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RESUMEN

Con la finalidad de generar informacion acerca de la ocurrencia y diseminacion de
la enfermedad Amarillamiento Letal (AL) del cocotero (Cocos nucifera L.) en la
region costa del Pacifico Mexicano, en el presente trabajo se plantearon los
siguientes objetivos: 1) Deteccién de fitoplasmas en palmas de cocotero
establecidas en la costa Pacifico, y 2) Comparacion molecular de los fitoplasmas
hospedantes de las palmas de cocotero en seis estados de la costa Pacifico, con
los del estado de Veracruz en el Golfo de México. Para la deteccidn de fitoplasmas
se utilizaron las técnicas de la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) y PCR
anidada. Con los iniciadores P1/Tint que amplifican el gen 16S del RNA ribosomal
(rRNA), y el -espacio intergénico entre los genes 16S y 23S del rRNA, se
amplificaron fragmentos de 1600 pb aprox., tanto en muestras de la costa Pacifico
como del estado de Veracruz. La PCR anidada utilizando los iniciadores fU5/rU3 y
503f/LY16Sr a partir del producto de la PCR inicial con P1/Tint, mostrd resultados
mas precisos en la deteccion del agente causal del AL. Loé fragmentos
amplificados tanto en PCR como en PCR anidada con los iniciadores antes
mencionados, se sometieron a un andlisis de polimorfismo en la Io‘ngitud de los .
fragmentos de restriccion (RFLP) utilizando las enzimas Alul, Mboly Mbo1l, y se
compararon los perfiles observados y esperados de acuerdo con simulaciones
realizadas utilizando el programa DNA Strider. Con las tres enzimas de restriccidn
mencionadas, se obtuvieron perfiles iguales en las muestras rerresentativas de los
siete estados estudiados. Con los resultados obtenidos podemos advertir la
presencia de fitoplasmas en los estados de Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Colima,
Jalisco y Sinaloa en la costa del Pacifico Mexicano, asi como determinar que el
fitoplasma encontrado en dichas regiones tiene gran similitud con el fitoplasma
causal del AL que afecta a las palmas de cocotero del estado de Veracruz en el
Golfo de México.



I. INTRODUCCION

En México, el cocotero Cocos nucifera L. es un cuitivo tipico de las zonas
costeras, se siembra desde Veracruz hasta Yucatan en el Golfo de México, y en el
Pacifico desde Sinaioa hasta Chiapas. La superficie sembrada con este cultivo en la
region del Golfo se ha visto muy afectada por la presencia del agente causal del
Amarillamiento Letal, del cual se tienen evidencias que pertenece al genero
Phytoplasma y es transmitido por un insecto vector conocido como chicharrita
palida, Myndus crudus Van Duzee, (Homoptera: Cixiidae) (Cordova y Narvaez,
2001).

Hoy en dia, la superficie de cocotero sembrada en la costa del Pacifico
Mexicano también se esta viendo dafiada por una enfermedad parecida al-
Amarillamiento Letal y se tiene la sospecha de que su agente causal este
relacionado con el de la regién del Golfo de México. Se han llevado a cabo
diagndsticos de la enfermedad de acuerdo con la sintomatologia presente en las
palmas, pero este método es tardio y poco confiable, ya que algunos sintomas son
similares a deficiencias nutricionales y a otras enfermedades. Recientemente, la
aplicaciéon de técnicas moleculares para el.diagndstico de enfermedades han
permitido precisar los agentes causales involucrados (Ahrens y Seemdiiler, 1992;
Chen et al/, 1989). La técnica de Biologia Molecular comiinmente empleada para
la deteccion y comparacion de fitopatdgenos es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) complementada con el analisis polimérfico en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP), ambas ofrecen ventajas como mayor
sensibilidad, especificidad y permiten obtener resultados rapidos, asi como la
comparacion de diferentes patdgenos con la finalidad de distinguir relaciones o

diferencias genéticas entre ellos.

Debido a reportes recientes sobre la ocurrencia de sindromes parecidos a

los del AL en lugares colindantes al Océano Pacifico, y a Ia incertidumbre sobrela



similitud del agente causal encontrado, con el que ocasiona la enfermedad en las
palmeras del Golfo de México, se ha detectado la necesidad de confirmar la
ocurrencia del AL y obtener informacion sobre la existencia de otros fitoplasmas
presentes en palmas de la zona costa Pacifico, por lo cual, los esfuerzos del
presente trabajo van dirigidos a la generacidon de informacién que permita
confirmar la presencia del AL y/6 de otros fitoplasmas en los estados de Oaxaca,
. Guerrero, Michoacan, Colima, Jalisco y Sinaloa utilizando las técnicas de la PCR,

PCR anidado, y el analisis de restriccion de los productos amplificados.
1.1 HIPOTESIS

1. La enfermedad Amarillamiento Letal se encuentra presente en las
palmas de cocotero establecidas en la costa del Pacifico en México.

2. El agente causal del Amarillamiento Letal de las palmas de cocotero
localizadas en el area de influencia de la costa del Pacifico y del Golfo de

México, es el mismo.
1.2 OBIJETIVOS

Deteccion y comparacién de fitoplasmas presentes en palmas de cocotero
establecidas en seis estados de la costa del Pacifico Mexicano y en muestras de
palmas procedentes del estado de Veracruz en el Golfo de México, utilizando las
técnicas de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR), PCR anidado y un
analisis de los perfiles de restriccidon de sus productos.



II. REVISION DE LITERATURA
2.1 Importancia econémica y social del cocotero

México es afortunado por tener una extensa zona costera con clima adecuado para
el cultivo de plantas tropicales, como el cocotero Cocos nucifera L. que sirve de
sustento a muchos productores, ademas de embellecer el paisaje en los destinos
turisticos. Sin embargo en los Ultimos seis anos el cultivo de palma de coco perdid
su rentabilidad, a consecuencia de lo cual disminuyd 4% la superficie plantada. Por
ende, la produccidon de copra disminuyd 23%, al derribarse plantaciones y generar
el abandono de 30 mil hectareas, situacién que dio lugar al problema social que
. afecta directamente a.50 mil productores y otros grupos sociales. En consecuencia,
. la industria procesadora de copra, que en el pais emplea a cerca de ocho mil
obreros, también se encuentra en crisis, pues del total de 29 fabricas, solamente
13 estan en operacion, y trabajan al 60% de su capacidad instalada

(http://pri.senado.gob.mx/comisiones/agricultura/28dic00propuestapalmacoco.htmil).

Hasta 1982, en México la superficie cultivada con cocotero era de
-aproximadamente 207 mil hectareas, actualmente esta superficie se ha reducido,
sin embargo, se mantiene el primer lugar de produccidon en América Latina y el
décimo a nivel mundial (Oropeza y Arellano, 1994). El cultivo es importante no
sélo por el alto valor de su produccién, calculado en mas de 150 millones de pesos
anuales, sino también por las mas de 70 mil familias que de él dependen y por el

atractivo turistico que significa (Carrillo y Pifia, 1994).

Es preciso sefialar que el cocotero es uno de los cultivos tropicales de gran
importancia para México, en el afo 2000 ocupaba 171,916 hectareas,
principalmente en las costas de Guerrero, Colima, Tabasco y Oaxaca, los cuales

concentran el 88% de la supeificie cultivada con cocotero en el pais (Cuadro 1) .~



Asimismo, la produccion anual de copra asciende a 204,030 toneladas, cuyo precio

es cercano a los 850 millones de pesos.
(http://pri.senado.gob.mx/comisiones/agricultura/28dic00propuestapalmacoco.html)

Cuadro 1. Superficie sembrada con cocotero en la Replblica Mexicana
(http://148.223.253.103/StateLevel/Query.jsp), (INEGI, 1998, 2000, 2001).

Estado Superficie sembrada
| (Has)
Guerrero 83,938
Tabasco 26,889
Colima . 24,523
Oaxaca 10,330
Michoacan 9,847
Sinaloa 6,370
Jalisco 4,396
Campéche 2,750
Chiapas 841
Nayarit 773
Yucatan . 678
Veracruz 581
Total 171,916

Ademas del gran valor econémico que representa la coéecha anual de copra,
la palma de coco tiene trascendencia social, debido a que es cultivada en especial
por los productores de escasos recursos y se generan numerosos empleos tanto en
el campo como en la industria; por otra parte, la agroindustria nacional beneficia
diversos productos del fruto del cocotero, por ejemplo: de la estopa se producen |
fibras para rellenar asientos de automoviles y el polvillo se usa para las macetas de

5



invernadero; de la cascara dura de la nuez se produce carbdn activado, mientras
que de la nuez se obtienen otros productos para elaborar jabones, galletas,
confiteria, chocolates y harinas. Por Ultimo, el aceite de coco es el principal
subproducto, el 60 % se utiliza en la industria jabonera y el 20 % para leche
industrial, mientras que el resto se emplea en la elaboracion de mantecas, forrajes
y derivados quimicos

(http://pri.senado.gob.mx/comisiones/agricultura/28dic00propuestapalmacoco.html ).

El impacto del AL en México tambieén ha sido turistico, ya que los estados
de Yucatédn y Quintana Roo que es en donde fue detectado por primera vez no
son productores importantes del cocotero. Asi mismo el AL representa una
amenaza ecoldgica ya que ataca no solamente al cocotero sino también a otras 30

especies de palmas (Thomas y Norris, 1980).

2.2 Amarillamiento Letal del Cocotero

En términos generales el nombre de “Amarillamiento Letal” (AL), se refiere a la
- decoloracidn progresiva de las frondas de las palmas, que culmina con la muerte

de la planta (Maramorosch y Hunt, 1981).

El AL es una enfermedad devastadora que afecta a més de 30 especies de
- palmas (Thomas y Norris, 1980; McCoy et al, 1983; Harrison et al, 1999)
incluyendo al cocotero. En afios recientes se ha reportado en diferentes paises;
México en 1979 (McCoy, 1982), Belice en 1994 (Escamilla et a/, 1994), Honduras
en 1996 (Ashburner et a/, 1996) y en Guatemala 2001 (C. Oropeza, com.
Personal). El efecto del AL es mas notorio en el cocotero ya que es una palma muy
abundante y es parte integral del paisaje de las regiones tropicales. En el caribe ha
causado en los Ultimos cincuenta afos epidemias que han matado a millones de
palmas, resultando en serias pérdidas econdmicas para cientos de miles de familias
cuyos ingresos dependen directa o indirectamente del cocotero. Esto ha sido



favorecido por la rapidez con que el AL se dispersa y el no contar con métodos

eficaces para su control.

2.2.1 Sintomatologia. Regularmente nos basamos en una escala-de severidad
de la enfermedad para determinar el grado de avance del AL, esta consta de
nueve estadios que van desde la etapa de incubacién hasta la muerte de la palma
(McCoy et a/,, 1983). Los aspectos principales de dicha apariencia son:

« FEtapa presintomatica que comienza cuando el organismo tipo micoplasma
ingresa al floema de las palmas via el insecto vector y se incuba hasta que
aparece el primer sintoma visual. Se especula que esta puede durar
semanas 0 meses.

» La caida de frutos y el necrosamiento de inflorescencias; sintoma mas
caracteristico de la presencia del AL. La desventaja es que en palmas’

- jévenes la falta de frutos e inflorescencias relegan la aparicion de hojas
amarillas

« Amarillamiento de hojas inferiores, intermedias y superiores. Aunque bien
se sabe que el amarillamiento de las hojas puede ser causado por varios

problemas nutricionales y fitosanitarios del cultivo del cocotero.

« Tronco sin follaje (poste de teléfono).

Se ha estimado que probablemente transcurren entre la adquisicion del
patégeno y la aparicion del primer sintoma de 7 a 15 meses, y entre el primer

sintoma y la muerte de la palma de 3 a 6 meses.

2.2.2 Agente causal y vectores asociados. Los micoplasmas y fitoplasmas son
organismos celulares que pertenecen a la clase Molicutes, a diferencia de-las

bacterias no tienen pared celular y pueden pasar a través de filtros que retienen



las bacterias, contienen DNA vy ribosomas, pero no tienen ndcleo ni otro organelo
complejo (http//nsl.oirsa.org.sv/Di02/Di0202/Di020202/Cocotero02.htm).

El fitoplasma de la palma de cocoterc es variable en forma, se pueden
observar formas esféricas y filamentosas, sin pared celular, con una unidad de

membrana trilaminar, poseen ribosomas y DNA sin estar organizado en un ndcleo

(Simone, 1992).

Estudios realizados por microscopia electrénica en los afios setenta,
permitieron detectar en los vasos conductores del floema de palmas con sintomas
de AL la presencia de fitoplasmas, previamente conocidos como organismos tipo
micoplasmas, y confirmar una relacion causa-efecto de estos microorganismos con
la enfermedad (Hunt ef g/, 1974; McCoy, 1972).

Aungue morfolégicamente los OTMs patogénicos de plantas son parecidos a
los micoplasmas asociados con animales y otros hospederos (Tully y Whitcomb,
1979; Whitcomb y Tully, 1990), los primeros no han podido ser cultivados /7 vitro,
por esta razon su origen evolutivo y diversidad genética es incierta (Namba et al.,
1993). Con base en lo anterior la identificacion provisional de los OTMs fue basada
casi completamente sobre el ambito de hospederos, sintomatologia de la

enfermedad y las relaciones patdgeno-vector (Lee et a/., 1992).

Myndus crudus Van Duzee, es la especie mas comun del orden Homdptera
encontrada en palmas de cocotero y en otras especies de palmas susceptibles al
AL, tanto en Florida (Howard y Mead, 1980) como en Jamaica (Schuiling, 1976).
Los aduitos de M. crudus, se alimentan sobre el follaje de las palmas, pero
ovipositan en el suelo (Eden-Green, 1978); las ninfas desarrollan bajo suelo y se
alimentan de las raices de los pastos, uno de los mas comunes es el San Agustin.

La evidencia mas convincente de que M. crudus es un vector del AL, fue reportado



por Harrison y Oropeza (1997), quienes detectaron al fitoplasma causante del AL

en M. crudus por medio de PCR.

2.2.3 Hospederos. El AL, ataca por lo menos 34 especies de la familia Palmaceae
(Cuadro 2), entre ellas el cocotero Cocos nucifera L., teniendo como hospedantes
del vector algunas especies de las familias Graminaceae 'y Pandanacese
(http://nsi.oirsa.org.sv/Di02/Di0202/Di020202/Cocotero06.htm).

2.2.4 Distribucién geogréfiéa y situacion adual en México. El AL se
encuentra distribuido desde los Estados Unidos de América en Miami, pasando por
México. En Centro América: Belice y Honduras. En el Caribe: Bahamas, Cuba,
Jamaica, Haiti, Republica Dominicana e Islas Caiman
(http://ns1.oirsa.org.sv/Di02/Di0202/Di020202/Cocotero01.htm).

La enfermedad del AL del cocotero fue observada por primera vez en
México en 1977 y confirmada en 1982 (McCoy, 1982), en la peninsula de Yucatan.
{McCoy et al., 1983). A partir de esta fecha se ha distribuido aproximadamente

650 Km. al este y cerca de 350 Km. al sur del foco de origen.

La amenaza economica del AL en la produccién coprera nacional mexicana
la constituyen las costas dél Golfo de Meéxico, en los estados productores de
Campeche, Tabasco, Veracruz y Yucatan; estados en donde se ha comprobado la
existencia del fitoplasma del AL (30,898 Has). En la costa del Pacifico, los estados
de Oaxaca, Guerrero, Colima, Michoacdn, Jalisco y Sinaloa (139,404 Has) tienen la

sospecha de la posible presencia del agente causal del AL.



Cuadro 2. Especies de palmas susceptibles al AL.

NOMBRE CIENTIFICO

NOMBRE COMUN

Aiphanes lindeniana
Allagoptera arenaria (Gomes) O.Knutze

Arenga engleri Becc.

Arikuryroba schizophilla (Mart.)Bailey
Acaelorrhaphe wrightii H. Wendl.
Borassus flabellifer L.

Caryota mitis Lour,

Chrysalidocarpus cabadae H. E Moore
Chrysalidocarpus lutescens

Cocos nucifera Lineaus

- Corypha elata Roxb.

Dictyosperma album (Bory) H.Mendl and Drude Ex

Sch.

Gaussia attenuata(O.F. Cook) Becc.
Gaussia maya

Howea belmoreana (Moore and Muell) Becc.
Hyophorbe verschaffeltii H- Wendl.

Latania loddigesii - -
Livistona chinensis (Jacq) R.Br. Ex Mart.

- Nannorrhops ritchiana (Grif) J.E.T. Altch

- Neodypsis decaryi Jumelle.

Phoenix canariensis Hort. Ex Chabaud
Phoenix dactylifera

Phoenix reclinata Jacq.

Pritchardia affines Becc. .

Pritchardia pacifica Seem & H. Wendl.
Pritchardia thurstonii F.J.Muell & Drude :
Ravanea hildebrandti H- Wendl Ex Bouche.
Roystonea regia (H.B.K.) O.F. Cook
Thrinax radiata

Veitchia merrilli (Becc)H.E. Moore

Veitchia montgomeryana

Veitchia spp

Washingtonia filifera

Washingtonia robusta H.Wendl.

Palma de la Costa

Palma Arikury
Palma de Everglades o Tasiste

. Palma Paimira

Palma Cola de Pescado
Palma Cabada

Palma Areca

Palma de Coco

Palma Talipot o Gebang

Palma Huracan o Princesa

Palma Puerto Rico
Palma Maya
Palma Belmore

‘Palma Huso
Palma Latan

Palma de Abanico Chino
Palma Mazari

Palma Triangulo

Palma Datilera Canaria
Palma Datilera

Palma Reclinata

Palma Kona

Palma Abanico de Fiji
Palma Thurston

Patlma Majestuosa

Palma Real Cubana

Palma Paja de Florida
Palma Manila o de Navidad
Palma de Montgomery
Palma Sunshine

Palma Abanico del Desierto
Palma Washington
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2.3 Métodos de diagnoéstico
El surgimiento de las técnicas moleculares ha impactado a la investigacidon en
Fitopatologia, particularmente para la deteccidon y el diagndstico de enfermedades.
En el caso de la deteccidn y el diagndstico de enfermedades causadas por
fitoplasmas las técnicas moleculares son particularmente importantes pues estos
microorganismos hasta el momento han resultado ser incultivables, lo que dificulta

su deteccidn por técnicas convencionales.

Las enfermedades producidas  por fitoplasmas y Organismos Tipo
Micoplasmas en general, son diagnosticadas con base en los hospederos y en los
sintomas inducidos en ellos. £l diagndstico de la enfermedad AL estd basado en la
naturaleza del agente causal, un organismo tipo micoplasma
(//nsl.oirsa.org.sv/Di02/Di0202/Di020202/Cocoterc02.htm).

Para hacer un diagndstico correcto del AL se tienen diversos métodos, todos |
gllos complementarios: Microscopia- electrénica, microscopia de florescencia,
tratamiento selectivo con antibidticos, sondas moleculares de DNA vy la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR).

2.3.1 Microscopia electronica. La microscopia electrénica fue la primera técnica
que reveld la infeccidn y/o presencia de OTMs en plantas e insectos (Doi et al,
1969). Esta técnica no es factible de utilizarse cotidianamente en estudios de
campo en reservorios de plantas o insectos vectores debido al alto costo y a que la
- infeccidn de los OTMs son morfolégicamente indistinguibles. Ademas el patégeno
no es detectado por microscopia electronica cuando se encuentra a bajas
concentraciones en el tejido examinado (Harrison et @/, 1994). En consecuencia
para estudios ecoldgicos, taxondmicos y de filogenia de los OTMs es necesario el
desarrollo de ensayos sensitivos y especfﬁcos. Khadhair et a/. (1998), utilizando la
técnica de microscopia electronica en muestras de tejido de hojas y peciolos de
plantas de perejil (Petroselinum hortense Hoffm) logré detectar estructuras de
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fitoplasmas que pertenecen al grupo de los aster yellows, principalmente en

células del floema.

2.3.2 Tratamiento selectivo con antibioticos. Después de varias decadas de
.investigacion, aun no se dispone de un tratamiento que cure permanentemente a
las plantas enfermas de AL. Estas pueden ser tratadas con antibidticos de la familia
de las tetraciclinas; oxitetraciclinas (McCoy, 1982) y después de algunos meses se
observa la remision de sintomas, pero el tratamiento debera repetirse cada tres o
cuatro meses, de lo contrario los sintomas reaparecen y finalmente la palma

muere. Este tratamiento no es utilizado para diagnédstico sino como medida
correctiva (Hunt et a/., 1974).

2.3.3 Microscopia de fluorescencia. Las técnicas histoquimicas de tincidon con
colorantes y fluorocromos permiten detectar la presencia de fitoplasmas de forma
simple vy rapida en los tubos del floema en plantas enfermas. Con el colorante
- Dienes se puede observar la presencia de los fitoplasmas en las células del floema
- formando puntos o masas azuladas (Seemuller, 1976; Cazelles, 1978 )

En virtud de que los OTMs se encuentran asociados. a los tubos del floema,
su presencia puede ser detectada en tejido fresco o guimicamente conservado por
medio de DAPI (4 -6 "Diamino-2-fenilindole), el cual es un reactivo que se une al
DNA y que fluorece bajo radiacion ultravioleta (Russel et al., 1975); sin embargo,
al igual que el método de la microscopia electrénica su sensibilidad se reduce
grandemente cuando la concentracion del patdogeno es baja en los tejidos .
analizados (Harrison ef a/, 1994), sobre todo en plantas lefiosas (Ahrens y
Seemiiler, 1992).

Khandhair et a/ (1997) utilizé la microscopia de fluorescencia he identificd
fitoplasmas en muestras condensadas de peciolo, tallo y raices que contenian
tejidos del floema de plantas de manzanilla (Matricaria perforata Mérat).

12



2.3.4 Sondas moleculares. La problematica mas importante para el avance del
estudio del AL a nivel mundial es su deteccion por métodos especificos.
Recientemente el Dr. Nigel Harrison, . de la Universidad de Florida, ha
implementado el uso de sondas moleculares de DNA para la deteccidon del AL.-
Esta herramienta de investigacion ofrece el potencial de conocer la ecologia y
distribucidn de los OTM.

Las sondas moleculares de DNA ya fueron probadas en Yucatan y han sido
_ capaces de hibridizar con extractos de DNA provenientes de palmas de cocotero
- enfermas, pero no de aquellas provenientes de palmas sanas (Escamilla et af, -
1994). Esta metodologia de diagndstico, aunque nueva, es especifica y ofrece el
potencial de ser usada para detectar y diagnosticar OTM-AL en un gran nimero de
muestras de tejidos, no solamente de palmas, sino también de insectos. Su
validacion. practica es de vital importancia para efectuar el diagndstico temprano,
detectar las zonas  de avance de la enfermedad, seguir su trayectoria y servira

también. para decidir acerca de las medidas de control fitosanitario mas adecuadas.

2.3.5 PCR. En ia actualidad una de las técnicas de Biologia Molecular
comunmente empleada para la detecciéri de fitopatdgenos es la reaccidn en -
cadena de la polimerasa (PCR) por todas las ventajas que ofrece, mayor
sensibilidad, especificidad y permite obtener resultados rapidos. La PCR es una
sintesis enzimatica /n vitro de millones de copias de un segmento especifico de

DNA que se lleva a cabo en ciclos térmicos.

La tecnologia de PCR permite la deteccion de un gen de secuencia conocida
presente en el genoma o en.mezclas de genomas aldn cuando la secuencia
buscada se encuentre en concentraciones muy bajas (Saiki ef al, 1988) y se

pueden detectar diferentes microorganismos como los micoplasmas en extractos

crudos.



Por otra parte mediante la técnica de PCR se requiere solamente de
cantidades pequerias de tejido infectado, se evitan los largos, tediosos y
frecuentemente ineficientes procedimientos de separacion de DNA del agente
causal y del hospedero, y-se reduce el tiempo de trabajo. Ademads esta
metodologia permite la obtencion de sondas para-el diagndstico de ciertas
enfermedades (Firrao et al, 1993) y se pueden identificar directamente a los
diferentes organismos tipo micoplasmas cuya secuencia ha sido ampilificada si se
usan iniciadores especificos (Schneider y Gibb, 1997; Stanoz ef a/., 1997).

La técnica de PCR ha manifestado un gran avance en la capacidad para
‘detectar e ‘identificar si mas de un tipo de organismo tipo micoplasma esta
asociado con una determinada enfermedad, o si una planta o insecto hospedero es
doblemente infectado por un segundo organismo tipo micoplasma (Namba ef al,
1993).

‘Smart et al. (1996), desarrolld iniciadores de PCR para identificar grupos
especificos de fitoplasmas de acuerdo con el espacio intergénico de los genes 165
y 23S rRNA de fitoplasmas, entre ellos estan los iniciadores P1/PYLR que detectan
todos los miembros del grupo proliferacién del manzano y los fPD/rPDS los cuales
- detectan (nicamente los fitoplasmas que pertenecen al grupo declinamiento del

peral.

Almeyda (1997) realizd estudios para evaluar la especificidad de los
iniciadores MMF/MMR, R16F2/R16R2, R16F2/MMR, P1/P7 y P1/Tint en DNA blanco .
proveniente de tejidos de cocotero (Cocos nucifera L.), cempaxichitt ( 7agetes
erecta)y yuca. Los iniciadores R16F2/R16R2 dieron una reaccion positiva en todas
estas especies. Estos resultados demostraron la universalidad de estos iniciadores
que amplifican todos los fitoplasmas que se someten a prueba. Por otra parte
Ceballos (2001) utilizoé los iniciadores fU5/rU3 y obtuvo una reaccion positiva
cuando utilizd DNA de teresita (Catharanthus roseus L.), cocotero (Cocos nucifera
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L) y papa (Solanum tuberosum L.), observando un producto de 900 pb

aproximadamente.

2.3.5.1 PCR-RFLP. La técnica de PCR-RFLPs considera la amplificacién selectiva
de una regidn especifica de una molécula de DNA y su digestién con enzimas de
restriccion tipo nucleasas que reconocen y cortan en una secuencia de nucledtidos
especifica. Con esta técnica obtenemos fragmentos de DNA de diferente tamafio
que. pueden variar entre individuos debido a cambios en o cerca de los sitios de
restriccidn, asi podemos ubicar un gen al correlacionar una caracteristica con una

longitud del fragmento (Brown, 1990).

El analisis del polimorfismo en los fragmentos de restriccion (RFLPs) permite
diferenciar patégenos de productos amplificados a través de la PCR. Las
- endonucleasas Ssp.1y Sfel mostraron los fragmentos de diferenciacion de los

fitoplasmas de proliferacién del manzano y declinamiento del peral (Lorenz et a/,

1995).

l.os fragmentos del genoma de fitoplasmas que infectan al cocotero,
cempaxuchitl y teresita, amplificados por PCR utilizando 'los iniciadores
R16F2/R16R2, y que fueron digeridos con la enzima de restriccion FcoR 1,
presentan el mismo patron de fragmentos, siendo imposible distinguir diferencia
entre ellos (Almeyda, 1997). Estos resultados confirman que realmente se
amplifico el gen 16S rRNA de fitoplasmas y concuerdan con los resultados
obtenidos por Schneider et a/. (1993), quienes indican que todos los aislados de -
diferentes OTMs que fueron sometidos al analisis de restriccién muestran un sitio
Unico de corte para £coR I, sin embargo cuando el producto fue digerido con la

enzima de restriccion A/u 1, se observaron dos fragmentos de restriccion.
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Gibb et &/ (1996), analizd por medio de RFLP productos de 1800 pb
digeridos con las enzimas A 1, Rsal y Mse 1y observd que las enfermedades
presentes en papaya (Carica papaya L.); vyellow crincle y mosaico gque son
causadas por fitopfasmas, presentaban el mismo perfil de restriccion, concluyendo
que el agente causal es similar en dichas enfermedades.
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II1. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Genética de 13
Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, iocalizado en

el municipio de Marin, Nuevo Ledn.

3.1 Fuente de fitoplasmas y muestreo de arboles

Se utilizaron 35 muestras de palmas de cocotero colectadas durante los afios 2001
y 2002 en siete estados de la Republica Mexicana; seis de ellos localizados en la
costa del Pacifico; Oaxaca, Guerrero, Colima, Jalisco, Michoacan y Sinaloa; y
Veracruz, ubicado en la costa del Golfo de México (Cuadro 3). En todos los casos
se utilizaron cinco muestras individuales de tejido vegetal (por cada estado)

obtenidas a partir del tallo en forma de aserrin, excepto en las muestras de

Veracruz, en donde se utilizaron meristemos apicales.

Para la obtencion de muestras se siguié el procedimiento recomendado por
Oropeza et a/. (2001), que consiste en utilizar un taladro para hacer un orificio en
el tronco de 5/8 de pulgada de diametro y 10 cm de profundidad
aproximadamente a 1.5 m de altura del suelo. Las virutas resultantes se
colectaron en una bolsa de plastico limpia abajo del sitio donde se hizo el orificio
evitando hacer contacto de las virutas con las manos ya que estas son el tejido
de donde se extraerd el DNA para anélisis. Una vez tomadas las muestras del
tronco de una palma, la broca se lavé con una solucidon de hipoclorito de sodio
(NaOCl) al 3% y después se enjuagd con agua. Esta operacidn se realizd antes de
hacer un orificio en otra palma para evitar contaminacion cruzada de una palma a

otra.
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Cuadro 3. Localidades de muestreo de las palmas de cocotero utilizadas para la

deteccion y comparacién de fitoplasmas.

# de Estado Municipio
muestra

1 Oaxaca Pinotepa nacional

2 San Pedro Mixtepec

3 Santa Maria Colotepec

4 - Matias Romero

5 Juchitan

6 Guerrero Teniente José Usueta

7 La Unidn

8 Petatldn

9 Tecpan

10 Coyuca

11 Michoacan Lazaro Cardenas

12

13

14

15 \

16 Sinaloa Escuinapa

17

18

19 Rosario

20

21 Colima Tecoman

22 .

23

24 Cuyutlan

25

26 Jalisco Cihuatlan

27

28

29

30

31 Veracruz Tamiahua

32 ‘ Tuxpan

33 Tecolutla

34 Alto Lucero

35 Lerdo de Tejada
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Una vez obtenidas las muestras se marcaron las bolsas con la informacién
correspondiente a la localidad, niumero de muestra y fecha de muestreo, usando
un plumoén de tinta permanente, y se colocaron en una hielera para su

transportacion al laboratorio.

3.2 Extraccion de DNA

Para la extraccién del DNA total se utilizd el procedimiento de Doyle y Doyle (1990)
modificado, que consistio en lo siguiente: Se pesaron 0.2 g de tejido fresco en un
tubo eppendorf estéril de 1.5 mi, se agregaron 400 pl de solucidn de extraccion
precalentada a 60°C (CTAB a una concentraciéon del 2% p/v, Tris-HCI 100 mM pH
8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 1.4 M, polivinilpirrolidona 40,000 1% p/v). Previamente
a la solucion de extraccién se le agregé la cantidad requerida de B-mercaptoetanol
para obtener la solucién a una concentracion final del 0.2%, se homogenizd la

solucion y se incub¢ durante 30 min a 60°C, mezclando ocasionaimente.

- Al extracto se le agregd un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1),
se mezcld suave pero completamente y se centrifugd a 5000 g durante 5 min. Se
extrajo la fase acuosa y se le agregd un volumen de la solucién de precipitacion
(CTAB 1% p/v, Tris-HCIi 50 mM pH 8 y EDTA 10 mM pH 8), y se centrifugd por 5
min a 700 g. El precipitado se resuspendié en 100 pl de solucién amortiguadora
con alto contenido de sales (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 0.1 mM pH 8, NaCl 1 M).
El DNA se precipité adicionandole 0.7 volimenes de isopropanol frio, se mezcld por
inversion y se centrifugd a 5000 g durante 6 min. El precipitado se lavd con 200 i
de etanol al 80%, se centrifugd a 5000 g durante 3 min, se seco por inversién y
se resuspendid en 30 pl de solucién amortiguadora TE (Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM,

pH 8.0).

La cuantificacion del DNA se hizo por visualizacion directa de la

fluorescencia emitida por el bromuro de etidio al intercalarse entre la doble cadena
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de DNA, al colocar los extractos obtenidos en un gel de agarosa . al 1%, vy
comparando la intensidad emitida con un marcador de cantidad conocida (DNA
mass ltadder, Gibco, BRL).

3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa

Se realizaron las pruebas de PCR y PCR anidado a las 35 muestras individuales
. colectadas en las diferentes localidades de la costa Pacifico y del Golfo de México,

y se utilizaron diferentes iniciadores 6 primers y programas térmicos.

3.3.1 Comparacion de iniciadores. Los iniciadores utilizados en el presente
trabajo se describen en el Cuadro 4. P1/Tint y fU5/rU3 se consideran universales,
ya que amplifican la mayoria de los fitoplasmas, 503f/LY16Sr son mas especificos
al fitoplasma causal del amarillamiento letal del cocotero. Todos los iniciadores se
seleccionaron de la literatura consultada previa simulacidn computacional de
apareamiento con las secuencias molde disponibles utilizando el programa Amplify
version 1.2 ( Engels, 1993 ) (Figura 8 del apéndice).

Cuadro 4. Secuencias de los iniciadores utilizados para la amplificacion parcial del
-genoma de fitoplasmas presentes en palmas de cocotero colectadas en diferentes -
localidades.

Iniciador Secuencia Talla del Referencia
fragmento
amplificado

P1 5'- aag agt ttg atc ctg gct cag gatt-3°

Tint 5°- tca ggc gtg tgc tct aac cag ¢-3° 1600 pb Smart et al. (1996)
fUus 5°- cgg caa tgg agg aaa c-3’
rus 5°- ttc agc tac tct tig taa ca ~3° 882 pb Lorenz etal (1995)
503f 5'- cag cag ccg cgg taa tac ata-3’

LY16Sr. |5'- gct tac gca gtt agg ctg tc-3° 933 pb Harrison et al.

(1999)
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3.3.2 Condiciones de reaccion. Las reacciones en cadena de la polimerasa se
realizaron en tubos eppendorf de 200 pl los cuales contenian 2.5 pl de solucién
buffer 10x, 0.5 ul de desoxinucledsidos trifosfatados 10mM (PROMEGA), 2.0 ul de
MgCl, 25mM, 20 pmoles de cada iniciador (BIO-SYNTHESIS, INC.), 2.5 unidades de
7ag DNA polimerasa (PROMEGA), de 5 a 40 ng de DNA y se completé con agua
grado mili-Q hasta 25 ul.

Para el caso de PCR directo se utilizaron los iniciadores P1/Tint, y apartir de
sus productos se hicieron reacciones de PCR anidado comparando los pares de
iniciadores fU5/rU3 y 503f/LY16Sr.

Las reacciones se realizaron en un termociclador Minicycler PTC-150 (MJ
Research) y los programas térmicos fueron diferentes para cada par de iniciadores,
de acuerdo con el Cuadro 5.

Cuadro 5. Programas térmicos utilizados para la amplificacién del DNA de los

fitoplasmas presentes en cocotero.

Iniciador Etapa Temperatura | Tiempo | No. de
°C (seqg) ciclos
503f/LY16Sr Desnaturalizacion 94 60 1
Desnaturalizacion 94 30
Apareamiento 60 50
Polimerizacién 74 ‘ 120 35
Extension 74 240 1
P1/Tint Desnaturalizacion 94 60 1
Desnaturalizacion 94 | 30
Apareamiento 56 50
Polimerizacion 74 80 35
Extension 74 240
fu5/ru3 Desnaturalizacidén 94 60 1
Desnaturalizacion 94 30
Apareamiento 56 50
Polimerizacion 74 80 35
Extension 74 240 1
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Una vez concluido el proceso de amplificacion se observaron los resultados

utilizando la técnica de electroforesis en geles de agarosa.

3.3.3 Electroforesis en geles de agarosa. Para la preparacidon de los geles de
agarosa al 1%, se pesaron 0.3 g de agarosa y se agregaron 30 ml solucidén TBE
0.5x (0.045M Tris-HCL, 0.045M &cido bdrico, 1mM EDTA) se disolvié la agarosa
“con calor y se dejé enfriar hasta un temperatura aproximada de 55°C, se
agregaron 2 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml) y se mezcld la solucién. Se
depositd la solucion en un molde y se coloco éste en la cdmara de electroforesis
(HORIZON 58, Life Technologies). Una vez solidificado el gel, se agregd solucion
amortiguadora TBE 0.5x, hasta cubrir el gel aproximadamente 0.5 cm y se
cargaron los carriles. Las muestras de DNA o productos de PCR’s fueron
mezcladas con los colorantes azul de bromofenol y xilencianol, y posteriormente
depositadas en los orificios dejados por el peine. Se encendid la fuente de poder
(MODELO 250) a 64 volts por 5 min y luego se incrementd la corriente a 104 volts
por 40 min, aproximadamente el colorante recorrié tres cuartas partes dei gel. Se
visualizd el gel en un transiluminador con luz ultravioleta modelo TM 10 UVP, y se
fotografié el gel con una camara instantanea Polaroid blanco y negro modelo DS

34.

En el caso de productos de PCR digeridos se siguid el mismo procedimiento,
pero los geles fueron elaborados a una concentracion de 1.5% con agarosa de alta

resolucion (SIGMA).
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3.4 Analisis de restriccion de productos de PCR

Para determinar si existe algun tipo de relacion entre los fitoplasmas encontrados
en la region de la costa Pacifico y Golfo de México, los fragmentos obtenidos con la
amplificacion parcial del genoma de fitoplasmas presentes en las muestras de
cocotero, con los iniciadores P1/Tint y fU5/rU3 fueron sometidos a una digestion
con las enzimas de restriccién Mbo 1 y Mbo 11 que reconocen las secuencias
/GATC y GAAGA respectivamente, asi como con la enzima A/v 1 que reconoce la
- secuencia AGCT la cual fue utilizada (nicamente con los productos de P1/Tint.

Para conocer los sitios de corte esperados, previamente se realizd una
simulacién de digestién con la secuencias de fitoplasmas conocidas (Fig. 9 del
apéndice) y las enzimas Mbo I, Mbo Il y A/u 1, utilizando los programa DNA club y

DNA Star.

Para la digestion se utilizaron 17.5 ul de producto de PCR, al cual se le
- agregaron 2 ul de solucién amortiguadora compatible con la enzima utilizada, 0.5pl
(5 unidades) de la enzima de interés, 0.2 pl de BSA (10 ug pI™) . Se mezclé vy se
dejo incubando por dos horas. Después se visualizaron los productos obtenidos en

un gel de agarosa de alta resolucion (SIGMA) ai 1.5%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Extraccion de DNA

El DNA obtenido a partir de todas las muestras utilizadas aplicando el método de
extraccion Doyle y Doyle (1990) modificado, en general fue de buena calidad pero

de baja cantidad.

Las concentraciones de DNA obtenidas en las 35 muestras analizadas se
encontraron en un intervalo de 1.3 a 2.5 pg g' de tejido, sin embargo la
muestra nimero 35 alcanzd una concentracidn de 10 pg gt (Fig. 1), cabe
" mencionar que el tejido de esta muestra fue obtenido del meristemo apical o
cogollo y ésta fue la que mostré mejor éxito en la extraccién en cuanto a calidad y
cantidad de DNA-lo cual se atribuye a que éste tejido es mas joven, fresco y esta
en constante crecimiento, mientras que la mayoria de las muestras procedentes
del tronco venian mas secas y fenolizadas. A este respecto Doyle y Doyle (1990)
reconocen la importancia de utilizar material fresco para obtener mayores
rendimientos de DNA, pero en nuestro caso, la distancia entre las zonas de colecta .
-y el laboratorio favorecen el deterioro de las muestras aun y cuando son
transportadas con refrigerante. A pesar de lo anterior el DNA obtenido fue

suficiente para ser utilizados en las reacciones de PCR.

Almeyda (1997), utilizando también el método de extraccién de Doyle y
Doyle madificado (1990), en cocotero, obtuvo 2 pg g™* de DNA de buena calidad, a
apartir de muestras en las que inicialmente se tuvo problemas para el aislamiento

del DNA debido al gran contenido de compuestos fendlicos.
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Fig. 1. DNA gendmico de cocotero (Cocos nucifera L.} colectado en diferentes
regiones de la Republica Mexicana. Carriles 1-34, DNA obtenido a partir de tallo; y
carril 35 meristemo apical.

4.2 PCRy PCR Anidado

La prueba de PCR, se llevo a cabo con el DNA extraido de muestras del
tronco y de meristemo apical del cocotero. Los iniciadores utilizados fueron: para
el PCR inicial P1/Tint, y para PCR anidado fU3/rU5 y 503f/LY16Sr que amplifican
el gen que codifica para el 165 RNA ribosomal de diferentes OTMs y la region
intergénica del RNAt entre el gen 165 RNA Y 23S RNA en el caso del iniciador

Tint.

Los iniciadores P1/Tint amplificaron fragmentos de  1600pb
aproximadamente en las muestras que resultaron positivas (Fig. 2), tanto extraidas
a partir de tronco como de meristemo apical, tal y como se esperaba de acuerdo
con la simulacién computacional realizada utilizando las secuencias moldes
disponibles (Fig. 9 del apéndice) y las secuencias de los iniciadores referidos. Con
las 35 muestras utilizadas se logro una amplificacidn en cinco de ellas, entre

estas, dos colectadas en Veracruz, dos en Colima y una en Guerrero, lo anterior no
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es indicativo de que las demas muestras sean negativas como se verd mas
adelante con los resultados obtenidos con las reacciones de PCR anidadas. De
todos los productos de PCR obtenidos con los iniciadores P1/Tint se observd que el
estado de Veracruz mostré mayor intensidad de banda amplificada, esto se pudo
deber al tejido utilizado para la extraccion de DNA que en este caso fue rﬁeristemo
apical, asi como a la concentracion de DNA obtenida que fue mayor al resto de las

muestras.

También se visualizé un segundo grupo de muestras que amplificaron, pero
a diferencia de las primeras, estas presentaron una banda mas tenue, se puede
suponer que pudiera ser por las cantidades de DNA molde utilizadas en las
muestras de las demas localidades que fuercn entre los 10 a 20 ng en

comparacion con las de Veracruz que tenian de 30 a 35 ng.

Un-tercer grupo de muestras no mostraron amplificaciones, lo cual indica
que pueden ser negativos o falsos netgativos para fitoplasmas, debido a que
fueron bajas las cantidades de DNA molde utilizadas, siendo en este caso de 5 ng

a 15 ng muy por debajo de las del estado de Veracruz.

Almeyda (1997) al utilizar los iniciadores P1/ Tint logré reacciones positivas
de PCR con DNA gendmico extraido de cocotero amplificando un fragmento de
1600 pb, estos mismos iniciadores también fueron utilizados en la PCR para la
deteccién de fitoplasmas en: maravilla ( 7agetes erecta), papa ( Solanum
tuberosum), teresita ( Catharanthus roseus ), y mandioca ( Manihot esculenta ),'
en todas las especies vegetales antes mencionadas incluyendo palmas de coco sin
sintomas recogidas de zonas infectadas de AL, se amplificaron fragmentos al del

tamano esperado. Esto nos indica la universalidad de los iniciadores.
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B 1600pb

Fig. 2. Amplificacion de fitoplasmas por PCR utilizando los iniciadores P1/Tint y
DNA de cocotero muestreado en diferentes estados de la Republica Mexicana.
Linea M= Marcador de peso molecular Ladder 100 (Gibco, BRL ); Lineas 1 y 2
Veracruz, 3 y 4 Colima, 5 Guerrero.

En la PCR anidada se utilizaron los iniciadores fU5/rU3 y 503f/LY16Sr de
manera independiente, partiendo de los productos de la PCR inicial realizada con
P1/Tint. Los iniciadores fU5/rU3 tienen la caracteristica de universalidad al unirse a
secuencias molde de fitopltasmas de diferentes especies (Lorenz ef 4., 1995), en
cambio 503f/LY16Sr son considerados especificos para el agente causal de AL del
cocotero (Harrison et a/, 1999). '

En los resultados obtenidos con las 35 muestras utilizadas se encontré que
13 fueron positivas con los iniciadores fU5/rU3 y 11 positivas con los iniciadores
503f/LY16Sr. Estas muestras positivas se encontraron distribuidas en los siete
estados muestreados, con una mayor incidencia en Sinaloa (3 positivos), seguido
de Michoacan (3 positivos), Guerrero (2 positivos), Veracruz (2 positivos), Oaxaca
(1 positivo), Colima (1 positivo) y Jalisco (1 positivo). Hay que considerar que el
muestreo realizado fue heterogéneo pues mientras que en algunas regiones se
dirigié a plantas sintomaticas, en otras fue general, por lo tanto, la ocurrencia de
muestras positivas referida se debe tomar con la reserva del caso. También se
confirmd que los fragmentos amplificados de muestras obtenidas del meristemo
apical presentaban mayor concentracidn de fitoplasmas, ya que estos presentaban

product2s de gran intensidad tanto en PCR inicial como en PCR anidado. Con estos
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resultados se vuelve a corroborar que los tejidos ricos en floema tienen mas
presencia de fitoplasmas (Thomas y Norris, 1980).

En las reacciones de PCR directa que habian dado resultados negativos para
fitoplasmas, se encontrd que la mayoria eran falsos negativos ya que las mismas
reacciones al ser sometidas a PCR anidado con los iniciadores fU5/rU3 (Fig. 3) y
503f/LY165r (Fig. 4) amplificaron fragmentos de 882 y 930 pb aproximadamente.
Esto se debe a la baja concentracidn del DNA de fitoplasmas que se encontrd en la
reaccién de la PCR inicial ya que al someter esta a PCR anidada la sensibilidad y
especificidad de los iniciadores lograron multiplicar el DNA del patégeno. También
se puede atribuir en parte a los tamafios de fragmentos obtenidos con los
diferentes iniciadores, ya que P1/Tint amplifican una talla casi del doble que
fu5/rU3 y 503f/LY16Sr, lo cual resta actividad a la enzima 7ag DNA polimerasa.
Con respecto a las reacciones de PCR directa que continuaron siendo negativas en
PCR anidado, concluimos que son negativas, ya que ni los iniciadores fU5/rU3, ni
503f/LY16Sr, los primeros universales y los segundos especificos para el AL, fueron

capaces de promover amplificaciones.

M 1 2 3 4 5

2072 R
1500 8

882

600

Fig. 3. Amplificacion de fitoplasmas por PCR anidada utilizando los iniciadores
fuS/rU3 a partir de productos de P1/Tint. Linea M= Marcador de peso molecular
Ladder 100 (Gibco, BRL); Linea 1= Guerrero; Linea 2= Jalisco; Linea 3= Colima;
Linea 4= Veracruz; Linea 5= Testigo negativo.
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Los iniciadores 503f/LY16Sr también fueron utilizados en PCR anidado,
partiendo de una PCR directa con los iniciadores P1/Tint. En algunas reacciones se
obtuvieron fragmentos positivos de 930 pb y otras amplificaron tamafios
diferentes al esperado (Fig. 4), se sospecha que esto haya ocurrido debido a que
estos iniciadores pueden aparearse a sitios multiples que codifican para el gen 16S
RNA ribosomal del fitoplasma que infecta al cocotero como se observd en la
simulacién computacional. Almeyda (1997) utilizando los iniciadores R16F2/R16R2
que han sido reportados con éxito en la deteccion del fitoplasma asociado al AL
obtuvo resultados inconsistentes y fragmentos de diferente tamafio al esperado de
1200 pb. Con los iniciadores LYF1/LYR1 que también han sido reportados con alta
especificidad de apareamiento con el fitoplasma causante del AL (Harrison ef a’.,
1994b) ademas del fragmento esperado de 1000 pb amplificd otros fragmentos

inespecificos de diferentes tamafios.

930

Fig. 4. Amplificacién de fitoplasmas por PCR anidada utilizando los iniciadores
503f/LY16Sr a partir de productos de P1/Tint. Linea M= Marcador de peso
molecular Ladder 100 (Gibco, BRL); Linea 1= Guerrero; Linea 2= Jalisco; Linea 3=
Sinaloa; Linea 4= Colima; Linea 5= Veracruz.

4.3 Comparacion de fitoplasmas

De las 35 muestras analizadas en el presente trabajo, 13 amplificaron con los
iniciadores fU5/rU3, y de estos, 11 lo hicieron con 503f/LY16Sr. Basados en la
especificidad de los iniciadores 503f/LY16Sr, pudiéramos decir que el fitoplasma
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causal del AL presente en Veracruz es el mismo que el encontrado en los siete
estados del Pacifico.

Buscando establecer mayor contundencia en-la posible relacion entre los
fitoplasmas que infectan al cocotero de la regidn costa del Pacifico y el Golfo de
México, los fragmentos que fueron amplificados en la PCR con los iniciadores
P1/Tint vy fU5/rU3, fueron sometidos a tratamientos de digestion con enzimas de
restriccion. A los productos obtenidos de la amplificacion 503f/LY16Sr no se les dio
este tratamiento debido a la especificidad reconocida, puesto que se dice que
amplifican Unicamente al amarillamiento letal y la intencion de este trabajo fue en
parte la deteccidn de otros fitoplasmas presentes en las palmas de la costa
Pacifico, ya que la sintomatologia reportada en algunas regiones difiere de la
reconocida del AL.

-Los perfiles de los productos obtenidos con los iniciadores P1/Tint, al ser
digeridos con la enzima A/ 1 presentan en la Figura 5, pueden apreciarse 4
fragmentos con las siguientes tallas aproximadamente: 220, 320, 410 y 800 pb.
Sumando las tallas de los 4 fragmentos mencionados se obtiene un producto de -
1750 pb lo cual corresponde a la talla aproximada esperada con la amplificacion de .
P1/Tint, confirmando que el producto inicial corresponde a una seccién del
fitoplasma, asi como la efectividad de la digestion. Los fragmentos sefialados
fueron idénticos para las 5 muestras representativas, una de cada estado: Colima,.
Guerrero, Jalisco, Sinaloa y Veracruz, 0 que nos sugiere que el fitoplasma que
afecta las palmas de cocotero de la regién costa dél Pa_cn’ﬁco es muy similar al del
Golfo de México, ya que fueron comparados con la muestra del estado de
Veracruz. Esto también nos confirman que el producto obtenido de la amplificacion
correspondia al esperado y es posible que en este caso el gen y la region
intergénica no muestren suficiente variacién al menos en los 3 sitios de .

reconocimiento para distinguir el fitoplasma encontrado.
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Fig. 5. Perfiles de restriccion de productos de PCR, utilizando los iniciadores
P1/Tint y digeridos con la enzima A/ I en muestras de cocotero de diferentes
estados de la Republica Mexicana. Linea M= Marcador de peso molecular Ladder
100 (PROMEGA); Linea 1= Colima; Linea 2= Guerrero; Linea 3= Jalisco; Linea 4=
Sinaloa; Linea 5= Veracruz.

Khandhair et a/. (1998), digirié con la enzima A/ 1, productos obtenidos de
PCR a partir de muestras de perejil (Petroselinum hortense Hoffm) y los compard
con los de los aster yellows, sus resultados mostraron perfiles de restriccién
similares para el gen 16S rDNA del fitoplasma del perejil y aster yellow.

Al digerir con la enzima Mbo 1 el producto de PCR obtenido con fu5/rU3 se
pudieron observar los 2 fragmentos mayores de los 4 esperados, con sus
diferentes tamafios: 18, 49, 267 y 546 pb (Figs. 6 y 7), esto se pronosticé de
acuerdo con la simulacién computacional realizada con los programas DNA Strider
y DNA club. No fue posible observar los fragmentos de 18 y 49 pb a pesar de
utilizar un gel con agarosa de alta resolucién (High Strength) debido a que son
muy pequefios y se confunden con los iniciadores y bases no incorporadas. Este |
resultado junto con las digestiones con AW I también soportan la idea de la
similitud entre los fitoplasmas de la costa Pacifico y Golfo de México. |
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Fig. 6. Perfiles de restriccion de productos de PCR con los iniciadores fU5/rU3 y
digeridos con la enzima Mbo 1. Linea M= Marcador de peso molecular Ladder 100
(PROMEGA); Linea 1= Colima; Linea 2= Guerrero; Linea 3= Jalisco; Linea 4=
Sinaloa; Linea 5= Veracruz; Ll'nea 6= Michoacan; Li’nea 7= Oaxaca.

Al digerir con la enzima Mbo 11 los productos obtenidos con los iniciadores
fU5/rU3, los resultados mostraron los 2 fragmentos mayores de los 4 que se
esperaban, con los tamafios: 3, 75, 298 y 504 pb, de acuerdo con los programas

de simulacién antes mencionados (Fig. 7, carriles 5;6;7).

Mbo 1
Mbo 11
546 504
267 298

Fig. 7. Perfiles de restriccion de productos de PCR con los iniciadores fU5/rU3 y
digeridos con las enzimas Mbo 1 (lineas 1-4) y Mbo 11 (lineas 5-7). Linea M=
Marcador de peso molecular Ladder 100 (PROMEGA); Lineas 1 y 5= Colima; Lineas
2 y 6= Guerrero; Lineas 3 y 7= Veracruz; Linea 4= Sinaloa.

Integrando los resultados de los perfiles de restriccién de las 3 enzimas
utilizadas asi como las amplificaciones obtenidas con los 3 juegos de iniciadores
podemos concluir que existe una gran similitud entre los fitoplasmas de las dos
regiones, sin embargo podemos sugerir que es necesario utilizar mas muestras

tanto en las reacciones de PCR como en las digestiones, asi como otras enzimas
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para poder dar una conclusién mas certera. Indudablemente que la prueba mas
contundente para asegurar la similitud entre fitoplasmas seria la secuenciacion de
los productos, sin embargo nuestro grupo adn no estd en posibilidad de llevar a

cabo este trabajo.
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V. CONCLUSIONES

Con el uso de la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa y los
iniciadores P1/Tint, fue posible la deteccion de fitoplasmas hospedantes de
cocotero, en muestras colectadas en los estados de Veracruz, Colima y

Guerrero.

La PCR anidada utilizando los iniciadores fU5/rU3 y 503f/LY16Sr a partir de los
productos de P1/Tint, permiti® una mayor sensibilidad de deteccion de
fitoplasmas comparado con los resultados de la PCR directa a partir de P1/Tint.
Permitiendo la deteccién de fitoplasmas en muestras procedentes de los siete

estados bajo estudio: Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Colima, Jalisco, Sinaloa y

Veracruz.

El.uso de las enzimas A/u 1, Mbo 1y Mbo 11, permitieron comparar los perfiles
de restriccion generados a partir de productos de PCR obtenidos con los

iniciadores P1/Tint y fU5/rU3.

Los perfiles de restriccién obtenidos en este trabajo con las tres enzimas

referidas fueron idénticos en las muestras de los siete estados de la Republica
Mexicana, advirtiendo que el agente causal del amarillamiento letal del cocotero
presente en las muestras de Veracruz, es similar al fitoplasma encontrado en

las muestras de los seis estados de la costa Pacifico estudiados.
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-J1: AF498309. Coconut lethal ye...[gi:21311780]

Related Sequences, Taxonomy

'LOCUS AF498309 1524 bp DNA linear BCT 02-JUN-2002
DEFINITION Coconut lethal yellowing phytoplasma strain Florida (LY-CZ2) 1lés
ribosomal RNA gene, partial sequence,
ACCESSION AF498308
VERSION AF498309.1 GI:21311780
KEYWORDS .
SQURCE Coconut lethal yellowing phytoplasma.
ORGANISM Coconut lethal yellowing phytoplasma
Bacteria; Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
Acholeplasmataceae; Phytoplasma; 16SrIV (Coconut lethal yellows
group) .
REFERENCE 1l (bases 1 to 1524)
AUTHORS Harrison,N.A., Myrie,W., Jones,P., Carpio,M.L., Castilleo,M.,
Doyle,M.M. and Oropeza,C.
TITLE Distinctions between phytoplasmas associated with lethal yellowing
- .disease of palms in Jamaica and neighboring regions
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1524)
AUTHORS Harrison,N.A. and Carpio,M.L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted {(04-APR-2002) Research and Education Center, University
: n of Flerida; 3205.College Avenue, Fort Lauderdale, FL 33314, USA
FEATURES Locatien/Qualifiers
source 1..1524
/organism="Coconut lethal vellowing phytoplasma”
/strain="Florida (LY-C2)"
/db _xref="taxon:37369"
/note="group: 16SrIV"
rRNA <1l..>1524
/product="16S ribosomal RNA"
BASE COUNT 452 a 284 c¢ 412 g 376 t
ORIGIN
¥l 1 agtttgatcc tggctcagga ttaacgctgy cggcgtgett aatacatgcea agtcgaacgg
61 aaatctttta gattttagtg gegaacgggt gagtaacacg taagcaacct gectttaaga
121 cgagaataac aattggaaac agttgctaag gctggatagg aaataaaaag gaatctittt
181 atttttaasaa gacctttttc ggaaggtatg cttaaagagyg ggcttgcgte acattagtta
241 gttggtaggg taaaggccta ccaagacgat gatgtgtage tggactgaga ggttgaacag
301 ccacattggg actgagacac ggcccaaact cctacgggag gcagcagtag ggaattttcyg
361 gcaatggagg aaactctgac cgagcaacgc cgcgtgaacqg acgaagtact teggtatgta
421 aagttctttt attgaagaag aaacaatagt ggaaaaacta tcttgacgtt attcaatgaa
481 taagccecgg ctaactatgt gccagcagec geggtaatac atagggggcg agcgttatcce
541 ggaattattg ggcgtaaagg gtgcogtagge ggtttaataa gtctctagtt taatttcaac
601 gcttaacgtt gtcctgctag agaaactgtt taactagagt gagatagagg taagcggaat |
661 tccatgtgta gcggtaaaat gtgtaaatat atggaggaac accagaggcyg taggcggctt
721 actgggtctt tactgacgcet gatgcacgaa agcgtgggga gcaaacagga ttagataccc
781 tggtagtcca cgccgtaaac tatgagtact aagtgtcggg dgttaaacteg

gtactgaagt

23/07/02 9:44 AM



841

901

96l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

//

taacacatta
acgggatccc
accaggtcett
gygtggtgcat
cgcaacccct
gaaaaattgg
caaacgtgat
aaaaaaatag
tagtaatcge
gtcaaaccac
atcgtctaag

gtggggatgg

agtactccgc
gcacaagcgyg
gacatactct
ggttgtcegte
gtcgttaatt
aggaaggtgg
acaatggcta
tctcagttcg
gaatcagcat
gaaagtggac
gtagggtcga
atcacctcct

fanngnperany WL TIC DL ILN. BOVICTINEZ/ VIS WST 1ok, A T 1 P38 wmd 358 1 874&0id-3559976&uid—2251190

ctgagtagta
tggatcatgt
gcaaagctat
agctecgtgtce
gccagcacgt
ggattacgtc
ttacaaagag
gattgaagtc
gtecgeggtga
aatacccgaa
tgattggggt
ttct

_J2: AF498308. Coconut lethal ye...[g1:21311779]

Locus
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

JCURNATL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
Sourc

rRNA

BASE COUNT
ORIGIN
1
6l
121
i81
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781

AF498308

1524 bp

cgtacgcaag
tgtttaattc
agaaatatag
gtgagatgtt
tatggtgggg
aaatcatcat
tagctgaaac
tgcaactcga
atacgttctc
agcgacagcc
taagtcgtaa

DNA

tatgaaactt
gaagatacac
tggaggttat
aggttaagtt
actttagega
gccccttatg
gecgagtttte
cttcatgaag
ggggtttgta
taactgcgta
caaggtatcc

aaaggaattg
gaaaaacctt
cagggataca
ctaaaacgag
gactgccaat
atctgggcta
ggcaaatctce
ttaggaatcgce
cacaccgccce
agcagaggga
ctaccggaag

Related Sequences, Taxonomy

linear

Coconut lethal yellowing phytoplasma strain Florida
ribosomal RNA gene, partial seguence.

AF498308

AF498308.

1 GI:21311779

Coconut lethal yellowing phytoplasma.
Coccnut lethal yellowing phytoplasma

Bacteria;

Firmicutes;

Acholeplasmataceae;

group) .

1 (bases 1 to 1524)
Harrison,N.A., Myrie,W.,
and COropeza,C.

Doyle,M.M."
. Distinctions between phytoplasmas associated with lethal yellowing

Mollicute
Phytoplasma

Jones,

37

Acholeplasmatales;

BCT 02-JUN-2002
165

(LYF-CS5)

; 163rIV (Coconut lethal yellows

P.,

Carpio,

M.L.,

disease of palms in Jamaica and neighboring regions
Unpublished

2 (bases 1 to 1524)

Harrison,N.A. and Carpio,M.L.
Direct Submission

Submitted (04-APR-2002) Research and Education Center,

of Florida, 3205 College Avenue,

e

451 a

agtttgatcc
aaatctttta
cgagaataac
atttttaaaa
gttggtaggg
ccacattggg
gcaatggagyg
aagttctttt
taagccecegyg
ggaattattg
gcttaacgtt
tccatgtgta
actgggtcett
tggtagtcca

Location/Qualifiers

1..1524

Fort Lauderdale,

FL

Castille,M.,

33314, Usa

/organism="Coconut lethal yellowing phytoplasma"

/strain="Florida

(LYF-

/db _xref="taxon:37369"
/note="group: 16SrIV"

<1..>1524

CS) ]

/product="168 ribcsomal RNA"

284 c

tggctcagga
gattttagtyg
aattggaaac
gaccttttte
taaaggccta
actgagacac
aaactctgac
attgaagaag
ctaactatgt
ggcgtaaagyd
gtcctgetayg
gcggtaaaat
tactgacgct
cgccgtaaac

412 g

ttaacgctgg
gecgaacgggt
agttgctaag
ggaaggtatg
ccaagacgat
ggcccaaact
cgagcaacgce
aaacaatagt
gccagcagcce
gtgcgtaggce
agaaactgtt
gtgtaaatat
gatgcacgaa
tatgagtact

3 0t

cggecgtgett
gagtaacacyg
getggatagg
cttaaagagg
gatgtgtagc
cctacgggag
cgcgtgaacg
ggaaaaacta
gcggtaatac
ggtttaataa
taactagagt
atggaggaac
agcgtgggga
aagtgtcggg

aatacatgca
taagcaacct
aaataaaaag
ggcttgegtce
tggactgaga
gcagcagtag
acgaagtact
tettgacgtt
atagggggceyg
gtctctagtt
gagatagagg
accagaggcg
gcaaacagga
gttaaactcg

agtcgaacgg
gcctttaaga
gecatcttttt
acattagtta
ggttgaacag
ggaatttteyg
tcggtatgta
attcaatgaa
agcgttatcc
taatttcaac
taagcggaat
taggecggcett
ttagatacce
gtactgaagt

University

23/07/02 9:59 AM



841

801

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

/7

taacacatta
acgggatccc
accaggtctt
ggtggtgecat
cgcaacccct
gaaaaattgg
caaacgtgat
aaaaaaatag
tagtaatcgc
gtcaaaccac
atcgtctaag

gtggggatgg

agtactccgc
gcacaadgcgd
gacatactct
ggttgtegtce
gtcgttaatt
aggaaggtgg
acaatggcta
tctcagttecyg
gaatcagcat
gaaagtggac
gtagagtcga
atcacctcct
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ctgagtagta
tggatcatgt
gcaaagctat
agctcgtgtce
gccagcacgt
ggattacgtc
ttacaaagag
gattgaagtc
gtcgcggtga
aatactcgaa
tgattggggt
ttct

J3: AF498307. Coconut lethal ye...[g1:21311778]

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSIOCN
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA

BASE COUNT
ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

AF498307

1524 bp

cgtacgcaad
tgtttaattc
agaaatatag
gtgagatgtt
tatggtgggg
aaatcatcat
tagctgaaac
tgcaactecga
atacgttctce
agcgacagec
taagtcgtaa

DNA

tatgaaactt
gaagatacac
tggaggttat
aggttaagtt
actttagecga
geceecttatyg
gecgagttttce
cttcatgaag
ggggtttgta
taactgecgta
caaggtatcc

aaaggaattg
gaaaaacctt
cagggataca
ctaaaacgag
gactgccaat
atctgggcta
ggcaaatctc
ttggaatcgc
cacaccgcca
agcagaggga
ctaccggaag

Related Sequences, Taxonomy

linear

Coconut lethal yellowing phytoplasma strain Jamaica
ribosomal RNA gene,

AF498307
AF498307.

partial seq

1 GI:21311778

uence.

Coconut lethal yellowing phytoplasma.

Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;

; l16sriv

P.,

Coconut lethal yellowing phytoplasma
Bacteria;

. Acholeplasmataceae; Phytoplasma
group) .
1 {bases 1 to 1524)
Harrison,N.A., Myrie,W., Jones,
Doyle,M.M. and Oropeza,C.

Distinctions between phytoplasmas associated with lethal yellowing

Carpio,M.L.,

disease. of palms in Jamaica and neighboring regions
Unpublished

2 {bases 1 to 1524)
and Carpio,M.L.,

Harrison,

N.A.

Direct Submission

Submitted (04-APR-2002) Research and Education Center,

of Florida, Fort Lauderdale, FL 33314, USA

(=]

451 a

agtttgatcc
aaatctttta
cgagaataac
atttttaaaa
gttggtaggg
ccacattggg
gcaatggagyg
aagttctttt
taagccccgg
ggaattattg
gcttaacgtt
tccatgtgta
actgggtctt
tggtagtceca

3205 College Avenue,

Location/Qualifiers

1..1524

BCT 02-JUN-2002
(LYJd-C8) 16S

(Coconut lethal yellows

Castillo,M.,

/organism="Coconut lethal yellowing phytoplasma"”

/strain="Jamaica

(LYJ-—

/db_xref="taxon:37369"

/note="group:

<1..>1524

16SrIvV"

Ca}u

/product="16S ribosomal RNA"

284 c

tggctcagga
gattttagtyg
aattggaaac
gaccttttte
taaaggccta
actgagacac
aaactctgac
attgaagaag
ctaactatgt
ggcgtaaagg
gtcctgetag
gcggtaaaat
tactgacgct
cgccgtaaac

412 g

ttaacgctgg
gcgaacgggt
agttgctaag
ggaaggtatg
ccaagacgat
ggcccaaact
cgagcaacgc
aaacaatagt
gccagcagece
gtgcgtagge
agaaactgtt
gtgtaaatat
gatgcacgaa
tatgagtact

377 t

cggcgtgett
gagtaacacg
gctggatagg
cttaaagagg
gatgtgtagc
cctacgggag
cgcgtgaacg
ggaaaaacta
gcggtaatac
ggtttaataa

taactagagt

atggaggaac
agcgtgggga
aagtgtcggg

aatacatgca
taagcaacct
aaataaaaaqg
ggcttgcgtc
tggactgaga
gcagcagtag
acgaagtact
tettgacgtt
atagggggcy
gtctctagtt
gagatagagd
accagaggedg
gcaaacagga
gttaaactcg

agtcgaacgg
gcctttaaga
gcatcttttt
acattagtta
ggttgaacag
ggaatttteg
tcggtatgta
attcaatgaa
agcgttatcc
taatttcaac
taagcggaat
taggcggctt
ttagatacce
gtactgaagt

University

23/07/02 9:44 AM



teo

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

Es

taacacatta
acgggatccc
accaggtctt
ggtggtgcat
cgcaacccct
gaaaaattgg
caaacgtgat
aaaaaaatag
tagtaatcge
gtcaaaccac
atcgtctaag

gtggggatgg

agtactcegc
gcacaagcgyg
gacatactct
ggttgtcgtc
gtcgttaatt
aggaaggtgg
acaatggcta
tctcagttcg
gaatcagcat
gaaagtggac
gtagggtcga
atcacctcect

DUpLY AWwiw. ICDLIMN. GOV CINT € Z/ VIEWET.ICE... 4 1 123 & wd=3381 874K wnd=3559270&Kuid 2251190

ctgagtagta
tggatcatgt
gcaaagctat
agctcgtgte
gccagcacgt
ggattacgtc
ttacaaagag
gattgaagtc
gtegcecggtga
aatacccgda
tgattggggt
ttct

_{4: U18753. Yucatan coconut 1...[gi:16329167]

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTEORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REMARK
COMMENT
FEATURES

sourc

rRNA

BASE COUNT
ORIGIN
1
61
121
181
241

MOU18753

partial s
Ul18753

egquence.

1537 bp

Ul8753.2 GI:16329167

cgtacgcaag
tgtttaattc
agaaatatag
gtgagatgtt
tatggtgygy
aaatcatcat
tagctgaaac
tgcaactcga
atacgttctc
agcgacagcc
taagtcgtaa

DNA

tatgaaactt
gaagatacac
tggaggttat
aggttaagtt
actttagcga
gceccttatg
gegagttttt
cttcatgaag
ggggtttgta
taactgcgta
caaggtatcc

aaaggaattg
gaaaaacctt
cagggataca
ctaaaacgag
gactgccaat
atctgggcta
ggcaaatcte
ttggaatcge
cacaccgccc
agcagaggga
ctaccggaag

Related Sequences, Taxonomy

linear

Yucatan coconut lethal decline phytoplasma.

Yucatan coconut lethal decline phytoplasma

Bacteria;
Acholepla
group).

1 (bases 1 to 1537)

Harrison,
Direct 3Su

Submitted
Education Center,

usa

2 (bases 1 to 1537)
Tymon,&.M.,

Ann. Appl. Biol.
3 (bases 1 to 1537)
Harrison,N.A.

Direct Su

Submitted (23-0OCT-2001) University of Florida,
3205 College Avenue,

Education
UsSA

Firmicutes; Mocllicutes; Acholeplasmatales;

smataceae;

N.A.
bmission

(15-DEC-1994) University of Florida,
3205 College Avenue,

bmission

Center,

Jones, P.

132,

Phytoplasma;

and Harrison,N.A.
Phyleogenetic relationships of coconut phytcplasmas and the
development of specific cligonucleotide PCR primers

437-452

Sequence update by submitter
On Oct 23, 2001 this sequence version replaced gi:841194.
Location/Qualifiers

e

453 a

agtttgatec
aaatctttta
cctgeccttta
aaggecatcett
gtcacattag

1..1537

(1958)

Fort Lauderdale,

Fort Lauderdale,

BCT 23-0CT-2001
Yucatan coconut lethal decline phytoplasma 16S ribosomal RNA gene,-

16SrIV (Coconut lethal yellows

Research and
FL 33314,

Research and
FL 33314,

/organism="Yucatan coconut lethal decline phytoplasma"

/strain="Yucatan coconut lethal decline MLO"

/specific host="Cocos nucifera"”

/db xref="taxon:37370"

<1..>1537

/product="16S ribosocmal RNA"

/evidence=experimental

285 c

tggctcagga
gagaaatctt
agacgagaat
tttattttta
ttagttggta

415 g

ttaacgctygg
ttagatttta
aacaattgga
aaagaccttc
gggtaatggc

384 t

cggcgtgett
gtggcgaacg
aacagttgct
tteggagggt
ctaccaagac

aatacatgca
ggtgagtaac
aaggctggat
atgcttaaag
gatgatgtgt

agtcgaacgg
acgtaagcaa
aggaaataaa
aggggcttge
agctggactg

23/07/02 9:44 AM



k9

301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
301
g6l
1621
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

7/

agaggttgaa
tagggaattt
acttcggtat
gttattcaat
gegagegtta
gtttaattte
aggtaagcgyg
gcgtaggegyg
ggattagata
tcggtactga
cttaaaggaa
cacgaaaaac
tatcagggat
gttctaaaac
cgagactgcc
atgatctggg
tttggcaaat
aagttggaat
gtacacaccg
gcaagcagag
tccctacegg

cagccacatt
tcggcaatgyg
gtaaagttct
gaataagccco
tcocggaatta
aacgcttaac
aattccatgt
cttactgggt
ccctggtagt
agttaacaca
ttgacgggat
cttaccaggt
acaggtggtg
gagcgcaaceo
aatgaaaaat
ctacaaacgt
ctcaaaaaaa
cgctagtaat
cccgtcaaac
ggaatcgtet

aaggtgggga

LR Y Y VY U UL LU m U VIR Ve VIG Wl udv g e A2 L7 UM 220 1 0 Mov i 2 s 7o e il sss 2 1

gggactgaga
aggaaactct
tttattgaag
cggctaacta
ttgggcgtaa
gttgteectge
gtagcggtaa
ctttactgac
ccacgccgta
ttaagtacte
cccgeacaag
cttgacatac
catggttgtc
cctgtegtta
tggaggaagg
gatacaatgyg
tagtcttagt
cgcgaatcag
cacgaaagtg
aaggtagggt
tggatcacct

_15: U18747. Coconut lethal ve...[gi:841193]

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS .

TITLE

JCOURNAL
REFERENCE

AUTHORS

TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

ene

rRNA

BAasE COUNT

MOU18747

Uul8747
ul8747.1

partial

GI:841193

1524 bp

seguence.

cacggcccaa
Jgaccgagcaa
aagaaacaat
tgtgccagca
aggdgtgcgta
tagagaaact
aatgtgtaaa
gctgatgcac
aactatgagt
cgectgagta
cggtggatca
tctgcaaaac
gtcagctegt
attgccagea
tggggattac
ctattacaaa
tcggattgaa
catgtegegg
gacaataccc
cgatgattgg
cctttct

DNA

Coconut lethal yellowing phytoplasma.
Coconut lethal yellowing phytoplasma

Bacteria;

Acholeplasmataceae; Phytoplasma;

group) .

1 (bases. 1 to 1524)
Harrison,N.A., Kramer,J.B.,

Tsai,J.H.

actcctacag
cgccgegtga
agtggaaaaa
gccgcggtaa
ggcggtttaa
gtttgactag
tatatggagg
gaaagcgtgy
actaagtgtc
gtacgtacgc
tgttgtttaa
tatagaaata
gtcgtgagat
cgttatggtyg
gtcaaatcat
gagtggctta
gtctgcaact
tgaatacgtt
gaaagcgata
ggttaagtcg

gaggcagcag
acgacgaagt
ctatcttgac
tacatagggy
taagtctcta
agtgagatag
aacaccagag
ggagcaaaca
ggggttaaac
aagtatgaaa
ttecgaagata
tagtggaggt
gttaggttaa
gggactttag
catgccectt
aacgcgagtt
cgacttcatg
cteggggttt
gcctaactge
taacaaggta

Related Sequences, Taxonomy

linear

Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;

1681V

Richardson,P.A.,

Smart,C.

BCT 03-APR-2000
Coconut lethal yellowing phytoplasma 16S ribosomal RNA (16S rRNA}
pseudogene,

(Cocenut lethal yellows

D. and

PCR amplification and analysis of 165 rDNA of mycoplasma-like
organisms associated with coconut lethal decline diseases

Unpublish

2 (bases 1 to 1524)

Harrison,
Direct Su

Submitted (15-DEC~13994)

ed

N.A.
bmission

Research and Education Center,

Lauderdal

e

451 a

€,

FL. 33314 UsSA

Location/Qualifiers

1..1524

Nigel A. Harrison,

University of Florida,
Fort

3205 College Avenue,

/organism="Coconut lethal yellowing phytoplasma"
/strain="Coconut lethal yellowing MLO" ;
/specific_host="Veitchia merrillii™

/db xref="taxon:37369"

%), 5 31524
/gene="168
<1..>1524
/gene="165

rRNA"

rRNA"

/product="16S ribosocmal RNA"

/pseudo

/evidence=experimental

285 ¢

412 g

376 t

23/07/02 9:44 AM



d 9

CRIGIN
1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
201
96l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

4

agtttgatcc
aaatctttta
cgagaataac
atttttaaaa
gttggtaggy
ccacattggg
gcaatggagg
aagttctttt
taagccccgd
ggaattattg
gcttaacgtt
tccatgtgta
actgggtctt
tggtagtcca
taacacatta
acgggatcecc
accaggtctt
ggtggtgcat
cgcaacccct
gaaaaattgg
caaacgtgat
aaaaaaatag
tagtaatcgc
gtcaaaccac
atcgtctaag
gtggggatgg

tggetcagga
gattttagtyg
aattggaaac
gacctttttc
taaaggecta
actgagacac
aaactctgac
attgaagaag
ctaactatgt
ggcgtaaagy
gtcectgcectag
gcggtaaaat
tactgacget
cgccgtaaac
agtactcecge
gcacaagegg
gacatactct
ggttgtegte
gtcgttaatt
aggaaggtgg
acaatggcta
tctecagtteg
gaatcagcat
gaaagtggac
gtagggtcga
atcacctecct

AR £ Y AT AR TR AR

ttaacgctgg
gcgaacgggt
agttgctaag
ggaaggtatg
ccaagacgat
ggcccaaact
cgagcaacgc
aaacaatagt
d<cagcagcec
gtgcgtagge
agaaactgtt
gtgtaaatat
gatgcacgaa
tatgagtact
ctgagtagta
tggatcatgt
gcaaagctat
agctegtgte
gccagcacgt
ggattacgtc
ttacaaagag
gattgaagte
gtcgeggtga
aatacacgaa
tgattggggt
ttet

_16: Y13912. Phytoplasma sp. 1...[gi:3581874]

LCCuUs
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SQURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
LAUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

£RNA

PY13912
Phytoplasma sp. 168
Y1391z
¥13%912.1 GI:3581874

165 ribosomal RNA;
Phytoplasma sp.
Phytoplasma sp.

1530 bp

rRNA gene,

A I s W S e

cggegtgett
gagtaacacg
gctggatagg
cttaaadgagg
gatgtgtagc
cctacgggag
cgcgtgaacg
ggaaaaacta
dcggtaatac
ggtttaataa
taactagagt
atggaggaac
agcgtgggga
aagtgtcggg
cgtacgcaad
tgtttaatte
agaaatatag
gtgagatgtt
tatggtgggg
Aaaatcatcat
tagctgaaac
tgcaactcga
atacgttcte
agcgacagcc
taagtcgtaa

DNA

strain LDG.

165 rRNA Jgene.

Dalnahde bbb — Lk

dQatacatgca
taagcaacct
daataaaaag
ggcttgegtc
tggactgaga
gecagcagtadg
acgaagtact
tcttgacgtt
atagggggeg
gtctctagtt
gagatagagyg
accagaggcg
gcaaacagga
gttaaactcg
tatgaaactt
gaagatacac
tggaggttat
aggttaagtt
actttagcga
gcecccottatyg
gcgagtttte
cttcatgaag
ggggtttgta
taactgcgta
caaggtatcc

Related Sequences, Taxonomy

linear

Bacteria; Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
Acholeplasmataceae; Phytcplasma.

1l (bases 1 to 1530)
Tymon,A.,

Ann. Appl. Biol.
2 (bases 1 to 1530)

Jones,P. and Harrison,N.A.
Phylogenetic relationships of cocenut phytoplasmas and the
development of specific oligonucleotide PCR primers

Tymon, A.M.
Direct Submission

Submitted

(1L7-JUN-1997)

Disease Management,

Herts.

e

ALS 2J9Q,

UK

132,

437-452

A.M. Tymon,

(1998)

IACR-ROTHAMSTED,

Rothamsted Experimental Station,

Location/Qualifiers

1..1530

/organism="Phyteoplasma sp."
/strain="Coconut lethal yellowing disease™
/sub_strain="Ghanaian Cape St. Pauls Wilt disease (LDG)"
/specific_host="Cocos nucifera"”
/db_xref="taxon:2155"

1..1530
/gene="163
1..1530
/gene="165

zRNA™

rRNAY™

RS T IO LS /RO UL oo ruRlt s LA S

agtcgaacgg
gcctttaaga
gcatcttttt
acattagtta
ggttgaacag
ggaattttcg
tcggtatgta
attcaatgaa
agcgttatce
taatttcaac
taagcggaat
taggcggcett
ttagataccc
gtactgaagt
aaaggaattg
gaaaaacctt
cagggataca
ctaaaacgag
gactgccaat
atctgggcta
ggcaaatctc
ttggaatcge
cacaccgccc
agcadaggga
ctaccggaag

BCT 09-SEP-1998

Dept. Crop &

Harpenden

23/07/02 9:44 AM



BASE COUNT
ORIGIN
1
6l
121
181
241
301
361
421
481
- 541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
’f

448 a

aagagtttga
cggaaacctt
aagacgagaa
cgttattttt
gtttgttggt
acagccacat
ttcggcaatg
tgtaaagttc
tgaataagcc
atccggaatt
caacgcttaa
gaattccatg
gettgctggg
accctggtag
aagttaacac
attgacggga
ccttaccagg
taacaggtgg
acgagcgdcaa
ccaatgaaaa
gggctacaaa
aatctcaaaa
aatcgctagt
ccgeccogtca
gagggagctg
cggaaggtgg

HRPLAWIY NC DL M. gOV/ENITCZ/ VICWELLICE . 4 | JYa&md™ 32810 /40Wd™ 33 0Y /0 WMd—2201 15U

/product="16S ribosomal RNA"

287 c

tcctggetea
tecggggtttt
taacaattgg
aaaagacctt
aaggtaacgg
tgggactgag
gaggaaactc
ttttattaaa
ccggcaaact
attgggcgta
cgttgtcectg
tgtagcggta
tctttactga
tccacgecgt
attaagtact
tcccgcacaa
tcttgacatt
tgcatggttg
cccttgtcgt

-aattggagga

cgtgatacaa
aaatagtctce
aatcgecgaat
aaccatgaaa
tctaaggtag
ggatggatca

418 g

ggattaacgc
agtggcgaac
aaacagttgc
cgcaagaagg
cttaccaaga
acacggccca
tgaccgagca
gaagaaacge
atgtgccage
aagggigcgt
ctagagaaac
aaatgtgtaa
cgctgaggca
aaacgatgag
ccgectgagt
gcgygtggate
attctgcgaa
tcgtcagctce
tagttaccag
aggtgaggat
tggctattac
agttcggatt
cagcatgtcg
gttgacaata
ggtcgatgat
cctectttet

_17: Y14175. Phytoplasma sp. 1...[gi:3559976]

Locus
DEFINITIOCN
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
- JOURNAL

FEATURES
sourc

PY14175

Phytoplasma sp.

Y14175
v14175.1
168 ribos

163

GI:3559976
165 rRNA gene.

omal RNA;

Phytoplasma sp.
Phytoplasma sp.

Bacteria;
Acholepla

1 (bases 1 to 1530)
and Harrison,N.A.

Tymon,A.,

1530 bp

rRNA gene,

377 t

tggeggegtg
gggtgagtaa
taaggctgga
tatgcttaaa
cgatgatgtg
aactcctacg
acgccgegtg
tagtggaaaa
agccgcggta
aggcggttta
tactagacta
atatatggag
cgaaagcgtyg
tactaagtgt
agtacgtacg
atgttgttta
gctatagaaa
gtgtcgtgag
cacgttatgg
tacgtcaaat
aaagagcagc
gaagtctgca
cggtgaatac
cccaaaacca

tggggttaag

DNA

strain LDN.

cctaatacat
cacgtaagta
taggaaataa
gaggggctty
tagctggact
ggaggcagca
aacgatgaag
actagtttga
atacataggy
gtaagtctct
gagtaggata
gaacaccaga
gggagcaaac
cgggggttte
caagtatgaa
attcgaagat
tatagtggag
atgttaggtt
tggggacttt
catcatgcecce
tgaaacgtga
actcgacttc
gttctcgggg
gtcgecttaac
tecgtaacaag

gcaagtcgaa
acctgecttt
tgaggcatct
cgccacatta
gagaggttga
gtagggaatt
tatttcggta
cgttatttaa
ggcgagecgtt
agtttaaatt
gaggcaagcg
ggcgtaggeg
aggattagat
ctcggtactg
acttaaagga
acacgaaaaa
gttatcagaa
aagtcctaaa
agcgagactg
cttatgatct
gttgttagct
atgaagttgg
tttgtacaca
tacttcggta
gtatcecctac

Related Sequences, Taxonomy

linear

Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
Phytoplasma.

smataceae;

Jones, P.

BCT 07-SEP-1988

Phylogenetic relationships of coconut phytoplasmas and the
development of specific ocligonuclectide PCR primers

Ann. Appl

. Biol.

Tymon, A.M.
Direct Submission

Submitted (17-JUN-19927) A.M. Tymon,

Disease Management,

Herts.

e

ALS5 23JQ,

UK

132,
2 (bases 1 to 1530}

437-452

(1998}

IACR-ROTHAMSTED,

Rothamsted Experimental Station,

Location/Qualifiers

1..1530

/organism="Phytoplasma sp."
/strain="Coconut lethal yellowing disease”
/sub strain="Nigerian Awka disease (LDN}"
/specific host="Cocos nucifera"
/db xref="taxon:2155"

1..1530
/gene="1635

rRNA"

Dept.
Harpenden

Crop &

23/07/02 9:44 AM



bde g

rRNA

BASE COUNT
ORIGIN
il
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
261
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
/7

447 a

aagagtttga
cggaaacctt
aagacgagaa
cgttattttt
gtttgttggt
acagccacat
ttcggcaatg
tgtaaagttc
tgaataagcc
atccggaatt
caacgcttaa
gaattcecatg
gcttgetggy
accctggtag
aagttaacac
attgacggga
ccttaccagg
taacaggtgg
acgagcgcaa
ccaatgaaaa
gggctacaaa
aatctcaaaa
aatcgectagt
cegeccgtea
gagggagety
cggaaggtgg

1..1530
/gene="168

NP WWW.LC DL GOV ENUCZ/YISWET.Ieg. . 4 L 1 70X Md™ 33018 /400wid =22 022 /0ccuid=Li 1 159U

rRNAY

/product="16S ribosomal RNA"

290 ¢

tcctggectca
tcggaggtttt
taacaattgg
aaaagacctt
agggtaacgg
tgggactgag
gaggaaactc
ttttattaaa
ccggcaaact
attgggcgta
cgttgtceeyg
tgtagcggta
tctttactga
tccacgccgt
attaagtact
tcecgecacaa
tcttgacatt
tgcatggttg
cccttgtcgt
aattggagga
cgtgatacaa
aaatagtctc
aatcgcgaat
aaccatgaaa
tctaaggtag
ggatggatca

420 g

ggattaacge
agtggcgaac
aaacagttgce
cgcaagaagg
cctaccaaga
acacggccca
tgaccgagca
gaagaaacgc
atgtgccage
aagggtgcgt
ctagagaaac
aaatgtgtaa
cgetgaggea
aaacgatgag
ccgectgagt
gcggtggate
atcctgcgaa
tegtcagcete
tagttaccag
aggtgaggat
tggctattac
agttcggatt
cagcatgtecg
gttgacaata
ggtcgatgat
cctcctttet

18: X80117. Phytoplasma sp. 1...[gi:2251190]

Locus
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

. JOURNAL

REMARK
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
COMMENT
FEATURES

MSP1l6SRRN

Phytoplasma sp.

X80117
X80117.1

1le6s

GI1:2251190

1524 bp

rRNA gene,

373 t

tggeggegtg
gggtgagtaa
taaggctgga
tatgcttaaa
cgatgatgtyg
aactcctacg
acgccgcegtyg
tagtggaaaa
agccgcggta
aggcggttta
tactagacta
atatatggag
cgaaagcgtg
tactaagtgt
agtacgtacg
atgttgttta
gctatagaaa
gtgtcgtgag
cacgttatgg
tacgtcaaat
aaagagcagc
gaagtctgca
cggtgaatac
cccaaaacca

tggggttaag

DNA
strain LD.

16S ribosomal RNA; 165 rRNA gene.
Phytoplasma sp.
Phytoplasma sp.

Bacteria;
Acholepla

1 (bases 1 to 1524)

Tymon,A.M
Direct Su
Submitted
Station,

revised b

2 (bases 1 to 1524)

Tymon,A.M

cctaatacat
cacgtaagta
taggaaataa
gaggggcttg
tagctggact
ggaggcagea
aacgatgaag
actagtttga
atacataggg
gtaagtctct
gagtaagata
gaacaccaga
gggagcaaac
cgggggtttce
caagtatgaa
attcgaagat
tataggggag
atgttaggtt
tggggacttt
catcatgcce
tgaaacgtga
actcgactte
gttctcgaggg .
gtcgcttaac
tcgtaacaag

gcaagtcgaa
acctgecttt
tgaggcatct
cgccacatta
gagaggttga
gtagggaatt
tatttcggta
cgttatttaa
ggcgagcgtt
agtttaaatt
gaggcaagcg
ggcgtaggcg
aggattagat
ctcggtactyg
acttaaagga
acacgaaaaa
gttatcagga
aagtcctaaa
agcgagactyg
cttatgatct
gttgttagcect
atgaagttgg
tttgtacaca
tacttcggta
gtatcecctac

Related Sequences, Taxonomy

linear

Firmicutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
Phytoplasma.

smataceae;

bmission

(11-JUL-15%4) A.M. Tymon,

Harpendedn, Hertfordshire,

y [3]

Direct Submission

Submitted (08-JUL-19%7) A.M. Tymon,
Hertfordshire,

Station,

Tymen,A.,

Harpendedn,
3 (bases 1 to 1524)
and Harrison,N.A.

Jones,P.

UK

UK

BCT 07-SEP-1998

Rothamsted Experimental
ALDS 2JQ,

Rothamsted Experimental
ALS 2JQ,

Phylogenetic relationships of coconut phytoplasmas and the
development of specific oligonuclectide PCR primers

Ann. Appl

. Biol.

132,

437-452 (13998)

On Jul 9, 1987 this sequence version replaced gi:511045;
Location/Qualifiers

23/07/02 9:44 AM



L) - LR g i SR N AR R

ke 9

sourc

BASE COUNT
ORIGIN
1
6l

121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

//

e

454 a

aagagtttga
cggaaacctt
gacgagaata
ttatttttaa
tagttggtaa
agccacattg
cggcaatgga
taaaattctt
aataagceccc
ccggaattat
gcgettaacg
attccatgtg
ttgctgggte
cctggtagte
taacacatta
acgggatccec
accaggtctt
ggtggtgcat
cgcaaccctt
gaaaaattgg
caaacgtgat
aaaaaaatag
tagtaatcgce
gtcaaaccac
tecgtcectaag
gtggggatygyg

Revised: July 5, 2002

1..1524

NP WwWw. nchL b gov/ienireZ/ viewer.icg.. 4l t¥saeud=328 1 8 /amd=350YY /oacuid=225 1 150

/organism="Phytoplasma sp."
/strain="Coconut lethal yellowing disease"

/sub_strain="Tanzanian lethal disease

/specific_host="Cocos nucifera"
/db xref="taxen:2155"

1..1524
/gene="163
1..1524
/gene="165

rRNA"

rRNA"

/product="16S ribosomal RNA"

285 ¢

tcctggcetca
cgggttttag
acaattggaa
aagaccttct
ggtaaaggct
ggactgagac
ggaaactctg
ttattgaaga
ggctaactat
tgggcgtaaa
ctgtcctgcet
tagcggtaaa
tttactgacg
cacgcegtaa
agtactccgc
gcacaagcgyg
gacatattct
ggttgtcgtc
atcgttagtt
aggaaggtga
acaatggcta
tetcagttceyg
gaatcagcat
gaaagttgac
gtagggttga
atcacctect

411 g

ggattaacgc
tggcgaacgg
acagttgcta
tcggagggta
taccaagacy
acggcccaaa
accgagcaac
agaaaaaata
gtgccagcag
gggtgcgtag
agagaaactg
atgtgtaaat
ctgaggcacy
acgatgagta
ctgagtagta
tggatcatgt
gcgaagctat
agctcgtgte
accagcatgt
ggattacgtc
ttacaaagag
gattgaagtc
gtcgcggtga
aatacccaaa

tgattggggt
ttet

374 t

tggcggegtyg
gtgagtaaca
aggctggata
tgcttaaaga
atgatgtgta
ctcctacggg
gccgcecgtgaa
gtggaaaaac
ccgcggtaat
gcggtttgat
tcttactaga
atgtggagga
aaagcgtggyg
ctaagtgtcg
cgtacgcaag
tgtttaattc
agaaatatag
gtgagatgtt
tatgatyggyg
aaatcatcat
tagctgaaac
tgcaactcga
atacgttete
aacggtagcc
taagtcgtaa

(LD‘ "

cctaatacat
cgtaagcaac
ggaaatgaaa
ggggcttgeg
gctggactga
aggcagcagt
tgatgaagta
tatattgacyg
acataggggg
aagtctetag
gtgagataga
acaccagagg
gagcaaacag
gggcaacteg
tatgaaactt
gaagatacac
tagaggttac
aggttaagtt
actttagcga
gcceccttatg
gcgagttttt
cttcatgaag
ggggtttgta
taactacgca
caaggtatcc

Disclaimer | Write to the Help Desk

NCBI | NLM [ NIH

gcaagtcgaa
ctacctttaa
aggcatcttt
tcacattagt
gaggttgaac
agggaatttt
cttcggtatg
ttattcaatg
cgagcgttat
tttaatttca
ggcaagcgga
cgtaggegge
gattagatac
gtactgaagt
aaaggaattg
gaaaaacctt
cagaaataca
ctaaaacgag
gactgccaat
atctgggcta
agccaatctc
ttggaatcge
cacaccgccc
agtagaggga
ctaccggaadg
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