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Resumen 

El cocotero es una planta económicamente importante de las zonas tropicales 

de todo el mundo. Provee de muchos productos como el agua de coco, fibra, 

aceite etc. Sin embargo, su cultivo está amenazado por factores como la edad 

de las plantaciones y enfermedades entre ellas el amarillamiento letal que es 

causado por un fitoplasma y transmitido por el insecto Haplaxius crudus. Este 

fitoplasma presenta cinco variantes genéticas. El presente trabajo tuvo como 

objetivo estandarizar el análisis de alta resolución de fusión (HRMA por sus 

siglas en inglés) del ácido desoxirribonucleico empleando un par de cebadores 

del gen SecA del fitoplasma del amarillamiento letal para detectar dos variantes 

en palmas afectadas por la enfermedad. Los resultados mostraron que cuando 

se utilizaron muestras de palmas previamente secuenciadas las curvas de 

fusión mostraron dos picos a 71°C para el grupo 16SrIV-D y 72.4°C para el 

grupo 16SrIV-A las dos cepas de fitoplasmas predominantes en el sureste de 

México. Por lo tanto, el ensayo que consiste en el par de cebadores y las 

condiciones PCR en tiempo real-HRM utilizados en la presente tesis es una 

alternativa sencilla para detectar a las dos cepas de fitoplasmas asociados al 

amarillamiento letal en México.  

7 

 



                CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN  
Los fitoplasmas son un grupo de patógenos que producen muchas 

enfermedades a diversas plantas; una de estas enfermedades es el 

amarillamiento letal (AL), que ha ocasionado la muerte de diversas palmas en 

varias partes del mundo incluyendo a nuestro país y más específicamente a la 

región. Este patógeno habitan principalmente en el floema de las plantas y son 

transmitidos por varios grupos de insectos que se alimentan de este tejido del 

floema.  

Las palmas afectadas por el amarillamiento letal presentan síntomas como la 

caída de frutos, el amarillamiento en las hojas, esta empieza comúnmente en 

las hojas más viejas para después infectar a toda la palma, la palma ya 

infectada usualmente tarda de 3 a 6 meses para que esta se muera. 

La detección y diagnóstico del AL no ha sido fácil ya que este patógeno se 

encuentra en concentraciones bajas en los tejidos de las palmas y con una 

distribución irregular. Afortunadamente actualmente contamos con técnicas 

moleculares para su detección. Una de ellas es la Reacción de la Cadena de la 

Polimerasa o PCR por sus siglas en inglés.  El grupo de investigación de 

cocotero en el CICY ha implementado varias técnicas para la detección del 

fitoplasma causante del AL, todas ellas basadas en PCR. Actualmente se 

cuenta con la técnica de PCR anidado, la cual ha demostrado gran sensibilidad 

y especificidad ya que consiste en dos rondas de amplificación. Así mismo se 

ha desarrollado la PCR tiempo real de ahora en adelante qPCR, la cual ha 

permitido la cuantificación del patógeno en las distintas partes de la palma, y 

también ha demostrado ser muy sensible y rápida lo que permite poder hacer 

un gran número de muestras. Con estas herramientas de detección ha 

permitido realizar varios tipos de estudios sobre la enfermedad en general y en 

particular sobre el patógeno. Ahora se sabe que hay varios subgrupos o cepas 

de fitoplasmas que están afectando al cocotero y otras palmas. Esto último es 

muy importante conocer ya que los síntomas podrían ser ligeramente diferentes 

a los previamente descritos por McCoy 1982; o más agresivos.  Para saber qué 

cepas o subgrupos están presente en las palmas de la región de la península, 
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se tiene que amplificar el ADN de estos patógenos por PCR anidado y 

posteriormente enviar los productos a secuenciar y con una comparación 

filogenética con secuencias reportadas en el GenBank se puede saber el tipo 

de fitoplasma; pero esto representa tiempo y recursos.  

Recientemente se reportó la tecnología qPCR-HRMA (análisis de alta 

resolución de fusión) del ácido desoxirribonucleico (ADN) que fue empleada 

para estudiar y diferenciar la variación genética del gen tuf del fitoplasma 

‘Candidatus Phytoplasma solani’ (Luci Landi et al 2018). Por su parte Bloch et 

al 2022 desarrollaron un ensayo basado en qPCR y el HMRA permitió detectar 

y distinguir los tres subgrupos de fitoplasmas asociados a la enfermedad del 

Amarillamiento Letal en el cocotero y otras palmas y la enfermedad 

denominada lethal bronzing en la palma Phoenix canariensis en Florida. Sin 

embargo, para el desarrollo de este ensayo se utilizaron diferentes pares de 

cebadores para cada cepa.  

En un trabajo previo, en nuestro grupo desarrollamos un sistema de detección 

usando el gen SecA como blanco, un par de cebadores y sondas TaqMan para 

la detección de dos cepas del fitoplasma del AL (Puch-Hau 2020 tesis Mc). Por 

lo tanto, en este trabajo nos enfocamos en hacer los primeros ensayos con la 

técnica de qPCR-HRMA y como blanco el gen SecA del fitoplasma del AL con 

un solo par de cebadores, lo que haría el sistema de detección mucho más 

sencillo.  
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1.2 ANTECEDENTES. Y/O MARCO TEÓRICO 
ANTECEDENTES 
 
1.2.1 Importancia del Cocotero (Cocos nucifera L.) 
 
La palma de cocotero está distribuida en varias áreas tropicales del mundo y es 

considerada una planta cultivada más importante del mundo, de hecho, se le 

conoce como el árbol de la vida o de mil usos. Esto se debe a que todas sus 

partes se pueden utilizar. (Ramos-Hernández, E., et al. 2018).  Sin embargo, 

los productos más importantes son: El fruto, del cual se puede obtener la copra 

y el agua. De la cobra se puede obtener el aceite, azúcar de coco entre los más 

importantes.  De tal manera el coco es usado para la salud y belleza, ya que 

contiene fibra, vitaminas y minerales que son sumamente esenciales para 

nuestro cuerpo.  

 

1.2.2 Fitoplasmas  
 
Los fitoplasmas son patógenos procariotas similares a las bacterias, porque 

carecen de pared celular, son polimorfos, tienen una simple membrana como 

cubierta y contienen orgánulos limitados como son las vacuolas pequeñas, 

ribosomas y grandes plasmodesmos. Estos patógenos no tienen la capacidad 

genética de sintetizar los nutrientes que necesitan para su metabolismo, por lo 

tanto, los adquieren de células vegetales, es por ello por lo que provocan 

diversos problemas en las plantas ocasionando diversas enfermedades como 

el amarillamiento, clorosis, entre otros. También tienen un ciclo de vida único y 

por esta razón se empezaron las investigaciones sobre este organismo y del 

cómo van afectando a las plantas. (Reveles-Torres et al. 2014) 
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1.2.3 Origen del amarillamiento letal y síntomas  
 
Los fitoplasmas transmiten la enfermedad del amarillamiento letal (AL), por lo 

tanto, ha ocasionado la muerte de millones de palmas de cocotero, el cual es 

transmitido por un insecto llamado Haplaxius crudus. (Oropeza et al. 2012). 

Este patógeno habitan en los tubos cribosos del floema de las plantas y son 

transmitidos de una planta a otra a través de insectos que actúan como 

vectores. (Ortiz-García, 2018). El amarillamiento letal presenta síntomas en las 

palmas como la caída del fruto, el amarillamiento en las hojas como aparece en 

la figura 1, esta empieza comúnmente en las hojas más viejas para después 

infectar a toda la palma, la palma ya infectada usualmente tarda de 3 a 6 

meses para que esta se muera 

Si las hojas rápidamente quedan amarillas, es un síntoma de AL, ya que en 

ocasiones las hojas quedan de ese color de manera natural, si ocurre de 

manera natural el proceso de coloración usualmente es lenta. (Castillo, M. G. 

2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  1. Síntomas de amarillamiento letal del cocotero (Castillo, M. G. 2001).    
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Variantes del fitoplasma del AL y su determinación 
 
Los fitoplasmas en general se agrupan en más de 30 grupos (en números 

romanos) de acuerdo a la filogenia del gen 16S ribosomal (Lee et al., 2000).  El 

fitoplasma asociado al amarillamiento letal se encuentra en el grupo 16SrIV-A y 

se denomina ‘Candidatus Phytoplasma palmae’ de acuerdo con la convención 

de especialistas en el área. Existen otros grupos que afectan a palmas y se 

denominan en orden alfabético: 16SrIV-B, -D, F, y –E. sin embargo los 

fitoplasmas predominantes en México son los del grupo 16SrIV-A y –D 

(Córdova et al., 2017). Para determinar específicamente la cepa que está 

afectando a las plantas es necesario aislar el ADN del fitoplasma (gen 16Sr), 

clonarlo y enviarlo a secuenciar para determinar filogenéticamente a que 

subgrupo o cepa pertenece (Córdova et al., 2017). Este proceso es laborioso y 

costoso a la vez, por lo que una tecnología que permita que en una sola 

reacción determine la cepa del fitoplasma sería muy útil para los grupos de 

investigación que estudian esta enfermedad.  

1.2.4 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
La reacción en cadena de la polimerasa es una técnica molecular muy 

importante para la amplificación de los ácidos nucleicos en general. Pero 

también es muy utilizada para la detección de patógenos en plantas por ser 

muy específica, sensible y rápida ya que en poco tiempo te permite analizar un 

gran número de muestras Esta técnica fue creada por Karry B. Mullis en los 

años 1985 y en ese año fue utilizada por primera vez para la detección de la 

anemia, el cual dio resultados satisfactorios. Es una reacción enzimática que 

amplifica millones de veces una secuencia específica de ADN durante varios 

ciclos. Se usan 2 tipos de PCR, la anidada y la de tiempo real; la anidada 

necesita de dos ciclos de amplificación, lo cual implica el riesgo de 

contaminación, por otra parte, la PCR tiempo real solo se necesita una ronda 

de amplificación, es más factible y rápida. (Skeete, A. O., & Salin, C. M. O. 

2018) 

Para la realización de la PCR se necesitan de algunos elementos básicos, los 

cuales son: ADN templado, enzimas, los cebadores, los desoxirribonucleótidos 
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trifosfatos (dNTPs), el ion magnesio, una solución amortiguadora o buffer y H2O 

puro. De igual manera se necesita de secuencias cortas de ADN que son los 

conocidos como cebadores, los cuales marcan el sitio donde debe iniciar la 

síntesis. Consta de tres pasos importantes (cambios de temperatura) que se 

llevan a cabo en el equipo de PCR (termociclador), el primer paso es la 

desnaturalización del ADN molde a 94°C, segundo paso la hibridación de los 

cebadores a 50-60°C en el ADN molde y extensión o elongación de la nueva 

cadena sintetizada por la ADN polimerasa a 72°C.  

En el caso de usar ARN mensajero y formar ADN complementario entonces se 

le conoce como RT-PCR (Transcripción reversa- PCR), la enzima utilizada se 

llama transcriptasa reversa que es capaz de convertir un ARNm en ADNc.  

Para realizar la verificación de amplificación de PCR se realiza una 

electroforesis en gel de agarosa. 

Para la detección de los fitoplasma asociados al AL, se pueden usar diferentes 

tipos de cebadores como los que se muestran en la tabla de abajo los cuales 

son las siguientes:  

 

Figura  2. Iniciadores usados para la detección de fitoplasmas asociados al AL (Cordova et al., 
2014).  
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Por otro lado, el qPCR en tiempo real consiste en la detección de la 

amplificación del ADN en tiempo real, y esto se logra incorporando un 

fluoróforo a la reacción. El aparato cuenta con una cámara de detección de 

fluorescencia. Esta innovación permite que la qPCR sea más rápida y precisa 

(Gachon et al., 2004) ya que no requiere de verificar la muestra en geles de 

agarosa, etc. Como la amplificación del ADN se puede detectar de manera 

temprana principalmente al inicio de la fase logarítmica, se puede cuantificar el 

ADN inicial por una fórmula sencilla, esto le da una ventaja indiscutible 

comparado con la PCR convencional (Gachon et al., 2004) 

Desde la creación de la PCR, se ha estado utilizando por varias décadas, 

debido a la facilidad de manejo y a lo rápido que es. Pero para cada análisis se 

requiere de iniciadores diferentes, depende del resultado que quieres obtener y 

la enfermedad que quieres detectar en una muestra, ya que esta es usada para 

la detección de diferentes tipos de enfermedades ya sea en plantas, animales o 

humanos.  

Llevar a cabo de manera correcta la extracción de ADN en las muestras 

usando el CTAB también influye, ya que así podríamos obtener mejores 

resultados en la síntesis de ADN en la PCR, de igual forma saber la cantidad 

de ADN que tiene cada muestra es de suma importancia, ya que en ocasiones 

la PCR no logra amplificar una enorme secuencia de ADN, es por ello que se 

diluye la muestra para tener una cantidad pasable de ADN antes de realizar el 

análisis. 

Tipos de detección usando PCR en tiempo real 

Para que ocurra la detección de la amplificación del ADN por qPCR es 

necesario que la duplicación del ADN en cada ciclo se detecte en “tiempo real” 

para esto es necesario que se agregué un fluoróforo a la reacción de PCR. 

Este fluoróforo es detectado por una cámara que tiene los filtros adecuados 

para evitar ruido de fondo (Gachon et al., 2004).  El fluoróforo puede ser un 

colorante como el SYBR Green que se intercala al ADN de manera inespecífica 

o fluoresceína, que se incorpora a una sonda específica del ADN blanco, con 
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una molécula apagadora para que no emite señal cuando no este hibridada con 

su molécula blanco, este tipo de sondas se llama sondas TaqMan. Ambos tipos 

de detección son los más usados en qPCR (Gachon et al., 2004). Sin embargo, 

existen otras alternativas como sondas scorpio, molecular beacons, etc. 

(Gachon et al., 2004)  

Detección de fitoplasma del AL por PCR en tiempo real 

Desde que estuvieron disponibles los primeros equipos de qPCR se empezó a 

trabajar en la detección de patógenos, entre ellos los fitoplasmas. El primer 

reporte se publicó en el año 2004 estudiando el fitoplasma del grupo 16SrIII-H 

en Euphorbia pulcherrima y Catharanthus roseus (Christensen et al., 2004). A 

partir de esa fecha se publicaron los protocolos para otros grupos de 

fitoplasmas. 

En nuestro grupo trabajamos en la detección de los fitoplasmas desde el 2007. 

En el 2014 publicamos el primer protocolo de detección del fitoplasma asociado 

al AL utilizando una sonda TaqMan (Córdova et al., 2014). Este protocolo fue 

más rápido y sensible que el protocolo de PCR anidado convencional. 

En nuestro grupo seguimos trabajando en perfeccionar la técnica utilizando 

luego un gen blanco diferente, el gen GroEL, el cual fue detectado utilizando 

una doble sonda con diferentes fluoróforos, esto nos permitió discernir las dos 

cepas que predominan en el sureste de México subgrupo 16SrIV-A y 16SrIV-D 

(Córdova et al., 2019).  Sin embargo, esta técnica utiliza dos juegos de 

cebadores y dos sondas diferentes, por lo que la reacción se lleva a cabo en 

dos tubos separados. Mejoramos aún más el protocolo utilizando el gen SecA 

como blanco el cual sólo diferirá algunas bases entre las cepas. Los cebadores 

eran los mismos para ambas cepas, sólo las sondas variaron, se puede 

detectar ambas cepas en el mismo tubo en un momento dado (Puch-Hau G, 

tesis Mc, 2020). Sin embargo, el costo de las sondas TaqMan podría ser una 

limitante para este ensayo dado su relativo alto costo.  
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Uso de la técnica de HRM para la detección de fitoplasmas 

El análisis de alta resolución de fusión del ADN es una alternativa barata y muy 

poderosa que es parte de las ventajas de la qPCR. Esta herramienta se aplica 

que cuando se finaliza la corrida de qPCR, el ADN amplificado por sus 

características intrínsecas, tiene una temperatura de fusión dependiendo de su 

tamaño y secuencia, la resolución es tal, que permite hasta detectar una base 

de diferencia de acuerdo a Bloch et al., (2022). En resumen, cada amplificador 

tiene una temperatura de fusión específica. Sin embargo, esta técnica solo 

puede ser utilizada cuando se agrega SYBR- Green como fluoróforo.Utilizando 

esta herramienta Bloch et al., (2022) pudieron detectar tres cepas del grupo IV 

del fitoplasma asociado al amarillamiento letal del cocotero. Para ello utilizaron 

el gen SecA del fitoplasma y diferentes pares de cebadores dependiendo de la 

cepa. 

En nuestro caso también usaremos el gen SecA, pero utilizando solo un par de 

cebadores diseñados en nuestro laboratorio que amplifican las cepas 16SrIV-A 

y -D, predominantes en nuestra región, esto haría que la metodología de 

detección fuera aún más sencilla y barata. A este ensayo lo denominaremos: 

ensayo SecA qPCR-HMRA 
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1.3 JUSTIFICACIÓN 
 
El cultivo del coco es muy importante en nuestro país y en otras partes del 

mundo. Desafortunadamente este cultivo está siendo amenazado por una 

enfermedad altamente destructiva conocida como amarillamiento letal o AL. 

Esta enfermedad es ocasionada por un grupo de patógenos conocidos como 

fitoplasma y son trasmitidos por insectos que se alimenta del contenido del 

floema. Estos patógenos no se pueden cultivar y generalmente sus títulos son 

bajos en las palmas. Esto ha dificultado su detección y diagnóstico. 

Afortunadamente las técnicas moleculares como la reacción en cadena de la 

polimerasa o PCR han facilitado su detección e identificación. La detección del 

fitoplasma causante del AL se ha realizado por medio de PCR anidado, la cual 

se basa en dos rondas de amplificación, esto se realiza con el propósito de 

aumentar su sensibilidad. En los últimos años esta detección se ha realizado 

por PCR en tiempo real la cual ha demostrado ser igual de sensible que la PCR 

anidada. Por otro lado, el amarillamiento letal afecta no solamente a la palma 

de coco sino también a otras 35 especies más de palmas, esto ha ocasionado 

que haya una mayor diversidad del patógeno. En este contexto en esta región 

están presentes dos de los cinco subgrupos de fitoplasma que afectan a las 

palmas. Los dos subgrupos son el subgrupo 16SrIV-A y -D. Los síntomas que 

ocasionan en las palmas son muy parecidos; por lo tanto, para saber qué 

subgrupo está presente en las palmas se tiene que amplificarlos por PCR 

anidado y secuenciar para su identificación, esto representa un gran esfuerzo y 

recursos. Por tal razón el equipo de cocotero está trabajando en el desarrollo 

de una tecnología conocida como qPCR-HRM que en teoría permitiría detectar 

e identificar a los subgrupos sin la necesidad de secuenciación. 
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1.5 OBJETIVOS GENERALES Y ESPECÍFICOS. 
 
1.5.1 Objetivo general 

Estandarizar el ensayo SecA qPCR-HMRA para detectar las variantes del 
fitoplasma del amarillamiento letal en palmas afectadas por la enfermedad 

1.5.2 Objetivos específicos 
 

●​ Evaluar la cantidad y calidad del ADN extraído de palmas de cocotero 
infectadas por el fitoplasma del AL  
 

●​ Detectar la presencia del fitoplasma del AL por medio del ensayo SecA 
qPCR-HMRA en palmas infectadas con diferentes cepas de AL 

 

●​ Realizar el análisis de alta resolución de fusión de las amplificaciones de 
ADN de las cepas de fitoplasma  
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Capítulo 2 
MATERIALES Y MÉTODOS. 

 
2.1 Diagrama de bloques de las etapas del proyecto.  

 

2.2 Recolección de muestras 

 
Se recolecto el material vegetal de palmas de cocoteros y otras especies de 

palmas con síntomas tipo amarillamiento letal, estas palmas se ubicaron en el 

jardín botánico del centro de investigación científica de Yucatán en el mes de 

marzo y mayo del 2023. 

Se muestreó dos tipos de tejidos de la palma de coco. (1) fue el tejido del 

tronco y (2) las hojas jóvenes. Para la colecta del tejido del tronco se utilizó un 

taladro eléctrico, con el cual se hizo un orificio en el tronco y se colectó el 

aserrín en un tubo Falcon que contuvo el amortiguador de extracción CTAB 

(Bromuro de cetiltrimetilamonio) para evitar que se finalizará. Los tejidos fueron 

conservados en refrigeración hasta su uso.  
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2.3 EXTRACCIÓN DE ADN 

2.3.1 Extracción del ADN en la palma de cocotero usando el tejido del 
tronco 

 
La extracción del ADN del tronco de la palma de coco se realizó de la siguiente 

manera:  

1.​ La muestra con CTAB se incubó durante 15 min a 65º C en un baño 

maría. 

2.​ En dos tubos eppendorf se colocó 1ml de la muestra. 

3.​ Se le añadió 1ml de fenol-cloroformo, se mezcló correctamente hasta 

formar una emulsión. 

4.​ Se centrifugó a 14000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

5.​ Se recupera el sobrenadante evitando tocar los residuos, el 

sobrenadante se transfiere a otro tubo eppendorf de 2 ml. 

6.​ Al sobrenadante se le añadió 400 ml de isopropanol y 40 ml de acetato 

de sodio, se mezcla suavemente por inversión. 

7.​ Se incubó durante 60 minutos a -20ºC. 

8.​ Después de culminar los 60 minutos, se centrifugó a 14000 rpm durante 

10 minutos. 

9.​ El sobrenadante se descartó y se le agregó 500 ml de etanol frío al 70% 

para lavar la pastilla formada. 

10.​Se centrifugó a 7500 rpm durante 5 minutos. 

11.​El etanol se descartó en un recipiente cuidadosamente, evitando no 

botar la pastilla y se dejó secar durante 20 minutos. 

12.​Finalmente, se le agregó 100 µl de agua ultrapura para poder disolver la 

pastilla. 
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2.3.2 Extracción de ADN en el tejido de la hoja 

 
Para la extracción de ADN del tejido de la hoja se usó el nitrógeno líquido, 

usando la siguiente metodología:  

1.​ Se cortaron fragmentos pequeños de la hoja y se pesó en una balanza 1 

g de estas. 

2.​ Se colocaron en un mortero y se pulverizaron con nitrógeno líquido con 

la ayuda de un pistilo. 

3.​ Al tejido ya pulverizado se le agregó 5 ml del CTAB (previamente 

calentado a 65ºC) para evitar su oxidación. 

Nota: si el tejido al momento de pulverizarlo con nitrógeno líquido queda 

demasiado congelado, se espera a que este quede líquido para posteriormente 

dar seguimiento al protocolo. 

4.​ En un tubo eppendorf se colocó 1 ml de la muestra y se incubó durante 

15 min a 65ºC en baño maría. 

5.​ Se le añadió 1ml de fenol- cloroformo y se mezcló correctamente. 

6.​ Se centrifugó a 14000 rpm por 5 minutos. 

7.​ Se recupera la fase acuosa y se transfiere a otro tubo eppendorf de 1.5 

ml. 

8.​ Se le añade 400 ml de isopropanol y 40 ml de acetato de sodio, se 

mezcla suavemente. 

9.​ Se incuba durante 1 hora a -20ºC. 

10.​ Pasada la hora se centrifugó a 14000 rpm durante 10 min. 

11.​El sobrenadante se tira y se le agrega 500 ml de etanol al 70% para 

lavar la pastilla formada. 

12.​ Se centrifugó a 7500 rpm por 5 min. 
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13.​ El etanol se derramó cuidadosamente para evitar botar la pastilla y se 

dejó secar durante 20 min. 

14.​ Posteriormente se le agrega 500 µl de agua ultrapura y se disuelve la 

pastilla. 

Evaluación de la cantidad y calidad del ADN. 

Para determinar la cantidad y calidad del ADN extraído de los tejidos de tronco 

y hoja se empleó el NanoDrop One Thermo Scientific usando 2 µl de la 

muestra.  

Evaluación de calidad del ADN por electroforesis 

También se evaluó la calidad de ADN extraído mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 1%. Esto se realizó de esta manera: 

1.​ Se pesó 0.35 g de agarosa y se le añadió 35 ml de buffer TAE 1X, se 

colocó en un matraz. 

2.​ Se pesó en una balanza y se diluyó notando que ya no tenga grumos. 

3.​ Se le agregó 2 ml de bromuro de etidio, se mezcló correctamente. 

4.​ En una bandeja pequeña se colocó la mezcla, se colocó el peine y se 

quedó por 15 min para que esta pueda quedarse como un gel. 

5.​ Pasado los 15 min se colocó en el equipo de electroforesis y se llenaron 

las pocetas que se formaron, se usó 5µl del marcador molecular de 1kb 

y un marcador de pares de bases. 

6.​ Se realizó electroforesis por 30 minutos a un voltaje de 90V. 

7.​ Finalmente se observaron las bandas en un equipo de foto 

documentación de geles. 
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2.4 Detección del fitoplasmas por medio de PCR anidado. 

 
La amplificación de ADN extraídos se realizó en una PCR convencional y se 

realizaron las siguientes rondas: 

Primera ronda de amplificación  

En esta primera ronda se utilizó 14.75 µl de H2O, 5 µl de PCR buffer, 0.25 µl de 

MgCl, 0.5 µl de dNTPs, 1.0 µl de P1 y P7 (cebadores), 0.5 µl de la Taq 

polimerasa (phire) y 2.0µl de ADN templado, obteniendo un volumen total de 25 

µl. Estas se colocaron en un tubo Eppendorff, posteriormente se mezcló en un 

vortex, se centrifugó por 3 segundos en una microcentrífuga y se colocaron en 

la PCR convencional.  

Segunda ronda de amplificación 

En la segunda ronda se diluyó con 200 ml de H2O la muestra de amplificación 

de la primera ronda. Se preparó una mezcla utilizando 9.75µl de H20, 5 µl de 

PCR buffer, 0.25 µl de MgCl, 0.5 µl de dNTPs, se usaron 2.0 µl de los 

cebadores R16F y R16R, 0.5 µl de la Taq polimerasa y 5.0 µl de ADN 

templado, se obtuvo un volumen de 25 µl en total. Se colocaron en un tubo 

Eppendorf, se agitó correctamente, se centrifugó en una microcentrífuga por 3 

segundos y se llevó a cabo la segunda ronda de amplificación. 

 

2.5 Detección de fitoplasmas por medio del ensayo SecA qPCR-HMRA  

 
La detección de fitoplasmas en las muestras con esta técnica se utilizó el gen 

SecA como blanco. La máster mix se preparó de la siguiente manera: en un 

tubo de PCR de 200 µL se le añadieron los siguientes componentes:  6 µl de 

H2O, 10 µl de PCR buffer, 1.0 µl de SYBR-Green como fluoróforo, 0.5 µl de los 

iniciadores SecA Forward y SecA Reverse y 2 µl de ADN templado, se obtuvo 

un volumen total de 20 µl. 
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La amplificación del gen SecA del fitoplasma se llevó a cabo en el 

termociclador Rotor Gene plus (QIAGEN), el cual estuvo acoplado a una 

computadora que contiene un software, que nos permitio monitorear cada ciclo 

de amplificación y análisis de los resultados.  En cada corrida se incluyeron un 

control negativo y un control positivo, el positivo fue una muestra de palma de 

cocotero infectada con AL, el cual sirvió para poder verificar que la reacción se 

realizó de manera correcta. En el control negativo se utilizó agua totalmente 

pura, en este caso igual se puede utilizar una muestra de palma de cocotero 

completamente sana.  

 

2.6 Evaluación de los amplicones con la técnica de HRM.  

Este análisis se realizó inmediatamente después de la amplificación por PCR 

en tiempo real, es automático, es decir el mismo equipo lo realiza solamente se 

tiene que programar. El parámetro más importante es el rango de temperatura 

al cual se someten las muestras, en este caso fue de 68°C a 90°C.  

Para esto se utilizaron los ADNs de muestras de palma de cocotero infectadas 

con el fitoplasma del AL subgrupo A y muestras de la palma Phoenix dactylifera 

infectada por el fitoplasma del subgrupo D. Estos ADN fueron secuenciados e 

identificados previamente mediante una prueba de BLAST en el GeneBank 

 

CAPÍTULO 3. 

3.1 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 
Extracción de ADN y evaluación de la cantidad y calidad del ADN  

La extracción de los ácidos nucleicos de las palmas empleando el CTAB, se 

logró obtener ADN en ambos tipos de tejido (tronco y hoja) utilizados para la 

detección del patógeno; sin embargo, la cantidad y calidad fueron distintos. En 

general el ADN aislado fue mayor en cantidad y calidad en las hojas que en el 

tronco; pero lo suficiente para ser utilizado en los ensayos de PCR tanto para 
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PCR anidado como para PCR en tiempo real y poder detectar la presencia del 

patógeno ya que Cordova et al 2017 pudo detectar al fitoplasma del AL en un 1 

ng de ADN total de la palma. Los valores del coeficiente entre 260/280 de las 

muestras fueron bajos en los tejidos del tronco, pero más altos en los de la 

hoja. Se sabe que muestras con un coeficiente cercano a 2.0 contiene un ADN 

de buena calidad y muestras más bajo su calidad es inferior.  

 

Tabla 1 
Cantidad de ADN obtenido en diferentes tejidos de palmas 

Muestras ng/µl Absorbancia 

260/280 

Absorbancia 

260/230 

12-7-1 (tronco) 64.5 1.82 2.26 

8-15-4 (tronco) 196.4 1.67 1.35 

7-8-1 (hoja) 1739.8 1.81 1.71 

1-4-6 (tronco) 33.0 1.76 2.52 

4-7-4 (hoja) 250.6 1.32 0.55 

15-07-16 (tronco) 116.0 1.77 1.52 

10-2-8 (hoja) 234.4 1.83 1.00 

 

Por otro lado, también se determinó la calidad del ADN por medio de un gel de 

agarosa al 1.0%. Figura 3. Gel de agarosa al 1% después de ser corrido 

(electroforesis) y teñido con bromuro de etidio.  

 

Detección del fitoplasma 

Después de ser evaluada la cantidad de ADN de las muestras en algunas de 

ellas se tuvo que hacer una dilución para poner como templado más o menos 

50 ng/µl ya que un exceso puede inhibir la reacción de PCR.    
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Como se ha comentado en materiales y métodos, la detección del fitoplasma 

asociado al AL por medio de PCR anidado se tuvo que realizar dos rondas de 

amplificación. En la primera ronda se emplearon los iniciadores P1 y P7 que 

son primer generales para fitoplasma y en la segunda ronda se usaron los 

primer LY 503F/ LY16F que son específicos pare el grupo de fitoplasmas del 

amarillamiento letal. En la Figura 3 se presenta un ejemplo de un gel de 

agarrosa después de haber sido corrido por electroforesis y teñido con bromuro 

de etidio y fotografiado con el equipo fotodocumentador Gel-Doc de Biorad. Las 

muestras positivas son aquellas que se observa una banda es decir donde se 

logró amplificar al patógeno y las negativas no se observa esa banda.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  3. Gel de agarosa de los productos de amplificación de PCR anidado en muestras de 
cocotero. Las muestras 1-3 son positivas y la 4 y 5 son negativas, marcador molecular (1KB) 

 

Detección del fitoplasma del AL en PCR tiempo real 

En la Figura 4 se muestra la cinética típica de amplificación por PCR en tiempo 

real; en esta gráfica se presenta la línea base o threshold (línea roja), si la 

cantidad de fluorescencia (eje Y) emitida por una muestra está por debajo de la 

línea base la muestra se considera negativa, por el contrario, si está por arriba 

la muestra se cataloga positiva. En el eje X están los ciclos de amplificación, es 

decir cuántos ciclos tuvo que pasar para que una muestra rebase la línea base 

o umbral, esto se le conoce como Ct (ciclo umbral).  En la Tabla 2 se presentan 

26 

 



los resultados de un análisis de palmas de cocotero con el sistema qPCR 

SYBR- Green. Muestras con un Ct = < a 30 Ct se considera como resultado 

positivo de acuerdo con nuestros parámetros establecidos por Cordova et al, 

2014.  

Tabla 2 
Resultados de PCR tiempo real 

Palmas evaluadas Ct 

12-7-1 25.15 (+) 

8-15-4 23.6 (+) 

10-2-8 23.23 (+) 

1-4-6 29.55 (+) 

15-07-16 26.40 (+) 

Control positivo 25.42  

Control negativo 35.56 

 

 

 

Figura  4. Las que cruzan la línea umbral son consideradas positivas y las que no son 
negativas, es decir; no están infectadas por amarillamiento letal 
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Análisis con la técnica HRM. 

Como se puede observar en la figura 5 se formaron dos picos de temperatura 

bien definidos. El pico con la temperatura de 71°C corresponde al fitoplasma 

del subgrupo D y el otro pico a 72.4°C corresponde al del subgrupo A. Estos 

resultados, aunque preliminar demuestran que el HRMA es capaz de mostrar la 

variación genética que existe en gen SecA de los fitoplasmas causantes de las 

enfermedades tipo amarillamiento letal en palmas.  

Tabla…Palmas utilizadas para la realización del análisis de alta resolución de 

fusión del ADN 

Muestras 
analizadas 

Especie de 
´palma 

Cepa de 
fitoplasma 

Temperatura de fusión del 
amplicón (°C) 

1 Cocos nucifera 16SrIV-A 72.18 

2 Cocos nucifera 16SrIV-A 72.11 

3 Cocos nucifera 16SrIV-A 72.3 

4 Cocos nucifera 16SrIV-A 72.15 

5 Cocos nucifera 16SrIV-A 72.01 

6 Adonidia 
merrrillii 

16SrIV-A 72.01 

7 Adonidia 
merrrillii 

16SrIV-D 71.10 

8 Adonidia 
merrrillii 

16SrIV-D 71.31 

9 Phoenix 
dactylifera 

16SrIV-D 71.40 

10 Phoenix 
dactylifera 

16SrIV-D 71.12 

11 Phoenix 
dactylifera 

16SrIV-D 71.01 

12 Phoenix 
dactylifera 

16SrIV-D 71.21 
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Figura  5.  Análisis de alta resolución de fusión de productos de PCR del gen SecA de 
fitoplasmas asociados a las palmas. En esta gráfica se puede observar dos picos de 
temperatura que corresponden a los dos subgrupos16SrIV-A y -D.  

 

DISCUSIÓN 

Se realizaron análisis en varios tipos de palmas, en algunas presentaban los 

síntomas del AL pero no estaban infectadas y para investigaciones futuras se 

podrán usar como un control negativo del AL. 

De igual manera los análisis demuestran que la técnica HRMA facilita la 

detección del AL en la palma de cocotero y en otros tipos de plantas que 

presentan los síntomas de esta enfermedad.  Los resultados que se obtuvieron 

al realizarse los análisis dependieron mucho de la cantidad y la calidad del 

ADN, el cual facilitó la detección del fitoplasma.  El ensayo SecA utilizado 

ayudó a detectar más rápido el fitoplasma con dos iniciadores SecA Forward y 

SecA Reverse. 
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CAPÍTULO 4. 

CONCLUSIONES 

 
Las técnicas moleculares para el diagnóstico del AL y otras aplicaciones son 

muy sensibles y específicas para la detección de los fitoplasma causantes del 

AL.  

El ensayo SecA qPCR-HMRA desarrollada en el presente trabajo puede 

identificar las cepas del fitoplasma del AL 16SrIV-A y-D en un solo paso y 

utilizando un solo par de cebadores 

La implementación del ensayo SecA qPCR-HMRA facilitará la identificación de 

los distintos subgrupos de fitoplasma que afectan al cocotero y otras palmas 

ayudando a entender el patosistema de la enfermedad del amarillamiento letal.   
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Recomendaciones: 
Cuadros y figuras. 
 

 

Figura  6. Un gel de agarosa donde se muestra los diferentes tamaños de los productos 
amplificados por (Iván Cordova 2022) 

 

 

Figura  7. Display principal de equipo de PCR Bio Rad T100 Thermal Cycler Parámetros 
usados para la PCR anidada (Cordova, 2023) 
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