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RESUMEN 

El algarrobo (Neltuma pallida) constituye un componente ecológico y 

socioeconómico clave de los bosques secos del norte del Perú; sin embargo, 

desde inicios del siglo XXI se ha registrado un síndrome progresivo de 

decaimiento y mortalidad cuya etiología no ha sido esclarecida. La presente 

investigación tuvo como objetivo evaluar la posible asociación de Closterovirus 

spp. con dicho síndrome mediante enfoques moleculares y biológicos 

complementarios, con énfasis en el uso del secuenciamiento de próxima 

generación. Se realizó la caracterización sintomatológica de árboles sanos y 

afectados en bosques de Piura, seguida de la extracción y evaluación de la 

calidad del ARN total a partir de cambium y hojas. El ARN del cambium presentó 

mejores indicadores de pureza e integridad, por lo que fue priorizado para el 

análisis transcriptómico. El RNA-Seq, realizado en plataforma Illumina, no 

evidenció la presencia de virus episomales activos; en cambio, se identificaron 

secuencias asociadas a virus endógenos (rhabdovirus y pararetrovirus) y 

mitovirus relacionados con regiones del genoma mitocondrial de N. pallida. Los 

análisis metatranscriptómicos y taxonómicos tampoco revelaron lecturas virales, 

aunque se observó una mayor carga microbiana en muestras provenientes de 

árboles severamente afectados. La detección mediante RT-PCR permitió 

amplificar el gen de la proteína de la cápside del virus de la tristeza de los cítricos 

(CTV), los productos obtenidos evidenciaron una baja relación viral cercanas al 

96%. Finalmente, las pruebas de indexado biológico no demostraron transmisión 

de la enfermedad. En conjunto, los resultados indican que el síndrome de 

decaimiento del algarrobo no estaría asociado a infecciones virales activas 

detectables por RNA-Seq, y resaltan la importancia de integrar metodologías 

dirigidas y no dirigidas para el diagnóstico de enfermedades forestales complejas.  

Palabras clave: Síndrome de decaimiento, Neltuma pallida, Closteroviridae, 

Secuenciación de alto rendimiento, Secuenciación por terminación de cadena, 

Indexado. 
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ABSTRACT 

 

The carob tree (Neltuma pallida) is an essential ecological and socioeconomic 

component of the dry forests of northern Peru; however, since the early twenty-

first century a progressive syndrome of decline and mortality has been recorded, 

the etiology of which remains unclear. The aim of this study was to evaluate the 

possible association of Closterovirus spp. with this syndrome through 

complementary molecular and biological approaches, with emphasis on next-

generation sequencing. Symptom characterization of healthy and affected trees 

was carried out in forests of Piura and Tumbes, followed by extraction and 

assessment of total RNA quality from cambium and leaves. Cambium RNA 

showed better purity and integrity indicators, and was therefore prioritized for 

transcriptomic analysis. RNA-Seq, performed on an Illumina platform, did not 

reveal the presence of active episomal viruses; instead, sequences associated 

with endogenous viruses (rhabdovirus and pararetrovirus) and mitoviruses related 

to regions of the mitochondrial genome of N. pallida were identified. 

Metatranscriptomic and taxonomic analyses also did not reveal viral reads, 

although a higher microbial load was observed in samples from severely affected 

trees. Detection via RT-PCR enabled amplification of the coat protein gene of 

citrus tristeza virus (CTV), and the resulting products showed a low viral 

relationship of about 96%. Finally, biological indexing tests did not demonstrate 

disease transmission. Taken together, the results indicate that the carob decline 

syndrome is likely not associated with active viral infections detectable by RNA-

Seq, and highlight the importance of integrating targeted and untargeted 

methodologies for diagnosing complex forest diseases. 

Keywords: Decline syndrome, Neltuma pallida, *Closteroviridae*, High-

throughput sequencing, Chain-termination sequencing, Indexing 
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I. INTRODUCCIÓN 

El algarrobo (Neltuma pallida) forma parte del bosque xerofítico ecuatorial del 

noroeste peruano a partir de la Latitud 7°S hacia el Norte, departamentos de 

Lambayeque, Piura y Tumbes (Mostacero et al., 2007; Cairati, 2013), en una 

superficie de 1,8 millones de ha (Cardich, 1997). Es un recurso multipropósito 

muy importante como alimento para el ser humano y animales, madera, leña y 

carbón, miel, como bosques y comunidades en zonas áridas, cubierta vegetal, 

mejora del suelo, mejora del microclima y en la disponibilidad del agua 

(Mostacero et al., 2007; Kometter y Reynel, 2022). 

El problema que da origen a esta investigación es la enfermedad emergente 

conocida como “decaimiento y muerte” de árboles de algarrobo que se observa 

a partir del año 2000 (Llontop, 2013). Kometter y Reynel (2022) informan la 

muerte del 40% de árboles en pie y 27% en tránsito hacia la muerte, reduciendo 

gradualmente su superficie de cobertura, afectando su ecosistema y 

profundizando las desigualdades socioeconómicas en las poblaciones rurales. 

El Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre [SERFOR ,2019¨], atribuye la 

vulnerabilidad del algarrobo a la combinación de factores antrópicos y de origen 

natural como el cambio climático. 

Por su complejidad, se le conoce como el “síndrome de decaimiento y muerte 

del algarrobo”, con alta incidencia en Tumbes, Piura y Lambayeque, hasta la 

fecha, no se ha establecido un diagnóstico etiológico preciso. 

Estudios preliminares detectaron proteínas de virus familia Closteroviridae 

similares a los virus de la tristeza de los cítricos (CTV) y virus del enrollamiento 

de la vid (GLRaVs) en hojas de algarrobo (Investigación y Capacitación en 

Biotecnología Molecular [INCABIOTEC], 2020). 

Juáez-Noé y Gonzáles-Coronado (2020) reporta 189 especies, 175 géneros, 84 

familias y 12 órdenes de insectos. Coleóptera con 69 especies, Himenóptera con 
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36 especies, Coccinellidae y Formicidae con 11 y 10 especies, respectivamente. 

Del total   de especies registradas, 68 son fitófagos y el insecto plaga más 

emblemático es el díptero Enallodiplosis discordis que afecta el follaje  

El hongo Hypoxylon diatrypeoides causa la muerte regresiva y resinosis del 

algarrobo en Zapotitlán, Puebla, México (De la Torre-Almaráz et al., 2009). 

En condiciones de invernadero, Lasiodiplodia y Pestalotiopsis se reportan como 

agentes causales del cancro y muerte regresiva que empieza en los cortes de 

poda en plantas jóvenes de algarrobo (Lesney y Felker, 1995). 

El diagnóstico sintomático puede ser erróneo por confusiones asociadas con 

síntomas debido a interacciones entre el huésped y el virus o al estrés abiótico; 

por lo que, se requieren plataformas de diagnóstico fiables y de aceptación oficial 

(Joo-jin et al., 2014).  

El objetivo general de la presente investigación fue evaluar por secuenciamiento 

de próxima generación la presencia de Closterovirus relacionadas con el 

síndrome del decaimiento y muerte de Neltuma spp. Los objetivos específicos 

fueron: describir la sintomatología, realizar la extracción de ARN total del 

cambium y hojas del algarrobo, analizar el secuenciamiento del ARN mediante 

la técnica de próxima generación (NGS) de secuenciación masiva illumina la 

presencia de Closterovirus u otros virus relacionados, analizar el 

secuenciamiento del ADNc realizado mediante la técnica de secuenciación de 

Sanger o de terminación en cadena y realizar el indexado de árboles de 

algarrobo fuente en plantas indicadoras de algarrobo. Se pretende ganar 

conocimientos sobre virus asociados a esta enfermedad que serían las bases 

para establecer estrategias de manejo integrado.  
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

1. El algarrobo 

1.1 Taxonomía e identificación 

Según Burkat (1976), el algarrobo pálido, huarango pertenece al reino Plantae, 

División Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida, Orden Fabales, familia Fabaceae, 

subfamilia Mimosoideae, tribu Mimoseae, Género Prosopis, especie Prosopis 

pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Kunth., considerándolo un género muy 

heterogéneo y dividiéndolo en las secciones Algarobia, Strombocarpa y Prosopis 

(sensu stricto), ubica a P. pallida en la sección Algarobia. Koenen et al. (2020) 

analizaron 997 genes nucleares y demostraron que solo 69 árboles de genes 

apoyan la relación tradicional de grupo hermano, mientras que 629 árboles 

entran en conflicto con esa topología, por lo que consideraron a Prosopis como 

polifilético, rescatando los géneros Anonychium, Neltuma y Strombocarpa, sus 

miembros provienen de diferentes linajes evolutivos. Hughes et al. (2022) han 

realizado una reasignación taxonómica fundamental y lo han reclasificado dentro 

del género Neltuma, bajo el nombre científico Neltuma pallida (Humb. & Bonpl. 

ex Willd.) Hughes & Lewis (subfamilia Caesalpinioideae), nueva categorización 

que, no solo responde a su herencia genética, sino que también se apoya en 

características morfológicas distintivas, como la presencia de espinas axilares, 

ya sean solitarias o emparejadas, que facilitan su identificación frente a otros 

géneros segregados. 

1.2 Sinonimia 

En Perú se denomina “algarrobo” o algarrobo pálido, algarrobo blanco, 

“Huarango” (FAO, s. f.), “Guarango. “Mesquite” en México y “Tamarugo” en el 

norte de Chile (Cardich, 1977).  
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1.3 Distribución geográfica 

Pasiecznik et al. (2001) han dividido los algarrobos de zonas áridas y semiáridas 

en cinco regiones: Asia, África, Norteamérica, Centroamérica y Sudamérica. Las 

especies nativas de Asia de la Sección Prosopis son: P. cineraria, P. farcta y P. 

koelziana, nativas del Medioeste. La especie nativa de África P. africana, es 

única de la Sección Anonychium. Las 40 especies restantes de las secciones 

Strombocarpa, Monilicarpa y Algarobia, son nativas de tres áreas geográficas de 

América: i) Norte de México y USA, ii) Argentina y países vecinos, iii) una zona 

central intermedia poblada principalmente por P. juliflora y P. pallida, en el norte, 

centro y Sudamérica y El Caribe. 

1.4 Genética  

Hunziker et al. (1995) estudiando el número de cromosomas y la formación de 

híbridos naturales de Prosopis, lo establecieron como un género con alta 

similitud genética que permite la hibridación, a menudo diploide (2n=28) pero con 

instancias de poliploidía, destacan la especiación en curso y los desafíos en su 

clasificación. Caycho (2023) secuenciando el ADN por la metodología  

illumina ensambló el genoma cloroplastidial de N. pallida, evidenciando un 

genoma de 162381 pb con un contendido GC% de 35.97%, por un total de 132 

genes: 85 codificantes de proteínas, 8 codificantes de ARNr y 39 codificantes de 

ARNt. Además, demostró que 19 de estos genes son duplicados y 18 genes 

presentan al menos un intrón. Finalmente, encontró diferentes tipos de 

secuencias repetitivas, siendo las más abundantes las repeticiones en tándem 

(n = 306) e identificó 250 secuencias repetitivas directas, 240 secuencias 

invertidas y 33 de palindromos.  

1.5 Especies en el Perú 

Según Mostacero et al.  (2009), las principales especies de Neltuma reportadas 

en el Perú son; i) N. peruviana (L. Vásquez, Escurra & Huamán) C.E. Hughes & 

G.P. Lewis, comb. nov., con material tipo de Apurímac, provincia de 

Andahuaylas, distrito de Sapichaca, ii) N. pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.) C.E. 

Hughes & G.P. Lewis, comb. nov., con material tipo de Perú, prov. Jaén de 

Bracamoros, paso de Matara, “in América meridionali”, iii) N. piurensis (L. 
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Vásquez, Escurra & Huamán) C.E. Hughes & G.P. Lewis, comb. nov. Con 

material tipo de Perú, Piura, prov. Sullana, borde de carretera panamericana 

cerca al puente del rio Chira, iv) N. limensis (Benth.) C.E. Hughes & G.P. Lewis, 

comb. nov., con material tipo de Perú, Lima. 

Ayabu et al. (2015) y Shackleton et al. (2014) mencionan que muchas especies 

de Neltuma son conocidas como invasoras y se pueden encontrar en África y 

Asia, haciendo recomendaciones para su manejo sustentable y control. Cardich 

(1997) menciona que N. pallida es originaria de América y en el Perú se 

encuentra en el bosque seco costero de los departamentos de La Libertad, 

Lambayeque, Piura y Tumbes.  

Ramón Ferreyra (como se citó en Cairati, 2013) afirma que, en la región andina, 

y en particular en Perú, es posible identificar tres especies de Neltuma: pallida, 

juliflora y affinis, predominando pallida en la costa norte, presente en cuatro 

formas: pallida, annularis, armata y decumbens. Según Cardich (1997), la forma 

annularis se conoce como “algarrobo cachito” por sus frutos anillados, la 

decumbens llamado “algarrobo achaparrado” y la forma affinis “algarrobo pava” 

tiene frutos morados, presente desde el Norte de Argentina hasta la franja de la 

Costa Norte peruana, la forma pallida sería la más difundida y típica de la Costa 

Norte de Perú. 

1.6 Morfología 

Los algarrobos son árboles xerófilos siempre verdes que miden entre 8 - 18 - 20 

m de altura. Sus ramas son gruesas, alternas, ascendentes y extendidas que se 

bifurcan entre 10-150 cm sobre el suelo; hojas compuestas bipinnadas oblongas 

y pequeñas de color verde con pocos pares de pinnulas opuestas; con espinas 

axilares de hasta 4 cm de largo; flores pequeñas verde amarillentas, 

pubescentes pentámeras, hermafroditas, cáliz campanulado, corola con pétalos 

lineales fusionados o más o menos libres, que forman una inflorescencia o 

espiga cilíndrica; frutos son vainas rectas con mesocarpio carnoso, pulpa dulce 

y fibrosa hasta con 30 semillas y entre 10 y 25 cm de largo; semillas ovoides 

comprimidas, con pleurograma en las caras, duras, con endospermo 

mucilaginoso, con cotiledones planos, redondeados y epigeos (Burkart, 1976; 

Skolmen, 1990; Perú Ecológico, 2009; Dostert et al., 2012). 
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1.7 Ecología y usos 

Predomina en el bosque tropical seco costero con precipitaciones que van de 

300 a 500 mm, resiste a estaciones secas hasta 10 meses de sequía, 

temperaturas superiores a 25º C y humedad relativa entre 60-70%. adaptable a 

suelos pobres, que mejora el ecosistema y fertilidad del suelo fijando nitrógeno 

atmosférico con bacterias del género Rhizobium, crea microclimas con su 

sombra y humedad (Aguilera, 2014). 

Importante como alimento, ayuda a la protección de los recursos naturales frente 

a los UV, es fuente de alimento de insectos y aves, regula las temperaturas; es 

un recurso de gran importancia económica y ecológica para los pobladores y es 

considerada de usos múltiples (Mostacero León, 2011). Su uso como 

combustible para la cocina, leña o carbón y el gran valor nutritivo de sus frutos 

no solo para alimentación animal sino para alimentación humana, forraje y la 

industrialización para la obtención de algarrobina, alcohol de algarrobo, taninos 

y productos medicinales (Díaz, 1995). Su madera se utiliza como material de 

construcción (Depenthal & Meitzner, 2017). Es de gran importancia ecológica 

para el mantenimiento de su hábitat, provee de una barrera física que evita la 

erosión del suelo causada por el aire (Okin & Gillette, 2001), mantiene el 

ambiente adecuado para la vida al regular la temperatura y humedad (Berry et 

al., 2013); aporta fertilidad al suelo a través de la materia orgánica de sus hojas 

(Salazar et al., 2021) y es esencial para los animales del bosque seco (Cruzado 

et al., 2019).  

2. Enfermedades del algarrobo 

2.1 Hongos y pseudohongos 

Srivastava y Mishra (1998) observaron en la India la “pudrición” de la raíz por 

Fusarium spp. en plantas jóvenes de P. juliflora y la pudrición del collar por 

Macrophomina phaseolina; en árboles más viejos observaron Colletotrichum 

capsici en hojas y reportan un cancro del tallo por Botryodiplodia theobrmae. 

Lesney y Felker (1995) reportan Lasiodiplodia sp. y Pestalotiopsis sp. causando 

cancros y la muerte regresiva de las puntas de P. glandulosa en los EE. UU.  
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El Ministerio de agricultura [MINAGRI]. (2015), reporta haber aislado de los 

bosques de algarrobo de Lambayeque, Piura y Tumbes a los hongos 

Colletotrichum gloeosporioides de cancros circulares en ramas delgadas, 

Lasiodiplodia theobromae asociado a muerte regresiva, Sphaeropsis sp. en 

ramas asociado a varios síntomas; afirma que los síntomas observados podrían 

tratarse de agentes abióticos u otros agentes dañinos como insectos. 

Llontop (2013) afirma que el cambio climático ha impactado en la declinación del 

algarrobo, siendo la sequía la causa principal de la muerte de árboles jóvenes; 

la variación climática ha favorecido el desarrollo de agentes biológicos dañinos 

al algarrobo; propuso a los hongos Phomospsis spp., Phoma spp., 

Colletotrichum spp., Alternaria alternata, Fusarium roseum, Fusicoccum spp. 

asociados al declinamiento y muerte de árboles. También, reporta al 

basidiomiceto Ganoderma applanatum y la planta parásita suelda con suelda 

(Psittacanthus spp.) afectando el algarrobo. 

En Ica – Perú, Álvarez et al. (2007) reportan a Phytophthora syringae causando 

lesiones en la corteza y cancro sangrante en tallos y ramas de árboles de 

Prosopis pallida en los parques de Ica y que los árboles severamente afectados 

murieron por la enfermedad. 

2.2 Virus 

2.2.1 Concepto 

Los virus fitopatógenos son parásitos obligados sin metabolismo propio, capaces 

de replicarse solo en células vegetales. Su material genético, de ADN o ARN, 

está protegido por una cápside proteica y, en algunos casos, por una envoltura 

lipídica (Agrios, 2005; Gergerich et al., 2006).  

2.2.2 Material genético 

En plantas predominan los virus de ARN de cadena simple: los de sentido 

positivo funcionan como ARNm, mientras que los de sentido negativo requieren 

transcripción previa. También existen virus con ARN de doble cadena y genomas 

de ADN simple o doble, aunque estos son menos comunes en vegetales (Agrios, 

2005; Hull, 2014).  
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2.2.3 Ingreso y transmisión 

No matan a la célula vegetal, ingresan por heridas y vectores (insectos, 

nematodos, hongos), herramientas, semilla, propagación vegetativa y polen, 

tienen dos formas estructurales básicas: icosaédricas y helicoidales (Dal Bó, 

2020). 

2.2.4 Familia Closteroviridae 

Los virus de esta familia poseen genomas de ARN monocatenario o de hebra 

simple (ARNss), de sentido positivo, mono – bi - o tripartitos, con longitudes entre 

13 y 19 kb. Son partículas filamentosas no envueltas, y pueden medir entre 650 

y 2200 nm de largo por 12 nm de diámetro. Infectan de manera semipersistente 

(Fuchs et al., 2020) mediante pulgones, moscas blancas y cochinillas plantas 

dicotiledóneas, muchas de ellas frutales. Incluye los géneros Ampelovirus, 

Closterovirus, Crinivirus y Velarivirus (Dolja et al., 2020). 

El virus de la tristeza de los cítricos (CTV), perteneciente al género Closterovirus, 

presenta partículas filamentosas de aproximadamente 2000 nm de longitud y 12 

nm de diámetro, y un genoma de ARNss (cadena simple) positivo de cerca de 

20 kb con 12 ORFs. Es considerado la virosis más destructiva para la citricultura 

mundial, responsable de la muerte de millones de árboles y de severas pérdidas 

económicas (Bar-Joseph et al., 1979; Verano & Sánchez, 2024). 

2.2.5 Diagnóstico de virus por técnicas moleculares 

Los métodos clásicos para el diagnóstico de virus y viroides fitopatógenos han 

sido específicos (serológicos/moleculares específicos) y no específicos (plantas 

de prueba indicadoras, indexado y microscopía electrónica). Los primeros 

dirigidos a una o pocas especies virales, necesitan un conocimiento a priori de 

los patógenos que se están probando; los no específicos no requieren un 

conocimiento específico de los patógenos; pero con frecuencia sólo clasifican los 

virus a nivel de género basándose en los caracteres físicos/biológicos 

compartidos (Pecman et al., 2017). Entre las técnicas moleculares, la PCR 

multiplex se utiliza cada vez más para la detección rápida, específica y sensible 

de virus porque mejora la eficiencia de la PCR, probablemente se adaptará para 

la detección simultánea de virus de un cultivo en particular (López et al., 2003). 
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a) Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

Permite obtener in vitro millones de copias de un fragmento de ADN a partir de 

una sola molécula. Basada en la replicación celular en la que actúan varias 

proteínas para sintetizar dos nuevas hebras de ADN a partir de otra que funciona 

como molde. La enzima más importante en la replicación es el ADN polimerasa, 

encargada de incorporar nucleótidos durante la síntesis de las nuevas cadenas 

de ADN (Serrato et al, 2014). 

b) La transcripción inversa (RT)  

La transcripción inversa o retrotranscripción es la síntesis de una molécula de 

ADN a partir de una hebra de ARN plantilla, catalizada por la enzima 

retrotranscriptasa o invertasa, característica de los retrovirus, mediante la adición 

de desoxirribonucleótidos de uno en uno en el extremo 3’ de la cadena de ADN 

naciente y, luego permite análisis posteriores (Southern blot, PCR, NGS) 

(Saladrigas y Claros, 2002). 

2.2.6 Diagnóstico de virus por secuenciación de bajo rendimiento o 

método de Sanger 

Consistió en la mezcla de reacción conteniendo el ADNss, un primer, ADN 

polimerasa y los cuatro dNTPs marcados radiactivamente con radioisótopos, lo 

que permitía visualizar las bandas resultantes por autorradiografía (Sanger et al., 

1997). Con el desarrollo de la tecnología, se reemplazó por sistemas basados 

en fluorocromos, en los que cada ddNTP está marcado con un color diferente, 

permitiendo la lectura automatizada mediante detectores ópticos (Smith et al., 

1986). Se divide en cuatro reacciones y se añade uno de los ddNTPs: ddATP, 

ddGTP, ddCTP o ddTTP, a cada reacción. Una vez que el ADN polimerasa 

incorpora los ddNTPs se detiene la extensión de la cadena de ADN, 

generándose fragmentos de diferentes tamaños, añadidos en el extremo 5’ por 

el primer y en el extremo 3’ por ddNTP o terminador, específicos para esta 

reacción. Con un equilibrio adecuado entre los dNTP y los ddNTP, se obtiene un 

conjunto de fragmentos de diferentes tamaños que terminan en todos los 

nucleótidos de la molécula complementaria a la secuencia de ADN que se 

necesita seguir, se obtiene un patrón de bandas al separar los fragmentos por 
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electroforesis capilar y continuando con la secuencia. El orden de los nucleótidos 

en la molécula de ADN se logra por la velocidad de migración de los fragmentos. 

(Ongay-Larios y Códiz, 2021; Valderrama et al., 2020). 

2.2.7 Diagnóstico de virus por secuenciación masiva de nueva generación 

(NGS) y secuenciación de alto rendimiento (HTS) 

Ambas se refieren esencialmente a un conjunto de tecnologías que permiten 

hacer ómicas, secuencian millones de fragmentos de ADN o ARN en paralelo, 

de forma masiva, mucho más rápida y económica que el método tradicional que 

Sanger. El descubrimiento de nuevos virus/viroides y nuevos huéspedes ha 

aumentado rápidamente después de la introducción de la secuenciación de 

próxima generación (NGS). Las tecnologías NGS aportan un enfoque genérico 

no específico para identificar virus, no requieren conocimiento previo sobre 

patógenos objetivos, pero pueden ofrecer resultados específicos especie/cepa 

(Adams & Fox, 2016). 

A partir del 2009 se vienen utilizando las tecnologías NGS para detección de 

virus en plantas y (Adams et al., 2009; Al Rwahnih et al., 2009; Kreuze et al., 

2009). Posteriormente, se han desarrollado diferentes métodos de preparación 

de muestras, basándose más comúnmente en diferentes entradas de ácidos 

nucleicos: ARN total (totRNA); ARN total empobrecido en ARN ribosómico (ARN 

tot empobrecido en ARNr); ARN bicatenario (ARNbc); ARN de interferencia 

pequeño (ARNs) derivado de virus; ARN de partículas virales purificadas o 

parcialmente purificadas; ARN poliadenilado (ARN poli A); y ARN tras hibridación 

sustractiva con ARN de plantas sanas (Roossinck et al., 2015; Wu et al., 2015; 

Adams & Fox, 2016). 

La secuenciación genómica, determina el orden o secuencia de los nucleótidos 

de los genes del genoma del virus, componentes básicos de los ácidos nucleicos 

ARN o ADN. La mayoría de virus que infectan plantas constan del ARN de 

cadena simple a diferencia del ADN de cadena doble. Los genes del ARN de los 

virus están constituidos por cadenas de nucleótidos que están unidas entre sí y 

cifradas por las letras A, C, G y U.  
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La cuantificación de las partículas virales permite asociar la intensidad del 

síntoma con la acumulación de variantes del virus (Solano-Luna et al., 2018).  

a. Tecnología ARNseq 

Herramienta transcriptómica de secuenciación de ADNc basada en los 

desarrollos NGS. El ARN total o ARNm, capturado se fragmenta y convierte en 

una librería de ADNc. Según Wang et al. (2009), la fragmentación del ARN o del 

ADNc que mayormente se hace posteriormente a su síntesis, se realiza o bien 

por nebulización, por digestión con enzimas de restricción o a través del uso de 

cationes divalentes bajo condiciones de presiones elevadas. Los adaptadores de 

secuencias conocidas que se ligan en los extremos 3´y 5´de cada fragmento de 

ADNc, son necesarios para su secuenciación. La cantidad del ARNm que se 

requiere es entre 5 y 10 μg, con una concentración alrededor de 500 ng/μL. Esta 

tecnología da una cobertura completa de transcriptos y los datos que arrojada 

son de una alta precisión con respecto a los niveles de expresión génica que se 

obtienen a través de la qPCR (Nagalakshmi et al., 2008; Wang et al., 2009; Ward 

et al., 2012].  

a.1 Plataforma illumina 

La secuenciación por síntesis de Solexa/Illumina se basa en la amplificación en 

puente y el uso de nucleótidos terminadores reversibles marcados con 

fluoróforos descritos en estudios fundamentales sobre tecnologías de 

secuenciación y ARN-seq (Wang et al., 2009; Metzker, 2010; Garber et al., 2011; 

Egan et al., 2012). 

El proceso inicia con la preparación de la muestra, donde se añaden a los 

fragmentos de ADN o ADNc unas secuencias específicas denominadas 

adaptadores. Durante una amplificación por PCR de ciclo reducido, se 

incorporan motivos adicionales, como los sitios de unión del cebador de 

secuenciación, los índices (barcodes) y las regiones complementarias a los 

oligos inmovilizados en la flow cell. (Bentley et al., 2008). 

El siguiente paso es la generación de clusters. Los fragmentos con adaptadores 

se introducen en la flow cell, donde se desnaturalizan (cuando provienen de 

ADNc) y los adaptadores se hibridan con los oligonucleótidos fijados a la 
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superficie sólida, que actúan como cebadores en orientación forward o reverse. 

Esto permite la formación de puentes que facilitan la amplificación isotérmica. 

Cada ciclo de desnaturalización y amplificación genera múltiples copias del 

fragmento original, produciendo millones de clusters clonales. Una vez 

amplificados, los productos se desnaturalizan nuevamente, dejando las plantillas 

listas para iniciar la síntesis. (Bentley et al., 2008; Metzker, 2010). 

El tercer paso corresponde a la secuenciación propiamente dicha. La extensión 

del primer cebador genera la primera lectura (Read 1). Los nucleótidos 

fluorescentes compiten por su incorporación y, en cada ciclo, se añade un solo 

nucleótido determinado por la secuencia molde. Tras cada incorporación, los 

clusters se excitan mediante una fuente de luz y emiten una señal fluorescente 

característica. La llamada de bases se realiza en función de la longitud de onda 

y la intensidad de la emisión. El número total de ciclos define la longitud de la 

lectura, y millones de clusters se secuencian simultáneamente en un proceso 

masivamente paralelo (Ju et al., 2006; Guo et al., 2008; Metzker, 2010). 

Finalizada la primera lectura, el producto se elimina por lavado y se hibrida el 

cebador para la lectura del índice 1 (Index 1), que se genera de manera análoga. 

Luego se lava nuevamente la superficie y se desprotegen los extremos de la 

plantilla para permitir su plegamiento y exposición del segundo oligo. A 

continuación, se obtiene la lectura del índice 2 (Index 2). Posteriormente, la 

polimerasa extiende el segundo oligo formando un puente bicatenario, el cual se 

linealiza y se bloquean sus extremos. La cadena forward original se escinde, 

dejando disponible la cadena reverse (Bentley et al., 2008). 

Finalmente, se hibrida el cebador correspondiente para la segunda lectura (Read 

2) y la secuenciación continúa con el mismo principio que en Read 1. Tras 

completar esta fase, el producto de la lectura se elimina por lavado. Todo este 

proceso genera millones de lecturas que representan los fragmentos de la 

biblioteca, y las secuencias de cada muestra se separan posteriormente en 

función de sus índices (Metzker, 2010). 

Cada flow cell de Illumina contiene ocho carriles o lanes y cada uno de ellos 

actualmente tiene un rendimiento de 150 millones de lecturas o reads. La 

longitud de lecturas generadas es del rango de 50-100 nucleótidos, que pueden 
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ser lecturas sencillas desde un solo extremo, SE (del inglés single end 

sequencing reads) o bien lecturas desde ambos extremos PE (del inglés pair end 

sequencing reads) (Wang et al., 2009; & Garber et al., 2011). Aunque las 

longitudes son relativamente cortas, el alto número de lecturas generadas 

incrementa la cobertura y permite en muchos casos extender la secuencia hasta 

poder, en algunos casos, reconstruir transcritos completos o ensamblajes 

altamente precisos (Wang et al., 2009; Garber et al., 2011). La multiplexación de 

varias bibliotecas en un mismo carril disminuye proporcionalmente el número de 

lecturas por muestra, ya que la capacidad total de secuenciación se reparte entre 

todas las bibliotecas cargadas (Quail et al., 2012; Illumina, 2025a). Debido a esta 

alta profundidad, las plataformas Illumina son ampliamente utilizadas tanto para 

transcriptómica como para estudios metataxonómicos basados en marcadores 

como 16S e ITS, y también para ensamblaje de genomas a partir de fragmentos 

cortos (Caporaso et al., 2011). 

2.2.8 Diagnóstico de virus por proteómica 

Las ómicas son disciplinas biológicas, campos de estudio o estrategias 

analíticas, que estudian de manera global conjuntos completos de moléculas en 

un organismo, analizando la interacción planta-microbioma. Usan los datos 

generados por plataformas de secuenciación de nueva generación NGS/HTS 

(Hassin et al., 2017). 

La proteómica en el diagnóstico de virus en plantas se define como el estudio a 

gran escala del conjunto total de proteínas expresadas por la planta huésped y/o 

por el virus durante la infección, con el fin de identificar proteínas virales, cambios 

en la expresión proteica del hospedero, y biomarcadores asociados a la 

patogénesis viral. Mediante técnicas como la electroforesis bidimensional (2-

DE), la espectrometría de masas (MS) y el análisis proteómico dirigido, permite 

detectar partículas virales, proteínas estructurales, y respuestas de defensa del 

hospedero, contribuyendo al diagnóstico temprano y a la comprensión de los 

mecanismos de infección. La proteómica complementa otras ómicas al 

proporcionar evidencia funcional directa de la presencia y actividad de virus en 

tejidos vegetales (Lee et al., 2006; Mehta et al., 2008; Silva et al., 2016; Roy et 

al.,2023). 
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2.2.9 Indexado biológico 

Es una técnica experimental que detecta virus en material vegetal mediante la 

inoculación de tejido sospechoso en plantas indicadoras susceptibles bajo 

condiciones controladas. Si el virus está presente, las plantas indicadoras 

desarrollan síntomas característicos de la infección, confirmando la presencia 

del virus. Selecciona y valida plantas libres de virus, caso CTV para programas 

de saneamiento y producción de material de propagación sano. Requiere 

ambiente controlado y puede tomar semanas a meses según el patógeno (Food 

and Agriculture Organization & International Plant Protection Convention 

[FAO/IPPC], 2014). 

La técnica del indexado se utiliza para la detección de los principales patógenos 

transmisibles por injerto en cítricos (CGTPs) y sus enfermedades asociadas. Su 

objetivo es eliminar estos patógenos de los brotes propagativos y establecer y 

mantener árboles y viveros libres de enfermedades para producir plantaciones 

de cítricos saludables y de alto rendimiento. Un buen programa de indexación 

para identificar los agentes causales de enfermedades transmisibles busca 

prevenir la propagación de miles o millones de árboles contaminados con 

patógenos mediante la propagación de yemas infectadas (Roistacher, 1991). 

a) Principales enfermedades transmisibles por injerto 

Las que provocan pérdidas graves y se transmiten por vectores: tristeza, 

enverdecimiento y la enfermedad persistente de los cítricos. Las que inducen 

pérdidas moderadas se transmiten mecánicamente, por yemas o vectores o por 

medios desconocidos: exocortis, caquexia, enanismo de la satsuma, hoja 

deshilachada, variegación infecciosa y psoriasis en anillos. Las enfermedades 

que se pueden controlar fácilmente mediante el uso de yemas libres de virus son 

principalmente las transmitidas a través de las yemas: la familia de la psoriasis-

A y la familia del patrón de la hoja de roble, que incluye la goma cóncava, la 

impietratura y la cristacortis. Enfermedades transmitidas por vectores, pero de 

menor impacto económico: enación de las nervaduras. Enfermedades diversas 

y de etiología desconocida: corteza gomosa y uniones anormales de yemas 

(Roistacher, 1991). 
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b) Técnicas complementarias para identificación de CGTPs  

El cultivo Celular para el crecimiento e infección de virus en células vivas, si se 

observan efectos citopáticos que indican la presencia de un virus, puede 

adaptarse para la detección de virus en plantas (Freshney, 2010).  

La PCR, técnica molecular que permite amplificar secuencias específicas de 

ADN o ARN viral (Mullis & Faloona, 1987).  

Secuenciación Genómica, para obtener el genoma completo del virus, ayuda a 

su identificación y a estudiar su variabilidad genética (Meltzker, 2010).  

Inmunofluorescencia, utiliza anticuerpos marcados con fluorocromos para 

detectar antígenos virales en células infectadas, permite la visualización directa 

del virus (Cann, 2005).  

Western Blot, detecta proteínas virales en muestras, pudiendo ayudar a 

confirmar la presencia de un virus específico (Towbin et al., 1979). Microarrays, 

detección simultánea de múltiples virus mediante la hibridación de ácidos 

nucleicos, lo que es útil para estudios de vigilancia epidemiológica (Agindotan & 

Perry, 2007).   

Espectrometría de masas, para identificar proteínas virales y sus modificaciones, 

proporcionando información sobre la composición del virus (Chalmers & Gaskel, 

2000).  

Detección de anticuerpos específicos en suero puede indicar una infección 

previa y ayudar a identificar el virus responsable (Salazar, 1990). 

c) Instalaciones, métodos y consideraciones 

El indexado biológico requiere instalaciones adecuadas para el cultivo de plantas 

y la manipulación de virus, incluye: invernaderos, laboratorios de biología 

molecular y áreas de cultivo controladas. Deben cumplir con normas de 

bioseguridad para prevenir la contaminación y la propagación de virus (Calderón 

et al., 2023). 
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Los métodos de indexado incluyen uso de plantas indicadores susceptibles a 

ciertos virus que se inoculan con muestras sospechosas, y se observa si 

desarrollan síntomas característicos de infección viral (Roistacher, 1991). 

Es importante considerar factores como la selección de plantas indicadores, el 

manejo de muestras, control de condiciones ambientales, regulaciones y 

normativas locales sobre el manejo de virus y la bioseguridad. 

d) Procedimientos de inoculación para la detección de CGTP  

El tejido inóculo son los esquejes, corteza y hojas. No se deben recolectar 

durante climas excesivamente calurosos, por el riesgo de que algunos CGTP 

pueden inactivarse temporalmente, esperar que bajen las temperaturas. Utilizar 

hielera para almacenarlos durante la recolección. Desinfestar las tijeras de poda 

de un árbol a otro con NaClO al 1 %, colocar la corteza en pequeños tubos de 

plástico no sellados, introducirlos en bolsas de polietileno y guardarlos 

inmediatamente en una hielera. Etiquetarlos y colocarlos en un refrigerador a 5-

6 °C, evitando congelarlo y utilizarlos lo antes posible. Los esquejes se 

conservan y propaganen el invernadero, convirtiéndose en la planta primaria, y 

se pueden tomar esquejes de esta planta para la indexación inicial (Rostaicher, 

1991). 

e) Métodos de inoculación 

El método más utilizado es la inoculación de yema-injerto que incluye yemas con 

ojos, fragmentos de tallo sin ojos y yemas en astilla (Scholthof et al., 2011), la 

propagación vegetativa o reproducción asexual (Sastry, 2013). 

Otras técnicas de inoculación, incluyen injertos laterales, injertos de 

aproximación, injertos de raíz, injertos de fruto, injertos de fragmento foliar o 

injertos de disco foliar (Hartmann et al., 2011). 

La transmisión mecánica en cítricos mediante cortes repetidos con cuchilla en el 

tallo receptor, seguida del envolvimiento con cinta de injerto, es un método 

estándar para transferir inóculo desde plantas infectadas a plantas susceptibles 

(Garnsey et al., 1993). 
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En general, se prefieren las plántulas como plantas receptoras o indicadoras.  

Otros tejidos y técnicas, como injertos de hojas, corteza, raíces o laterales, deben 

probarse continuamente para encontrar la forma más eficaz de maximizar la 

expresión de los síntomas para cualquier diagnóstico inicial de enfermedades 

nuevas o de etiología desconocida (Rostaicher, 1991). 

f) Temperatura de mantenimiento y tiempo de la primera aparición de 

síntomas 

Para la detección de tristeza que se transmite por injerto al indicador limón 

mexicano, se permite el desarrollo de todos los brotes durante las tres primeras 

oleadas de crecimiento; luego se poda y guía como un solo brote. 24-27 °C es 

la temperatura de mantenimiento, 18-21 °C mínima.  

Los primeros síntomas aparecen 3 a 5 semanas, al final de la primera o segunda 

oleada de crecimiento.  

Los síntomas son aclaramiento de nervaduras, oscurecimiento de nervaduras, 

ahuecamiento de hojas y picaduras en el tallo. Acorchamiento de las nervaduras 

en los aislamientos más severos (Rostaicher, 1991).   

3. Glosario de términos básicos 

3.1 Biblioteca 

Representación de todo el conjunto de ADN genómico o ADNCc a los ARN. Es 

la colección de fragmentos de ADN en la que se espera esté incluido el mayor 

número posible de secuencias de un genoma o las secuencias contenidas en un 

cromosoma (Alberts et al., 1994). 

3.2 Bioinformática 

Ciencia que surge de la necesidad de interpretar la información contenida en las 

secuencias de ADN, ARN y proteínas. Desarrolla algoritmos para catalogar 

secuencias, analizar similitud entre ellas y descubrir sus propiedades 

estructurales y funcionales y es de naturaleza interdisciplinaria (Martínez 

Barnetche, 2007). 
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3.3 Carga viral 

Llamada también carga vírica, es la cuantificación de virus en diferentes tejidos 

de la planta, basado en el número estimado de copias de ácidos nucleicos (ADN 

o ARN genómico) (Solano-Luna et al., 2018).  

3.4 Enfermedad 

Resultado de complejas interacciones entre una planta hospedante con un 

agente causal primario, moduladas por el medio ambiente (Jiménez, 2017). 

3.5 Enfermedades emergentes y re-emergentes 

Enfermedades emergentes son aquéllas cuya incidencia y gravedad han 

aumentado recientemente, asociadas con patógenos que infectan nuevos 

cultivos. Las enfermedades re-emergentes son causadas por patógenos 

conocidos que eran controlados eficientemente. Cambios en las tecnologías de 

producción y variaciones medioambientales determinan que causen de nuevo 

epidemias devastadorasal (Fisher et al., 2012; Giraud et al., 2010). 

3.6 Enfermedades complejas 

Son de compleja evolución y en las que interviene más de un patógeno, pudiendo 

producirse interacciones sinérgicas entre virus, bacterias, hongos y diferentes 

grupos de patógenos, por lo que su diagnóstico y control son complicados 

(Nazarov et al., 2020). 

3.7 Infección 

Presencia y multiplicación de un microorganismo en los tejidos del huésped.  

Representa la interacción del patógeno y sus factores de virulencia con el 

huésped. La enfermedad infecciosa es la expresión del proceso infeccioso, 

traduciendo en signos y síntomas del daño causado (García et al., 2010). 

3.8 Patógeno 

Organismo causante de enfermedad en plantas que le brindan condiciones para 

que cumpla su ciclo de vida y de condiciones ambientales que propicien su 

establecimiento y sobrevivencia en el agro ecosistema (Agrios, 2005). 
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3.9 Patogenicidad  

Habilidad del parásito para interferir con uno o más de las funciones esenciales 

de la planta, causando así enfermedades (Agrios, 2005). 

3.10 RNAlater Solution 

Reactivo acuoso y no tóxico que penetra rápidamente en los tejidos para 

estabilizar, proteger y almacenar el ARN celular, minimizando la necesidad de 

procesar inmediatamente las muestras de tejido o de congelarlas en nitrógeno 

líquido para su posterior procesamiento (Fisher Scientific, s. f.). 

3.11 Severidad  

Área de tejido de la planta enferma estimada o medida y expresada como área 

total o proporción o porcentaje de tejido con síntomas (Castaño, 2017). 

3.12 Transcriptoma 

Conjunto de moléculas de ARNm y de ARN no codificante presente en una célula 

o tejido. Inicialmente se usaban técnicas de bajo rendimiento, como Northern-

blot, hibridación in situ y RT-PCR; luego, aparecieron los microarrays 

caracterizando niveles de expresión de miles de transcritos simultáneamente; 

posteriormente, la RT-qPCR y recientemente, la secuenciación de nueva 

generación (NGs) del ADN y de ARN presentes en una muestra y, por tanto, del 

transcriptoma completo (Gironella, 2010). 

3.13 k-mero 

Secuencia de longitud k de caracteres en una cadena de nucleótidos utilizada en 

informática para el análisis de ADN, ARN o proteínas. Para obtener todos los k-

meros de una secuencia, se necesitan los primeros k caracteres y mover 

sucesivamente solo un carácter para el inicio del siguiente k-mero, creando 

subsecuencias que se superponen en k-1 posiciones (Clavijo, 2018). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Zonas de estudio, periodo de ejecución y toma de muestras 

1.1 Zonas de estudio 

La fase de campo de comprendió las observaciones de síntomas y toma de 

muestras se realizó en los bosques de N. pallida de la Comunidad Campesina 

Ignacio Távara Pasapera – Chulucanas - Morropón, Piura y en el bosque seco 

de la Universidad de Piura (UDEP), la fase de tinglado en la UDEP, la fase de 

laboratorio en la empresa IncaBiotec -Tumbes. (Fig. 01).  

1.2 Periodo de ejecución 

Desde diciembre del año 2023 y concluyó el mes de mayo del año 2025. 

1.3 Toma de muestras 

Los puntos de muestreo fueron los bosques de algarrobo de la Comunidad 

Campesina Ignacio Távara – Chulucanas y de la Universidad de Piura (ver Tabla 

2). 

En cada árbol estudiado, se tomaron muestras de cambium (Ver Fig. 2) en el 

tronco a 1,20 m de altura y hojas de ramillas terminales solo en algunos árboles. 

Para la toma de muestras de cambium, primero se limpió bien la corteza tratando 

de ahuyentar las hormigas, se asperjó alcohol etílico sobre la corteza, con un 

cuchillo machete flameado a la llama se levantó la zona de la corteza (4-6 cm x 

8-10 cm) hasta dejar expuesto el cambium (Figura 2a), con un bisturí se 

extrajeron segmentos longitudinales de cambium (Figuras 2b-c), que se 

introdujeron con una pinza a tubos Eppendorf (Figura 2d) y se guardaron en 

cajas tecnopor con hielo gel pack (Figura 2e).  

Se levantó la corteza de la zona de la herida y se pegó con pasta cicatrizante al 

cambium (Figura 2f). También, se obtuvieron muestras de brotes  

Las muestras se trasladaron inmediatamente al laboratorio de Biotecnología 

IncaBiotec – Tumbes, donde se mantuvieron a - 80 °C antes de su procesado. 
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Figura 1. Zonas de estudio de N. pallida     

(https://earth.google 

 

2. Síntomas y grados de severidad de la enfermedad 

Los síntomas de la enfermedad se describieron en base a observaciones hechas 

en tronco, ramas y ramillas de árboles sanos y enfermos en los diferentes puntos 

de muestreo.  

De acuerdo a la Tabla 1 propuesta por Mormontoy (2015), se establecieron los 

niveles de decaimiento de los árboles en diferentes grados de severidad en base 

a observaciones del follaje. 

 

Tabla 1.  

Grados de severidad del síndrome de mortandad de N. pallida 

Severidad de 

daño Grados 
Magnitud del daño 

0 Hojas completamente sanas (SA) 

1 Hojas con amarillamiento y caída de foliolos del 1 al 20%  

2 Hojas con amarillamiento y caída de foliolos del 21 al 30%  

3 Hojas con amarillamiento y caída de foliolos del 31 al 50% 

4 Hojas con amarillamiento y caída de foliolos del 51 al 75%  

5 Hojas con amarillamiento y caída de foliolos del 76 al 100%  

 

  

5°10'00"S 80°12'42"W 

 

5°10'36"S 80°38'04"W 

https://earth.google/
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Tabla 2.  

Puntos de muestreo  
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PMA3 01 C6 17M 0587440 9428908 10,50 4,0 0 

PMA 02 C 17M 0587443 9428912 22,41 8,0 1 

PMA 03 C 17M 0587429 9428903 25,78 8,5 2 

PMA 04 C 17M 0587418 9428895 11,14 7,0 3 

PMA 05 C 17M 0587533 9428778 26,73 9,0 4 

PMA 06 C 17M 0587509 9428773 23,77 8,0 5 

PMA 07 C 17M 0587285 9428840  13,1 3 

PIMA 08 C 17M 0587212 9428865  13,7 2 

PMA09 C 17M 0587192 9428871  13,5 1 

PMA10 C 17M 0587117 9428536  14,2 4 
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PMA 16 C 17M 0587509 9428773   5 

PMA 17 C 17M 0587422 9428899 24,00 5,5 1 
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PMA 020 C 17M 0539950 9428590 11,14 5,5 

0 PMA 021 C 17M 0539953 9428577 6,68 5,0 

PMA 022 C/H 17M 0539934 9428494 10,51 5,5 

PMA 023 C 17M 0539890 9428651 14,96 8,5 2 

PMA 024 C/H 17M 0539877 9428637 19,09 8,0 2 

PMA 025 C 17M 0539882 9428627 14,64 7,5 2 

PMA 026 C 17M 0539924 9428652 20,05 7,0 

4 PMA 027 C/H 17M 0539910 9428650 15,28 7,5 

PMA 028 C 17M 0539935 9428659 16,87 7,5 

1Comunidad Campesina Ignacio Távara  2Univeridad de Piura 3Proyecto Mortandad del 
algarrobo 4Diámetro a la atura del pecho  5Grado de Severidad 6Cambium  
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Figura 2. Toma de muestras de cambium 

 

   

3. Extracción de ARN total 

Se realizó mediante el protocolo WizPrep Plant RNA Mini kit, siguiendo las 

indiciaciones del fabricante (Wizbiosolutions, 2021) (Figura 3). 

Para la activación de buffer, se agregó 48 ml de etanol 100% a los 12 ml de 

concentrado del tampón RPW2. Previo a la lisis, se lavó con Agua Destilada 

Estéril (ADE) el material vegetal de cada muestra que consistió de cambium del 

tronco y tres muestras de hojas, se colocó en papel aluminio para la disección 

de aproximadamente 1 cm2 y se introdujo por separado 100 mg de cambium y 

50 mg de hojas de cada muestra en morteros de porcelana estéril. Las muestras 

se trituraron varias veces agregando nitrógeno líquido (Fig. 3a) a los morteros 

hasta que quedaron pulverizadas (Figura 3b), se transfirieron en microtubos 

Eppendorf de 1,5 ml, se les agregó 450 μL de buffer RPL1  más 4,5 μL de ß-

mercaptoetanol y se vortexearon vigorosamente (Figura 03c); 400 μL de estas 

f d 

a 

e 

b c 
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mezclas de lisado se transfirieron a columnas de filtrado y se centrifugaron por 1 

min a 13 000 rpm y se descartaron las columnas de filtrado (Figura 3d).  

Para la purificación del ARN, en cada microtubo se agregó 200 μL de etanol para 

filtrado y se mezclaron pipeteando 5 veces (Figura 3e), se conectaron columnas 

de centrifugación a los tubos de recolección, se transfirieron las mezclas a las 

columnas de purificación (Figura 3f) y se centrifugaron por 30 s a 13 000 rpm, se 

desecharon los flujos y se volvió a acoplar la columna en el tubo de recolección 

(Figura 3g). 

Para el lavado, se agregaron 700 μL de Buffer RPW1 a las columnas de 

centrifugado (Figura 3h) y se centrifugaron a 13 000 rpm por 30 s, se desecharon 

los flujos y se reconectaron las columnas (Figura 3i), se agregó 500 μL de Buffer 

RPW2 (etanol agregado) en el centro de las columnas (Figura 3j) y se 

centrifugaron a 13 000 rpm por 30 s, este paso se repitió pero con una 

centrifugación de 2 min, se desechó el flujo (Figura 3k), se volvió a conectar la 

columna (Figura 3l) y se centrífugó a 13 000 rpm por 1 min (Figura 3m). 

Para la elución, se conectaron las columnas en nuevos tubos de 1,5 ml, se 

añadió 50 μl de agua libre de ARNasa e incubó durante 3 min (Figura 3n), se 

centrifugó a 13 000 rpm durante 1 min, se desechó la columna de centrifugación 

(Figura 3ñ) y el ARN eluido purificado se almacenó a - 80 °C para utilizarlo en 

los siguientes pasos. 

3.1 Concentración, pureza e integridad del ARN total 

La concentración y pureza del ARN total se midió en el espectrofotómetro 

nanodrop/Photometer NP80 de Implen (Thermo Scientific, 2012; Thermo 

Scientific, 2016) (Figura 4a). Se pipeteó 2 μL de volumen de las muestras de 

ARN eluido en el pedestal del espectrofotómetro y se inició la evaluación de la 

pureza del ARN mediante ratios de absorbancia A260/A280, A260/A230 y la 

concentración de ARN (ng/µL).  

La integridad de las muestras se visualizó en un gel de agarosa al 1%, conectado 

al sistema electroforético Cleaver Scientific Ltd (Figura 4b).  Se cargó 5 μL del 

ARN stock y 2 μL de buffer de carga junto con un marcador de peso molecular. 
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Figura 3. Extracción de ARN del algarrobo  
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Figura 4. Espectrofotómetro NanoDrop/Photometer (a), electroforesis (b) 

 

3.2 Conservación del ARN para el envío a secuenciamiento 

Los ARN totales extraídos fueron secados para mejorar su conservación y 

permitir el transporte a temperatura ambiente. Se añadieron concentraciones ≤ 

20 µg de ARN en volúmenes de 20 µL y se incubaron 5 min a temperatura 

ambiente, se mezclaron pipeteando hacia arriba y hacia abajo suavemente 10 

veces para solubilizar y mezclar con la matriz de los tubos GenTegra (GenTegra, 

2017).  

El sistema de secado consistió de un desecador de vidrio para vacío, una bomba 

de vacío, una trampa de vapor, una variedad de tubos y un pequeño baño de 

hielo.  

Los tubos se introdujeron en el desecador para el proceso de secado en un 

tiempo de 2 h y se inspeccionó visualmente que estén completamente secos. Si 

aún quedaba líquido, se volvía a conectar por un tiempo adicional de media hora. 

Después del secado, los tubos se taparon y se guardaron a temperatura 

ambiente. Estos tubos conteniendo las muestras secadas fueron enviados al 

laboratorio Azenta - Alemania para obtención del transcriptoma por método de 

secuenciación de próxima generación - ARNseq en la plataforma illumina. 

  

a b 
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4. Secuenciamiento de ARN (RNA-seq) por Azenta 

4.1 Concentración total y pureza de ácidos nucleicos  

Azenta analizó las muestras con el espectrofotómetro de microvolumen 

NanoDrop 2000 midiéndoles su absorbancia UV para cuantificar las 

biomoléculas. Estimó la concentración total de ácidos nucleicos a partir de la 

absorbancia a 260 nm y calculó las relaciones A260/A280 y A260/A230 de las 

muestras para evaluar indirectamente la presencia de proteínas, fenoles o sales 

contaminantes. No distinguió entre ADN y ARN, no aportó la integridad del ARN, 

pureza real ni degradación (Bruijns et al., 2022). 

4.2 Medición de la cantidad de ARN 

Lo realizó a través del fluorómetro “ARN Qubit”, midiendo la concentración real 

de ARN (ng/µL) mediante fluorescencia de cuantificación usando colorantes 

fluorescentes altamente específicos que se unen selectivamente y emiten 

fluorescencia cuando se unen al ARN (Simbolo et al., 2013; Thermo Fisher 

Scientific, 2020). 

4.3  Evaluación de calidad e integridad del ARN 

Lo realizó mediante el sistema de electroforesis capilar Agilent TapeStation, que 

generó gráficos y calculó el número de integridad del ARN equivalente (RINe) 

para reflejar el grado de degradación del ARN. Determinó las métricas DV200 

que permitieron estimar el grado de degradación y la distribución de tamaños de 

los fragmentos. Aportó una evaluación directa de la integridad y distribución de 

tamaños del ARN con una valoración confiable de la idoneidad del ARN para 

análisis de RNA-seq (Agilent Technologies, 2015; 2025). 

4.4  Evaluación del tamaño y distribución de fragmentos 

Lo realizó mediante electroforesis automatizada, obteniendo electroferogramas 

que permitieron visualizar perfiles de tamaño en función de la intensidad de señal 

y del tamaño modal de los fragmentos. Se visualizaron los picos ribosomales 

28S y 18S del ARN, se estimaron las métricas de calidad como la proporción de 

fragmentos dentro de rangos específicos (por ejemplo, DV200), indicadores 
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clave de integridad y aseguraron que las muestras presenten una calidad y 

distribución adecuadas para la preparación de bibliotecas de secuenciación 

(Agilent Technologies, 2023; Walker et al., 2023). 

4.5 Secuenciaciamiento 

El ARNseq se realizó utilizando la tecnología illumina para detectar virus de 

manera no dirigida (Hadidi et al., 2016), secuenciando el ARN total para hacer 

una detección dual, analizando simultáneamente cómo responde el algarrobo 

(genes de defensa) y los genes virales de virus ARN episomales activos 

causando infección como los de la familia Closteroviridae: géneros Closterovirus 

(CTV y GLRaV-2), Ampelovirus (GLRaV-1) y Velarivirus (GLRaV-7) (Fuchs et al., 

2020), o si son solo fragmentos antiguos integrados en el ADN de la planta (EVEs 

- Elementos Virales Endógenos) (Katzourakis & Gifford, 2010; Feschotte & 

Gilbert, 2012).  

También, mediante análisis metagenómico del transcriptoma su buscaron virus 

de ADN de cadena simple (ssDNA) y doble (dsDNA) mediante la detección de 

sus transcritos de ARN (Greninger, 2018; Zhang et al., 2019). 

4.6 Análisis bioinformático de las secuencias para la detección de virus 

Seis bibliotecas de RNA-Seq correspondientes a tejidos de N. pallida (PMA06, 

PMA07, PMA08, PMA11, PMA16 y PMA17) se descargaron e importaron en el 

software CLC Genomics Workbench v25.0.1 para su procesamiento inicial. 

Para homogenizar la profundidad entre muestras, cada biblioteca fue 

submuestreada a 25 millones de lecturas. Las secuencias se sometieron a 

filtrado de calidad y recorte de adaptadores Illumina empleando los parámetros 

por defecto del programa, y se hizo el ensamblaje de novo para obtener los 

contigs. Posteriormente, todos los contigs fueron analizados mediante BLASTX 

frente a una base de datos viral personalizada construida a partir de RefSeq 

Virus e incluyendo secuencias adicionales de virus relevantes para plantas. Las 

secuencias se examinaron manualmente inspeccionando los alineamientos, 

identificando los ORFs y evaluando la cobertura por lecturas. 

4.7 Análisis de las lecturas del ARNseq para estudios del microbioma  
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A partir de las secuencias obtenidas por Azenta, se importaron las lecturas de 

ARNseq obtenidas de cada muestra al paquete Pavian R v1.2.0 para obtener 

una clasificación taxonómica de ellas e interactivamente en una tabla, visualizar 

y comprender las especies del microbioma presentes, comparando sus 

identificaciones (Breitwieser & Salzberg, 2020).  

Además, se realizó la visualización predeterminada de Pavian R v1.2.0 mediante 

un diagrama de Sankey de las secuencias asignadas, para mostrar el flujo de 

lecturas desde la raíz de la taxonomía hasta rangos más específicos para un 

resumen visual claro. Para interpretación de resultados, se analizó el diagrama 

de Sankey de la muestra PM05 (GS=4). 

5. Secuención de Sanger  

5.1 Retrotranscripción del ARN (RT-PCR) 

5.1.1 Purificación del ARN 

El protocolo seguido fue dado según referencia del kit RQ1 RNase-Free DNase-

Promega (Promega, s.f.). A nuevos tubos de 0,2 ml se mezclaron los siguientes 

componentes: ARN total (4 μL), tampón de reacción 10X con MgCl2 (1 μL), 

DNasa libre de RNasa (#EN0521) (1 μL), agua libre de nucleasas (10 μL). Los 

tubos se incubaron a 37 °C por 30 min, se les agregó 1 μL de solución stop 

(EDTA 50 mM) e incubaron a 65 °C por 10 min. Este ARN preparado se usó 

como plantilla para la transcriptasa inversa. 

 

5.1.2 Síntesis de la primera hebra del ADNc 

Se utilizaron los cebadores internos anidados nCTVF y nCTVR de 212 pb de la 

proteína de la capside del CTV, optimizados por Incabiotec (2021) para 

comprobar la existencia de material genético viral. 

La retrotranscripción se realizó utilizando el kit RevertAid (Thermoscientific, 

2024). En microtubos de 0,2 ml mantenidos en hielo, se agregaron: i) Mix 1 

compuesto por 8 μL ARN total purificado (120 ng/ μL), 3 μL AUP, 1 µL del primer 

universal oligo (dT) (100 µM) (Sambrook & Russell, 2001) como control y para 
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detección del virus 1 μL del primer reverse nCTVR específico (10 μM). Se 

incubaron en un termociclador programado a 70°C por 5 min y 4°C por 5 min. ii) 

Seguidamente, se agregaron 8 µL del Mix 2 compuesto de 4 µL de buffer de 

reacción (5X), 2 µL de dNTP´S (10 mM), 1µL ribolock Rnase Inhibidor (20 U/µL), 

y 1µL RevertAid Transcriptase (200 U/µL). Los microtubos se incubaron a 42° C 

por 60 min y finalmente a 70°C por 5 min. 

5.2 Detección del CTV mediante la PCR 

Con el ADNc obtenido de las muestras, se realizó la PCR con primers del gen 

CP (dirigido a la cápside del virus) y del gen de la actina (gen constitutivo utilizado 

como control de la extracción) utilizando el kit de Promega.  

Los reactivos utilizados fueron: AUP 15,3 µL, Buffer (5X) 2,0 µL, dNTPs (10 mM) 

0,5 µL, Primers Forward – Reverse 0,5 µL para el gen de la actina (Rubio-Piña 

& Zapata- Pérez, 2011) y primers forward y reverse nCTV (Adkar-Purushothama 

et al., 2011) (Ver Tabla 3), Taq ADN polimerasa 0,2 µL, ADNc total 1,0 µL. 

Volumen total de 20 µL.  

Los microtubos con el mix y las muestras se incubaron en el termociclador BLUE-

RAY Biotech modelo TCST-9622 a 94°C por 5 min, seguidos por 35 ciclos de 

desnaturalización de 94°C por 45 s, hibridación a 54°C por 45 s, elongación a 

72°C por 45 s y una elongación final a 72°C por 6 min. 

Tabla 3.  

Secuencia de primers del control interno actina y del CTV 

Target 
Cebado

r 
Secuencia 5´→ 3´ 

Tamaño del 
producto 

(pb) 
Uso 

ACT PLANT 

Actina 

F 
CAC TAC TAC TGC TAA ACG GGA 

AA 
 

465 

 
Control 
interno R ACA TCT GCT GGA AGG TGC TG 

nCTVF F GATGAACGATGTGCGTCAGT 212 Diagnóstico 

nCTVR R CTTCAACACCCTCCCGAGT 212 Diagnóstico 

 

5.3 Electroforesis en gel de agarosa 

Se aplicó un campo eléctrico al gel de agarosa al 1,5% acompañado de un 

marcador de PM de 1 kb. Se cargó 6 µL de amplicones y 2 µL de buffer de carga. 



 

49 

5.4 Secuenciamiento y análisis informático 

Los amplicones separados en alícuotas de 30 µL en tubos eppenforf de 0,2 ml y 

los primers a una concentración de 15 mM/µL, fueron enviados a la empresa 

Macrogen – Corea.   

El secuenciamiento del ADNc del CTV se hizo con la técnica de Sanger en doble 

sentido. Una vez recibidas las secuencias, sus calidades fueron evaluadas 

manualmente por revisión de los pictogramas. Las secuencias seleccionadas 

fueron alineadas con el software de libre acceso Mega X.  

La secuencia revers fué convertida en reversa complementaria para encontrar la 

zona consenso. La identificación de las secuencias fue realizada contrastando 

sus secuencias con la base de datos de acceso público del NCBI mediante el 

software en línea BLASTn. 

6. Indexado biológico 

6.1 Recolección de ramillas de árboles reservorio 

De árboles reservorio de algarrobo del campus de la UDEP (Figura 5) en estados 

sano-inicial (Figura 5a), intermedio (Figura 5b) y avanzado (Figura 5c) de 

decaimiento.  

Con una tijera de podar desinfestada con alcohol etílico y flameada a la llama 

cuando se iba a tomar muestras de otro árbol, se cortaron y obtuvieron de la 

copa de los árboles en estudio ramillas jóvenes aparentemente sanas, de 30-40 

cm de longitud (Figura 5d).  

Los tres grupos de ramillas correspondientes a los árboles reservorio en estados 

inicial, intermedio y avanzado, se codificaron y envolvieron en en papel, e 

inmediatamente, en un periodo de tiempo muy breve, se llevaron al invernadero 

ubicado a corta distancia, donde se les eliminó totalmente el follaje y espinas 

para obtener las varetas y continuar con las labores de inoculación de corteza 

en plantones de N. pallida. 

6.2  Obtención de corteza de varetas reservorio 

Previamente, a las varetas se les limpió la superficie de la en papel toalla y se 

les asperjó alcohol a 70° sobre la corteza.  
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Luego, utilizando bisturí con hoja estéril, se hicieron tres cortes longitudinales de 

abajo hacia arriba de la corteza hasta obtener y separar tres segmentos de 1,0-

1,5 cm de largo x 0,3-05 cm de ancho (Figura 5e).   

6.3  Preparación de los plantones indicadores 

Plantones de algarrobo sembrados y crecidos en arena cernida de río en bolsas 

de polietileno color negro (20 x 30 cm) durante nueve meses en el tinglado de la 

UDEP, se utilizaron como indicadores de virus.  

Las heridas en los plantones se hicieron en la corteza del tallo, deslizando 

longitudinalmente desde arriba hacia abajo una hoja de bisturí estéril y 

levantando segmentos de 1,0-1,5 cm de largo x 0,3-0,5 cm de ancho, sin 

separarlos totalmente de la corteza del tallo de los plantones. Se hicieron tres 

heridas por plantón a partir de 20-25 cm de altura del tallo y a una distancia 

aproximada de 5-7 cm entre herida y herida (Figura 5f).  

6.4  Inoculación de corteza  

Se introdujo un segmento de corteza de las varetas de árboles reservorio en 

cada una de las heridas hechas en los tallos de los plantones indicadores.  

Se tuvo cuidado que la parte interna de la corteza quede en contacto directo con 

el cambium de la planta indicadora, se cubra con el segmento de la corteza del 

plantón (Figura 5f).  

Al final, las zonas de indexado de las plantas indicadoras se forraron con cinta 

parafilm indicadas por tres flechas en la Fig. 5g. Se utilizaron seis (06) plantones 

de algarrobo indicadoras por tratamiento: T1 (Figura 5h), T2 (Figura 5i) T3 

(Figura 5j), T4. (Figura 5k), T5 (Figura 5l).  

Los riegos se hicieron cada 7-10 días de acuerdo a sus necesidades hídricas de 

los plantones. 

6.5  Despunte y primera defoliación de los plantones indicadores 

El despunte o poda de la parte superior del tallo de los plantones indicadores de 

algarrobo, se realizó 25 días después del indexado (DDI) con tijeras 

desinfestadas con alcohol etílico aproximadamente 5 cm arriba del punto 

superior de inoculación. 
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Se realizó con el fin de detener el desarrollo en altura de los plantones y 

promover el desarrollo de nuevas remillas laterales a partir de las yemas y 

facilitar la observación de los primeros síntomas.  

Seguidamente, con tijeras desinfestadas, se realizó la defoliación total de los 

plantones en todos los tratamientos en estudio, para estimular la emergencia de 

nuevos brotes.  

En la Figura 5m se observan todas las plantas despuntadas y defoliadas.  

6.6  Segunda defoliación de los plantones indicadores 

 Se realizó 62 DDI utilizando tijeras desinfestadas con alcohol 70°. Se eliminínó 

totalmente el follaje con el fin de promover una segunda emergencia de brotes 

jóvenes en los cuales se puedan observar los síntomas relacionados a virus.  

Las Figuras 5n-q muestran el estado de las plantas indicadoras después de la 

segunda defoliación total. 

 

6.7  Diseño experimental 

Para el análisis de crecimiento de ramillas después de la poda, se aplicó el 

Diseño Completamente al azar (DCA) con cinco tratamientos y seis (6) 

repeticiones (plantas) por tratamiento (ver Tabla 4).  

Se hizo el análisis de variancia (ANVA) para ver si había significancia entre los 

tratamientos y una prueba comparativa de medias de Duncan al 95% de 

confianza para comparación entre cada tratamiento. 

Tabla 4. 

Tratamientos en ensayo de indexación  

Tratamiento Descripción 

01 
Plantones inoculados con segmentos de corteza de árboles reservorio 

en estado sano-inicial de enfermedad 

02 
Plantones inoculados  con segmentos de corteza de árboles reservorio 

en estado intermedio de enfermedad 

03 
Plantones inoculados con segmentos de corteza de árboles reservorio 

en estado avanzado de enfermedad 

04 Plantones inoculados con segmentos de corteza de plantones sanos  

05 Plantones con herida y no inoculados   
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6.8 Evaluaciones del crecimiento de nuevas brotes 

Se realizaron a 16, 23, 30 y 37 días después de la primera defoliación y a 7, 14, 

21 y 28 días después de la segunda defoliación total. 

En cada momento de observación, se utilizó una regla graduada en cm.  

Al final del experimento, se obtuvo el ritmo promedio de crecimiento diario (cm) 

de las nuevas ramillas  

6.9  Aspecto del follaje 

Se evaluó con escala cualitativa para evaluar la calidad del follaje de acuerdo a 

su colorcolor: V = Verde normal (planta sana), VA = Verde amarillento, C = 

Clorótico, M = Muerto. 
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Figura 5. Proceso de indexado    
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

1. Sintomatología 

La enfermedad se manifiesta mayormente en árboles adultos, aunque también 

se presenta en árboles jóvenes (Figura 6).  

Independientemente de los síntomas de clorosis y defoliación por el ataque de 

plagas, el síndrome de decaimiento y muerte, se inicia con defoliación y muerte 

regresiva de ramillas estacionales que ya no se regeneran y avanza lentamente 

hacia ramas secundarias y luego a ramas primarias.  

El árbol afectado pasa desde un estado inicial a estados intermedio y avanzado 

de la enfermedad, emitiendo rebrotes basales antes de morir (Figuras 6a-f).  

Se conoce que es un proceso lento, pero, no se sabe el tiempo que demora un 

árbol en morir desde que se inicia la enfermedad. 

Esta muerte regresiva desde ramillas hasta ramas estaría asociada a eventos 

adversos en el transporte de agua desde las raíces hacia los meristemos por 

embolias (burbujas de gas) en los vasos xilemáticos ocasionadas por estrés 

hídrico (Zweifl et al., 2006).  

En estados avanzados de la enfermedad, es frecuente observar que las ramas 

primarias y secundarias del árbol aparezcan con desprendimientos 

longitudinales de la corteza y grietas o fracturas en la zona del cambium (Figuras 

6g, 6j-k), que se debería a la pérdida de turgencia del cambium por estrés hídrico. 

Pérez Silva (2010) han reportado desprendimientos de la corteza en ciprés 

mexicano por ataque del escarabajo Phoesimus baumannii. 

Otro síntoma, son las exudaciones de resinas fenólicas que se observan al 

realizar con sierra eléctrica un corte transversal del tronco de un árbol enfermo 

(Figura 6h). Este importante síntoma, si bien se ha observado en un árbol 
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enfermo, es posible que sea un patrón común de todos los árboles enfermos e 

incluso en árboles sanos o con síntomas iniciales, constituyen una respuesta de 

árboles al mismo proceso de la enfermedad. Según Shigo (1979), son barreras 

químicas que buscan contener el daño al duramen interno. 

Otro síntoma muy importante, son los agujeros de entrada/ salida de larvas de 

coleópteros debajo de la corteza del tronco y ramas, algunos superficiales 

(Figura 6i) y otros profundas formando galerías acompañadas de zonas 

necróticas de avance (Figuras 6j -k).  

No se conoce si esta sintomatología es común en todos los bosques secos de 

Neltuma en el norte del Perú; por lo que, sería muy necesario un estudio de estos 

coleópteros en cuanto a su identificación taxonómica, biología y ecología, 

incluyendo su ciclo de vida, tasas de infestación, factores que regulan su 

abundancia, su relación con el clima y la posible asociación con hongos 

simbiontes o patógenos. 

Estos síntomas son relevantes y no han sido descritos por Whaley et al. (2020), 

quienes afirman que la necrosis y caída significativa del follaje por el díptero 

Enallodiplosis discordis contribuye a la dispersión y mortalidad de N. pallida. 

Tampoco. los describe Chipana (2019) al afirmar que esta plaga es una de las 

principales causantes de la declinación del algarrobo en el Bosque Cañoncillo – 

Pacasmayo, lo cual no es concordante con lo descrito anteriormente.  

E. discordis es una plaga común, tanto en árboles sanos como en árboles 

enfermos, ya que la defoliación que produce, no es regresiva y está dispersa 

dentro del árbol aleatoriamente en focos de brotes jóvenes, sí lo debilita, afecta 

su productividad y vigor, pero no conduce a la mortalidad ya que las ramillas 

afectadas son capaces de emitir nuevos foliolos en pocas semanas. 

En esta investigación, se ha observado que la severidad del decaimiento y 

muerte del N. pallida se intensifica en áreas sometidas a estrés hídrico 

prolongado independientemente de la textura del suelo (arenoso, limoso o 

arcilloso), sobre todo en zonas donde se conoce el nivel freático se hace más 

profundo y hay un acceso limitado del al agua.  
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Por el contrario, la enfermedad muestra una baja incidencia o nula progresión en 

sectores del Bajo Piura y zonas costeras, donde la proximidad al mar o una napa 

freática es más superficial y favorecerí la resiliencia del árbol.  

Por esta razón, en los parques y jardines de las ciudades, en las zonas contiguas 

a la carretera donde los árboles reciben riegos frecuentes y reciben cuidados, la 

enfermedad no progresa a pesar de tener una baja producción al estar afectados 

por E. discordis y tener perforaciones por larvas de coleópteros.  

En épocas de lluvias de verano, los árboles enfermos en estados intermedio de 

decaimiento, emiten nuevos brotes en las ramas y tronco, recuperándose parcial 

o totalmente, dependiendo del estado de decaimiento (Figura 0l).  

Esto, indica que, a pesar de la oclusión vascular, el árbol aún posee yemas 

latentes y reservas de energía en raíces y tronco hasta que se agoten y 

desencadenen su muerte. 

En la Universidad Privada de Piura (UDEP), se ha observado la muerte de 

árboles jóvenes de algarrobo por mordeduras alrededor del perímetro del tronco 

por venados.  

Los venados son atraídos por la corteza aún es delgada de los árboles jóvenes, 

corteza no muy leñosa y que no produce compuestos antagónicos como un árbol 

viejo. Este, es otro aspecto a tener en cuenta en el campo respecto al ganado 

caprino en los bosques de algarrobo, que podría estar causando el mismo daño. 
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Figura 6. Síntomas del decaimiento y muerte de N. pallida 

 

Cantidad y calidad de ARN 

Los resultados del NanoDrop NP80 (Implen) para el ARN total extraído con el kit 

WizPrep (Tabla 5) muestran que el cambium (C) presentó concentraciones y 

pureza superiores en comparación con las hojas. La muestra PMA22 (GS=0) 

alcanzó 673.68 ng/µL, coherente con la intensa actividad transcripcional del 

cambium como tejido meristemático secundario responsable del crecimiento 

radial (Facultad de Ciencias Exactas y Naturales [FCEN], 2018). Estas 
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concentraciones se ubicaron dentro del rango óptimo para mediciones confiables 

(20–1000 ng/µL), por debajo del cual la pureza pierde precisión (Thermo Fisher 

Scientific, 2021). 

La relación A260/280 entre 2.1–2.2 indicó ARN libre de proteínas según los 

rangos aceptados (Thermo Fisher Scientific, 2015, 2023; BANCOADN, 2024). 

Asimismo, las muestras PMA05, PMA09, PMA10, PMA22, PMA24 y PMA27 

mostraron A260/A230 entre 2.2–2.5, señalando ausencia de contaminantes, 

mientras que PMA07 (0.761) evidenció fuerte contaminación por carbohidratos 

o sales, probablemente asociada al incremento de metabolitos de defensa en 

árboles en decaimiento (Porebsky et al., 1997). 

La menor concentración y pureza en las hojas (H), es un comportamiento típico 

en Neltuma debido a su alto contenido de polifenoles y polisacáridos (Nizam et 

al., 2023). Ejemplo de ello es PMA22 (H), con A260/A230 de 0.164, indicativo de 

contaminación extrema. PMA24 (H) y PMA27 (H) presentaron valores bajos y 

relaciones fuera de los rangos aceptables, incluyendo contaminación proteica 

(A260/A280 = 1.5). Esto sugiere que el kit WizPrep no elimina eficientemente los 

inhibidores presentes en hojas y requeriría pasos de purificación adicionales. 

En conjunto, solo las muestras de cambium con relaciones de pureza >2.0 fueron 

aptas para síntesis de ADNc, mientras que las hojas - altamente afectadas por 

metabolitos secundarios típicos de Neltuma bajo estrés - fueron descartadas 

(Michel-López et al., 2018). 
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Tabla 5. 

Concentración y pureza de ácidos nucleicos por NanoDrop 

 1Grado de severidad 2Cambium 3Hojas 
 

En cuanto a la integridad del ARN total de las muestras evaluadas mediante 

electroforesis en gel de agarosa (Figura 7), las muestras de cambium 22C y 27C 

presentaron bandas ribosomales 28S (~3.4 kb) y 18S (~1.8 kb) nítidas y bien 

definidas, indicando que es un ARN de alta integridad. La muestra 22H presentó 

bandas visibles, aunque acompañadas de un fondo difuso, posiblemente 

asociado a la presencia de polifenoles que pueden interferir con la migración 

electroforética. Las muestras 24C, 24H y 27H mostraron signos claros de 

degradación, evidenciados por la pérdida de definición de las bandas 

ribosomales y la presencia de “smear” hacia el fondo del gel. 

La integridad del ARN se considera adecuada cuando la banda 28S presenta 

aproximadamente el doble de intensidad que la 18S, lo que indica ausencia de 

degradación significativa (Rio et al., 2010). El ARN íntegro constituye un requisito 

fundamental para análisis moleculares posteriores, como RT-PCR o 

secuenciación de ARN, ya que la degradación puede afectar la representación 

de los transcritos y la calidad del ensamblaje transcriptómico. En este contexto, 

el uso de protocolos optimizados para tejidos vegetales ricos en compuestos 

Código GS1 
Órgano/
Tejido 

Concentración Pureza 

(ng/µL) A260/280 A260/230 

PMA05 4 C2 444,16 2,188 2,381 

PMA06 5 C 127,52 2,144 1,770 

PMA07 3 C 229,20 2,136 0,761 

PMA08 2 C 104,00 2,085 1,696 

PMA09 1 C 240,00 2,172 2,221 

PMA10 4 C 139,40 2,141 2,285 

PMA22 0 C 673.68 2.2 2.4 

PMA24 2 C 163.44 2.1 2.5 

PMA27 4 C 317.32 2.1 2.5 

PMA22 0 H3 130.96 2.1 ∆0.164 

PMA24 2 H 12.72 ∆1.975 ∆1.882 

PMA27 4 H 18.24 ∆1.5 ∆0.030 
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fenólicos, como el descrito por Michel-López et al. (2018), puede mejorar el 

rendimiento y la estabilidad del ARN extraído. 

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa del ARN de cambium y hojas  

 

2. ARNseq por Azenta 

La Tabla 6 presenta los resultados del control de calidad del ARN total previo a 

los análisis posteriores de secuenciamiento de seis muestras, cada una con su 

respectiva alícuota respaldo (buckup) o copia de seguridad como plan de 

contingencia de las muestras originales, en caso que estas tengan cantidad 

insuficiente, pérdida de material o se requiera repetir el análisis. 

2.1. Concentración y pureza de ácidos nucleicos 

La cuantificación inicial mediante NanoDrop 2000 mostró concentraciones 

elevadas en las muestras originales (230,20–1187 ng/µL), así como 

rendimientos totales adecuados para ARNseq (2292,60–15 431 ng), lo que en 

principio sugeriría un material de calidad según los parámetros de Manchester 

(1996), valores que deben interpretarse con cautela, ya que el NanoDrop tiende 

a sobreestimar la concentración cuando existe contaminación por compuestos 

absorbentes a 260 nm. 

Aunque varias muestras (PM05, PM06, PM07, PM08, PM10 y sus respaldos) 

presentaron relaciones A260/A280 dentro del rango ideal (2,0–2,2) descrito por 

Thermo Scientific (2012) y Bayardo y Bárcena (2025), este indicador por sí solo 

18s rRNA 
(1,8 kb) 

22C          24C         27C          22H         2  4H         27H       PM 

28s rRNA 
(3,4 kb) 

1 2 3 4 5 6 7 
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no garantiza pureza, especialmente en matrices vegetales ricas en polifenoles y 

polisacáridos como N. pallida. 

El análisis crítico de la relación A260/230 reveló inconsistencias importantes: 

solo PM06 mostró un valor dentro del rango óptimo (2,11), mientras que PM08 

(1,81) fue apenas aceptable y las demás muestras presentaron valores 

marcadamente bajos. Estos resultados, coherentes con la presencia de 

contaminantes orgánicos y reactivos residuales (Wilfinger et al., 1997; Healey et 

al., 2014; Vall d’Hebron Institut de Recerca [VHIR], 2020), indican que la 

extracción no fue suficientemente eficiente para eliminar compuestos 

interferentes, lo que puede afectar la integridad del ARN y comprometer etapas 

posteriores como la construcción de bibliotecas. 

Además, dado que el NanoDrop no distingue entre ADN y ARN y pierde precisión 

por debajo de los 20 ng/µL, su utilidad como único criterio de selección es 

limitada. En este contexto, el uso de Qubit constituye una herramienta más 

confiable para determinar la concentración real de ARN utilizable en aplicaciones 

de secuenciación (Thermo Fisher Scientific, 2021). 

2.2.  Cantidad total de ARN 

La cantidad total de ARN medida por fluorometría con Qubit varió entre 268,80 

ng en PMA09 (respaldo) y 18 447 ng en PMA06 (Schipor et al., 2014). Estos 

valores se encuentran dentro de los rangos requeridos para la preparación de 

bibliotecas de ARN-seq, que generalmente demandan entre 1 ng y 1 µg de ARN 

total según el protocolo utilizado (Illumina, 2025b; Thermo Fisher Scientific, 

2025c). Las mayores cantidades de ARN suelen asociarse con tejidos 

metabólicamente activos y con alta actividad transcripcional, mientras que 

valores más bajos son frecuentes en tejidos leñosos sometidos a estrés 

(Gambino et al., 2008). 

2.3.  Calidad e integridad del ARN 

La integridad del ARN evaluada mediante los valores RINe obtenidos con 

TapeStation fue baja en varias muestras: PMA07 (1,2), PMA09 respaldo (1,6), 

PMA05 (2,0) y PMA06 (3,3). Considerando que valores RIN > 7 indican ARN 

íntegro, 5–7 calidad aceptable y < 5 degradación, la mayoría de las muestras, 
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excepto PMA10, presentan distintos grados de degradación (Schroeder et al., 

2006). No obstante, el DV200, métrica más informativa en ARN degradado, 

mostró valores cercanos o superiores al 70 % de fragmentos >200 nt, lo que 

sugiere que el ARN aún es adecuado para la construcción de bibliotecas de 

RNA-seq (Adiconis et al., 2013; Illumina, 2016). 

La columna de control de calidad (QC) resume las advertencias detectadas: (1) 

material inicial insuficiente, (2) RIN < 6, (3) DV200 < 70 % y (4) contaminación 

por ADN > 10 % (Tabla 6). Los resultados obtenidos en las muestras de respaldo 

confirman que las muestras originales constituyen el material de mejor calidad 

disponible. 

Tabla 6.  

Calidad e Integridad del ARN total realizado por Azenta 
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A 

2,0 83,68 2, 4 

PM06 SGH46299 ARN 
Total 

13 1187,0 15431,0 2,17 2,11 62,10 807,30 1419,0 18447,0 N 
A 

3,3 90,09 2 

PM07 SGH46300 ARN 
Total 

13 230,2 2992,6 2,08 1,27 TL TL5 180,6 2347,8 N 
A 

1,2 62,91 2, 3 

PM08 SGH46301  ARN 
 Total 

13 547,4 7116,2 2,05 1,81 31,64 411,32 632,8 8226,4 N 
A 

3,6 88,62 2 

PM09 SGH46302   ARN 
  Total 

13 865,2 11247,0 1,98 0,73 18,04 234,52 781,0 10153,0 N 
A 

4,1 84,57  

PM10 SGH46303   ARN 
  Total 

13 424,0 5512,0 2,16 1,49 28,40 369,20 396,0 5148,0 N 
A 

5,7 91,27  

PM05_b SGH46267   ARN 
  Total 

13 250,2 3252,6 2,10 1,60 TL TL 210,0          2737.8 N 
A 

2,5 83,92 2 

PM06_b SGH46268    ARN 
   Total 

13 197,9 2572,7 2,09 0,60 3,12 40,56 192,0 2496,0 N 
A 

2,2 77,24 2 

PM07_b SGH46269    ARN 
   Total 

12 180,3 2163,6 2,09 0,73 21,00 252,00 193,6 1483,2 N 
A 

2,4 81,24 2,4 

PM08_b SGH46270  ARN 
Total 

12 101,4 1216,8 1,97 1,25 4,40 52,80 53,2 638,4 N 
A 

2,2 72,07 2 

PM09_b SGH46271  ARN 
 Total 

12 38,2 458,4 1,93 0,30 2,58 30,96 22,4 268,8 N 
A 

1,6 57,36 2, 3, 4 

PM10_b SGH46272  ARN  
 Total 

12 178,4 2140,8 2,05 1,23 25,20 302,40 129,6 1555,2 N 
A 

2,5 82,11 2, 4 

 
1Identificador de la muestra por el investigador. 2Código interno asignado por Azenta para seguimiento y 
procesamiento. 3Tipo de muestra: ARN total extraído). 4Volumen de la muestra entregado al laboratorio. 
5TL: Demasiado bajo 6porcentaje de fragmentos de tamaño superior a 200 nucleótidos, a partir del valor del 
DV200 se determina la cantidad inicial de RNA para la generación de librerías 
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2.4.  Integridad del ARN por tamaño y distribución de los fragmentos 

El gráfico de barras derivado de la electroforesis capilar (Figura 8) complementa 

la evaluación de la integridad del ARN presentada en la Tabla 6 y permite 

comparar la calidad funcional de las muestras según los parámetros de control 

de calidad (QC) obtenidos con TapeStation.  

Las barras altas con DV200 > 70 % indican que el ARN de las muestras PMA05, 

PMA06, PMA08, PMA10 y algunos respaldos contiene una proporción adecuada 

de fragmentos mayores a 200 nt, lo que las hace aptas para la construcción de 

bibliotecas de RNA-seq. 

Las barras intermedias (DV200 entre 60–70 %), como en la muestra PMA07 (RIN 

1,2), evidencian degradación del ARN ribosomal, observándose una señal difusa 

en la parte inferior del carril; sin embargo, este material aún podría emplearse en 

protocolos adaptados para ARN parcialmente degradado.  

Por el contrario, las barras bajas (DV200 < 60 %), como en PMA09 respaldo, 

indican ARN altamente degradado, lo que reduce la probabilidad de obtener 

bibliotecas transcriptómicas representativas. 

En general, las muestras principales presentan valores de DV200 superiores a 

los de sus respaldos, lo que sugiere que los respaldos pueden corregir 

problemas de concentración, pero no necesariamente mejorar la integridad del 

ARN.  

A pesar de los valores bajos de RIN observados en algunas muestras, el DV200 

constituye una métrica más informativa para evaluar la utilidad del ARN 

degradado en RNA-seq, ya que refleja la proporción de fragmentos 

suficientemente largos para la preparación de bibliotecas transcriptómicas 

(Adiconis et al., 2013; Sigurgeirsson et al., 2014). 
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Figura 8. Integridad del ARN de muestras de cambium por 
electroforesis capilar 

 

En el electroferograma de TapeStation de la muestra SGH46303 (PMA10) 

(GS=4; RIN=5,7; DV200=91,27 %) se observan los picos ribosomales 18S y 28S 

aproximadamente a 1500 nt y 2700 nt, respectivamente. Ambos picos aparecen 

definidos, aunque con menor altura y ligero ensanchamiento de la línea de base 

entre el marcador inferior (25 nt) y el primer pico, lo que indica la presencia de 

fragmentos de ARN de menor tamaño. Este patrón sugiere fragmentación parcial 

del ARN ribosomal, probablemente asociada a la actividad de ribonucleasas o a 

condiciones fisiológicas del tejido, lo que provoca la disminución de los picos 

ribosomales y el incremento de fragmentos pequeños (Imbeaud et al., 2005; 

Fleige & Pfaffl, 2006). 

Los tamaños ideales de los fragmentos ribosomales son aproximadamente 1800 

nt para el 18S y 3500–5000 nt para el 28S (Thermo Fisher Scientific, 2025a). En 

esta muestra, el 28S presenta un tamaño menor al esperado, lo que explica el 

valor de RIN de 5,7, inferior al valor óptimo (>7), ya que este índice depende 

principalmente de la integridad de los picos ribosomales. En consecuencia, la 

relación 28S/18S fue de 1,8, ligeramente menor al valor ideal cercano a 2 

(Thermo Fisher Scientific, 2025b). 

PM05 PM06 PM07 PM08 PM09 PM10 PM06R PM07R PM05R PM09R PM10R PM08R 

R=respaldo 
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No obstante, el alto DV200 (>90 %) indica que la mayoría de los fragmentos de 

ARN supera los 200 nt, lo que sugiere que la muestra conserva material funcional 

suficiente para la construcción de bibliotecas y análisis de RNA-seq (Matsubara 

et al., 2020). Este comportamiento es consistente con la naturaleza del tejido 

leñoso de Neltuma pallida, donde la presencia de metabolitos secundarios puede 

interferir en la extracción y estabilidad del ARN (Michel-López et al., 2018) (ver 

Figura 9) 

Figura 9. Electroferograma TapeStation para medir la calidad del ARN  

 

3. Detección de virus por illumina 

Se obtuvo entre ~80 000 y ~346 000 contigs mayores a 250 nt por muestra, con 

longitudes promedio entre 415 y 526 nt. El análisis de los contigs ensamblados 

reveló ausencia de virus episomales infectando N. pallida. Ningún contig mostró 

similitudes compatibles con virus fitopatógenos activos, incluyendo miembros de 

Closterovirus, grupo previamente sospechado.  

No obstante, el análisis BLASTX permitió identificar tres tipos de secuencias con 

afinidad viral, todas consistentes con elementos endógenos previamente 

reportados en otras plantas (ver Tabla 7):  

a) Secuencias relacionadas con rhabdovirus endógeno: en los seis conjuntos de 

datos se detectaron contigs homólogos a la nucleocápside (proteína N) de 

rhabdovirus. previamente descrito como un fragmento viral integrado en el 

genoma de Melia azedarach. La ausencia de otros genes esenciales 

SGH46303 

PMA10 (GS=4, RIN 5,7, 

DDV200=91,27%), 
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(polimerasa, glicoproteína, fosfoproteína) y la baja cobertura uniforme 

confirmaron que se trata de EVEs (Endogenous Viral Elements) y no de un virus 

infectivo, el cual se origina por eventos de transferencia horizontal de material 

genético viral hacia el genoma nuclear del hospedador, son "fósiles genéticos" 

que, a diferencia de los virus episomales, se heredan verticalmente y han perdido 

su capacidad infectiva autónoma (Katzourakis & Gifford, 2010; Feschotte & 

Gilbert, 2012).  

Se sugiere un rol adaptativo de los EVEs en la inmunidad antiviral, que actúan 

como moldes para la biogénesis de ARN interferente pequeño (siRNA), 

proporcionando un mecanismo de resistencia derivado del patógeno que permite 

a la planta reconocer y silenciar virus exógenos emparentados mediante la vía 

del ARNi (Feschotte & Gilbert, 2012; Whitfield et al., 2018).  

b) Secuencias homólogas a pararetrovirus endógenos (EPRVs): se identificaron 

contigs parcialmente similares a proteínas de pararetrovirus integrados en Citrus, 

con secuencias típicas de pararetrovirus hibernantes, no se detectó organización 

genómica compatible con un genoma viral activo. 

Geering et al. (2014) demostraron que los EPRVs están ampliamente 

distribuidos en las plantas con flores y que muchas de estas secuencias son 

"reliquias" de infecciones hace millones de años.  

De acuerdo a Richert-Pöggeler et al. (2021), la mayoría de los EPRVs están 

fragmentados y silenciados epigenéticamente por el hospedero (metilación del 

ADN y siRNAs) para evitar su reactivación. 

c) Secuencias asociadas a mitovirus integrados: Se identificaron múltiples 

contigs con similitud a mitovirus (familia Mitoviridae) endógenos, que 

corresponden a regiones del genoma mitocondrial de N. pallida.  

Nibert et al. (2018) afirman que los mitovirus endógenos ARN positivos, son un 

fenómeno común en plantas leñosas, donde han coevolucionado con sus 

hospederos a lo largo de periodos extensos.  
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La integración de estas secuencias en el ADN mitocondrial sugiere de eventos 

de transferencia horizontal de genes ocurridos en el pasado evolutivo de la 

especie (Silva et al., 2020).  

La ausencia de formas episomales activas en los tejidos analizados de N. pallida 

refuerza la hipótesis de que estos elementos han perdido su capacidad de 

replicación autónoma y se encuentran integrados de forma estable, un patrón 

documentado ampliamente en la paleovirología de plantas superiores (Bruenn et 

al., 2015). 

A pesar del extenso análisis, no se encontró evidencia de Closterovirus (CTV o 

similares).  

La anotación funcional realizada mediante EggNOG-mapper reveló la presencia 

de varias proteínas predichas en N. pallida con similitud a proteínas virales, 

incluyendo proteínas de multiplicación de tobamovirus, proteínas de movimiento 

viral, ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y dominios asociados a 

recombinasas o ubiquitina ligasas tipo RING.  

Este tipo de anotaciones, aunque inicialmente sugieren un origen viral, deben 

interpretarse con cautela en el contexto genómico y evolutivo. 

La detección de virus en plantas leñosas mediante el estudio de los pequeños 

ARN interferentes (siARN) derivados como respuesta inmune hacia los virus, 

podrían determinarse mediante secuenciamiento de alto rendimiento (HTS), para 

reconstruir genomas virales y dar mayores alcances a esta investigación (Ruíz 

García & Olmos Castelló, 2021).  
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Tabla 7.  

Anotación funcional de proteínas predichas mediante EggNOG-mapper 

Query ID Descripción Secuencias repetitivas en blast 
% 

Identidad 

NPAL_003079 Homólogo de la proteína del sitio 
5 de integración viral ecotrópica 

Isoforma X1 similar al ortólogo del sitio 
de integración viral ecotrópico 5 

[Neltuma alba] 

90.28 

NPAL_004214 Proteína de multiplicación similar 
a la del tobamovirus 1 

Proteína de multiplicación del 
tobamovirus 1 similar [Abrus 

precatorius] 

68.71 

NPAL_004669 
Pertenece a la familia de 

proteínas de choque térmico 
pequeñas (HSP20) 

Proteína inactiva TEV MOVIMIENTO 
RESTRINGIDO 2-like [Neltuma alba] 

95.09 

NPAL_004670 
Pertenece a la familia de 

proteínas de choque térmico 
pequeñas (HSP20) 

Proteína inactiva similar a TEV 
RESTRINGIDO MOVIMIENTO 2 

[Neltuma alba] 

94.25 

NPAL_004960 

El dominio variante RING es un 
motivo similar al dedo de zinc 
C4HC3 presente en diversas 

proteínas celulares y virales. Se 
ha demostrado que algunas de 

estas proteínas poseen actividad 
de ubiquitina E3 ligasa, tanto in 

vivo como in vitro. 

Proteína no caracterizada 
LOC114745677 isoforma X3 

[Neltuma alba] 

93.21 

NPAL_011913 proteína de multiplicación del 
tobamovirus 

Isoforma X2 similar a la proteína de 
multiplicación 2A del tobamovirus 

[Neltuma alba] 

92.17 

NPAL_003954 

El dominio variante RING es un 
motivo similar al dedo de zinc 
C4HC3 presente en diversas 

proteínas celulares y virales. Se 
ha demostrado que algunas de 

estas proteínas poseen actividad 
de ubiquitina E3 ligasa, tanto in 

vivo como in vitro. 

Proteína no caracterizada 
LOC114722954 [Neltuma alba] 

99.34 

NPAL_014929 ARN polimerasa dependiente de ARN 
de mitovirus 

PROTEÍNA DE BAJA CALIDAD: 
proteína no caracterizada 

LOC114757245 [Neltuma alba] 

98.39 

NPAL_020862 Proteína de movimiento viral (MP) 
Proteína no caracterizada 

LOC114711795 [Neltuma alba] 
95.28 

NPAL_000210 Dominio de recombinasa viral 
similar a YqaJ 

Proteína no caracterizada 
LOC114744997 isoforma X1 

[Neltuma alba] 

97.58 

NPAL_010050 

Factor de virulencia de la pectina 
liasa (InterPro IPR011050), 

repetición paralela de beta-hélice 
(InterPro IPR006626) 

Poligalacturonasa QRT3 similar, 
parcial [Neltuma alba] 

82.2 

Query ID: Identificador del gen en el genoma anotado 
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3.1. Metatranscriptómica de N. pallida  

En la Tabla 8, se presenta el resumen de cómo se clasificaron taxonómicamente 

las lecturas de ARN-Seq del ARN de N. paliida, basado en clasificación 

taxonómica tipo Kraken2 y visualizado mediante Pavian, donde cada muestra 

tiene un rango entre13 y 22 millones de lecturas. 

El análisis metatranscriptómico de las muestras de N. pallida reveló que la 

mayoría de las lecturas ARNseq clasificadas corresponden a secuencias de 

origen vegetal entre ~78 % y 85 % en su mayoría, lo que confirma una adecuada 

representación del transcriptoma vegetal. 

No obstante, una fracción consistente de lecturas fue asignada a orígenes 

microbianos, representando aproximadamente 20–25 % de las lecturas 

clasificadas en la mayoría de las muestras, con variaciones entre individuos.  

Dentro de las lecturas microbianas, las bacterias constituyeron el grupo 

predominante, mientras que las lecturas asignadas a hongos y protozoarios 

fueron minoritarias (<0.2 % y <0.4 %, respectivamente), lo que refuerza la 

interpretación de una microbiota asociada estable y no patogénica. 

Cabe destacar que no se detectaron lecturas clasificadas como virales en 

ninguna de las muestras. 

Este resultado es relevante y consistente con los análisis funcionales previos, ya 

que respalda la ausencia de infecciones virales activas en N. pallida.  

Así mismo, refuerza la interpretación de que las secuencias con anotaciones 

virales identificadas en el análisis proteómico corresponden a elementos virales 

endógenos o dominios conservados de origen viral, y no a virus exógenos en 

replicación. 
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Tabla 8.  

Clasificación taxonómica de las lecturas ARNseq por Azenta 
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PM05 22,002,391 78.91 2.939 0 21.09 75.94 0.1689 0.01028 4 

PM06 21,962,869 84.59 2.772 0 15.41 81.79 0.114 0.007645 5 

PM08 17,913,220 82.79 4.083 0 17.21 78.68 0.1089 0.01052 2 

PM09 21,985,100 85.19 2.401 0 14.81 82.77 0.05818 0.005777 1 

PM10 15,964,637 83.64 2.995 0 16.36 80.62 0.1074 0.007028 4 

PMA06 16,070,913 75.08 0.9341 0 24.92 74.14 0.1261 0.009296 5 

PMA07 14,466,949 73.49 0.9699 0 26.51 72.51 0.1828 0.008806 3 

PMA08 13,016,132 62.32 1.19 0 37.68 60.92 0.172 0.02266 2 

PMA11 13,413,532 72.69 1.218 0 27.31 71.4 0.107 0.008946 0 

PMA16 14,877,593 31.77 8 0 68.23 23.62 0.1733 0.1409 5 

PMA17 13,443,531 49.98 1.852 0 50.02 48.01 0.1835 0.3248 1 

 

El diagrama de Sankey que se observa en la Figura 10 es la representación 

gráfica asignada a cada nivel taxonómico de la muestra PMA05 (GS=4) y 

presenta la ruta taxonómica de las lecturas clasificadas. Dentro del dominio 

bacteria, se detectaron los géneros endófitos Streptomyces, Pseudomonas, 

Acinetobacter, Stenotrophomonas e Hydrogenophaga (Pseudomonadota).  

Turner et al. (2013) y Spooren et al. (2024), postulan que la interacción entre la 

planta y microbios presentes en el suelo, aire y semillas forma un holobionte o 

equipo biológico, seleccionado y guiado por el ADN de la planta para obtener 

ventajas que le permitan adaptarse mejor a su entorno. 

Gao et al. (2021) demostraron que plantas de pimiento enfermas por Fusarium 

podría reclutar bacterias beneficiosas y mitigar los cambios en el microbioma de 

los órganos reproductivos para facilitar su supervivencia, pudiendo atraer a 

microbios beneficiosos mediante la modulación de las vías de señalización entre 

la planta y el microbioma.  
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Li et al. (2022) revelaron cómo los microbiomas de la filosfera difieren entre hojas 

de cítricos infectadas y no infectadas por Diaporthe citri. Identificaron  

posibles mecanismos por los cuales el cambio observado en el microbioma 

podría haber ayudado a las plantas a afrontar la presión de los patógenos. 

 

Figura 10. Diagrama de Sankey: ruta taxonómica de las lecturas 
microbianas  

 

4. Secuenciamiento por Macrogen 

4.1 Detección del gen de la actina y de la proteína de la cápside del CTV 

La amplificación mediante RT-PCR de un fragmento de 465 pb del gen actina a 

partir de ADNc sintetizado con oligo(dT) fue positiva en todas las muestras 

analizadas. Este resultado confirma la adecuada integridad del ADNc y la 

eficiencia del proceso de retrotranscripción. Debido a que actina es un gen 

constitutivo ampliamente conservado en células vegetales, se emplea como 

control interno para la normalización de la expresión de genes diana y la 

comparación de los niveles de ARNm entre las diferentes muestras (ver Figura 

11). 

PM05 (GS=4) 
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Figura 11. Amplificación del gen constitutivo de Actina 

 

La amplificación del gen de la proteína de la cápside (CP) del Virus de la tristeza 

de los cítricos (CTV), perteneciente al género Closterovirus, se observó en las 

siete muestras de ADNc obtenidas por retrotranscripción. La RT-PCR realizada 

con los iniciadores nCTV-F y nCTV-R generó un amplicón de aproximadamente 

212 pb en muestras de Neltuma pallida con diferentes grados de severidad del 

síndrome de decaimiento. El tamaño esperado del fragmento amplificado fue 

confirmado mediante un marcador de peso molecular de 1 kb. En algunos 

carriles las bandas se observaron con menor intensidad, lo que podría asociarse 

a bajas concentraciones del producto amplificado, fragmentación del ARN, 

variaciones en la eficiencia de amplificación o condiciones de visualización en el 

gel (ver Figura 12). 

Figura 12. Amplificación del gen de la proteína de la cápside del CTV  

 

La amplificación inespecífica o la presencia de secuencias virales endógenas 

(EVEs) en el genoma de la planta, pueden presentar similitud con genes virales 

funcionales y ser amplificadas por iniciadores diseñados para detectar virus, 
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generando productos de PCR que no corresponden necesariamente a 

infecciones virales activas o secuencias homólogas del hospedero, lo cual 

explicaría la detección por RT-PCR y su ausencia en el análisis 

metatranscriptómico de RNA-seq (Boutanaev & Nemchinov, 2021; Wang et al., 

2024). 

 

Tabla 9. 

Secuencias amplificadas para CTV por Sanger 
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PMA10C 

Gen de la proteína 
de cubierta Bhu-Ts-
14 (P25) del aislado 

del CTV 

CTV 237 237 2e-63 100 96,55 MN366297.1 

 

4.2 Secuenciamiento 

Las secuencias obtenidas por secuenciación de Sanger del producto amplificado 

por PCR correspondiente a la muestra PMA10 fueron analizadas mediante 

BLAST. El análisis mostró una identidad nucleotídica máxima de 96,55 % y una 

cobertura del 100 % con secuencias reportadas de virus pertenecientes a la 

familia Closteroviridae, incluyendo aislamientos del Citrus tristeza virus (CTV). 

Este resultado se obtuvo tanto mediante el análisis directo como utilizando un 

filtro taxonómico específico para Closteroviridae (taxid: 69973) (ver Tabla 9). 

El amplicón analizado presentó una longitud de 212 pb, correspondiente a la 

región amplificada con los iniciadores nCTVF/nCTVR. A continuación, se 

muestra la secuencia nucleotídica obtenida a partir de la muestra proveniente 

del norte del Perú: 

Secuencia: H201222-020_E07_02CV_nCTVF.ab1 (212 pb) 
 

GATGAACGAATTGCGTCAGTTGAGTACCCAACAGCACGCTGCCTTTGACAGAGAC

TTTCTTCCTTTACTTTGAAAGGGAAGCATCCCTAACTTACCTGATAAAGATAAGGA

CTTCTCACATAGCTATGATGTTGTATCGTTTAGCAGTTAAGAGTTCATCATTACAAA

GCGATGACGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGAGGGTGTTGAA 
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No obstante, el nivel de identidad obtenido corresponde a un fragmento parcial 

del genoma viral, por lo que este valor no resulta suficiente para confirmar de 

manera concluyente la presencia específica de CTV en Neltuma pallida, siendo 

necesario complementar la evidencia con secuencias de mayor longitud o con 

análisis genómicos adicionales. 

Si bien, mediante RT-PCR se obtuvo una amplificación positiva con los 

iniciadores nCTVF y nCTVR, generando un amplicón de aproximadamente 212 

pb, que en la secuenciación Sanger mostró 96,55 % de identidad con secuencias 

reportadas del closterovirus que infecta Neltuma. El hecho que este virus no fue 

detectado en el análisis transcriptómico mediante RNA-Seq, sugiere que la 

amplificación observada no es suficiente, por sí sola, para confirmar de manera 

inequívoca la infección específica por dicho closterovirus. 

Por un lado, esta diferencia puede atribuirse a un bajo nivel de infección viral en 

el tejido analizado, lo que habría permitido su detección mediante una técnica 

altamente sensible y dirigida como la RT-PCR, pero no su identificación a través 

de un enfoque no dirigido como el RNA-Seq. En este contexto, se ha demostrado 

que la RT-PCR es capaz de detectar cantidades extremadamente bajas de ARN 

viral, incluso cuando estas se encuentran por debajo del umbral requerido para 

el ensamblaje o la anotación confiable de secuencias virales en análisis 

transcriptómicos masivos (Adams et al., 2009; Wu et al., 2015). 

No obstante, el nivel de similitud obtenido (96,55 %) corresponde a una región 

parcial del genoma viral y no alcanza los valores generalmente aceptados para 

una asignación taxonómica específica concluyente en virología vegetal. 

Identidades inferiores al 98–99 % en fragmentos cortos pueden reflejar la 

amplificación de variantes no caracterizadas, virus filogenéticamente cercanos o 

productos inespecíficos, particularmente cuando se emplean cebadores de 

carácter genérico (Simmonds et al., 2017). 

En este sentido, no puede descartarse la posibilidad de contaminación cruzada 

proveniente de otra fuente de ARN capaz de amplificarse con los iniciadores 

nCTVF/nCTVR diseñados para detectar un amplio rango de closterovirus. Esta 
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falta de especificidad puede verse exacerbada por condiciones subóptimas de 

amplificación, como una temperatura de hibridación baja, favoreciendo la unión 

inespecífica de los cebadores y la generación de falsos positivos (Bustin et al., 

2009). 

Adicionalmente, la ausencia del closterovirus en los datos de RNA-Seq podría 

estar relacionada con diversos factores metodológicos, tales como una 

profundidad de secuenciación insuficiente, una baja proporción de ARN viral en 

relación con el ARN total del hospedero o la degradación diferencial del ARN 

viral. Asimismo, se ha reportado que problemas de especificidad en regiones 

genómicas altamente variables, en particular en el extremo 5´, pueden limitar 

tanto la detección bioinformática como la correcta asignación taxonómica de 

virus de plantas (Massart et al., 2014). De manera adicional, la posible presencia 

de secuencias virales integradas en el genoma del hospedero podría generar 

señales positivas espurias en ensayos de RT-PCR convencional (Feschotte & 

Gilbert, 2012). 

De acuerdo con las Normas Internacionales para Medidas Fitosanitarias (NIMF, 

2016), la RT-PCR convencional para la detección de Citrus tristeza virus (CTV) 

presenta limitaciones importantes en términos de sensibilidad y especificidad. 

Dichas normas recomiendan el uso de RT-PCR con inmunocaptura (IC-RT-PCR) 

empleando anticuerpos policlonales o monoclonales específicas para CTV, dado 

que la RT-PCR convencional sin inmunocaptura puede no ser suficientemente 

sensible y generar resultados no concluyentes. Además, los inhibidores en 

tejidos vegetales pueden afectar significativamente la eficiencia de la 

transcripción reversa y la amplificación, incrementando la probabilidad de 

resultados inconsistentes (EPPO, 2016). 

No obstante, estas limitaciones, la aplicación de RNA-Seq continúa siendo una 

herramienta de alto valor para el estudio de interacciones hospedero–patógeno, 

ya que permite una detección amplia y no sesgada de virus, así como la 

caracterización simultánea de la respuesta transcriptómica del hospedero. En 

conjunto, los resultados obtenidos ponen de manifiesto la complementariedad 

entre técnicas dirigidas (RT-PCR/Sanger) y no dirigidas (RNA-Seq), resaltando 

que la ausencia de detección viral mediante RNA-Seq no necesariamente 
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implica la ausencia del virus, sino que puede reflejar niveles de infección bajos, 

transitorios o limitaciones inherentes a cada metodología (Barba et al., 2014; 

Massart et al., 2017). 

5. Indexado 

5.1 Crecimiento de brotes (cm) 

El ANOVA (ver Tablas 12, y 13 del Anexo) del ritmo promedio diario de 

crecimiento (RPDC) de los nuevos brotes en diferentes periodos de observación 

después de la poda total, indica que, en ambos casos, todos los tratamientos en 

las dos fases fueron estadísticamente iguales, sin diferencias entre ellos. Los 

resultados de la prueba comparativa de medias de Duncan indican que no hubo 

diferencias significativas en el crecimiento de los brotes (ver Tabla 10). 

Tabla 10.  

Prueba de Duncan: ritmo promedio de crecimiento (cm) de brotes (α=0,0) 

Tratamientos 
Primera defoliación 

de los plantones  
Segunda defoliación de los 

plantones 

Indexado de Árboles en Estado Inicial 

de Decaimiento (IAEID) 
1,6775 a 3,5475 a 

Indexado de Árboles en Estado 

Intermedio de Decaimiento (IAEIntD) 
1,7100 a    1,0800 a 

Indexado de Árboles en Estado 

Avanzado de Decaimiento (IAEAD) 
1,8376 a 0,9325 a 

Indexado de Plantones Sanos (IPS) 2,0400 a 1,0425 a 

Sin Indexado (SI) 1,7200 a 0,6475 a 

 

 

Figura 13. Curva de crecimiento de brotes después de la primera 

defoliación 
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Figura 14. Curva de crecimiento de brotes después de la segunda 

defoliación 

 

El crecimiento de los brotes 62 días después del indexado y 37 días después de 

la primera defoliación total varió desde 14, 65 cm en el Testigo sin indexado (SI) 

hasta 19,96 cm en el Testigo indexado con plantón sano (IPS) (Ver Fig. 13).  

El crecimiento 90 días después del indexado y 28 días después de la segunda 

defoliación total, varió desde 9,02 cm en el Testigo sin indexado (SI) hasta 15,09 

cm en el tratamiento Indexado de Árboles en estado avanzado de decaimiento 

(Ver Figura 14). 

5.2 Aspecto externo del follaje de los plantones   

En las Figuras 15a-e, 41 días después del indexado (DDI) y 16 días después de 

la primera defoliación y despunte (DDPD), se observan los nuevos brotes con 

buen aspecto del follaje, verde y en apariencia sanos en todos los tratamientos.  

Las Figuras 15f-j muestran que a 48 DDI y 23 DDPD, los nuevos brotes seguían 

creciendo en todos los tratamientos, con buen aspecto del follaje y sin síntomas 

de enfermedad.  

Las Figuras Fig. 15k-ñ, muestran que a 55 DDI y 30 DDPD, los brotes sanos y 

con buen aspecto.  

En las Figuras 15o-s, se visualiza que a 62 DDI y 37 DDPD, los nuevos brotes 

crecieron sanos, con buen aspecto del follaje y sin presencia de síntomas de 

enfermedades.  
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Terminada esta evaluación, se realizó la segunda defoliación de todos los 

plantones. 

69 DDI y 07 días después de la segunda defoliación (DDSD), las Figuras 16a-e, 

muestran que los primeros y pequeños brotes de todos los tratamientos seguían 

mostrando un buen aspecto del follaje, verde y en apariencia sanos.  

Las Figuras 16f-j, a 76 DDI y 14 DDSD, siguen mostrando nuevos brotes 

crecieron normalmente en todos los tratamientos y con un buen aspecto del 

follaje. 

Igualmente, en las Figuras 16k-ñ y 16p-s se observa que a 83 DDI y 21 DDSD y 

a 90 DDI y 28 DDSD, seguían creciendo notoriamente, con buen aspecto y sanos 

y sin síntomas de enfermedades. 

Un importante aspecto que no se tuvo en cuenta fue la temperatura, teniendo en 

cuenta que los ensayos preliminares se iniciaron desde el mes setiembre del 

2024 y se prolongaron hasta febrero del 2025, meses en que las temperaturas 

internas pueden superar los 30°C en horas de la tarde en el tinglado de la UDEP 

con malla raschel. De acuerdo a Rostaicher (1991), en ensayos de indexado con 

el CTV, la temperatura de mantenimiento es 24-27 °C es y la temperatura mínima 

es 18-21 °C, condiciones con las que los primeros síntomas aparecen en 3 a 5 

semanas. Según el mismo autor, el CTV a temperaturas altas se inactiva. 

De acuerdo a NIMF (2016), el CTV se transmite con facilidad a nivel experimental 

al injertarse sobre cítricos sanos el material vegetal infectado, es una técnica 

antigua y confiable que consistentemente confirma la presencia o ausencia de 

un patógeno transmisible.  

no transmisibilidad de enfermedad durante los 90 días de estudio corrobora los 

resultados del ARNseq obtenidos por Azenta y los resultados del 

secuenciamiento por Macrogen.  

Roistacher (1991), afirma que los primeros síntomas del CTV aparecen en hojas 

jóvenes y maduras de lima mexicana (Citrus aurantifolia) como: aclarmiento de 

venas, moteado foliar leve, ahuecamiento de las hojas, acorchamiento de venas, 

picaduras de los tallos y retraso del crecimiento. Tampoco se evidenciaron 

cambios fisiológicos, a pesar de haber defoliado totalmente los plantones en dos 

oportunidades.  
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Los resultados obtenidos con el indexdo refuerzan los resultados obtenidos por 

la plataforma illumina del ARNseq que, no encontró secuencias de Closterovirus 

activos en el ARN del algarrobo, objetivo de este estudio.  

 

Figura 15. Aspecto del follaje después de la primera defoliación 
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Figura 16. Aspecto del follaje después de la segunda defoliación 
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6. CONCLUSIONES 

Conclusión general 

El análisis metatranscriptómico mediante secuenciación de próxima generación 

(RNA-seq Illumina), complementado con secuenciación Sanger y pruebas de 

indexado biológico, no evidenció la presencia de virus transmisibles ni de virus 

episomales en Neltuma pallida, incluidos miembros de la familia Closteroviridae. 

En consecuencia, los resultados obtenidos no sustentan la hipótesis de que 

closterovirus estén asociados con el síndrome de decaimiento y muerte del 

algarrobo evaluado en este estudio. 

Conclusiones específicas 

1. El síndrome de decaimiento del algarrobo se caracteriza por muerte 

regresiva de ramillas que progresa hacia ramas de mayor tamaño, 

acompañada de descortezamientos longitudinales, estallamientos del 

cambium y perforaciones en tronco y ramas. 

2. El ARN extraído del cambium presentó mayor calidad que el obtenido de 

hojas. Aunque los valores de RINe indicaron cierto grado de degradación, 

la proporción de fragmentos mayores de 200 nt permitió su utilización en 

la construcción de librerías de RNA-seq. 

3. El análisis de RNA-seq y el ensamblaje de contigs no evidenciaron virus 

episomales en N. pallida. Las secuencias con similitud viral detectadas 

correspondieron a elementos virales endógenos y las lecturas mostraron 

predominio de asignaciones bacterianas. 

4. El 96,55 % de similitud obtenido mediante secuenciación Sanger y los 

resultados del indexado biológico no confirmaron la presencia ni la 

transmisibilidad de un closterovirus asociado al decaimiento del algarrobo.  
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7. RECOMENDACIONES 

1. Realizar estudios basados en secuenciación de ARN pequeños (small RNA-

seq) para detectar virus de ARN mediante el análisis de ARN interferentes 

derivados de virus (vsiRNA), lo que permitiría identificar infecciones virales de 

baja abundancia o altamente divergentes no detectadas por RNA-seq 

convencional. 

2. Continuar las investigaciones sobre posibles agentes etiológicos no virales, 

mediante el aislamiento e identificación de hongos y bacterias asociados a 

tejidos sintomáticos de Neltuma pallida, complementando estos estudios con 

pruebas de patogenicidad. 

3. Desarrollar estudios de transcriptómica comparativa mediante secuenciación 

de nueva generación, con el fin de identificar genes y rutas metabólicas 

asociadas a respuestas de estrés en árboles afectados por el síndrome de 

decaimiento. 

4. Evaluar el carácter multifactorial del síndrome de decaimiento, investigando la 

posible interacción entre estrés hídrico, insectos xilófagos barrenadores y 

hongos lignolíticos asociados a pudrición del duramen. 
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ANEXO 
Tabla   12 

ANOVA del Ritmo Promedio Diario de Crecimiento Diario – RPDC de brotes 

después de la primera defoliación. Piura, 2026 

 FV SC GL CM FV Sig. (α=0,05) 

Tratamientos 0,354 4 0,088 0,118 0,974 

Error 11,226 15 0,748   

Total 76,164 20    

 
Tabla   13 

ANOVA del Ritmo Promedio Diario de Crecimiento Diario – RPDC de brotes 

después de la segunda defoliación. Piura, 2026 

 FV SC GL CM FV Sig. (α=0,05) 

Tratamientos 22,457 4 5,614 0,887 0,495 

Error 94,680 15 6,331   

Total 159,467 20    

 

 


