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INTRODUCCIÓN 

 

Amarillamiento letal (AL), la enfermedad fatal de palmeras, 

está asociada con fitoplasmas (antes-MLO), bacterias sin 

pared celular (clase Mollicutes), colonizadores de floema de 

plantas infectadas.  En México AL se ha encontrado en la 

península Yucatán, costas Pacificas y zona central  (1).  

 

En 2014 se detectaron fitoplasmas en la palma B. brandegeei 

con los síntomas semejantes al AL en estado de Baja 

California Sur (BCS), aplicando microscopia electrónica de 

barrido (MEB) y PCR anidado (2). 

 

RFLP análisis de las secuencias de los genes de16S-rRNA 

permite identificar y clasificar fitoplasmas en distintos 

grupos y subgrupos de 16Sr (3). Con la simulación  

 

computacional se logro obtener RFLP virtual (in silico) (4). 

Actualmente  fitoplasmas de AL, detectadas en América, se 

atribuyen al grupo 16SrIV de ´Candidatus Phytoplasma 

palmae´ con seis subgrupos (1). 

 

El objetivo de trabajo fue caracterizar los fitoplasmas 

detectadas en B. brandegeei a través de RFLP in silico (4). 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 
 

ADN total fue extraído  de las muestras de raquis (2a) e 

inflorescencias (3a) de palmas (4). PCR anidado se realizo 

con las cebadores universales P1/P7 seguido con 

R16F2n/R16R2 (3). Amplicones representativos (1.2kb) 

purificaron,  clonaron en pGEM-T easy vector, secuenciaron, 

alinearon y analizaron en programa BLAST y utilizando on-

line iPhyClassifier (4). 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Análisis de secuencias de dos amplicones derivados de 

las muestras 2a y 3a revelo su similitud con una cepa de 

referencia de ‘Candidatus phytoplasma palmae’ (98% y 

99 % respectivamente), ubicándolas en el grupo 16SrIV 

de AL. 

Resultados de la digestión in silico de las secuencias con 23 

enzimas de restricción y la comparación de sus patrones 

empleando RFLP virtual  con patrones de las muestras de 

referencia de  subgrupos 16SrIV-A, 16SrIV-B, 16SrIV-C y 

16SrIV-D presentaron  diferencia notable entre los  
 
 

 
   

 
 
 
 

 

 

 
Figura.1. RFLP patrones de gel virtual; banda 1- bp marcador de peso 

molecular, banda 2 – muestra 3a, bandas 3,4,5,6- patrones de los subgrupos 

correspondientes de 16SrIV(A,B,C,D).(Imagen original rotada a 90°).                                                                            

 

amplicones de dos muestras,  2a y 3a. Digestión con una de 

las enzimas clave (HpaII ) mostro 4 bandas para la secuencia  

3a (Fig.1),  y tres bandas para la secuencia  2a (cuadro 1), así 

como para los amplicones de referencia de los cuatro 

subgrupos del grupo 16SrIV (Fig.1). 

 
Cuadro 1. RFLP análisis  con enzimas de digestión; x- muestra de referencia 

(AF237615); y -muestra 2a ; Nx y Ny-número total de bandas de cada 

enzima; Nxy- numero de las bandas similares   
Enzyme AluI BfaI DraI EcoRI HhaI HinfI HpaI HpaII KpnI MseI RsaI  

  Nx 

  Ny 

  Nxy 

 4      3       2       2         2        2        2        3        1       6       3             

 4      3       2       2         2        2        2        3        1       6       3             

 4      2       2       2         2        2        2        3        1       6       3             

 
Con base de distribución de patrones de restricción y su 

coeficiente de similitud (F) de 0.98 con la cepa de referencia 

de GenBank, fitoplasmas  de la muestra 2a  se clasificaron 

como cepas  del grupo 16SrIV-D, mientras que los patrones 

derivados de muestra 3a  mostraron la máxima similitud con 

los del grupo 16SrIV-A (F=0.95).  

 

CONCLUSIONES 

 

Con el uso de RFLP virtual, aplicando iPhyClassifier (4) se 

logro por primera vez identificar fitoplasmas de AL en 

palma Brahea brandegeei, endémica para estado de 

BCS. Estos fitoplasmas se clasificaron en dos 
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subgrupos distintos del grupo 16SrIV ‘Candidatus 

phytoplasma palmae: fitoplasmas detectados en raquis 

(2a) se agruparon en 16SrIV-subgrupo D, y los 

detectados en inflorescencias (3a)- en el subgrupo 16Sr-

A,  con F< 0.97(4). La identificación de fitoplasmas en 

raíz de palma está en pie, y el análisis filogenético se 

ajustara la posición taxonómica de fitoplasmas de AL 

en B. brandegeei. 
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