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RESUMEN

Objetivo/Antecedentes. En este estudio se aproveché la capacidad de la
secuenciacion de alto rendimiento (HTS) para detectar virus en nopal verdura.

Materiales y Métodos. Se analizaron muestras del Estado de México (EDMX),
Hidalgo y Morelos, asi como de la Ciudad de México (CDMX).

Resultados. En la muestra proveniente de EDMX, se detectaron y recuperaron los
genomas de Opuntia virus 2 (OV2, género Tobamovirus) y Cactus carlavirus 1
(CCV-1, género Carlavirus). En la muestra proveniente de CDMX, ademas de OV2
y CCV-1, se detectd un nuevo viroide y un potexvirus. El primero tiene un genoma
RNA circular con 412 nt de longitud para el cual se propone el nombre de “Opuntia
viroid I’ (OVd-I). La estructura primaria de este viroide mostr6 una identidad
de secuencia de nucledtidos de menos del 80 % con cualquiera de los viroides
actualmente conocidos y una relacion filogenética con el género Apscaviroid,
(Familia Pospiviroidae) con el que comparte motivos estructurales conservados.

Conclusion. El nuevo potexvirus se denomind Opuntia potexvirus A (OPV-A),
cuya secuencia de la replicasa viral tiene un 77.7 % de identidad de aminoacidos
con Schlumbergera virus X. Finalmente, en 93 (72 %) de 129 muestras de nopal
verdura recolectadas en las cuatro entidades, se detecté al CCV-1.

Palabras claves: Cactaceas, HTS, Viroide, Potexvirus, Tobamovirus, Carlavirus.

Opuntia ficus-indica es la cactacea de mayor importancia econdémica en el
mundo, se cultiva en América, Africa, Asia, Europa y Oceania (Barbera et al.,
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1992). Esta especie fue domesticada en México (Griffith, 2004), donde se encuentra
la mayor diversidad de cultivares (Bravo 1978), y de la cual se utilizan sus frutos y
cladodios, dependiendo del cultivar. En México existen aproximadamente 12,618
ha dedicadas para la produccion de nopal verdura para consumo humano (SIAP,
2022). Las principales entidades productoras de nopal verdura son Morelos y
Ciudad de México, que en conjunto comprenden el 50 % de la superficie total
cultivada. De los cladodios se obtienen diversos productos y subproductos que se
utilizan para elaborar preparaciones antidiabéticas, sus flores son empleadas para
preparar bebidas diuréticas, los frutos son usados para preparar jugos, jaleas, miel,
mermeladas y pastas, entre otros, y de sus semillas se extrae aceite; ademas, esta
cactacea también se cultiva como hospedante de la “grana cochinilla” (Dactylopius
coccus), insecto utilizado para la produccion del tinte de acido carminico (Barbera
etal., 1992).

A nivel mundial se han identificado diferentes virus en cactaceas, la mayoria
poseen genoma ARN monocatenario (Sastry et al., 2019). Ademas, se han descrito
dos caulimovirus que infectan Epiphyllum spp. (Lan et al., 2019; Zheng et al.,
2020) y tres geminivirus en varias especies de cactus (Fontenele et al., 2020; 2021).

En México, en los municipios de Axapusco, Otumba y San Martin de las Pi-
ramides (Estado de México), se reportd al tobamovirus Rattail cactus necrosis-
associated virus (RCNaV) en plantas de nopal que mostraban manchas pequeiias
y anillos amarillos en los cladodios (De La Torre-Almaraz et al., 2016a). En esa
misma zona, también se encontr6é un potexvirus Schlumbergera virus X (SchVX)
en plantas de nopal que presentaban manchas irregulares y deformacion de clado-
dios (De La Torre-Almaraz et al., 2016a). Ademas, en cladodios de nopal verdura
que mostraban sintomas de halos cloroticos y manchas irregulares, se detectaron
un tobamovirus y un potexvirus en las localidades de San Martin de las piramides
(Estado de México) y Cuautepec de Hinojosa (Hidalgo), respectivamente, de los
cuales no se pudo determinar la especie (De La Torre-Almaraz et al., 2007; Alonso-
Barrera et al., 2015). Por ultimo, un tobamovirus, denominado Opuntia virus 2
(OV2), se detectd con secuenciacion de alto rendimiento (HTS, high-throughput
sequencing) en especies del género Opuntia (Salgado-Ortiz et al., 2020) en Méxi-
co.

Otros patogenos de plantas importantes son los viroides, pequefias moléculas de
ARN circular monocatenario de aproximadamente 400 nucleotidos (nt) de longitud
que pueden replicarse de forma autonoma. A diferencia de los virus, no hay eviden-
cia que los viroides codifiquen alguna proteina y que sus genomas estén protegidos
por una capside (Di Serio et al., 2014). Taxonémicamente, los viroides se dividen
en dos familias: a) Pospiviroidae, que incluye cinco géneros (Apscaviroid, Co-
cadviroid, Coleviroid, Hostuviroid y Pospiviroid) y b) Avsunviroidae que incluye
tres géneros (Avsunviroid, Pelamoviroid y Elaviroid) (Di Serio et al., 2018; 2021).
Algunos viroides pueden afectar severamente la produccion de diversos cultivos,
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mientras que otros se replican sin provocar sintomas en plantas susceptibles (Di
Serio et al., 2014).

Los avances en el campo de la secuenciacion han hecho que las tecnologias
basadas en HTS sean mas asequibles a un mayor numero de usuarios (Vucurovic¢
et al.,2021). El empleo de HTS ha revolucionado la virologia vegetal y acelerado
el descubrimiento de nuevas especies de virus en los ecosistemas, ampliando nues-
tro conocimiento de la diversidad de estos fitopatogenos (Fontenele et al., 2020;
Vucurovi¢ et al., 2021). Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue conocer
el viroma del nopal verdura y determinar la distribucion de Cactus carlavirus 1
(CCV-1) en cuatro estados productores de nopal verdura en México.

MATERIALES Y METODOS

Secuenciacion de alto rendimiento (HT'S). Dos muestras que mostraban sintomas
putativos a virus, denominadas CDMX-1 y EM-1 se sometieron a HTS. CDMX-
1 estuvo conformada con cladodios (n=4) que presentaban patrones amarillos
irregulares, anillos amarillos y mosaico, procedentes de la alcaldia Milpa Alta
de la Ciudad de México (Figura 1A-D); la muestra EM-1 (n=1) fue una planta
proveniente de Oxtotipac, Municipio de Otumba, con manchas clordticas alrededor
de las espinas, este sintoma se denomina localmente por los productores “pinto”
(Figura 1E). En ambos casos, se extrajo ARN con el kit SV Total RNA Isolation
System (Promega, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La muestra
EM-1 se envio a Macrogen Inc. (Corea) en donde se preparo la libreria usando
TruSeq stranded total ARN, tratado previamente con Ribo-Zero Plant. La
secuenciacion se realizé en un equipo Illumina NovaSeq6000, con 150-bp PE. La
muestra CDMX-1 se envid a BGI Genomics (China), donde se construyo la libreria
Eukaryotic Strand-specific mRNA y la secuenciacion se realizo en la plataforma
DNBSEQ, con 150-bp PE.

Analisis bioinformatico. Los adaptadores y las secuencias de baja calidad de los
datos obtenidos de Macrogen fueron removidos usando Fastp (Chen et al., 2018).
Por su parte, las secuencias de BGI, se recibieron limpias y sin adaptadores, por
lo cual se verificaron en FastQC (Andrews, 2010). Las lecturas limpias fueron
ensambladas de novo con el software SPAdes (Prjibelski et al., 2020). Los contigs
obtenidos fueron sometidos a una busqueda BLASTx y BLASTn en una base de
datos local de virus/viroides. Posteriormente, la lista reducida de hits virales se
comparo con la base de datos completa no redundante (nr) del GenBank utilizando
BLASTx y BLASTn (Vucurovi¢ et al., 2021).
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Figura 1. Sintomas asociados a virosis en cladodios de nopal verdura. (A-D) Muestras de nopal

colectadas en la Ciudad de México, Alcaldia Milpa Alta, (E) Muestra de nopal colectado
en el estado de México, Municipio de Otumba, (F) Muestra de nopal sana del Estado de
México.

Para la reconstruccion de los genomas, se utiliz6 Bowtie2 (Langmead y
Salzberg, 2012), Samstools (Li et al., 2009) e Integrative Genomic Viewer (IGV)
version 2.3 (Thorvaldsdottir er al., 2013). Las caracteristicas del ensamble de los
genomas obtenidos se obtuvieron en Qualimap (Okonechnikov et al., 2016), donde
se calcul6 la cobertura promedio por nucledtido de cada genoma. Finalmente,
los genomas obtenidos se anotaron con ORFinder del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnolodgica (por sus siglas en inglés, NCBI) y se depositaron en
el GenBank.

Analisis filogenético. Los genomas obtenidos se alinearon con especies
representativas del género Tobamovirus obtenidas en la base de datos del NCBI.
Se utilizé el modelo GTR+F+R5 de sustituciones de nucledtidos. Por otro lado,
se elabor6 un arbol filogenético alineando secuencias de genomas completos
de miembros representativos del género Carlavirus (familia: Betaflexiviridae),
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obtenidos del NCBI, asi como un aislamiento del virus obtenido en este estudio.
El modelo evolutivo estimado fue GTR+F+RS. Para el caso de nuevos virus, se
construyeron dos arboles filogenéticos alineando secuencias de aminoacidos de la
replicasa viral y de la capside proteica pertenecientes a diferentes especies de la
familia correspondiente obtenidas del ICTV (Kreuze et al., 2020) y la secuencia
obtenida en este estudio. El modelo evolutivo para la replicasa viral fue LG+F+R7
y para la capside proteica LG+F+RS5. Para el analisis filogenético del nuevo viroide,
se utilizaron secuencias de especies representativas de ambas familias de estos
patogenos obtenidas del NCBI y el modelo evolutivo utilizado fue HKY+F+G4.

En todos los casos, los arboles se generaron con el método de Maxima Verosi-
militud utilizando IQTREE 2 (Minh et al., 2020), el alineamiento multiple de se-
cuencias en MAFFT (Katoh et al., 2019), y el modelo evolutivo segun el Criterio de
Informacidon Bayesiano implementado en ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al.,
2017). El soporte nodal se estim6 con el bootstrap ultrarrapido (UFBoot) ejecutan-
do un total de 1000 réplicas. Finalmente, la visualizacion y edicion de los arboles
se realizo en iTOL (Letunic y Bork, 2021).

Analisis de identidad por pares. Para reforzar la clasificacion de las nuevas
especies, se estimo la identidad por pares con SDT v1.2 (Mubhire et al., 2014)
comparando la replicasa y capside proteica de los virus mas cercanos, asi como de
diferentes genomas de la familia Pospiviroidae para el caso del viroide.

Prediccion de estructura secundaria del nuevo viroide. Se obtuvo utilizando el
servidor web UNAFold (www.mfold.org consultada el 18 de noviembre de 2022)
(Zuker, 2003).

Validacion de la deteccion de los nuevos virus y viroide. Parte del ARN extraido
de los cladodios con sintomas que se envido a HTS, se sometio a RT-PCR para
confirmar la presencia del viroide y virus encontrados. Se disefiaron diferentes
iniciadores (Cuadro 1) a partir de las secuencias obtenidas. Adicionalmente, se
realizaron analisis de RT-PCR para la deteccion de uno de los virus en cuatro
muestras independientes recolectadas en la Ciudad de México (n=1, asintomatica),
Estado de México (n=2), Hidalgo (n=2) y Morelos (n=2).

En todos los casos, la sintesis de cADN se realiz6 con la enzima M-MLV Reverse
Transcriptase (200 U pL ') (Promega, USA) a partir de 1 uL de ARN total y 1 uL
(10 mM) del iniciador antisentido, siguiendo las instrucciones del fabricante. El
cADN obtenido se utilizé como cadena molde para la PCR cuya mezcla consistid
en 2 pL de amortiguador de reaccion (5X Green GoTaq®), 0.6 uL. de MgCl, (25
mM), 0.2 pL de dNTPs Mix (10 mM), 0.6 uL (10 uM) de cada iniciador, (sentido
y antisentido) 4.9 pL de agua ultrapura, 0.1 pL de GoTaq® DNA Polymerase
(5 U uL ") (Promega, USA) y 1 uL de ¢cDNA en un volumen final de 10 pL. Las
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Cuadro 1. Iniciadores utilizados en los ensayos de RT-PCR para la validacion de los virus/viroide detectados en los datos de HTS

de las dos bibliotecas de nopal.

. - ., Temperatura
Nombre del iniciador VlrUS/Yl,r oide Secuencia (5’->3°) Amplicén de alilll)eamiento
(Region) (pb) ©C)
OV2-F Opuntia virus CGG GTC CTT TTC CTT TTG TCT GTC 35
OV2-R ﬂgﬁ?{ffg&&e GAGAGCGAGTAGAAACTCCAACG 667
CCVI1-F Cactus carlavirus 1 GAAGCGCATGGGCTGTATTG 459 55
CCV1-R (Replicasa viral) GTCTGCGCAGCTTTAGCATC
Opuntia_Potex-F(RARp)  Opuntia potexvirus A ACCCACTAGCCATTGAAGCC 530 55
Opuntia_Potex-R(RdRp) (Replicasa viral) AGGTGGTTGGCACCTTTTGA
Caulimovirus_F Caulimovirus (Retro TCCTCACACTAGTCCTGCCT R46 55
Caulimovirus_R transcriptasa) TTGAGGACGGCACTCCAATG
Alphav?rus-F(RdRp) Alphavirus (Cépside) CACTGGCGTGTTTTAGCCAC 579 55
Alphavirus-R(RdRp) TCAGCCTCCAGCCACAAAAT
Tymovirus-F Timovirus (Proteina del CTGGAGCGCCTTGGAACTAA 745 55
Tymovirus-R triple bloque de genes) TTTGCCAACCCTCACCATGA
Vityvirus-F Vityvims' (Rroteina de GAACTGCTTGATATGCGCCG 229 55
Vityvirus-R movimiento) CCTGACGGACCACACTCATC
Banmivirus_Opun-F Banmivirus (Replicasa CAGAGCGCCAATTAACCTGC 707 55
Banmivirus Opun-R viral) CGCTCTTGAAGGTTAGCCCA
OPV-I-1F Opuntia viroid I (Parte TTGACCTAGGTTGGCTCTCG 362 55
OPV-I-1R del genoma) GCAGGAGAAGGCCAGGAAG
OPV-I-2F Opuntia viroid I (Parte GGGATCAACCTTGTGGTTCCT 351 55
OPV-I-2R del genoma) GAAAGAAAAGCACCTGTGGGC

condiciones de PCR incluyeron una incubacién inicial a 95 °C durante 3 min,
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, alineamiento a 55
°C durante 30 s, extension a 72 °C durante 40 s y un ciclo de extension final a 72
°C durante 10 min. Los productos de PCR se secuenciaron por el método Sanger
en Macrogen Inc.

Deteccion de CCV-1. Se analizaron mediante RT-PCR 129 muestras provenientes
de cladodios recolectados del Estado de México, Hidalgo, Morelos y Ciudad de
Meéxico para la deteccion de CCV-1 con los oligonucleétidos CCV1-F/R con la
finalidad de conocer su presencia o ausencia.

Microscopia electronica de transmision. Con el proposito de conocer si se
encontraban viriones de los virus determinados en los resultados de HTS, plantas
de nopal sintomatico fueron utilizadas para preparar rejillas de cobre de 300 mallas
cubiertas con Formvar para su observacion. Para esto, se realizo la técnica “leaf dip”
y se utilizo acido fosfotiingstico 2 % como contrastante. Las rejillas se observaron
en un microscopio electronico de transmision FEI Tecnai G* Spirit TWIN, de la
Unidad de Microscopia Electronica del Colegio de Postgraduados.
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RESULTADOS

Deteccion de virus por HTS. Se obtuvieron 32,921,232 lecturas en la muestra
EM-1y 48,292,940 lecturas para la muestra CDMX-1. Las lecturas sin procesar se
depositaron en el NCBI con el nimero de bio-proyecto PRINA922236. El analisis
de estas lecturas mostro la presencia de secuencias de diferentes virus y un viroide
en nopal (Cuadro 2), los cuales se describen a continuacion:

Cuadro 2. Comparacion del genoma completo o parcial de los virus encontrados por HTS en las dos bibliotecas de

nopal, con la secuencia de referencia mas similar del GenBank.

. . . Numero Numero de acceso  Porcentaje de
Aislamiento de Virus Parte del . ..
Muestra . . de acceso de la secuencia de similitud de
detectado/Viroide genoma . .
GenBank referencia nucleotido
EM-1 CCV-1-Edo-MeX 0Q240442 Completo KU854930.4 87.71
OV2-Edo-Mex 0Q240440 Completo NC_040685.2 97.67
CCV-1-CD-MX 0Q240444 Parcial KU854930.4 97.5
CDMX-1 OV2-CDMX 0Q240441 Completo NC _040685.2 97.61
Opuntia virus A 0Q240443 Completo LC654699.2 74.42
Opuntia viroid 1 0Q240445 Completo X95292.1 88.52%*

*Cobertura de consulta 14%

Opuntia virus 2. Se detectd y confirmo su presencia en las dos muestras sometidas
a HTS, obteniendo dos genomas completos denominados OV2-Edo-Mex y OV2-
CDMX; la cobertura promedio por nucledtido fue de 634,104.1X y 500.5X,
respectivamente (Figura 2A, 3A). El genoma OV2-Edo-Mex de 6,453 nt tiene la
organizacion tipica de los tobamovirus (Figura 2B) con una region no traducible
(UTR) 5’ (nt 1-57), un marco de lectura abierto (ORF) que codifica la replicasa
viral (RdRp) de 183 kDa (nt 58 -4,854), metiltransferasa/helicasa de 128 kDa (nt
67-3,360), una proteina de movimiento (MP) (nt 4,844-5,608), cubierta proteica
(CP) (nt 5,514-6,167) y la UTR 3’ (nt 6,168-6,453). El genoma de OV2-Edo-Mex
tiene una identidad de nucledtidos del 97.6 % con el aislamiento NC _040685.2 de
OV2 (Cuadro 2).

El genoma del aislamiento OV2-CDMX tuvo una longitud de 6,453 nt, con
una organizacion tipica de tobamovirus (Figura 3B) consistente en una region 5’
no traducible (nt 1-61), un ORF que codifica la RdRp de 183 kDa (nt 62-4,858),
metiltransferasa/helicasa de 128 kDa (nt 62-3,364), MP (nt 4,848-5,612) y CP (nt
5,632-6,171) asi como una UTR 3’ (nt 6,172-6,453). La secuencia del genoma de
este aislamiento compartié una identidad de nucleétidos del 97.61% con el aisla-
miento NC_040685.2 de OV2 (Cuadro 2). El analisis filogenético ubicé a ambos
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Figura 2. (A) Cobertura de lecturas a lo largo del genoma del aislamiento OV2-Edo-Mex y porcentaje del contenido de guanina
citosina, (B) Mapa genémico del OV2-Edo-Mex. La flecha indica el sitio del codon de terminacion de la proteina de 128
kDa completa, con fugas de lectura.
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aislamientos de OV2 obtenidos en este estudio, en el subgrupo de tobamovirus que

infectan cactaceas (Figura 4).
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Figura 4. Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud del género Tobamovirus que muestra las relaciones entre los
genomas obtenidas en este estudio (en negrita) del OV2 y la de aislamientos previamente reportados.
Los diferentes colores representan las familias botanicas como hospedantes naturales donde se ha repor-
tado cada virus. Los circulos en las ramas muestran valores de soporte UFBoot > 70%.

Cactus carlavirus 1 (CCV-1). Este virus se detecté en las dos muestras que se
sometieron a HTS. Sin embargo, el genoma completo solo se recuperd en la muestra
del Estado de México. El genoma obtenido estuvo soportado por una cobertura
promedio por nucledtido de 15,516X (Figura 5A). La organizacion del genoma
de CCV-1 es similar a la de otros carlavirus conocidos, con seis ORFs (Figura
5B): el ORF1 (nt 61-5,880) codifica una poliproteina (220 kDa) involucrada en la
replicacion viral; ORF2 (TGB1) (nt 5,910-6,599), ORF3 (TGB2) (nt 6,577-6,897) y
ORF4 (TGB3) (nt 6,879-7,067) codifican tres proteinas de 26 kDa, 11 kDay 7 kDa,
respectivamente, que son las proteinas del triple bloque de genes (TGB) asociadas
al movimiento de célula a célula ‘tipo potex’ (Morozov y Solovyev, 2003); ORF5
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centaje del contenido de guanina citosina, (B) Organizacion del genoma de CCV1-Edo-
Mex, que muestra seis marcos de lectura abiertos y sus productos correspondientes. RNA-
dependiente RNA-polimerasa, (RdRp); cubierta proteica, (CP); proteina de union al acido
nucleico, (NB); bloque de tres genes, (TGB).

(nt 6,866-8,011) codifica una proteina con un dominio de cubierta proteica (CP)
tipica de carlavirus y un dominio Flexi CP; ORF6 (nt 8,004-8,324) codifica una
proteina de unidn a acidos nucleicos (NB) de 12 kDa; y por ultimo las regiones
UTR 5’ (nt 1-60) y 3”(8,325-8,395). El analisis filogenético agrup6 al CCV-1-Edo-
Mex, junto a los dos tnicos genomas que se tienen disponibles en el GenBank de
este virus (Figura 6) con un porcentaje de similitud a nivel de nucle6tidos del 87.86
y 90.41 %.

Opuntia potexvirus A (OPV-A). En la muestra compuesta de la Ciudad de México
se detectd un contig de 6,671 nt, que en la bisqueda BLASTx tuvo 77.5 % de
identidad con Schlumbergera virus X (SchVX). La inspeccion adicional de la
transcripcion del genoma viral y la curacién mediante el mapeo interactivo de las
lecturas filtradas dio como resultado una secuencia viral consolidada de 6,644 nt
respaldada por 10,536,601 lecturas con una cobertura promedio por nucleodtido de
238,206.9X (Figura 7A). El genoma se encuentra organizado en cinco ORFs (Figura
7B). Al igual que otros potexvirus, el ORF1 (nt 85-4737) codifica la replicasa viral

Ortega-Acosta ef al., 2023. Vol. 41(4): 3. 10



Mexican Journal of Phytopathology. Articulo Cientifico. Open access

Tree scale: 1

- = (Outgroup) NC 023295.1 Apricot vein clearing associated virus

Género carlavirus
r Carlavirus
|_ Aislamientos CCV-1

bootstrap
o 50 8
® 625
®
® v
@

NC 012210.1 Red clover vein mosaic virus
NC 005343.1 Poplar mosaic virus

NC 029085.1 Elderberry carlavirus A

NC 008552.1 Narcissus symptomless virus
NC 016440.1 Garlic common latent virus
NC 038865.1 Carnation latent virus

NC 017859.1 American hop latent virus
NC 029087.1 Elderberry carlavirus C

NC 007289.1 Potato virus S

MK415317.1 Cactus carlavirus 2

NC 009759.1 Potato rough dwarf virus

NC 016080.1 Mirabilis jalapa mottle virus,
NC 008292.1 Passiflora latent carlavirus
NC 013006.1 Kalanchoe latent virus,

NC 003499.1 Blueberry scorch virus

Cactus carlavirus 1 (Edo-Mex)

- 1MK415316.1 Cactus carlavirus 1

KU854930.4 Cactus carlavirus 1

NC 011525.1 Potato latent virus

NC 018175.1 Potato virus H

NC 014730.1 Cowpea mild mottle virus
NC 030926.1 Jasmine virus C

NC 001361.2 Potato virus M

NC 010538.1 Hop mosaic virus

NC 009087.2 Chrysanthemum virus B
NC 040703.1 Chrysanthemum virus R
NC 009991.1 Phlox Virus B

NC 038966.1 Atractylodes mottle virus
NC 009383.1 Phlox virus S

NC 038323.1 Helenium virus S

Figura 6. Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud de genomas completos de secuencias de nucledtidos de

CCV-1 de este estudio (en negrita), asi como otros aislamientos, y diferentes especies del género Car-
lavirus. Como grupo externo se utilizd al Apricot vein clearing associated virus, género Prunevirus.
Los circulos en las ramas muestran valores de soporte UFBoot > 50%.

que consta de 1,550 aminoacidos (aa). Asimismo, posee un conjunto de tres ORFs
parcialmente superpuestos: ORF2 (4,737-5,426 nt), ORF3 (5,389-5,721 nt) y
ORF4 (5,651-5,842 nt), que muestran la configuracion tipica del bloque de tres
genes (TGB) de los potexvirus. El ORF5 (5,854-6,531 nt) codifica la proteina de
la capside (CP). Finalmente, se detectaron las regiones UTR de 84 y 113 nt en los
extremos 5’y 3°, respectivamente.

Los motivos conservados de aa QDGAML, HQQAKDE y TFDANTE se iden-
tificaron en la region C-terminal de la replicasa viral (Van der Vlugt y Berendsen
2002). Por otra parte, un dominio replicasa catalitico, que contiene el motivo cen-
tral de consenso caracteristico TGX3TX3NTX22GDD encontrado en potexvirus
(Martelli et al., 2007), estaba presente cerca del extremo C de la replicasa. Tam-
bién, se encontrd el motivo hexanucledtido 5’-GGAAAA-3’, en el extremo 5°-
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Figura 7. (A) Cobertura de lecturas a lo largo del genoma de Opuntia potexvirus A (OPV-A) y por-
centaje de guanina/citosina, (B) Organizacion del genoma de OPV-A, que muestra cinco
marcos de lectura abiertos y sus productos correspondientes: RdRp, replicasa viral; TGB,
bloque de tres genes. CP, cubierta proteica.

UTR, el cual se tiene presente en algunos potexvirus (Chen et al., 2005), al igual
que una putativa sefial de poliadenilacion en el extremo 3’-UTR.

La comparacion por pares revelo identidades a nivel de aminoéacidos que oscila-
ron del 59.8 al 82.2 % para la CP, y del 53.6 al 77.7 % para la replicasa viral (Figura
8a, b). El criterio de demarcacion de especies para potexvirus, establece que espe-
cies distintas tienen <72 % nt 0 <80 % aa de identidad para los genes de la replicasa
o cubierta proteica, respectivamente (Adams et al., 2004). Por lo anterior, el virus
detectado en nopal se considera una nueva especie del género Potexvirus para el
cual se propone el nombre de “Opuntia potexvirus A” (OPV-A). La secuencia del
genoma de OPV-A se deposito en el GenBank con el nimero de acceso 0Q240443.

Los arboles filogenéticos basados en secuencias de aminoacidos de la replicasa
viral y cubierta proteica de los virus pertenecientes a la familia Alfaflexiviridae
muestran que OPV-A se agrupa con los potexvirus: Pitaya virus X (PiVX),
Zygocactus virus X (ZyVX), Cactus virus X (CVX), SchVX y Opuntia virus X
(OpVX), en un clado altamente respaldado (Figura 9 y 10).
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Figura 9. Arbol filogenético de Méaxima Verosimilitud de la familia Alphaflexiviridae basado en las se-
cuencias de aminoacidos de la replicasa viral; la secuencia del Opuntia virus A se encuentra en
negrita. Los colores del arbol representan los diferentes géneros de esta familia. Los circulos en
las ramas muestran valores de soporte UFBoot >70%.
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Figura 10. Arbol filogenético de Méxima Verosimilitud de la familia Alphaflexiviridae basado en las se-
cuencias de aminoacidos de la capside proteica; la secuencia de Opuntia virus A se encuentra
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en las ramas muestran valores de soporte UFBoot > 70 %.

Opuntia viroid I. En la muestra CDMX-1 se encontr6 un contig similar al de los
viroides de la familia Pospiviroidae, al cual se denomind “Opuntia viroid I’ (OVd-I).
Los resultados del analisis BLASTn mostraron una similitud con Columnea latent
viroid-B, con 14 % de cobertura de consulta y un E value = 4e-08. Para determinar
el género al que pertenece el OVd-I, se realizd la inspeccion manual y curado de
la secuencia. Se obtuvo un contig final de 412 pb con el cual se realiz6 un mapeo
en los datos de HTS corroborando su presencia, con una cobertura promedio
por nucleotido de 1,492X. La confirmacion de OVd-I se realizo por RT-PCR y
secuenciacion Sanger.

La prediccion de la estructura secundaria del OVd-I, mostré una molécula en
forma de baston con una region central conservada (CCR) (Figura 11), criterio prin-
cipal para clasificar a un viroide como nuevo miembro de la familia Pospiviroidae.
La presencia de la CCR y de una region conservada terminal (TCR) se tomaron en
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Figura 11. Estructura secundaria predicha utilizando el servidor web UNAFold (Herramienta UNAFold disponible

online: www.mfold.org) para OVd-I. Se resaltan los sitios que forman la region conservada terminal
(TCR) en las posiciones 16 a 26 y la region conservada central (CCR) en las posiciones 84 a 100y 313 a
329.

cuenta para ubicar al OVd-I dentro del género Apscaviroid (Di Serio et al., 2014).
En la TCR no se detectaron cambios; sin embargo, en la CCR superior se detecta-
ron cinco cambios (T/G,T/C,T/G,A/G,G/C) y en la CCR inferior se detectaron seis
cambios (G/T,T/C,G/C,C/A,G/C,A/C) debidos probablemente a la divergencia del
OVd-I con el género Apscaviroid.

Los resultados del analisis filogenético de Méaxima Verosimilitud (Figura 12)
ubicaron al OVd-I en el clado del género Apscaviroid de la familia Pospiviroidae.
El andlisis SDT, basado en comparaciones por pares, muestra que ninguna de
las secuencias de viroides analizadas presenta mas del 80 % de similitud con el
genoma de OVd-I (Figura 13). Finalmente, OVd-I se detect6 en las cuatro muestras
independientes de la Ciudad de México y en una muestra de Morelos.

Otros virus detectados. Adicionalmente, en la muestra CDMX-1 se detectaron
contigs virales adicionales (Cuadro 3). Sin embargo, solo se confirm6 un
caulimovirus y un vityvirus por RT-PCR. Por lo tanto, es necesario continuar
con trabajos adicionales que permitan recuperar los genomas completos de estas
potenciales nuevas especies de virus.

Deteccion de CCV-1. Se detectd en las cuatro entidades en estudio en el 72 % de
muestras analizadas (Cuadro 4); se trata del primer reporte de la presencia de CCV-
1 en plantaciones comerciales de nopal verdura en México.
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Figura 12. Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud de la familia Pospiviroidae y Avsunviroidae basado en secuencias de nu-

cledtidos de genomas completos de las especies representativas de los diferentes géneros. La secuencia obtenida del

OVd-I se encuentra en negrita. Los diferentes colores representan los géneros de viroides. Los circulos en las ramas

muestran valores de soporte UFBoot > 50 %.

Microscopia electronica. En las muestras analizadas se observaron viriones
de diferentes tamafios y formas (Figura 14). Se observaron particulas en forma
de varilla rigida de aproximadamente 300 nm de longitud y 18 nm de didmetro,
tipicas de tobamovirus. Asimismo, se encontraron viriones en forma de varilla
flexible, con una longitud promedio de 700 nm y 15 nm de didmetro, las cuales
podrian pertenecer al CCV-1. También se observaron particulas virales flexibles de
aproximadamente 500 nm de longitud.

DiscusiON

En los tltimos anos, la secuenciacion de alto rendimiento (HTS) ha permitido
el descubrimiento de nuevas especies virales (Maliogka et al., 2018; Villamor et
at.,2019), y con ello también se ha evidenciado la complejidad de los viromas (Al
Rwahnih et al., 2011; Vucurovi¢ et al., 2021).

En México se han realizado investigaciones para conocer los virus asociados
al nopal con sintomas putativos a virosis. Sin embargo, con el uso de técnicas
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Figura 13. Distribucion de frecuencia de identidades por pares obtenida con la herramienta de demarcacion de secuencias
SDT (Mubhire ef al., 2014) a partir de secuencias de genomas completos de especies de la familia Pospiviroidae
para respaldar la demarcacion del Opuntia viroid I, como una nueva especie.

especies paraeste género (Janetal.,2020). Los potexvirus tienen particulas elongadas
de aproximadamente 700 nm de longitud, infectan hospedantes herbaceos, no
tienen vectores conocidos y se trasmiten principalmente de manera mecanica (Jan
et al., 2020). Filogenéticamente el OPV-A se encuentra estrechamente relacionado
con PiVX y SchVX que infectan naturalmente cactaceas (Figura 9 y 10).
Recientemente, en cactaceas ornamentales se reportaron los potexvirus CVX,
OpVX, PiVX, SchVX y ZyVX, en infeccion tinica o mixta, de hasta cuatro de ellos
(CVX, PiVX, SchVX y ZyVX) en una planta (Park ef al., 2021). Adicionalmente
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Cuadro 3. Resultado del andlisis Blastx de virus potencialmente presentes en la biblioteca CDMX-1 y confirmacion por RT-PCR
y secuenciacion.

Numero de acceso Porcentaje Confirmacion
. Longitud " . de identidad Parte del Confirmaciéon s
Virus R de la secuencia de por secuenciacion
del contig . (cobertura de genoma por RT-PCR
referencia Sanger
consulta)
Caulimovirus 3168 QYR69113.1 47.14 (51 Putanvxaelpllcasa + +
Vityvirus 1242 AVL25840.1 52.21 (64) Proteina de + +
movimiento
Alphavirus 2932 QYD13417.1 75 (27) Capside proteica - -
Bammivirus 2110 UUL90866.1 39.75 (99) Replicasa viral - -
Betaflexiviridae Protefna I del
. 1096 AZM69108.1 36.36 (52) bloque de tres - -
(Tymovirales)

genes

+=Positivo; -=Negativo

Cuadro 4. Deteccion de CCV-1 en cuatro estados productores de nopal verdura en México.

Estado Muestras analizadas Muestras positivas a CCV-1 (%)
Estado de México 24 22 (91)
Morelos 26 16 (64)
Hidalgo 24 10 (41)
CDMX 55 45 (81)
Total 129 93 (72)

convencionales como RT-PCR, ELISA, microscopia electronica de transmision e
indexado bioldgico, en varias investigaciones no fue posible determinar al (los)
virus asociado(s), debido a las caracteristicas y limitaciones que presentan estas
técnicas (De La Torre-Almaraz et al., 2007; De La Torre-Almaraz et al., 2016a; De
La Torre-Almaraz et al., 2016b; Alonso-Barrera et al., 2015). Con el uso de HTS
es posible determinar la presencia de todos los virus (conocidos o desconocidos)
en una muestra, caracteristica que otras técnicas no poseen. Asi, por ejemplo, con
esta técnica se logro la deteccion de un nuevo tobamovirus (OV2) en una muestra
compuesta de ARN extraido de O. ficus-indica y O. albicarpa recolectadas en el
Estado de México (Salgado-Ortiz et al., 2020).

En este estudio se conoce por primera vez el viroma del nopal verdura cultivado
en la zona centro de México, constituido por tres virus (dos nuevos, del género
Potexvirus y Carlavirus) y un viroide (género Apscaviroid).

Opuntia potexvirus A (OPV-A) se propone como un nuevo miembro de la familia
Alphaflexiviridae, género Potexvirus, con base en los criterios de demarcacion de
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Figura 14. Particulas virales en forma de varilla rigida (—=) y flexible (=) de diferentes longitudes observadas
por microscopia electronica de transmision en plantas de nopal con patrones amarillos irregulares,
anillos amarillos, mosaico y manchas clordticas alrededor de las espinas, utilizando la técnica
“leaf dip”.

se inform6 que la cactacea Notocactus leninghausii f. cristatus, puede estar
coinfectada hasta con seis virus, cuatro potexvirus (CVX, PiVX, SchVXy ZyVX)y
dos tobamovirus (CMMoV y RCNaV) (Park et al., 2018). Estos reportes muestran
que las cactaceas son hospedantes naturales de los potexvirus y tobamovirus. Sin
embargo, los sintomas que causan de manera individual atin no se han descrito
claramente ni se conoce su gama de hospedantes. Por lo anterior, en estudios
posteriores tendra que abordarse la caracterizacion biologica del potexvirus
detectado en este estudio, para determinar, entre otras cosas, si representa un riesgo
para la produccion de nopal en México.
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En el analisis de HTS, el CCV-1 se detectd en las muestras de la Ciudad de
Meéxico y del Estado de México. Sin embargo, el genoma completo solo se recuperd
en los cladodios recolectados en este ultimo. La deteccion del genoma parcial en la
muestra de la Ciudad de México, probablemente se deba a que el OPV-A'y el OV2
suprimieron lareplicacion del CCV-1, por lo tanto, el nimero de secuencias obtenidas
para este virus no cubrio la totalidad del genoma. El CCV-1 aislado del Estado
de México, se agrupod en el mismo clado del aislamiento MK415316.1 reportado
en Estados Unidos y una secuencia de México (KU854930.4) pero en una rama
distinta. Este virus se detect6 en las cuatro entidades muestreadas (Cuadro 4) tanto
en plantas con sintomas de virosis como en plantas asintomaticas, en este ultimo
caso solamente en los estados de Hidalgo, Morelos y Ciudad de México. Se sabe
que los carlavirus se transmiten por pulgones de forma no persistente, o por moscas
blancas, infectan predominantemente plantas herbaceas y muchos de ellos causan
infecciones latentes o asintomaticas, lo cual explicaria su deteccion en plantas de
nopal que no presentaban alteraciones visibles (Kreuze et al., 2012). Los virus
CCV-1 y cactus carlavirus 2 (CC-2), se detectaron por primera vez en una planta
asintomatica del hibrido ‘Professor Ebert’ de Epiphyllum spp. (Peng et al., 2019).
Por lo tanto, en posteriores estudios, sera necesario investigar el comportamiento
biologico de ambos virus para determinar si bajo ciertas condiciones ambientales
inducen algiun sintoma en nopal y otras plantas de importancia econdmica.
Asimismo, tendria que determinarse si constituyen un riesgo para la produccion de
nopal o alglin otro cultivo.

El OV2 se reportd por primera vez en México en diferentes especies de
cactaceas cultivadas. (O. ficus-indica 'y O. albicarpa) y no cultivadas (O. pilifera,
O. depressa, O. tomentosa, O. robusta 'y O. streptacantha) del Estado de México,
Puebla y Ciudad de México (Salgado-Ortiz et al., 2020). El género Tobamovirus
se divide en siete grupos, de acuerdo con su hospedante natural, que incluye a
las familias Solanaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae, Malvaceae, Cactaceae,
Passifloraceae, Apocynaceae y Leguminosae (Li et al., 2017; Song et al., 2006). El
analisis filogenético fue consistente con esta division, agrupando al OV2 en el clado
de tobamovirus que infectan cactaceas (Figura 4). Otro tobamovirus reportado en
Meéxico que infecta nopal es el Rattail cactus necrosis-associated virus (RCNaV).
Este virus se reportd en la zona de Axapusco, Otumba, y San Martin de las
Piramides, Estado de México en plantas de nopal que mostraban anillos amarillos
pequeiios, (De La Torre-Almaraz et al., 2016a). Sin embargo, en este estudio no se
detectd al RCNaV en ninguna de las muestras analizadas por HTS.

En la presente investigacion se informa por primera vez a nivel mundial, la
presencia de un viroide en nopal (OVd-I). Sin embargo, debido a que éste se encontrd
en muestras con infecciones mixtas con OV2, CCV-1 y OPV-A, se desconoce si
provoca o no sintomas de manera individual.
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Hasta ahora en México no existe una normatividad que regule el movimiento
de material propagativo de nopal, por lo que existe el riesgo de la introduccion de
los virus y viroide encontrados en esta investigacion a nuevas zonas productoras
de esta especie.

CONCLUSIONES

El viroma del nopal verdura en cuatro zonas productoras del centro de México
estuvo conformado por Opuntia virus 2 (género Tobamovirus), Cactus carlavirus 1
(Género Carlavirus), un nuevo virus cuyo nombre propuesto es Opuntia potexvirus
A (Género Potexvirus) y un nuevo viroide que se propone nombrar Opuntia viroid
1 (Género Apscaviroid). Cactus carlavirus 1 se encontré en los cuatro estados
productores de nopal muestreados.
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