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Resumen. Durante 2010 se detectaron en la zona tunera de 
Nopaltepec, Estado de México, plantas de nopal con 
síntomas de deformación y engrosamiento del cladodio, 
mosaico, amarillamiento, proliferación y deformación de 
frutos en toda la planta o en parte de ella. Dado que el 
síndrome se ha relacionado con la infección por fitoplasmas, 
el objetivo de esta investigación fue detectar mediante la 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), la presencia de 
fitoplasmas en diferentes estratos del cladodio y raíz de 
plantas de nopal. El ADN  extraído de las muestras de 
plantas con síntomas y asintomáticas, se amplificó primero 
con los iniciadores universales P1/P7 y P1/Tint, y 
posteriormente mediante PCR anidada utilizando los 
iniciadores R16F2/R16R2, se obtuvo un fragmento de 1 200 
pb en todas las muestras con los síntomas antes 
mencionados. El análisis de los patrones de restricción 
generados con las endonucleasas HaeIII, KpnI y MseI 
(TrU91),  reveló que el fitoplasma pertenece al grupo 
16SrXIII-Mexican periwinkle virescence.

Palabras clave adicionales: Mollicutes, PCR anidada, 
RFLP-PCR, gen 16S rRNA.

Los fitoplasmas son organismos procariontes sin pared 
celular, Gram positivos, que se encuentran agrupados en la 
clase Mollicutes (Bertaccini et al., 1999; Hogenhout y 
Segura, 2010). Hasta el momento no se ha logrado su cultivo 
in vitro por lo que su detección, identificación y 
clasificación se ha realizado mediante el uso de técnicas 
moleculares como PCR y RFLP y análisis filogenéticos 
comparando la secuencia del gen ribosomal 16S (Hodgetts 
et al., 2007). Los fitoplasmas se han asociado con más de 
700 enfermedades de importancia económica en plantas 
hortícolas, forrajeras, ornamentales y silvestres (Weintraub 
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Résumé. En 2010, dans la région de Nopaltepec, État de 
Mexico,  ont été détectés des plants de figue de barbarie 
présentant des symptômes de déformation et grossissement 
du cladode, mosaïque, jaunissement et déformation des 
fruits sur tout ou partie de la plante. Le syndrome a été 
associé à une infection occasionnée par phytoplasmes. Le 
but de cette recherche a été d'identifier par réaction en chaîne 
par polymérase (PCR) la présence de phytoplasmes dans 
différentes strates du cladode et dans la racine des plants de 
figue de barbarie. L'ADN extrait d'échantillons de plantes 
présentant des symptômes et de plantes asymptomatiques, a 
d'abord été amplifié avec des amorces universelles P1/P7 et 
amorces P1/Tint, puis par PCR nichée en utilisant des 
amorces R16F2/R16R2. Un fragment de 1200 pb a été 
obtenu dans tous les échantillons avec les symptômes ci-
dessus. L'analyse des profils de restriction générés par les 
endonucléases HaeIII, KpnI et MseI (TrU91) a révélé que le 
phytoplasme appartient au groupe 16SRXIII-virescence de 
la pervenche mexicaine (mexicaine periwinkle virescence).
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y Beanland, 2006). En diferentes partes del mundo como   
Estados Unidos, Italia, China y Líbano se ha reportado la 
presencia de fitoplasmas en cactáceas (Bertaccini et al., 
2007; Cai et al., 2008; Choueiri et al., 2005; Tessitori et al., 
2005). En México, algunas ornamentales de Opuntia sp. en 
las que se han detectado fitoplasmas presentan 
características anatómicas inusuales como son proliferación 
de brotes, tallos amarillos, mosaicos y coloraciones 
púrpuras, alteraciones que les confieren un valor económico 
adicional pues son ofrecidas en altos precios a coleccionistas 
de cactus en diversos viveros comerciales (Aviña et al., 
2009). En la zona de San Martín de la Pirámides, Edo. de 
México, en el cultivo de nopal tunero (Opuntia ficus-indica) 
se ha reportado una enfermedad conocida como “planta 
macho” atribuida a la presencia de fitoplasmas (Hernández 
et al., 2009), en los últimos años se le ha considerado como 
el principal factor limitante de la producción de tunas en el 
país, ya que las plantas afectadas presentan deformación, 
proliferación de brotes, engrosamiento y desarrollo de 
cordiforme del cladodio y detención del crecimiento. En el 
municipio de Nopaltepec, Estado de México, se observaron 
en plantas de nopal tunero síntomas como: engrosamiento, 
mosaico y amarillamiento, manchas anulares en cladodios, 
además de proliferación y deformación de frutos que 
pudieran estar asociados a la presencia de fitoplasmas. Con 
base en lo anterior, el objetivo de este estudio fue detectar e 
identificar mediante PCR-RFLP la presencia de fitoplasmas  
en nopal tunero con el síndrome descrito. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Material vegetal. En una huerta comercial de nopal 

perteneciente a la comunidad de San Felipe Teotitlán, 
Municipio de Nopaltepec Edo. de México se colectaron 
cladodios con síntomas de engrosamiento, amarillamiento, 
mosaico, proliferación y deformación de frutos (Figura 1);  
así como de cladodios asintomáticos. Se obtuvieron  un total 
de 35 cladodios en los meses de enero y julio de 2011, éstos 
se embebieron en Radix 10 000 ® (ácido indol-3-butírico 10 
000 ppm) y se sembraron en macetas con suelo estéril y se 
mantuvieron en el invernadero. 

Extracción del ADN. Para la extracción de ADN se 
tomó tejido de la parte superior, media y basal de cada uno de 
los 35 cladodios colectados con síntomas de engrosamiento, 
proliferación, deformación de frutos y manchas anulares y 
de plantas asintomáticas. De las plantas mantenidas en 
invernadero se tomó  tejido radical para llevar a cabo la 
extracción de ADN.

El ADN se extrajo con el producto DNeasy Mini Kit 
(QIAGEN©) de la siguiente manera: se pesaron 30-40 mg 
de tejido y se maceraron con nitrógeno líquido hasta obtener 
un polvo fino sin dejar que la muestra se descongelara. Al 
tejido macerado se le añadieron  400 µL de buffer de 
extracción AP1 y se incubó a 65°C en baño de agua 
(Wheaton Rotary Vacuum Evaporator NE-1) por 10 min con 
homogenización ocasional. Después se agregaron 130 µL de 
buffer AP2 y se incubó durante 5 min en hielo, se centrifugó 
por 5 min a 14 000 rpm en una centrifuga Silent SPIN 
(Continental Lab Products), el sobrenadante se transfirió a   
una columna QIA shredder Mini Spin, y se volvió a 

Mots clés supplémentaires: Mollicutes, PCR nichée, RFLP-
PCR, gène ARNr 16S.

Phytoplasmas are Gram-positive prokaryotes without a cell 
wall, that are grouped in the Mollicutes class (Bertaccini et 
al., 1999; Hogenhout and Segura, 2010). Since it is not yet 
been achieved, isolate phytoplasmas in vitro, their detection, 
identification and classification has been performed by the 
use of molecular techniques such as PCR, RFLP and 
phylogenetic analysis comparing the 16S ribosomal gene 
sequence (Hodgetts et al., 2007). The phytoplasmas have 
been associated with more than 700 economically important 
diseases in vegetable, forage, ornamental and wild plants 
(Weintraub and Beanland, 2006). The presence of cacti 
phytoplasmas have been reported in different parts of the 
world like USA, Italy, China and Lebanon (Bertaccini et al., 
2007; Cai et al., 2008; Choueiri et al., 2005; Tessitori et al., 
2005). In Mexico, some ornamental Opuntia sp. in which 
phytoplasmas have been detected showed unusual 
anatomical features such as proliferation of shoots, yellow 
stems, purple colorations and mosaics, alterations that 
confer additional economic value as they are offered at high 
prices to cacti collectors in various commercial nurseries 
(Aviña et al., 2009). In the zone of San Martín de las 
Piramides in the State of Mexico, a disease attributed to the 
presence of phytoplasmas  known as "male plant disease" 
has been reported in the cultivation of fig opuntia, also 
referred to as "prickly pear" (Opuntia ficus-indica) 
(Hernández et al., 2009), in recent years it has been 
considered as the main limiting factor in the production of 
tunas in the country, since affected plants show deformation, 
shoot proliferation, thickening and  development of the 
cordate of the cladodes and growth arrest. In the town of 
Nopaltepec, State of Mexico, symptoms were observed in 
prickly pear plants such as; thickening, mosaic and yellow 
ring shaped spots on cladodes, as well as proliferation and 
deformation of fruits that may be associated with the 
presence of phytoplasmas. Based on the foregoing, the 
objective of this study was to detect and identify by PCR-
RFLP the presence of phytoplasmas in indian fig opuntia 
with the described syndrome. 

MATERIALS AND METHODS
Plant material. In a commercial cacti orchard 

belonging to the community of San Felipe Teotitlan, 
Nopaltepec, State of Mexico cladodes with symptoms of 
thickening, yellowing, mosaic, proliferation and fruit 
deformation were collected (Figure 1); as well as 
asymptomatic cladodes. A total of 35 cladodes were 
obtained in the months of January and July 2011, these were 
soaked in Radix 10,000® (indole-3-butyric acid 10,000 
ppm) and were planted in pots with sterile soil and kept in a 
greenhouse. 

DNA extraction. For the DNA extraction, tissue was 
taken from the top, middle and the basal parts of each one of 
the 35 cladodes collected with symptoms of thickening, 
proliferation, fruit deformation and ring spots and from 
asymptomatic plants. Root tissue was taken from the plants  
kept in the greenhouse in order to carry out the DNA
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Figura 1. A. Síntomas de amarillamiento en fruto. B. Deformación del fruto y engrosamiento del cladodio. C. Amarillamiento 
del cladodio. D. Proliferación de frutos. E. Mosaico en cladodio de nopal tunero.
Figure 1. A. Symptoms of yellowing in fruit. B. Deformation of the fruit and thickening of the cladode. C. Yellowing of the 
cladode. D. Proliferation of fruit. E. Mosaic in a fig opuntia cladode.

centrifugar a 14 000 rpm durante 2 min. El nuevo 
sobrenadante se colocó en un tubo eppendorf estéril. 
Posteriormente se agregaron 1.5 µl del buffer AP3 y se 
transfirió a la columna DNeasy Mini Spin, centrifugándose 
por 1 min a 8 000 rpm. Una vez capturado el ADN, la 
columna se lavó dos veces en 500 µL del buffer AW y se 
centrifugó por 2 min a 14 000 rpm. La columna se transfirió 
a un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL, se adicionaron 50 µL 
de buffer AE (previamente calentado a 65°C), se incubó 
durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifugó por 1 
min a 8 000 rpm. 

La determinación de la calidad e integridad del ADN

 extraction. 
The DNA was extracted with the DNeasy Mini Kit 

(QIAGEN©) in the following manner: 30-40 mg of tissue 
was weighed and macerated with liquid nitrogen until a fine 
powder was obtained without letting the sample thaw. 400 
µL of AP1 extraction buffer was added to the macerated 
tissue and incubated at 65°C in a water bath (Wheaton 
Rotary Vacuum Evaporator NE-1) for 10 min with 
occasional homogenization. 130 µL of AP2 buffer were then 
added and incubated in ice for 5 min, it was centrifuged for 5 
min at 14,000 rpm in a Silent SPIN centrifuge (Continental  
Lab Products), the supernatant was transferred to a



 se hizo en un gel de agarosa al 1% (p /v) en buffer TAE 1X 
(Tris acetato-EDTA) mediante electroforesis a 90 V por 40 
min y la cuantificación del ADN se realizó en un 
espectrofotómetro (NanoDrop® ND-1 000 V 3.2.1) según el 
método descrito por Sambrook et al. (1989). 

Detección de fitoplasmas por PCR.  Debido a la 
baja concentración de estos patógenos dentro de la planta, 
para detectar su presencia es necesario realizar una doble 
amplificación por PCR. En la primera reacción (PCR 
directa) se utilizó el par de iniciadores universales P1 (Deng 
y Hiruki, 1991) y P7 (Schneider et al., 1995) que amplifican 
un fragmento de 1 800 pb, y la combinación de iniciadores 
P1/Tint (Smart et al., 1996) que amplifican un fragmento de 
1 600 pb, en un volumen de reacción final de 25 µL, que 
contenía 1X de amortiguador para PCR (10x, 100 mM tris-
HCl, 500 mM KCl, pH 8.3) (Biogénica), 0.2 mM de cada 
dNTP, 1.5 mM de MgCl (Biogénica), 20 pmol de cada 2 

iniciador (Invitrogen®), 1U de ADN polimerasa 
Amplificasa® (Biogénica) y 200 ng de ADN objetivo. La 
amplificación se llevo a cabo en un termociclador Techne® 
TC-300, con un primer paso de desnaturalización a 94 ºC por 
5 min, seguido por 30 ciclos de 1 min a 94 ºC, 1.5 min a 54 ºC 
y 2 min a 72 ºC, y un paso final de extensión de 10 min a 72 
ºC.

Para aumentar la sensibilidad de detección, se realizó 
una segunda amplificación (PCR anidada) con los 
iniciadores R16F2/R16R2 (Gundersen y Lee, 1996) que 
amplifican la región 16S rDNA de los fitoplasmas, como 
molde  se utilizó el ADN el producto de amplificación de la 
primera reacción de PCR, diluido en agua destilada estéril 
[1:20 (v/v)] empleándose las mismas concentraciones y 
reactivos que en la PCR directa. La amplificación se 
desarrolló en un termociclador Techne® TC-300, iniciando 
con una desnaturalización de 95°C por 5 min, seguida de 35 
ciclos de 94 °C por 30 s, 1.5 min a 53 °C y 72 °C durante 1.5 
min, y un paso final de 10 min a 72 °C. Los productos de 
amplificación obtenidos (1 200 pb) se analizaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (p/v) en 
amortiguador TAE 1X a 100 V por 50 min, previamente 
teñido con bromuro de etidio. El marcador de peso 
molecular empleado como referencia fue de 100 pb 
(Roche©). Las imágenes del gel se visualizaron y analizaron 
con luz ultravioleta en un fotodocumentador UV (Bio Rad©, 
Gel Doc 2000) con el programa QuantityOne 4.1.1. En todos 
los casos se utilizó como control positivo ADN de coco 
infectado con el fitoplasma del  Amarillamiento Letal del 
Cocotero (ALC). Como control negativo se utilizó agua 
bidestilada estéril libre de DNAsas y RNAsas.

RFLP-PCR. Para determinar el grupo al cual 
pertenece el fitoplasma detectado, el fragmento amplificado 
se sometió a un análisis de RFLP. El fragmento se digirió con 
las endonucleasas de restricción AluI, HaeII, HaeIII, KpnI, 
TrU91 y Tsp5091 (Promega® Madison WI, EU) y los 
productos de restricción se separaron en geles de agarosa 1.5 
% teñidos con bromuro de etidio. Los patrones de RFLP 
obtenidos se compararon con los reportados en la literatura 
(Lee et al., 1998).

Secuenciación y análisis del gen 16 S rDNA. El 
producto de la PCR anidada se purificó (Wizard Promega®) 

QIAshredder Mini Spin Column, and was once again 
centrifuged at 14,000 rpm for 2 min. The new supernatant 
was placed into a sterile eppendorf tube. Subsequently, 1.5 
µL of AP3 buffer were added and transferred to the DNeasy 
Mini Spin Column, being centrifuged for 1 min at 8,000 
rpm. Once the DNA was captured, the column was washed 
twice in 500 µL of AW buffer and was centrifuged for 2 min 
at 14,000 rpm. The column was transferred to a 1.5 mL 
sterile eppendorf tube, 50 µL of AE buffer were added (pre-
heated to 65°C), it was incubated for 5 min at room  
temperature and was then centrifuged for 1 min at 8,000 
rpm. 

The determination of the quality and integrity of the 
DNA was made via agarose gel at 1% (w/v) in 1X TAE (Tris-
acetate-EDTA) buffer by electrophoresis at 90 v for 40 min 
and the quantification of the DNA was performed on a 
spectrophotometer (NanoDrop® ND-1000 V 3.2.1) 
according to the method described by Sambrook et al. 
(1989). 

Phytoplasma detection through PCR. Due to the 
low concentration of these pathogens within the plant, it is 
necessary to perform a double amplification by PCR to 
detect their presence. In the first reaction (direct PCR) a pair 
of universal primers were used, P1 (Deng and Hiruki, 1991) 
and P7 (Schneider et al., 1995) which amplify a 1800 bp 
fragment, and the P1/Tint primer combination (Smart et al., 
1996) which amplify a 1600 bp fragment in a final reaction 
volume of 25 µL that contained 1X of PCR buffer (10x, 100 
mM tris-HCl, 500 mM KCl, pH 8.3) (Biogenica), 0.2 mM of 
each dNTP, 1.5 mM of MgCl  (Biogenica), 20 pmol of each 2

primer (Invitrogen®), 1 U of Amplificasa® DNA 
polymerase (Biogenica) and 200 ng of objective DNA. The 
amplification was carried out in a Techne® TC-300 thermal 
cycler, with an initial denaturation step at 94 ºC for 5 min, 
followed by 30 cycles of 1 min at 94 ºC, 1.5 min at 54 ºC and 
2 min at 72 ºC, and a final extension step of 10 min at 72 ºC.

To increase the detection sensitivity, a second 
amplification was performed (nested PCR) with primers 
R16F2/R16R2 (Gundersen and Lee, 1996) that amplify the 
16s rDNA region of the phytoplasmas, the product DNA of 
the amplification of the first PCR reaction was used as a 
template, diluted in distilled sterile water [1:20 (v/v)] using 
the same concentrations and reactions as in the direct PCR. 
The amplification was carried out in a Techne® TC-300 
thermal cycler , starting with a denaturation step at 95°C for 
5 min, followed by 35 cycles of 30 s at 94°C, 1.5 min at 53°C 
and 1.5 min at 72°C, and a final step of 10 min at 72°C. The 
amplification products obtained (1200 bp) were analyzed by 
electrophoresis on 1.5% agarose gel (w/v) in TAE 1X primer 
at 100 V for 50 min, previously dyed with ethidium bromide. 
The molecular weight marker used as reference was 100 bp 
(Roche©). The gel images were viewed and analyzed with 
ultraviolet light in a UV photo documentation system (Bio 
Rad©, Gel Doc 2000) with the QuantityOne 4.1.1. program. 
In all cases, DNA from coconuts infected with phytoplasmas 
of the Lethal Yellowing Disease of Coconut was used as the 
positive control and DNAsas/RNAsas-free bi-distilled  
water was used as the negative control. 

RFLP-PCR. In order to determine the group to 
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y se secuenció (Automatic Sequencer 3700xl DNA 
Analyzer, Applied Biosystem®). Las secuencias del 16S 
rADN obtenidas se compararon con las de referencia en el 
GenBank, usando la herramienta BLAST del Centro 
Nacional de Información Biotecnológica ( h t t p : / / w w w . 
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

RESULTADOS
El ADN genómico total de las 35 muestras 

procesadas mostró buena integridad y calidad con una 
-1concentración que varió de 300 hasta 900 ng µL , lo cual 

puede considerarse un excelente rendimiento si se tiene en 
cuenta que la planta de nopal posee grandes cantidades de 
carbohidratos, compuestos hidrofílicos y mucílago que 
dificultan la extracción de los ácidos nucleicos (Nobel et al., 
1992). Los valores de pureza fueron de 1.7 a 2, indicando 
mínima presencia  de contaminantes, fenoles y taninos, que 
dificultan la extracción de ADN de calidad e inhiben la 
reacción de PCR (Tapia et al., 2005). En las muestras 
provenientes de los diferentes estratos (superior, medio y 
basal) de los 35 cladodios sintomáticos y asintomáticos no 
se logró detectar la presencia de fitoplasmas, la detección 
fue positiva solamente en las muestras de raíces de plantas 
de nopal.

En la primera reacción de PCR con los iniciadores   

which the detected phytoplasma belongs, the amplified 
fragment was subjected to RFLP analysis. The fragment was 
digested with the AluI, HaeII, HaeIII, KpnI, TrU91 and 
Tsp5091 restriction endonucleases (Promega® Madison 
WI, USA) and the products of the restriction were separated 
in agarose (1.5%) gels dyed with ethidium bromide. The 
obtained RFLP patterns were compared with those reported 
in literature (Lee et al., 1998).

Sequencing and analysis of the 16S rDNA gene. 
The product of the nested PCR was purified (Wizard 
Promega®) and sequenced (Automatic Sequencer 3700xl 
DNA Analyzer, Applied Biosystem®). The obtained 
sequences of the 16s rDNA were compared against those in 
the GenBank, using the BLAST tool of the National Center 
for Biotechnology Information ( h t t p : / / w w w . n c b i .      
n l m.nih.gov/BLAST). 

RESULTS
The total genomic DNA of the 35 samples processed 

showed good integrity and quality with a concentration  
-1ranging from 300 to 900 ng µL , which can be considered an 

excellent yield when you consider that the cactus plant has 
large amounts of carbohydrates, hydrophilic compounds 
and mucilage which hinder the extraction of nucleic acids 
(Nobel et al., 1992). The purity values indicated minimal 

Figura 2.Gel de agarosa al 1% evidenciando los productos de amplificación de la PCR anidada con los iniciadores 
R16F2/R16R2 para muestras de nopal tunero procedentes de Nopaltepec, Edo. de México. Línea M) Marcador molecular 100 
pb; 1-12) muestras Np01, 02, 03, 04, 05, 06, 08, 09, 07, 16, 17 y 26; 13)  control positivo ADN de coco infectado con el 
fitoplasma del  Amarillamiento Letal del Cocotero. 
Figure 2. One percent agarose gel showing the nested PCR amplification products using primers R16F2/R16R2 for fig opuntia 
samples from Nopaltepec, State of Mexico. Line M) 100bp molecular marker; 1-12) samples Np01, 02, 03, 04, 05, 06, 08, 09, 
07, 16, 17 and 26; 13) Positive control, coconut DNA infected with the phytoplasma of the Lethal Yellowing Disease of 
Coconut.
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P1/P7, se observó el producto de amplificación de 1 800 pb 
en el control positivo y sólo en cinco de las muestras 
analizadas.

Con el par de iniciadores P1/Tint, el producto de 
amplificación esperado de 1 600 pb siempre se obtuvo tanto 
en las muestras de tejido radical de plantas enfermas como 
en el control positivo del Amarillamiento Letal del Cocotero 
(datos no mostrados). En la Figura 2, se observan 
fragmentos de 1 200 pb obtenidos con PCR anidada que se 
reportan para establecer la presencia de fitoplasmas sp. 
(Líneas 1-8, y 10-13), en esta última se ubicó el control 
positivo para ALC (línea 13). De las 35 muestras de nopal 
analizadas por PCR anidada en este estudio, 34 resultaron 
positivas a fitoplasmas sp. (Cuadro 1). La comparación de la 
secuencia de nucleótidos, utilizando el programa BLAST, 
del fragmento amplificado con las reportadas en la base de 
datos del GenBank indicó que el genoma amplificado 
corresponde a la secuencia nucleotídica de un fitoplasma. El 
análisis de RFLP obtenidos con las endonucleasas de 
restricción HaeIII, KpnI y MseI (TrU91), indicó que el 
fitoplasma pertenece al grupo 16SrXIII (Mexican 
periwinkle virescence) (Lee et al., 1998) (Figura 3).

DISCUSIÓN
Los síntomas de engrosamiento, proliferación y de 

formación de frutos han sido asociados a la presencia de 
fitoplasmas (Bertaccini et al., 2007; Hernández et al., 2009); 
sin embargo, en las plantas colectadas en la zona tunera de 
San Felipe Teotitlán, Edo. de México,  también se detectó la 
presencia de virus en muestras de nopal con mosaico y 
amarillamiento (datos no publicados). Lo anterior indica 
que la sintomatología observada puede ser producto de la 
coinfección de las plantas de nopal por virus y fitoplasmas, 
de ahí que el diagnóstico basado solamente en síntomas 
puede ser impreciso.

Es bien conocido que los fitoplasmas se encuentran 
en tejido del floema de la planta y con frecuencia en bajos 
títulos (Harrison et al., 2002; Lee et al., 1995; Wei et al., 
2000) por lo que en muchas ocasiones no se pueden detectar 
en la primera PCR, en nuestro caso con el uso del par de 
iniciadores P1/Tint se logró amplificar siempre el gen 
ribosomal 16S del fitoplasma en la PCR directa, aunque en 
algunas casos, el producto de amplificación se observó  
tenue. La irregularidad en la detección en la primera 
reacción de amplificación, posiblemente se debió a que el 
fitoplasma se encontraba en baja concentración (Hodgetts et 
al., 2007). En el caso de la muestra Np07 no se detectó la 
presencia del fitoplasma ni en la PCR directa ni en la PCR 
anidada a pesar de presentar el síntoma de engrosamiento, lo 
cual pudiera deberse a la baja titularidad del patógeno en la 
planta. La dificultad para detectar al fitoplasma en los 
cladodios del nopal se puede explicar porque la distribución 
de los mismos en la planta varía según la época del año. En el 
caso del declinamiento del peral (Pear Decline 
Phytoplasma) ocasionado por fitoplasmas se ha observado 
que éstos ya no se detectan en  las partes aéreas de los 
árboles durante los  meses de invierno debido a las bajas 
temperaturas y que  sobreviven  en las raíces nuevas para  
recolonizar el tallo y las ramas en la primavera siguiente.

presence of polysaccharides, phenoles and tannins, which 
makes difficult the extraction of quality DNA difficult and 
inhibit the PCR reaction (Tapia et al., 2005). In the samples 
from the different levels (upper, middle and base) of the 35 
symptomatic and asymptomatic cladodes, detection of the 
presence of phytoplasma was not achieved, detection was 
positive only in samples from the roots of the cacti. 

In the first PCR reaction with the P1/P7 primers, the 
amplification product of 1800 bp was observed in the 
positive control and only in five of the analyzed samples.

With the P1/Tint primer pair, the expected 
amplification product of 1600 bp was always obtained in the 
radical tissue samples of sick plants as well as in the positive 

Clave                      Síntoma                               Fitoplasma

Np01
Np02
Np03
Np04
Np05
Np06
Np07
Np08
Np09
Np10
Np11
Np12
Np13
Np14
Np15
Np16
Np17
Np18
Np19
Np20
Np21
Np22
Np23
Np24
Np25
Np26
Np27
Np28
Np29
Np30
Np31
Np32
Np33
Np34
Np35

Engrosamiento 
Asintomática
Asintomática
Asintomática
Proliferación
Proliferación
Engrosamiento
Engrosamiento y amarillamiento
Engrosamiento y mosaico
Mosaico y proliferación
Amarillamiento
Mosaico
Mosaico y deformación cladodio
Asintomática
Engrosamiento y mosaico
Engrosamiento y mosaico 
Engrosamiento y deformación de frutos
Engrosamiento
Engrosamiento y deformación de frutos 
Engrosamiento y mosaico
Amarillamiento 
Mosaico
Engrosamiento y mosaico
Engrosamiento y mosaico
Mosaico
Mosaico
Engrosamiento y mosaico
Engrosamiento y deformación de frutos 
Amarillamiento y deformación de frutos
Mosaico
Engrosamiento y amarillamiento
Engrosamiento y mosaico
Engrosamiento y mosaico
Mosaico y proliferación 
Amarillamiento

+
+
+
+
+
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

Cuadro 1. Relación de muestras de nopal tunero con 
diferentes síntomas y resultados de la detección de 
fitoplasmas por PCR.
Table 1. List of prickly pear samples with different 
symptoms and results of phytoplasma detection by PCR.
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Este comportamiento se explica por la nula producción de 
nuevos elementos cribosos y la disminución considerable de 
la actividad de los elementos maduros durante el invierno 
(Errea et al., 2002). El Mulberry Dwarf Phytoplasma 
tampoco se detecta durante el invierno en los órganos 
reproductores y las yemas de árboles de mora pero sí en las 
raíces (Jian et al., 2004). 

Es importante destacar que en las cuatro muestras de 
nopal asintomáticas también se encontraron fitoplasmas, 
por lo que es necesario emplear técnicas moleculares para la 
detección precisa y confiable de este tipo de patógenos, 
sobre todo durante el proceso de obtención de material 
propagativo para el establecimiento de nuevas plantaciones. 
En campo, la presencia de plantas asintomáticas puede tener 
implicaciones importantes en el progreso temporal y 
espacial de la enfermedad. El síntoma de engrosamiento del 
cladodio  se reportó por  vez primera en México y 
posteriormente se encontró en Sudáfrica e Italia, sin que se  
conociera al agente causal (Pimienta, 1990); otros síntomas 
mostrados por las plantas afectadas incluían proliferación de 
flores, deformación y amarillamiento de cladodios jóvenes. 
Hernández et al. (2009) reportaron que el fitoplasma  
asociado con el síndrome de engrosamiento y proliferación   
del nopal tunero en San Martín de las Pirámides, Estado de 
México, pertenece al grupo 16SrII, mientras que en la 

Figura 3. Carriles 1-6. Análisis de los patrones de restricción (RFLP-PCR) a partir de los productos de amplificación de la PCR 
anidada (R16F2/R16R2) para muestras de nopal tunero con síntomas de engrosamiento, mosaico, amarillamiento, 
proliferación y deformación de frutos del cladodio procedentes de Nopaltepec, Edo. de México. Los productos de PCR fueron 
digeridos con AluI (línea 1), HaeII (2), HaeIII (3), KpnI (4), TrU91 (5), Tps5091 (6). Línea M1: Marcador molecular Lambda 
DNA digerido con HindIII. Línea M2: Marcador molecular 100 pb.
Figure 3. Lanes 1-6. Analysis of restriction patterns (RFLP-PCR) from the nested PCR amplification (R16F2/R16R2) for fig 
opuntia samples with symptoms of thickening, mosaic, yellowing, proliferation and deformation of fruit of the cladodes from 
Nopaltepec in the State of Mexico. The PCR products were directed with AluI (line 1), HaeII (2), HaeIII (3), KpnI (4), TrU91 
(5), Tps5091 (6). Line M1: Lambda molecular DNA marker directed with HindIII. Line M2: 100 bp molecular marker.

control of the Lethal Yellowing Disease of Coconut(LYC) 
(data not shown). In Figure 2, 1200 bp fragments are 
observed, obtained with Nested PCR, that are reported to 
establish phytoplasma sp. presence (Lines 1-8, and 10-13), 
the positive control for the LYC was placed in the last (line 
13). Of the 35 cactus samples analyzed by Nested PCR in 
this study, 34 were positive for phytoplasmas sp. (Table 1). 
The nucleotide sequence comparison using the BLAST 
program of the amplified fragment with those reported in the 
GenBank database indicated that the amplified genome 
corresponds to the nucleotidic sequences of a phytoplasma. 
The RFLP analysis obtained with the HaeIII, KpnI and MseI 
(TrU91) restriction endonucleases indicated that the 
phytoplasma belongs to the 16SeXIII group (Mexican 
periwinkle virescence) (Lee et al., 1998) (Figure 3).

DISCUSSION
The symptoms of thickening, proliferation and 

deformation of the fruit have been associated to the presence 
of phytoplasmas (Bertaccini et al., 2007; Hernández  et al., 
2009); however, in the plants collected in the cacti orchard 
zone of San Felipe Teotitlan, in the State of Mexico, the 
presence of virus was detected in cacti samples with mosaic 
and yellowing symptoms (data not published). The previous  
fact indicated that the observed symptomatology may be

M1      1        2          3        4         5        6      M1     M2

564 pb

1500 pb

600 pb

300 pb



presente investigación la secuencia obtenida correspondió 
al grupo 16SrXIII; esto sugiere que más de un grupo de 
fitoplasmas puede estar asociado con esta enfermedad.
 
CONCLUSIONES

En cladodios de nopal con síntomas de 
engrosamiento, proliferación, mosaico y amarillamiento 
provenientes del municipio de Nopaltepec, Edo. de México, 
se detectó mediante PCR de manera consistente la 
amplificación del genoma de fitoplasmas, la comparación 
de secuencias y el análisis de RFLP indico que se trata de un 
fitoplama del grupo 16SrXIII.
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