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1. Introducción 
 
En México, el nopal ha sido utilizado desde tiempos 

ancestrales y su empleo no se limitaba solo al consumo 

alimenticio ya que su uso como planta ornamental y 

con fines medicinales ha sido muy común. 

Posiblemente nativos que emigraban en la época de 

maduración de tuna a las zonas nopaleras, propiciaron 

la formación de algunos pueblos (Torres-Ponce et al., 

2015). 

 

El cultivo de nopal es de gran importancia económica, 

social y cultural en todas las regiones productoras de 

este frutal incluyendo al estado de Zacatecas.  En este 

Estado se ha reportado una enfermedad conocida 

como "engrosamiento del cladodio" en el cultivo de 

nopal tunero (Opuntia spp) atribuida a la presencia de 

fitoplasmas (Hernández et al., 2009). En los últimos 

años, esta enfermedad se ha considerado como el 

principal factor limitante de la producción de tunas en 

el país, ya que las plantas afectadas presentan 

deformación, proliferación de brotes, engrosamiento y 

desarrollo de cordiforme del cladodio, y detención del 
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crecimiento y menor productividad. En diversos 

recorridos de campo, se identificaron parcelas de nopal 

en el municipio de Pinos, Zacatecas, donde se 

observaron plantas de nopal tunero con síntomas 

como: engrosamiento, aborto de flor, necrosis foliar, 

pérdida de espinas, mosaico y amarillamiento, 

manchas anulares en cladodios, además de 

proliferación y deformación de frutos (Figura 1), que 

pudieran estar asociados a la presencia de fitoplasmas.  

 
Figura 1. Síntomas característicos de la enfermedad de 
engrosamiento de cladodio en una huerta comercial de nopal, con 
apreciación de cladodios y frutos sanos. 
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Las enfermedades asociadas a la infección por 

fitoplasmas están ampliamente dispersas por el 

mundo y son propagadas por insectos que se 

alimentan del floema de las plantas.  

 

En la literatura se han reportado más de 100 especies 

de hospederos de fitoplasmas y muchas de ellos son 

cultivos con un alto interés para la agricultura (Reveles-

Torres et al., 2014). Los fitoplasmas adquieren 

importancia como agentes patogénicos debido a la 

amplia gama de enfermedades que causan en diversos 

cultivos y a las pérdidas económicas que originan, ya 

que en algunos casos alcanzan entre 54 y 100 %. 

 

En el cultivo de nopal se han identificado varias plagas 

y enfermedades, para las cuales con base en estudios 

en sanidad vegetal se han desarrollado diversos 

métodos de control. Sin embargo, para el 

engrosamiento se tienen muy pocos avances y 

alternativas para su manejo, ya que incluso aún se está 

en la etapa del correcto diagnóstico de la enfermedad.  
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Por ésta razón se establece la necesidad de 

implementar técnicas de detección molecular que 

permitan identificar al o los posibles agentes causales, 

e incluso la obtención y análisis de la secuencia de 

ácido desoxirribonucleico (ADN) y a partir de esto, 

diseñar estrategias que ayuden a controlar la 

diseminación de la enfermedad a distintas áreas 

geográficas donde se cultiva esta especie vegetal.  

 

Actualmente, técnicas serológicas y moleculares como 

la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), e 

inmunología son herramientas usadas en la detección 

De patógenos como los fitoplasmas, aún en bajas 

concentraciones, mejorando la seguridad y 

especificidad del diagnóstico. En lo que se refiere a los 

fitoplasmas, la PCR es la técnica más efectiva para su 

detección tanto en la planta hospedera como en su 

vector, y se amplifican secuencias específicas del gen 

16S rRNA de este grupo de microorganismos (Lee et al., 

2000).  

 

Normalmente, los fitoplasmas se encuentran 

restringidos al floema de su huésped, en 
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concentraciones muy bajas y distribuidos de manera 

irregular, por lo tanto, no son fáciles de detectar. Una 

alternativa ha sido el uso de la PCR anidada, que 

involucra la combinación de dos diferentes juegos de 

oligonucleótidos universales (Waterwork y Mock, 1999). 

 

Anatómicamente el cladodio (que es la penca) está 

constituido por tres regiones, cutícula, clorénquima e 

hidrénquima, éstas se pueden observar al realizar 

cortes transversales (Figura 2). En la región del 

clorénquima se encuentra el floema, tejido vascular en 

el que se alojan los fitoplasmas. 
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Figura 2. Capas principales del cladodio del nopal 

 

Por décadas, ha sido insuficiente la información 

disponible para la identificación del patógeno asociado 

al engrosamiento del cladodio en el nopal tunero, y por 

ende su posible control. Sin embargo, el uso de las 

técnicas moleculares sin duda puede ayudar a mejorar 

el diagnóstico de esta enfermedad en las regiones 

nopaleras. De esta manera, el objetivo de este estudio 

fue detectar e identificar molecularmente al patógeno 

asociado a la sintomatología del “engrosamiento del 

cladodio” en el nopal tunero. 
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2. Colecta de muestras de plantas de nopal y 
análisis molecular 

 

La colecta de las plantas de nopal se realizó en el 

municipio de Pinos, Zacatecas (22°18′0′′ N, 101°34′0′′ W) 

en el mes de julio del 2021, las cuales presentaban 

visiblemente síntomas asociados a la infección por 

fitoplasmas (Figura 3). Se tomaron 22 muestras en 

cuatro parcelas comerciales y seis muestras en 

poblaciones silvestres dentro del mismo municipio. 

Cada muestra consistió en hacer un corte del cladiodo 

de 5 cm x 5 cm, el cual fue envuelto en papel estraza y 

guardado en una hielera con bolsas de gel congelado. 

 

A las parcelas comerciales, se les calculó con un 30% de 

severidad por la presencia de “engrosamiento del 

cladodio”. Igualmente se tomaron muestras de seis 

plantas asintomáticas como control. Las muestras de 

nopal muestreadas se trasladaron al laboratorio de 

Diagnóstico Molecular en Sanidad Vegetal del Campo 

Experimental Zacatecas.  
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Figura 3. Aborto de flor, necrosis foliar, perdida de espinas, 
amarillamiento, deformación y proliferación de cladodios 
presentes en nopal. 

La extracción de ADN se realizó con el protocolo de 

Dellaporta et al., (1983) a partir del tejido de los haces 

vasculares de las muestras de plantas de nopal con 

sintomatología asociada a fitoplasmas y de las 

muestras de plantas aparentemente sanas que fueron 

utilizadas como testigo en él diagnóstico.  

 

Después de la extracción de ADN total, se realizó la 

técnica de PCR anidado, la cual consta de dos 

protocolos de amplificación. El primero (PCR directa) 

con los oligonucleótidos universales P1 5’-



Identificación molecular del agente causal asociado a la sintomatología del  
“engrosamiento del cladodio” (Opuntia spp.) en Zacatecas 

 

 

9 
 

AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3’ (sentido) y Tint 5’-

TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC-3’ (antisentido), los 

cuales amplifican un fragmento de 1,700 pares de 

bases (pb) aproximadamente. Las condiciones para 

este primer protocolo de amplificación fueron las 

siguientes: Desnaturalización del ADN a 95 °C por 2 

min, y 30 ciclos de: desnaturalización a 94 °C por 1 

minuto, hibridación de los cebadores a 56°C por 1 min, 

y extensión a 72 °C por 2 minutos; extensión final a 72°C 

por 5 min (Smart et al., 1996).  

 

El segundo protocolo de amplificación (PCR anidado) 

se llevó a cabo con los oligonucleótidos R16F2n 5’-

GAAACGACTGCTAAGACTGG-3’ (sentido) y R16R2 5’-

TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3’ (antisentido), 

los cuales amplifican un fragmento de 1,250 pb 

(Gundersen y Lee, 1996). Las condiciones para el 

segundo protocolo de amplificación fueron las 

siguientes: Desnaturalización del ADN a 94 °C por 2 

minutos, y 30 ciclos de: desnaturalización a 94 °C por 1 

minuto, hibridación de los cebadores a 55 °C por 2 

minutos, y extensión a 72 °C por 2 minutos; extensión 

final a 72 °C por 5 minutos.  
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El ADN genómico, ADN plasmídico, los productos de 

PCR y los productos digeridos, se analizaron por 

electroforesis en geles de agarosa al 1.2%. Los geles 

fueron teñidos con bromuro de etidio a una 

concentración de 0.5 μg/ml. Los geles se visualizaron 

en una cámara de luz ultravioleta. 

 

Los amplicones obtenidos a partir de las muestras 

positivas fueron clonados en el vector pGEM- Teasy 

(Promega) según las recomendaciones de la casa 

comercial (Invitrogen®), y se transformaron por 

método de choque térmico en células E. coli 

competentes. Después, de la transformación de cada 

una de las ligaciones (N2, N3 y N4), se extrajo el ADN 

plasmídico de las colonias blancas mediante la técnica 

de minipreps. 

 

Consecutivamente, se llevó a cabo la digestión con la 

enzima EcoRI, con el fin de liberar el fragmento 

clonado ya que presenta dos sitios de corte en el vector 

de clonación pGEM-T Easy, y se encuentran flanqueado 

el sitio donde se inserta el producto de PCR. 
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Para la secuenciación de las muestras positivas de 

nopal, se seleccionaron 2 clonas de cada una de las 

ligaciones obtenidas (N2, N3 Y N4), y se enviaron a 

secuenciar al Laboratorio Nacional de Biotecnología 

Agrícola, Médica y Ambiental (LANBAMA) en San Luis 

Potosí. Las secuencias de ADN obtenidas fueron 

editadas y ensambladas, con el programa 

computacional DNASTAR Lasergene EditSeq versión 

7.1.0.  

 

Se realizó el análisis de los fragmentos de restricción de 

longitud polimórfica (RFLPs) simulado del gen 16S 

rRNA (ácido ribonucleico ribosomal) de las secuencias 

obtenidas. Las secuencias alineadas se exportaron a los 

programas virtuales de análisis de RFLP de la web 

iPhyClassifier:(http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/c

gi- bin/resource/iphyclassifier.cgi) para la restricción de 

la digestión simulada por ordenador y el trazado de gel 

virtuales (Zhao et al., 2009).  Cada fragmento de ADN 

fue digerido y alineado in silico con 17 enzimas de 

restricción diferentes que han sido utilizadas de forma 

rutinaria para el análisis de los RFPLs del gen ADNr 16s 

(Lee et al., 1998). Estas enzimas utilizadas fueron AluI, 

file:///D:/Inifap%20Investigacion/_Productividad/2022%20Productividad/Folletos/(http:/plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-%20bin/resource/iphyclassifier.cgi)
file:///D:/Inifap%20Investigacion/_Productividad/2022%20Productividad/Folletos/(http:/plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-%20bin/resource/iphyclassifier.cgi)
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BamHI, BfaI, BstUI (ThaI), DraI, EcoRI, HaeIII, HhaI, 

HinfI, HpaI, HpaII, KpnI, Sau3AI (MboI), MseI, RsaI, SspI, 

y TaqI. Después de la digestión de restricción silico, una 

imagen de electroforesis en gel de agarosa al 3% virtual 

fue trazada y capturado como un archivo PDF. Las 

secuencias de análisis RFLP de los aislamientos de 

fitoplasmas se compararon de forma automática para 

el reconocimiento de grupo y subgrupo de fitoplasmas 

16s. 

3. Resultados 

3.1 Detección molecular de fitoplasmas 
 

La amplificación del ADN ribosomal de fitoplasmas en 

plantas de nopal mediante PCR anidada, generó un 

fragmento de 1,250 pb correspondiente al gen que 

codifica para el ARN ribosomal 16S. Los resultados 

obtenidos indicaron que 3 de las 5 muestras de nopal 

sintomáticas resultaron positivas para la presencia de 

fitoplasmas (Figura 4). 



Identificación molecular del agente causal asociado a la sintomatología del  
“engrosamiento del cladodio” (Opuntia spp.) en Zacatecas 

 

 

13 
 

 

Figura 4. Detección de fitoplasmas mediante la PCR anidada en 
plantas de nopal. Carril M: Marcador de peso molecular 1 kb; 
Carriles 1-5: Muestras de plantas de nopal sintomáticas; Carril 6: 
Control positivo; Carril 7: Control negativo. 

 

3.2 Digestión de fragmentos 
En la Figura 5 se observa un gel de agarosa que 

muestra los fragmentos de restricción obtenidos a 

partir de la digestión de las clonas obtenidas con la 

enzima EcoRI. Esta digestión liberó tres fragmentos, 

uno de 3,000 pb, el cual corresponde al tamaño del 

vector y dos entre 500 y 1,000 pb, los cuales al sumar las 
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dos bandas suman un fragmento a los 1,250 pb del gen 

16S de fitoplasma. Cabe resaltar que se obtuvieron 

cuatro clonas positivas de cada una de las ligaciones 

realizadas, las cuales aparentemente contenían el 

fragmento de PCR del tamaño esperado (1,250 pb). Las 

clonas que se obtuvieron de las ligaciones la N2, N3 y 

N4 mostraron el mismo patrón de digestión con la 

enzima EcoR1 y las clonas con mejor calidad se 

seleccionaron para ser sometidas a una doble 

digestión con las enzimas EcoRI y HinfI (RFLPs), se 

muestran en la Figura 5. 

 

Figura 5. Digestión con la enzima EcoRI de 15 de las 30 clonas de 
las ligaciones N2, N3 y N4, de las muestras de las plantas de nopal 
Marcador de peso molecular 1kb (Carril M) y patrón de restricción 
observado en todas las clonas positivas (dos bandas por el corte 
de restricción de la enzima) para la presencia del producto de PCR 
de 1,250 pb (Carriles 1-15), Clona sin digerir (Carril 16). 
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3.3 RFLPs en fresco de las clonas 
 

En la Figura 6, se confirma que el patrón de restricción 

obtenido no muestra la presencia de bandas 

polimórficas, todas las clonas positivas analizadas 

presentan el mismo perfil, confirmando que la 

infección y sintomatología observada en las plantas de 

nopal analizadas en el presente trabajo es del tipo 

sencilla (causada por un solo tipo de fitoplasma). 

 

 
Figura 6. Fragmentos de restricción de longitud polimórfica con 
las enzimas de restricción EcoRI y HinfI. Marcador de peso 
molecular 1 kb (M) y patrón de restricción obtenido a partir de la 
digestión doble de las clonas obtenidas a partir de las ligaciones 
N2, N3 y N4 (Carriles 1-4). 
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3.4 Análisis de las secuencias obtenidas 
 

Las secuencias obtenidas a partir de los fragmentos de 

ADN amplificados en las PCR presentaron entre ellas 

un porcentaje de identidad del 100%. Las secuencias se 

compararon con las depositadas en el GenBank del 

National Center for Biotechnology Information (NCBI), 

mediante el programa Blastn, dando como resultado 

que todas las secuencias completas obtenidas y 

analizadas corresponden al gen que codifica para el 

RNA ribosomal16S del fitoplasma que pertenece al 

grupo VI subgrupo A (Figura 7). 

 

 
Figura 7. Árbol filogenético de las secuencias del gen 16S RNAr de 
fitoplasmas obtenidas en la base de datos del genbank del NCBI, 
usando la herramienta del Blastn. 

Prickly	Pear	Cactus	–	Phytoplasma			
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El análisis de una secuencia de ADN representativa 

aislada de nopal utilizando la base de datos de 

iPhyClassifier (Zhao., 2013). Dio como resultado que la 

máxima identidad a nivel de secuencia fue obtenida 

con la cepa de referencia para ‘Candidatus 

Phytoplasma trifolii’ con un 99.0% de similitud, 

(GenBank accession: AY390261). El patrón de 

restricción virtual de las secuencias de fitoplasmas, 

mostraron una alta similitud con los miembros del 

grupo 16SrVI con un coeficiente de similitud de 1.00 

(GenBank accession: AY390261). Para el caso de la 

identificación a nivel de subgrupo, se obtuvo un 

resultado aún más claro ya que el algoritmo utilizado 

indicó que la secuencia de ADN del fitoplasma aislado 

durante el presente estudio representa el primer 

aislado a nivel mundial de un nuevo subgrupo 

denominado 16SrVI-K. 
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Figura 8. Análisis de restricción con el programa Iphyclassifier de 
la secuencia aisladaPatrones de restricción virtuales obtenidos a 
partir del análisis de las secuencias obtenidas con los 
oligonucleótidos universales r16f2n/r16r2, mediante el programa 
computacional Iphiclassifier basado en la técnica de los 
fragmentos de restricción de longitud polimorfica. Imágenes de 
los patrones de restricción de las secuencias de las muestras a3 y 
b7, obtenidos de la digestión por separado con cada una de las 
siguientes 17 enzimas: AluI, BamHI, BfaI, BstuI, DraI, EcoRI, HaeiII, 
HhaI, HinFI, HpaI, HpaII, KpnI, Sau3AI, MseI, RsaI, SspI y TaqI. 

 

4. Discusión 
 

Los síntomas de engrosamiento y proliferación del 

cladodio, así como la deformación de frutos en el nopal 

han sido asociados a la presencia de fitoplasmas 

(Bertaccini et al., 2007; Hernández et al., 2009). Durante 
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el presente trabajo se colectaron y analizaron muestras 

de plantas de nopal (Opuntia spp. L.) localizadas en 

varias huertas comerciales del municipio de Pinos, 

Zacatecas que presentaban una sintomatología 

asociada con la presencia de fitoplasmas (aborto de 

flor, necrosis foliar, perdida de espinas, amarillamiento, 

deformación y proliferación de cladodios). Tres de las 

cinco muestras sintomáticas analizadas fueron 

positivas para la presencia de fitoplasmas; mientras 

que las muestras provenientes de las plantas 

asintomáticas fueron negativas. Esto confirma que no 

se detectaron infecciones asintomáticas que pudieran 

dar información sobre una posible resistencia natural 

de la planta ante el fitopatógeno; aun así,  es necesario 

implementar variantes de la PCR punto final o utilizar 

PCR de tiempo real, dos técnicas que son más 

sensibles para la detección y evitar especular sobre la 

posibilidad de contar con un falso negativo que lleve a 

conclusiones erróneas sobre la resistencia natural, ya 

que en éste trabajo solo se muestrearón plantas de una 

sola variedad. 
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Un aspecto a destacar es que aún y cuando todas las 

muestras sintomáticas presentaron la misma 

sintomatología sólo tres fueron positivas para la 

identificación de fitoplasmas por PCR anidada y esto se 

debe a varios factores entre los que destacan es que la 

concentración de ADN de fitoplasmas es muy baja 

dificultando su amplificación, muchas veces no 

necesariamente se localizan en el tejido que muestra 

los síntomas si no que el proceso de infección dentro 

de la planta se realiza gracias a la acción de moléculas 

conocidas como efectores. El ADN de fitoplasmas 

contiene hasta un 60% de timinas y adeninas haciendo 

que la molécula se torne más sensible y fácil de 

degradar ante factores físicos como el calor y/o 

sustancias químicas como la utilizadas al momento de 

la extracción de ADN (Dickinson et al., 2012).  

 

La técnica de RFLPs indicó que el fitoplasma asociado 

a la sintomatología anteriormente descrita en las 

plantas de nopal analizadas pertenece a un solo grupo 

de este tipo de patógenos ya que los patrones de 

restricción fueron idénticos. lo que hizo suponer que se 
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trata del mismo fitoplasma. Se decidió utilizar la 

técnica de RFLPs basándose en lo reportado por 

algunos autores (Salas-Muñoz et al., 2016) de esta 

manera, se enviaron a secuenciar un número reducido 

de clonas, las cuales presentaban mejor calidad.  

 

Lo expuesto anteriormente resalta la necesidad de 

tener claro que aunque la técnica de la PCR anidada 

tiene un alto grado de confiabilidad no está exenta de 

ofrecer resultados falsos positivos o falsos negativos es 

por eso que se requiere que el diagnóstico molecular 

de enfermedades de plantas se realice a nivel de 

obtención y análisis de las secuencias de ADN del 

patógeno tal y como lo han hecho los últimos reportes 

sobre la presencia de fitoplasmas en México (Mauricio-

Castillo., 2015; Salas-Muñoz., 2016; Reveles-Torres., 2018).  

 

Existen reportes de fitoplasmas de los grupos 16SrI 

(Leopold et al., 2011), 16SrII (Hernández-Pérez et al., 

2009) y 16SrXIII (Suaste-Dzul et al., 2012) asociados a 

afectaciones en nopal en México. Sin embargo, no 

existen reportes sobre fitoplasmas pertenecientes al 

grupo 16SrVI (Candidatus phytoplasma trifolii) que 
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infecten especies de Cactáceas. 'Candidatus 

phytoplasma trifolii' se ha relacionado con la presencia 

de nuevas enfermedades en varios cultivos 

importantes en México (Reveles-Torres et al., 2018) y, se 

ha observado su proliferación en los campos de nopal 

alcanzando una incidencia de hasta el 8%; tal 

incremento puede estar relacionado con la práctica 

habitual de no utilizar insecticidas en éste cultivo, 

aumentando la presencia de insectos que pueden 

actuar como posibles vectores de fitoplasmas. 

 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, 

representan el primer reporte a nivel mundial sobre la 

presencia en el cultivo de nopal de un miembro del 

nuevo subgrupo de fitoplasmas denominado K y, que 

perteneciente al grupo VI de ‘Candidatus Phytoplasma 

trifolii’. Finalmente, la capacidad de Candidatus 

Phytoplasma trifolii para infectar nuevos hospederos 

cómo otras cactáceas y su diseminación a nuevas áreas 

geográficas, ya sea por traslado antropogénico de 

material vegetativo o por los nuevos movimientos de 

colonización de insectos vectores a causa del cambio 

climático, lo posicionan como el fitoplasma más 
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ampliamente distribuido en la región centro-norte de 

México. 

 

5. Conclusiones 
 

A nivel de secuencia de ADN se identificó la presencia 

de ‘Candidatus Phytoplasma trifolii’, como el agente 

causal asociado a la sintomatología de engrosamiento 

del cladodio en plantas de nopal (Opuntia spp. L), en 

huertas comerciales del municipio de Pinos, Zacatecas.  

 

Mediante el análisis de la secuencia del ADN 

amplificado en el presente trabajo, se establece que 

este es el primer reporte a nivel mundial de un nuevo 

subgrupo de fitoplasmas denominado 16SrVI-K que 

afecta al nopal. 
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La aparición de una nueva sintomatología (aborto 
de flor, necrosis foliar, pérdida de espinas, 
amarillamiento, deformación y proliferación de 
cladodios) que afecta la calidad de las plantas de 
nopal, está asociada con la presencia de 
fitoplasmas. Para esta enfermedad se tienen muy 
pocos avances y alternativas para su control, ya 
que incluso se está en la etapa del correcto 
diagnóstico de la enfermedad. Es por ello que se 
establece la necesidad de implementar técnicas 
de diagnóstico molecular que permitan identificar 
al o los posibles agentes causales y diseñar 
estrategias que ayuden a controlar la 
diseminación de la enfermedad. 


