cuadro 6) no es
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muy marcada con respecto a las del tejido (Cuadro 7), por lo cual se
descarta la posibilidad de que exista una deficiencia de este elemento, la
sintomatologia de aquellos cladodios con halos cloréticos no se debe
precisamente a la falta de Fe** en el suelo ya que es el cuarto elemento

mas abundante en la corteza terrestre (Lindsay, 1979; Benavides, 2000).

Cuadro 4. Porcentaje de arena, limo, arcilla y textura de suelo donde

crecen plantas de nopal con sintomas de “Pinto” y plantas asintomaticas.

ARENA | LIMO |ARCILLA
N° CONTROL % % % TEXTURA
Sintomatico 25.6 47.7 26.7 FRANCO
Asintomatico 25.6 49.0 25.4 FRANCO

Debido a la poca informacion que existe respecto a los requerimientos
basicos en cuanto a calidad del suelo se necesita para establecer Opuntia
ficus-indica, tomamos como referencia de manera general, informacion de
algunos autores que muestran tablas y contenidos de los rangos 6ptimos

de los requerimientos esenciales para hortalizas.

El contenido de materia organica que presenta los suelos de donde se

tomaron cladodios con sintomas de “Pinto”, es bajo (tabla 3), en
comparacion con aquellos de donde se tomaron los asintomaticos ya que

en el porcentaje es relativamente alto (Rioja-Molina, 2002).
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Cuadro 5: Materia organica oxidable (%) segun Rioja-Molina, 2002.

<0.9 Muy bajo
1.0-1.9 Bajo
2.0-2.5 Normal
2.6 -3.5 Alto

>3.6 Muy alto

Esta variacion considerable del contenido de MO en ambos suelos, puede
contrastar con la disponibilidad de nutrientes en el suelo, ya que algunos
elementos pueden ser facilmente absorbidos por la planta, mientras que
otros la disponibilidad es baja, o en su caso, los elementos pueden ser
fuertemente atrapados por otras moléculas de mayor peso, los cuales le
impidan estar disponibles para las raices. El contenido de MO en general,
al igual que el pH, pueden determinar la disponibilidad de los nutrientes
en el suelo, por lo tanto, los contenidos de nutrimentos en el suelo, desde
un punto de vista general, se encuentran dentro del rango 6ptimo para

nopal (cuadro 6) (Sainz et al., 2011).

Cuadro 6: Valores de pH, materia organica (MO), contenido de macro y
micronutrimentos (mg Kg!) de suelo donde crecen plantas de nopal con

sintomas de “Pinto” y plantas asintomaticas.

N P K Ca
N° CONTROL pH MO mg Kgl | mg Kg! | mg Kg!  mg Kg!
Sintomatica 7.6 1.88 9.3 62.66 732 3490
Asintomatica 7.99 2.96 11.6 86.09 922 3268
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Mg Fe Cu Zn Mn B
N° CONTROL | mg Kg'! | mgKg! | mg Kg! | mg Kg! | mg Kg! | mgKg-!
Sintomatica 1109 6.12 2.95 3.1 2.86 0.98
Asintomatica 1092 6.28 3.24 3.21 2.46 1.16

Contenido nutrimental en tejido vegetal

De acuerdo con Blanco — Macias (2009) los rangos de algunos elementos
esenciales para Opuntia ficus-indica son de; N = 0.82 - 1.76, P = 0.20 —
0.44, K = 3.36 - 5.12, Ca = 3.23 - 6.69, Mg = 1.34 -1.88. Si comparamos
estos datos con los obtenidos del analisis, podemos observar que los datos
se encuentran dentro del rango 6ptimo (cuadro 7), excepto en el Ca y Mg,
los cuales se encuentran en concentraciones bajas dentro de los tejidos del
nopal. Con respecto a los demas microelementos, la informacion con la
que se cuenta es nula para este cultivo, adicionalmente se encontré que la
concentracion de Fe en cladodios con sintomas es muy alta con respecto
de la de cladodios asintomaticos. Sin embargo, no puede decirse si estos
valores son normales ya que no se encontraron datos especificos de este

elemento para O. ficus-indica.

El hierro es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre
(Lindsay, 1979; Benavides, 2000), es un micronutriente esencial para las
plantas ya que juega un papel muy importante en la fotosintesis (Miller et
al., 1984; Marchner, 1995), es responsable de la morfologia, estructura y
mantenimiento de los cloroplastos (Terry y Abadia, 1986; Abadia, 1992;

Marschner, 1995). La deficiencia provoca una reduccion en la sintesis de
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pigmentos (clorofilas), por eso, los pigmentos amarillos (xantofilas y
carotenos) predominan y son responsables del amarillamiento foliar
(Seibert, 1993). El aumento del pH en una sola unidad puede disminuir la
solubilidad de este elemento hasta 1000 veces (pH 7.5) (Lindsay, 1995).
Las concentraciones elevadas de Zn?* y Mn?* en el medio interfiere en en la
absorcion de Fe2* en la raiz (Cohen et al., 1998; Foy et al, 1998;

Izaguierre-Mayoral; Adiloglu, 2006; Aref, 2011; Shanmugam et al., 2011).

El principal efecto de la deficiencia de hierro en las plantas se produce en
los cloroplastos que ven alterada su estructura y funciones. El
caracteristico color amarillo de las plantas (clorosis) es una consecuencia
del desequilibrio entre los contenidos de clorofila y carotenos (Abadia,
1992; Terry y Zayed, 1995). También se ve reducido el transporte
fotosintético de electrones; el hierro es uno de los constituyentes de
muchos transportadores de electrones (Terry y abadia, 1986; Abadia,
1992; Terry y Zayed, 1995; Soldatini et al., 2000; Donnini et al., 2003).
Esto hechos conducen a una reduccion en la capacidad fotosintética de la
planta que se traduce en una disminucion de azucares, almidon, algunos
aminoacidos y acumulacion de otros (Terry y Abadia, 1986; Abadia, 1992;

Terry y Zayed, 1995).

En la actualidad se desconocen las concentraciones optimas de Fe'* en
tejido de nopal, sin embargo, en el cuadro 1 las concentraciones elevadas
de Fe** en aquellas plantas sintomaticas con respecto a las asintomaticas

es muy marcada, el aparente exceso de este elemento de aquellas plantas
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con halos cloroticos puede deberse a la acumulacion excesiva de este en la
planta, ya que como se sabe es fundamental en la fotosintesis (Miller et al.,
1984; Marchner, 1995) y es responsable de la morfologia, estructura y
mantenimiento de los cloroplastos (Terry y Abadia, 1986; Abadia, 1992;
Marschner, 1995), la planta en respuesta a este problema absorbe grandes
cantidades para corregir esta clorosis ya que las xantofilas y carotenos
predominan y son responsables del amarillamiento (Seibert, 1993).
Asimismo, no hay informacion disponible de los contenidos 6ptimos de Cu,
Zn, Mn y B para nopal por lo que no puede establecerse si hay suficiencia
o deficiencia de los mismos en las muestras analizadas. La deficiencia de
hierro (Fe), normalmente, no se produce por que la concentraciéon total de
Fe en el suelo sea baja (Lindsay, 1979), si no que existen varios factores
como: pH, potencial redox, tipo de mineral al que esta asociado el hierro,
contenido de materia organica, los cuales hacen que la cantidad de hierro

sea baja.

Cuadro 7: Contenido de macro y micro nutrimentos en cladodios de nopal

con sintomas de “Pinto” y cladodios asintomaticos.

Fe | cu | zn | Mn B

N° N P K Ca | Mg mg | mg mg mg mg
CONTROL | % % % % % | Kg!l | Kg! | Kg! | Kg! | Kg!
Sintomatica | 1.52 | 0.38 |4.53|2.71 | 1.32 |672.5|48.00|55.00({392.50|135.27
Asintomatica| 1.83 [0.38 |4.71|2.76|1.32|237.5|33.00|70.00|192.50|154.12
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Analisis fitosanitario para hongos y bacterias general

En aquellas cajas sembradas con trozos de material vegetal con sintomas
del “Pinto” 'y asintomaticos, se realizaron las evaluaciones
correspondientes con el proposito de descartar posibles patogenos

asociados a estos sintomas.

La primera observacion se realizo a los 5 después de la siembra (dds), se
muestrearon todas las cajas y se registro el crecimiento de algun agente
bidtico fue negativo (Figuras 4A y B). La segunda observacion de fue a los
15 dds, en este lapso de tiempo se noto presencia de un hongo saprofito
creciendo en cajas con tejido sintomatico como asintomatico solamente en
2 cajas asintomaticas y 1 sintomatica permaneciendo el resto libres de
contaminacion. A los 25 dds, se tuvo un porcentaje de 30% de cajas
contaminadas con hongos saprofitos (Figura 4C), solamente se confirmo el
crecimiento de hongos saprofitos en ambas muestras, no se observaron
crecimiento de bacterias contaminantes, se realizaron dos repeticiones, por
lo tanto se puede confirmar que estos sintomas no estan relacionadas con

alguna bacteria u hongo fitopatégenos.
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A 8 % C

Figura 4: Cajas Petri con medio de cultivo PDA. A) Cajas con muestras de
sintomas del “Pinto” (15 dds); B) Caja con muestras de cladodios
asintomaticos (15 dds). C) cajas de ambas muestras contaminadas con

hongos saprofitos (25 dds).

Extraccion de RNA

El1 RNA genomico total de las muestras procesadas tuvo una concentracion
que osciléo de 116 a 580 ng/ul, la cual puede considerarse de buena
calidad, si toma en cuenta que la extraccion de RNA en nopal es dificil
debido a la composicion del mucilago que posee (Nobel et al., 1992). Los
valores de pureza fueron de 1.90 a 2.05, lo cual nos indica la presencia
minima de contaminantes como fenoles, péptidos, hidratos de carbono y
compuestos aromaticos que interfieren en la reaccion de PCR (Cuadro 8)

(Tapia et al., 2005).
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Cuadro 8: Muestra procesadas de nopal con sintomas visibles del “Pinto”.

Concentracion, grado de contaminantes y pureza del RNA.

Muestra ng/ul 260/280 260/230
M1 372.58 1.90 1.79
M3 116.27 1.93 2.00
M5 224.98 2.00 1.89
M7 198.58 2.05 1.93
M10 134.30 2.01 1.99

Purificacion parcial del virus

Aun cuando la extraccion de particulas virales en tejidos de nopal resulta

muy dificil debido al mucilago que este contiene, el método de purificacion

resulto en la obtencion de una gran cantidad de virus. La concentracion de

las particulas virales en el tejido del nopal enfermo es muy elevada, lo cual

hace a este tejido apropiado para la purificacion del virus.

El método de extraccion (Lastra et al., 1976) es el mas adecuado para este

virus, ya que se puede conservar por un periodo de hasta un ano sin

perder la capacidad de infectar a sus hospedantes. En ambas extracciones

(2 repeticiones) del virus se tuvo presencia de particulas infectivas que nos

ayudaron en las pruebas de patogenicidad.
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Determinacion de rangos de hospedantes

Plantas de Datura stramonium, D. metel, Nicotiana benthamiana y N,

samsun, no presentaron sintomas al ser inoculados con el PPV.

Las plantas inoculadas de Chenopodium amaranticolor, C. quinoa,
presentaron lesiones locales cloroticas en promedio a los seis dias después
de la inoculacion (ddi) (Figura 5 A y B). Nicotiana tabcum var. Xanthi, N.
glutinosa y N. tabacum var. Clevelandii, los sintomas que presentaron
fueron lesiones locales necroéticas (Figura S C, D y E) y en promedio se
manifestaron a los 5 ddi, la tipologia de los sintomas en las plantas
indicadoras indic6 de una manera mas clara la asociacion de un agente de
tipo viral. Considerando el nimero de plantas indicadoras que presentaron
sintomas, este tentativo virus no posee un rango amplio de hospedantes.
De los hospederos que se ocuparon solamente C. quinoa, N. glutinosa y N.
tabacum permiten comparar los virus reportados en cactaceas (De La Torre
et al., 2007; Hausbeck y Gildow, 1991; Lastra et al.,, 1976; Nelson et al.,

1975; Casper y Brandes, 1969).

Lesiones locales clordticas observadas en C. quinoa y C. amaranticolor
(Figura 5 A y B), descarto la presencia de Opuntia Sammons virus (Chessin
et al, 1963) y Tobacco mosaic virus, las cuales solo inducen lesiones locales
en C. quinoa, mientras que en C. amaranticolor los sintomas se encuentran
ausentes. En el caso de Cactus Virus Xy Zygocactus Virus, en C. quinoa

para ambos casos los sintomas se presentan de manera sistémica, y en C.
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amaranticolor solamente Cactus virus X presenta lesiones locales (Lastra et

al., 1976).

Lesiones locales necroticas observadas en N. glutinosa, N. tabacum var.
Xanthi y N. tabacum var. cleveladii, (Figura S C, D y E) descartaron la
presencia del Potexvirus encontrado en Hidalgo y el Virus mosaico del
tabaco, ya que en el primero, para el caso de Potexvirus se producen
lesiones locales cloréticas y en el caso del TMV en N. t. var. Clevelandii se

producen sintomas de mosaico (Giri y Chessin, 1975).

Por otro lado se descart6 la presencia del Saguaro cactus virus (Nelson y
Tremaine, 1972) y Cactus mild mottle virus ya que solo provoca lesiones
locales en C. quinoa, amaranticolor y en el caso del CMMV también aplica
para Gomphrena gobosa (Min et al., 2005), pero no manifiesta ningun
sintoma en Nicotiana tabacum. En contraste con lesiones locales
necroticas y deformacion que provoca el TSWV en N. glutinosa y N. t. var.
Clevelandii, y sin ningun sintoma en C. quinoa y amaranticolor. De igual
manera la ausencia de sintomas en N. rustica inoculada con el PPV,
descarto la presencia del tobamovirus encontrado en nopal tunero, ya que
este presenta lesiones locales cloréticas que posteriormente se tornan
necroticas (De la Torre et al 2007), ademas de provocar lesiones locales

necroticas y un ligero mosaico en Capsicum annuumy Gomphrena globosa.
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-

Figura 5: Sintomas observados en plantas indicadoras inoculadas con el
purificado parcial de virus obtenido de cladodios de nopal con sintomas de
“Pinto”. Lesiones locales mnecroticas en A) Nicotianaglutinosa, B) N.
tabacumvar. Xanthi y C) N. clevelandii. D) Chenopodium amaranticolor y E)

C. quinoa mostrando lesiones locales cloroéticas.
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Cuadro 9: Sintomas en plantas indicadoras de virus reportados en cactaceas y el virus asociado

“

pinto” del Nopal

al “Pinto del

Nopal”.
Rattail Saguaro
cactus Cactus Cactus
Ocurrencia Opuntia | Cactus | Cactus | Tobacco Tomato necrosis- Tomato mild Virus
de Sammons’| Virus | virus | mosaic | spotted wilt | associated spotted mottle SgCVv
Hospedante “Pinto” | Potexvirus? | Tobamovirus? Virus X 2 virus virus virus wilt virus virus
Ln/ | 1 | -
Nicotiana glutinosa L. Lin Llc Llc/Lln Ll deformacion -
N. rustica L. Ss Ss Llc/Lln -
Mosaicoy | | | =
arrugamiento -
N. benthamiana L. Ss Ss foliar
N. tabacum var. xanthi | | | | | s
L. Lin Lin Llc/Lln | B — Lin -
N. tabacum var. Lln/ | 1 | e
clevelandi Lin Lin MS deformacién -
N. tabacum var. Lln | 1 | e
occidentalis =~ | ----mmmmo Ss Ss | -mmmmm-- /deformacion -
N. samsun S ] el el Tl Ml H R Lin -
Datura stramonium L. Ss Lin -
D. metel Ss -
Lin/AV
Chenopodium quinoa
Willd. Llc IS/MAIV Lic/lln L1 Llc | ---———--- L1 Ll*
C. amaranticolor Coste Lin
& Reyn Llc Llc Llc/Lln | -==-—====---- Lic L1*
Capsicum annum L. Lln/mosaico Lln/ | | -
AnchoL. = | -mmmmeeeeee Ss leve deformacién | ------------- -
Lln/ | |-
—————————— Ss deformacién | -----------—- | -
L. esculentum Ll/infeccié
Lln/ mosaico n
Gomphrena globosa S Ln LI* sistémica

Lln =

Lesiones locales necréticas, Llc
venales, L1 = lesiones locales, IS = Infeccion sistémica, MS = Mosaico Sistémico, S/MV = Sistémico/manchas Verdes.

= Lesiones locales cloréticas, Ss = Sin sintomas, IS/MAIV = Infecciéon Sistémica Manchas Amarillas Inter-

necroéticas y cloréticas). EF = enrollamiento foliar. AV = aclaramiento de venas.

LI* (Incluye manchas
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Inoculaciéon en cladodios sanos

La inoculacion mecanica en cladodios asintomaticos fue excelente (60%
resultaron con sintomas caracteristicos del “pinto”). Estos se pudieron
apreciar con claridad en ambas caras de la penca a los 20 ddi, que
consistian en halos y anillos cloréticos. En primera instancia se presento
una coloracion tenue localizado principalmente alrededor de las espinas
de los cladodios jovenes (Figura 6B), los cuales tenian un diametro de
medio centimetro. Posteriormente a los 30 ddi el tamano de los halos
clordticos aumentaron de tamano (1 — 2cm) y cuando se encontraban cerca
uno del otro podian llegar a juntarse creando un halo mucho mas grande

(Figura 6C).

A los 30 ddi las manchas al juntarse unas con otras llegaban a ser de gran
tamano alcanzando a cubrir en ciertas ocasiones a las pencas en su
totalidad. Por ultimo a los 50 ddi se presentaba una clorosis casi total el
cual iba desapareciendo conforme el cladodio llegaba a su madurez (Figura

6D).

Este tipo de sintomas encontrado en cladodios de nopal verdura “Pinto”
(Figura 6A), son muy diferentes a los reportados por De la Torre et al.,
2007, ya que reporta la presencia de pequenas y numerosas manchas o
moteados en forma de anillos, de color amarillo intenso a blanquecino. Por
otro lado tampoco se asocia al Virus X del cactus, ya que este manifiesta

areolas y espinas deformes, ademas de un mosaico tipico el cual tiende a
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enmascararse a medida que color de la penca va haciéndose mas oscura
(Lastra et al., 1976). Con respecto a Opuntia Sammons” virus, los sintomas
en los cladodios van desde marcas clordticas tenues a grandes anillos
concéntricos entrelazados que a veces causan depresiones en la
almohadilla de cactus, los cuales no corresponden a los descritos por el
“Pinto” (Chessin y Solberg, 1963). Sintomas de moteado suave en forma de
anillos, junto al tallo (Min et al.,, 2005) caracteristicos del cactus Cactus
mild mottle virus, no tienen similitud con los halos cloréticos del “Pinto”.
En el cladodio que se inocul6 solamente con el buffer de fosfatos, no se
mostraron sintomas después de 50 ddi (Figura 6E), es importante
mencionar que todos los cladodios se mantuvieron en las mismas

condiciones de invernadero.

Figura 6. Pruebas de patogenicidad en cladodios sanos a partir de

cladodios sintomaticos. A) Cladodio con halos cloréticos alrededor de las
espinas (Pinto del nopal) colectado bajo invernadero. B) Cladodio inoculado
con el PPV mostrando sintomas de halos cloréticos a los 20 ddi. C)
Cladodio de nopal inoculado con el PPV mostrando sintomas de clorosis

parcial a los 30 ddi. D) cladodio de nopal inoculado con el PPV con

N 19 v
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sintomas de clorosis total a los 50 ddi. E) Testigo inoculado solo con buffer

de fosfatos 0.1 M pH 7.0 sin presencia de sintomas visibles.

Inclusiones virales

En tejido de Chenopodium amaranticolor inoculado con el purificado
parcial del virus y tenido con azure-A, se observaron cuerpos alargados
citoplasmaticos en forma de cigarrillo (Figura 7A), los cuales se
presentaban solo en aquellas células infectadas con el virus y ausentes en
células de tejido sanos; estos cuerpos citoplasmaticos son muy similares a
los encontrados por Min et al, 2006 en tejido de una cactacea
Gymnocalycium mihanovichii, el cual presentaba sintomas de clorosis. Al
realizar preparaciones de este tejido y al ser tenidos con el mismo
colorante (Azure-A) presentan la misma forma dentro de este hospedante,

este autor reporta la presencia de Tobamovirus en esta cactacea.

Ademas se encontré otro tipo de inclusion viral cuando el tejido de
Chenopodium amaranticolor inoculado con el PPV era tefiido con rodamina
verde de metilo. Este tipo citoplasmatica amorfa (Figura 7D), posiblemente

este virus sea capaz de generar mas de un tipo de inclusion.

Las inclusiones virales se forman en aquellas células de las plantas, como
resultado de las infecciones producidas por los virus; se ha demostrado
que la mayoria de los virus conocidos hasta la fecha forman inclusiones
(Cardenas, 1999). Se conoce bien que los tobamovirus pueden generar

diferentes tipos de inclusiones de virales en diferentes hospedantes. Las
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encontradas en C. amaranticolor corresponden a las del tipo
paracristalinas y amorfas esto por la forma que presentan dentro del

citoplasma de la célula.

Microscopia electronica

A partir del purificado parcial, se encontraron una gran cantidad de
particulas virales fragmentadas en forma de varilla rigidas. En la primera
microscopia electronica realizada por parte de la Universidad Autéonoma
Metropolitana, los resultados obtenidos fueron particulas virales en forma
de varillas rigidas obtenidas a partir de los cladodios colectados en la
region de San Martin de las Piramides, los cuales tenian un tamano que
oscilaban entre 320-350 nm de largo X 12.8 -14nm de ancho (Figura 7A).
De aquellos cladodios que se inocularon con el purificado parcial y que
presentaron sintomas, se obtuvieron particulas fragmentadas en forma de
varillas rigidas, las cuales presentaban un tamano entre 320 — 360 nm de
longitud X 13 -16 nm de ancho (Figura 7B), estos resultados fueron
reportados por Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto
Politécnico Nacional. Los resultados obtenidos por ambos laboratorios se
compararon y se analizaron para determinar las caracteristicas de las
particulas virales, las cuales fueron particulas virales en forma de varillas
rigidas de 335 + 5 nm de longitud X 14 + 2 nm de ancho. Teniendo como

antecedente el reporte de Opuntia Sammons virus (Tobamovirus), el cual
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posee particulas rigidas de 300-350 nm de longitud (Chessin y Solberg,
1963), este virus podria encajar dentro de las caracteristicas descritas por
estos autores, sin embargo en la prueba de rangos de hospedantes, OSV
solo se limita a infectar a Chenopodium quinoa. El reporte del tobamovirus
descrito por De La Torre et al., 2007 menciona una particula viral de 325
nm, de igual manera este virus es muy semejante a la del “Pinto”, sin
embargo este se diferencia del “Pinto” por inducir infeccion sistémica con
manchas inter-venales amarillas en Chenopodium quinoa, mientras que el
“Pinto” provoca lesiones locales cloroticas (De La Torre, 2007). Se descarto
el posible parentesco con el Cactus mild mottle virus (Tobamovirus) ya que
este posee una particula viral 320 X18 nm, ademas de limitarse a infectar
solamente a Chenopodium quinoa y amaranticolor (Min et al., 2006); y el
“Pinto” aparte de infectar esta dos especies, también tiene la capacidad de

infectar variedades y especies de tabaco.

Con respecto a los otros virus reportados en cactaceas; Cactus virus X,
Zygocactus virus pertenecen a la familia Alphaflexiviridae, mientras que el
Virus cactus 2 pertenece a la familia Betaflexiviradae ademas de poseer

particulas virales de varilla flexible (ICVT, 2005)
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Figura 7. Particulas virales observadas en el A) purificado parcial de virus
(PPV) obtenido de cladodios con sintomas de “Pinto” colectados en campo y
B) en el PPV obtenido de cladodios inoculados con PPV obtenido
inicialmente. Epidermis de hojas de Chenopodiumamaranticolor inoculadas
con el purificado parcial de virus obtenido de cladodios con sintomas de
“Pinto” mostrando una inclusion viral C) paracristalina (E=Estoma,

N=nucleo, I= Inclusion viral) y D) amorfa (N=nucleo, I=inclusion viral).

Transcriptasa inversa ligada a la reaccion en cadena de la polimerasa

(rt-PCR)

El ensayo de la rt-PCR fue negativo para el género Potexvirus (Figura 8 A) a
partir de RNA extraido de aquellos nopales colectados en campo que
presentaban halos y anillos cloréticos alrededor de las espinas. El ensayo
donde se utilizaron los primers universales Allex-CP (+) y NABP (-) (Chen et
al., 2004) para Allexivirus se observo un amplicon de 750-800 pb en la
muestra 3 (Figura 8 C). Y para aquellos primers universales TobN up3,

TobN do4 y TobN do4G que amplifican para un fragmento de 400 pb, se

53



Etiologia del “pinto” del Nopal

tuvo un amplicon del mismo tamano (400 pb) en la muestra 3 (Figura 8 D).
El resultado obtenido corresponde con los observados en microscopia
electronica donde se apreciaron particulas virales en forma de varillas
rigidas, por lo que la sintomatologia del “Pinto” asociado a los cladodios de
nopal verdura (Atlixco) pueden corresponder a una nueva especie del
genero Tobamovirus. Opuntia Sammons virus (Chessin y Solberg, 1963),
Tobacco mosaic virus (Giri y Chessin, 1975), la Ocurrencia de un
Tobamovirus asociado con manchas anulares amarillas en nopal tunero
(De La Torre, 2007) y el Cactus mild mottle virus nuevo virus reportado en
Gymnocalycium mihanovichii var. Friedrichii (Min et al., 2006), son especies
de este género previamente reportadas en cactaceas. Sin embargo,
tomando en cuenta el rango de hospedantes que infecta el “Pinto” con los
demas tobamovirus reportados, este tiene la capacidad de producir
sintomas en mas plantas indicadoras. En Meéxico solamente se tiene
reporte de un tobamovirus afectando nopal tunero (De La Torre, 2007) en
la region de San Martin de las Piramides, Estado de México, sin embargo
la sintomatologia de este virus no corresponde a la presentada por la del
“Pinto”, por lo tanto podemos decir que este nuevo tobamovirus

corresponde a otra especie nueva no reportada aun en México.
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Figura 8. Productos obtenidos de RT PCR a partir de RNA total de

cladodios con sintomas de “Pinto” utilizando los siguientes primers: A)
especificos para el gen 18S (300 pb aproximadamente); B) primers
universales para Potexvirus, M; marcador molecular 1kb (PROMEGA®);
carriles 2-5 muestras de nopal con sintomas de “Pinto”; carril 6; RNA de
papa infectada con Potato virus X. C) primers universales para Allexivirus,
M; marcador molecular; 1kb (PROMEGA®);carriles M1-M6: muestras de
cladodios con sintomas de “Pinto”; carril TN: testigo negativo (agua). D)
primers universales para Tobamovirus, M; marcador molecular 1kb
(PROMEGA®), carrillesM-3 y M7: RNA de cladodios con sintomas de
“Pinto”; TMV RNA de planta de jitomate infectada con Tobacco mosaic

Virus.
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DISCUSION

Los sintomas de “Pinto” consistentes en halos cloréoticos alrededor de las
espinas de cladodios de nopal verdura variedad “Atlixco” no se encuentran
asociadas a ninguna deficiencia nutrimental, bacteria u hongo
fitopatogeno, pero se relaciona con un virus, posiblemente a una especie
del género Tobamovirus. Diferentes estudios indican que los tobamovirus
son varillas rigidas de 300 nm de longitud y 18 nm de diametro (Wei et al.,
2010). La particula viral obtenida de cladodios de nopal con sintomas de
“Pinto” fue en forma de varilla rigida (335 + 5 nm de longitud X 14 + 2 nm
de ancho) muy parecidas en forma y tamano a las del género Tobamovirus
(Fauquet et al., 2005). Del rango de hospedantes empleados; Chenopodium
quinoa, N. glutinosa y N. tabacum permiten comparar los virus reportados
en cactaceas (De La Torre et al., 2007; Hausbeck y Gildow, 1991; Lastra et
al., 1976; Nelson et al., 1975; Casper y Brandes, 1969). Cuando se inocula
mecanicamente induce lesiones locales necroticas en Nicotiana glutinosa,
N. tabacum var. Xanthi, N. clevelandii y lesiones locales clordticas en
Chenopodium amaranticolor y C. quinoa, diferentes a los reportados por De
la Torre-Almaraz et al.,, 2007, que ocasiona lesiones locales cloroticas y
después necroticas en N. glutinosa, N. rustica, N. tabacum var. Xanthi,
Chenopodium amaranticolor, C. quinoa y G. globosa, ademas de que el
tamano de la particula viral es un poco mas corta (de 325 nm). Difiere del
Cactus mild mottle virus (Min et al., 20006) el cual posee una particula con

una longitud de 320 X18 nm de diametro pero se limita solamente a
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Chenopodium quinoa y amaranticolor (mientras que el virus asociado al
“Pinto” infecta ademas a Nicotiana glutinosa, N. tabacum var. Xanthi y N.
clevelandii). Lesiones locales clordticas en C. amaranticolor y lesiones
necroticas en Nicotiana glutinosa, N. tabacum var. Xanthi, N. clevelandii,
descartdo a Sammons Opuntia Virus, debido a que este ultimo se limita a
infectar solo a C. quinoa (Chessin y Solberg, 1963). Se descarté a Tobacco
mosaic virus (Fauquet et al., 2005) ya que este provoca mosaico sistémico
en N. tabacum, sin embargo en Nicotiana glutinosa, N. tabacum var.
Xanthi, N. clevelandii se presentan lesionas locales necroticas cuando se
inoculan mecanicamente con el “Pinto”. Por ultimo se descarta la
asociacion al Rattail cactus necrosis-associated virus (Tobamovirus), ya
que este se limita a infectar solamente a N. benthamiana provocando
mosaico y arrugamiento foliar, y lesiones locales necroéticas en N. tabacum
cv. Samsun, y N. tabacum cv. Xanthi, mientras el pinto infecta a C. quinoa

y amaranticolor.

Por el tipo de particula viral que presenta el virus del “Pinto” (varilla
rigida), se descarta al Virus Cactus X (Lastra et al., 1976) ya que este posee
una varilla flexible de 520 nm de longitud (Potexvirus); Virus Cactus 2
(ICVT) varilla flexible de 650 nm de longitud (Carlavirus), a Saguaro Cactus
virus (Nelson y Tremaine, 1975) (Carmovirus) y Tomato spotted wilt virus

(Tospovirus) por poseer particulas virales isométricas.

Los tobamovirus inducen comunmente la formacion de dos tipos de

inclusiones virales: cristalinas y paracristalinas (Christie y Edwarson,
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1977), estas ultimas observadas en epidermis de plantas de Chenopodium
amaranticolor inoculadas mecanicamente con el PPV. No obstante, la
presencia de inclusiones citoplasmicas amorfas en este mismo tejido no
correspondencon las del género tobamovirus, lo cual dificulta la

identificacion del virus asociado al “Pinto”.

Utilizando primers universales para tobamovirus TobRT upl, TobRT do2,
TobN up3, TobN do4 y TobN do4G (Dovas et al.,, 2004) se obtiene un
fragmento de 400 pb, el cual hace pensar que el virus asociado a los

sintomas del “Pinto” sea tobamovirus poco comun.
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CONCLUSIONES

Se encontraron particulas virales en forma de varilla rigida con una
longitud de 320-360 nm X 12.8-16 nm de diametro en cladodios con
sintomas de “Pinto” que se transmitieron mecanicamente a nopal asi
como a Nicotiana glutinosa, N. tabacum var. Xanthi y N. clevelandii
provocando lesiones locales necréoticas y a Chenopodium

amaranticolor y C. quinoa ocasionando lesiones locales cloroéticas.

El virus asociado al “Pinto” del nopal no pertenece al género

Potexvirus o Allexivirus y posiblemente se trate de un tobamovirus.
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ANEXOS.

Purificacion Parcial (Lastra et al., 1976)

Pesar 10 gramos de tejido vegetal

Poner el tejido en un vaso de licuadora y agregar 70 mL de Buffer
Tris-HCL 0.05 M pH 7.8 + DIECA (Disodio dietil ditiocarbamato)
0.001M.

Licuar durante 1 minuto

Pasar el macerado a través de una gasa y colectarlo en un vaso de
precipitado

Colocar el filtrado en tubo de poliestireno de 30 ml

Centrifugar durante 15 min a 15,000 rpm

Colectar el sobrenadante y agregar 4% de Polietilenglicol 6000 (PEG)
y 0.1 NaCl (va a depender del volumen colectado del sobrendante)
Agitar durante media hora en frio y centrifugar durante 15 min a
8,000 rpm

Desechar el sobrenadante y re suspender la pastilla en 15 mL de
buffer acetato de amonio bicarbonato 0.01 M pH 7.1

Centrifugar durante 15 min a 5,000 rpm y colectar el sobrenadante

Almacenar en frio.
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Microscopia Electrénica.

e Colocar 10 pL del purificado en una parte lisa (plastico) y 10 uL de

Acido fosfotiingstico al 1%.

e Tomar con unas pinzas de sentido negativo las rejillas y sumergirlas

en la mezcla.

e Dejarlo remojar hasta ver que las rejillas se encuentran totalmente

impregnada con la mezcla.

e Sacar las rejillas de la mezcla y colocarlas en papel filtro, hasta

observar que el exceso haya desaparecido.
e Tomar las rejillas y guardarlas.

Extraccion de RNA total para tejidos vegetales con alto contenido de

Polisacaridos Harris (2002).

1. Agregar 500 pL de buffer salino a un tubo eppendorf estéril

2. Pesar 0.1 gr de tejido vegetal y colocarlo en un tubo que contiene el
buffer salino

3. Macerar con nitrogeno liquido

4. Eliminar la fase acuosa y agregar 600 uL de buffer CTAB + 0.5 % -
mercaptoetanol y mezclar con vortex.

5. Incubar a 55°C durante 10 min.

6. Adicionar 400 uL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y

mezclar con vortex.
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7. Centrifugar a 14,000 rpm por 10 min.

8. Colectar la fase acuosa 500 pL en un tubo eppendorf estéril y
considerando el volumen colectado, adicionar 50 uL de acetato de
amonio 7.5 M y 500 uL de isopropanol.

9. Mezclar por inversion e incubar los tubos en hielo por 10 min.

10. Centrifugar a 14 000 rpm por 10 min.

11. Eliminar cuidadosamente el sobrenadante cuidando no tirar la
pastilla formada en el fondo del tubo.

12. Agregar 1 mL de etanol al 70% y centrifugar a 14 000 rpm por
1 min.

13. Secar los tubos a temperatura ambiente y adicionar SO uL de

agua libre de RNAasas.
Extraccion de RNA total por el método de Trizol

a) Agregar 700 uL de Trizol a un tubo eppendorf de 1.5 mL y
mantenerlo en frio.

b) Moler 0.1 gramos de tejido vegetal en nitréogeno liquido.

c) Colocar el tejido macerado dentro del tubo que contiene Trizol con
una espatula estéril.

d) Agitar vigorosamente el tubo que contiene el tejido y el Trizol e
incubar durante 10 min en hielo.

e) Adicionar 200uL de cloroformo al tubo que contiene el tejido
macerado y el Trizol, para después agitar vigorosamente

f) Centrifugar a 12, 000 g por 15 min a 10°C
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g) Colectar cuidadosamente la fase acuosa (superior) y transferirla a un
tubo eppendorf de 1.5 mL

h) Adicionar 500 uL de isopropanol, mezclar suavemente e incubar en
hielo durante 10 min.

i) Centrifugar a 12, 000 g durante 10 min a 10°C

j) Desechar cuidadosamente el sobrenadante. Debe observarse una
pastilla de consistencia gelatinosa en el fondo del tubo.

k) Agregar 1 mL de etanol al 75% y disolver cuidadosamente la pastilla.

1) Centrifugar a 12, 000 g durante 10 min.

m) Desechar cuidadosamente el sobrenadante y colocar el tubo abierto
hacia abajo para su secado sobre papel absorbente (sanita) estéril.

n) Una vez seco el tubo disolver la pastilla en 50 uL de agua de
ampolleta.

o) Almacenar a -20°C.
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