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RESUMEN

Plantas de chile (Capsicum annuum L.) para secado tipo Mirasol que 
mostraban síntomas de yema grande, amarillamiento y enrollamiento 
foliar, fueron colectadas en parcelas comerciales en el municipio de 
Calera de Víctor Rosales, Zacatecas, México. Se analizaron mediante 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) anidada para determinar 
la presencia de fitoplasmas, con el par de oligonucleótidos universales 
P1/Tint, seguido del par R16F2n/R16R2, y del análisis de fragmentos 
del ADNr 16S mediante la obtención de bandas polimórficas a partir 
de patrones de restricción (RFLP). La presencia de dos patrones de 
restricción diferentes indicó la existencia de dos nuevas cepas de 

‘Candidatus Phytoplasma trifolii’, grupo 16SrVI. La primera secuencia 
de fitoplasma (ChZac4F3) correspondió al subgrupo 16SrVI-A; en 
cambio la segunda secuencia de fitoplasma (ChZac5F1) se clasificó 
dentro de un nuevo subgrupo (16SrVI-J). Ambas secuencias mostraron 
una similitud de 99.2 y 99.1 %, respectivamente, al ser comparadas con 
la cepa de referencia de ‘Candidatus Phytoplasma trifolii’ (AY390261) 
al analizarlas con el programa iPhyClassifier. Este es el primer reporte 
de dos nuevas cepas de ‘Candidatus Phytoplasma trifolii’ asociadas con 
la sintomatología de yema grande, amarillamiento y enrollamiento 
foliar en chile Mirasol en Zacatecas, México.

Palabras clave: ‘Candidatus Phytoplasma trifolii’, Capsicum annuum, 
diagnóstico molecular, PCR.

SUMMARY

   Dry chili pepper Mirasol type plants (Capsicum annuum L.) exhib-
iting foliar yellowing, big bud, and rolled-up margins symptoms were 
collected from commercial pepper fields in Calera de Victor Rosales 
country, Zacatecas, México. They were examined to determine the pres-
ence of phytoplasms by nested polymerase chain reaction (PCR) using 
the universal primer pair P1/Tint, followed by the primer pair R16F2n/
R16R2 and restriction fragment length polymorfism (RFLP) analysis 
of 16S rDNA sequences. The presence of two different RFPL patterns in 
clones from different samples indicated the presence of two phytoplas-
mas isolates. Each was classified as strains of ‘Candidatus Phytoplasma 
trifolii’, that  belong to group 16SrVI. The first ChZac4F3 phytoplasma 
sequence belongs to subgroup 16SrVI-A, while the second ChZac5F1 
phytoplasma sequence was classified into a new subgroup (16SrVI-J). 
ChZac4F3 and ChZac5F1 phytoplasma sequences showed a similarity 
of 99.2 and 99.1 %, respectively, with the reference strain of ‘Candida-
tus Phytoplasma trifolii’ (AY390261), when both were analyzed via the 

iPhyClassifier program. This is the first report of two new strains of 
‘Candidatus Phytoplasma trifolii’ associated to foliar yellowing, big bud 
and rolled-up margins symptoms in Mirasol chili pepper in Zacatecas, 
México.

Index words: ‘Candidatus Phytoplasma trifolii’, Capsicum annuum, 
molecular diagnostics, PCR.

INTRODUCCIÓN

El chile (Capsicum annuum L.) es un importante cultivo 
hortícola en México. A nivel mundial México ocupa el se-
gundo lugar en producción y el tercero en área cultivada, 
con 1,853,610 t y 140,693 ha, respectivamente. En el 2012, 
la producción nacional de chile para secado fue alrededor 
de 56,000 t en una área cultivada de 40,623 ha cuyo valor de 
la producción fue de 185.3 millones de dólares (SIAP, 2012). 
El estado de Zacatecas es el productor de chile para secado 
más importante de México, pero su producción es afectada 
por un amplio rango de enfermedades causadas por hon-
gos, bacterias, nematodos y virus (Velásquez-Valle et al., 
2013). En adición, desde hace aproximadamente 4 años en 
este cultivo se ha presentado una nueva sintomatología que 
ha causado grandes pérdidas económicas en los cultivos de 
chile Mirasol presentes en el estado de Zacatecas (Velás-
quez-Valle et al., 2011). Este nuevo grupo de síntomas han 
recibido el nombre de amarillamiento del chile, el cual se ha 
atribuido a infecciones causadas por fitoplasmas.

Los fitoplasmas son procariotes carentes de pared ce-
lular y transmitidos por insectos causantes de numerosas 
enfermedades en una gran cantidad de plantas de interés 
económico y ambiental a nivel mundial (McCoy et al., 
1989; Lee et al., 2000; Seemüller y Schneider, 2004; Ho-
genhout et al., 2008). Los síntomas asociados con la in-
fección causada por fitoplasmas incluyen decoloración 
foliar, los pétalos se tornan de color verde (virescencia), 
conversión de estructuras florales en foliares (yema grande 
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o brote grande), proliferación de raíces, brotes con aspecto 
de “escobas de bruja”, enanismo, decaimiento general, y en 
ocasiones muerte de la planta (Dickinson et al., 2012).

La identificación y clasificación de los fitoplasmas se ba-
saba en la sintomatología, rango de hospederos, imágenes 
de microscopía electrónica, uso de anticuerpos monoclo-
nales, tinciones y especificidad con el vector, característi-
cas que son insuficientes para el análisis filogenético entre 
los diferentes tipos de fitoplasmas (Lee et al., 2000). Ac-
tualmente, la clasificación de los fitoplasmas se basa en el 
análisis molecular de genes conservados, en particular del 
gen 16S ribosomal. Los fitoplasmas han sido clasificados en 
31 grupos y más de 100 subgrupos, con basé en el análisis 
de los patrones de restricción obtenidos mediante la téc-
nica de RFLP a partir de fragmentos del gen 16S ribosomal 
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa, tanto 
in silico (simulación computacional) como en fresco (Lee et 
al., 2000; Wei et al., 2007).

En Canadá se reportó la enfermedad conocida como 
proliferación del trébol híbrido (Trifolium sp), cuyo agente 
causal se presumía de origen viral debido al amarillamiento 
en las plantas afectadas (Chiykowski, 1965). Investigaciones 
subsecuentes revelaron que la proliferación del trébol era 
causada por fitoplasmas pertenecientes al grupo 16SrVI que 
además afectaban cultivos de tomate (Lycopersicum esculen-
tum), papa (Solanum tuberosum) y olmo (Ulmus minor) en 
Norte América (Chen y Hiruki, 1975; Deng y Hiruki, 1991; 
Lee et al., 1991; Shaw et al., 1993; Jacobs et al., 2003;). Ac-
tualmente, el grupo 16SrVI es nombrado taxonómicamente 
como el grupo ‘Candidatus Phytoplasma trifolii’ (Hiruki y 
Wang, 2004), que recientemente fue asociado con enferme-
dades presentes en cultivos de chile en España, Líbano, In-
dia e Indonesia (Castro y Romero, 2002; Khan y Raj, 2006; 
Choueiri et al., 2007; Harling et al., 2009).

Varios estudios reportados en Grecia y Estados Unidos 
han demostrado la relación entre la conversión de estruc-
turas florales en foliares y la infección causada por fito-
plasmas en plantas de tomate y chile (Vellios y Liliopoulou, 
2007; Randall et al., 2009).

Aunque existe una gran variedad de reportes relaciona-
dos con la presencia de otros fitopatógenos causantes de 
enfermedades en chile en México, como los geminivirus 
(Torres-Pacheco et al., 1996; Morales y Anderson, 2001; 
Méndez-Lozano et al., 2003; Velásquez-Valle et al., 2008; 
Reveles-Torres et al., 2012), los reportes de enfermedades 
en chile relacionadas con la presencia de fitoplasmas a nivel 
mundial son escasos. Los primeros métodos de diagnóstico 
de fitoplasmas en el cultivo de chile en México se realiza-
ron mediante microscopia electrónica (Lebsky y Poghos-
yan, 2007), posteriormente Santos-Cervantes et al. (2008) 

reportaron la identidad de un fitoplasma mediante técnicas 
moleculares.

 
El objetivo de esta investigación fue identificar a nivel 

molecular la presencia de nuevas cepas de ‘Candidatus 
Phytoplasma trifolii’ pertenecientes al grupo 16SrVI en 
plantas de chile Mirasol cultivado en Zacatecas, México.

MATERIALES Y MÉTODOS

Colecta de muestras

Un total de 63 muestras de plantas de chile Mirasol para 
secado de fruto con síntomas de yema grande, amarilla-
miento y enrollamiento foliar (Figura 1), fueron colectadas 
de julio a septiembre del 2013 en el municipio de Calera 
de Víctor Rosales, Zacatecas, México (entre las coordena-
das 22° 57’ 55.03” N, 102° 41’ 04.79” O; 22° 59’ 54.75” N, 
102° 40’ 03.18” O y 22° 59’ 07.21” N, 102° 40’ 47.35” O). Las 
muestras se analizaron en el laboratorio de biotecnología 
del Campo Experimental Zacatecas del Instituto Nacional 
de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INI-
FAP). La extracción del ADN total se hizo a partir de 100 
mg de tejido de hoja, mediante una modificación del mé-
todo descrito por Dellaporta et al. (1983), el cual consistió 
en el uso de nitrógeno líquido y del buffer de extracción “A” 
(Tris 100 mM-pH 8, NaCl 50 mM-pH 8, EDTA 50 mM-
pH 8 y agua destilada estéril). Las pastillas de ADN fueron 
resupendidas en 50 μL de agua destilada estéril y después 
almacenadas a -20 ºC. 

Detección de fitoplasmas mediante PCR anidado

La detección de fitoplasmas fue mediante la amplifica-
ción del gen 16S ribosomal, con oligonucleótidos universa-
les para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Para 
la PCR directa fueron: P1 5’-AAGAGTTTGATCCTGGCT-
CAGGATT-3’ y Tint 5’-TCAGGCGTGTGCTCTAAC-
CAGC-3’ (Smart et al., 1996); y para la PCR anidada los 
oligonucleótidos usados fueron: R16F2n 5’-GAAACGACT-
GCTAAGACTGG-3’ y R16R2 5’-TGACGGGCGGTGT-
GTACAAACCCCG-3’ (Gundersen y Lee, 1996). La mezcla 
de reacción contenía: 2.5 μL de buffer de PCR (10×), 1.5 μL 
de MgCl2 (50 mM), 2.5 μL de dNTPs (20 pM), 0.5 μL de 
cada oligonucleótido (20 pM), 0.25 μL de Taq polimerasa (5 
U/μL), 2.5 μL de extracto de ADN (50 ng/μL) y agua mili Q 
estéril para un volumen final de 25 μL. Para la PCR anidada 
se utilizó 1 μL del producto de la PCR directa y se aforó a un 
volumen final de 25 μL con la mezcla de reacción.

Las reacciones de amplificación se realizaron con un 
termociclador programable 2720 Thermal Cycler de 
Applied Biosystems® (USA), con 35 ciclos de desnatura-
lización de 1 min a 94 °C (3 min a 95 °C para el primer 
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ciclo), alineamiento de 1 min a 56 °C y una extensión de 
2 min a 72 °C (5 min para el último ciclo). Los productos 
obtenidos fueron reamplificados con 35 ciclos de desnatu-
ralización de 1 min a 94 °C (3 min para el primer ciclo), 
alineamiento de 1 min a 55 °C y una extensión de 2 min a 
72 °C (5 min para el último ciclo). Los productos de PCR 
fueron analizados por electroforesis en un gel de agarosa a 1 
%, teñidos con bromuro de etidio y visualizados bajo la luz 
UV. El ADN de los extractos provenientes de las muestras 
de chile se usaron como templetes para el PCR. El agua mili 
Q estéril fue usada como control negativo.

Clonación, secuenciación y análisis de RFLP 
de los productos de PCR

Los productos amplificados de aproximadamente 1.25 
kb fueron ligados en el vector pGEM-T Easy (Promega, 
Madison, WI, USA), conforme a las recomendaciones del 
proveedor. La transformación del fragmento amplificado se 
llevó a cabo mediante el método de choque térmico en cé-
lulas competentes de calcio Top-10 de Escherichia coli. Las 
clonas positivas se evaluaron al digerirlas con la enzima de 
restricción EcoRI, con el fin de liberar el fragmento de 1.25 
kb que corresponde al gen 16S ribosomal. Posteriormente, 
las clonas positivas fueron sometidas a un análisis de RFLP 
con las enzimas de restricción HinfI y EcoRI (New England 
BioLabsTM), para identificar bandas polimórficas que in-
dicaran si se trataba de una infección simple o mixta. Los 
productos digeridos fueron visualizados por electroforesis 
de gel de agarosa a 2 %. Las clonas seleccionadas fueron 

secuenciadas en el Laboratorio Nacional de Biotecnología 
Agrícola, Médica y Ambiental (LANBAMA) en San Luis 
Potosí, México. 

Análisis filogenético

El árbol filogenético se realizó con dos secuencias del gen 
16S ribosomal pertenecientes a los fitoplasmas ChZac4F3 
y ChZac5F1, aislados de plantas enfermas de chile Mira-
sol. Tales secuencias fueron comparadas con 31 secuencias 
de fitoplasmas presentes en la base de datos del GenBank 
del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y como grupo externo se 
utilizó la secuencia de Acholeplasma brassicae (número 
de acceso GenBank AY538163). El programa computacio-
nal utilizado fue el módulo Clustal V a través del método 

“neighbor-joining” dentro del Software DNASTAR Laserge-
ne® (http://www.dnastar.com/t-dnastar-lasergene-espanol.
aspx). El “bootstrapping” (método de parsimonia y máxi-
ma verosimilitud) se llevó a cabo 1000 veces para la estima-
ción de la estabilidad y el apoyo a las ramas. El análisis de 
las secuencias de nucleótidos se realizó por comparación 
de las secuencias disponibles en la base de datos del NCBI, 
mediante la aplicación BLASTn en línea. Para el análisis fi-
logenético se utilizó el método de Clustal V del MegAling, 
otro módulo del DNASTAR Lasergene®.

Análisis virtual de los RFLP

Se realizó el análisis de los patrones de restricción ob-
tenidos mediante RFLP de las secuencias ChZac4F3 y 
ChZac5F1, con el programa de análisis virtual de la pági-
na iPhyClassifier (http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/
cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi), citado por Zhao et al. 
(2009). Cada fragmento de ADN fue digerido in silico con 
17 enzimas de restricción utilizadas para el análisis de los 
RFLP del gen 16S ribosomal (Lee et al., 1998). Las enzimas 
usadas fueron AluI, BamHI, BfaI, BstUI (ThaI), DraI, Eco-
RI, HaeIII, HhaI, HinfI, HpaI, HpaII, KpnI, Sau3AI (MboI), 
MseI, RsaI, SspI y TaqI. Después del análisis de la digestión 
con las enzimas de restricción, la imagen virtual del gel de 
electroforesis a 3 % fue capturado en un archivo PDF, lo que 
permitió comparar cada grupo y subgrupo de 16S. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Detección de fitoplasmas presentes 
en plantas de chile Mirasol

En 22 de las 63 muestras analizadas se amplificaron 
fragmentos asociados con fitoplasmas mediante la técnica 
de PCR anidado con las combinaciones oligonucleótidos 
universales P1/Tint y R16F2n/R16R2. Así se confirmó la 
presencia de una banda de 1.25 kb tanto en los extractos 

Figura 1. Amarillamiento foliar, yema grande en la parte 
superior de la planta y enrollamiento foliar en hojas jó-
venes de plantas de chile Mirasol.
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analizados como en el control positivo (Figura 2). No se 
observó amplificación en el control negativo (agua estéril). 
Las clonas obtenidas contenían el fragmento de ADN espe-
rado (1.25 kb) y se confirmó la presencia de ADN de fito-
plasma en las secuencias del gen 16S ribosomal, mediante el 
programa computacional BLASTn arriba mencionado. 

Los reportes de fitoplasmas que afectan al cultivo de chi-
le en Australia, Cuba, India, Indonesia, Líbano, México y 
España (Castro y Romero, 2002; Tran-Nguyen et al., 2003; 
Khan y Raj, 2006; Arocha et al., 2007; Choueiri et al., 2007; 
Lebsky y Poghosyan, 2007; Santos-Cervantes et al., 2008; 
Harling et al., 2009;), se han caracterizado por la presencia 
de alguno de los siguientes síntomas: peciolos y entrenudos 
pequeños, amarillamiento, brotes grandes, hojas pequeñas, 
proliferación de brotes (“escoba de bruja”) y enanismo. 

La sintomatología relacionada con la infección causada 
por fitoplasmas en las plantas de chile Mirasol analizadas 
fueron: amarillamiento foliar, yemas grandes principal-
mente en la parte superior de la planta, y enrollamiento fo-
liar en las hojas más jóvenes; estos síntomas son diferentes a 
los reportados por Santos-Cervantes et al. (2008) en donde 

plantas de chile colectadas en los estados de Guanajuato y 
Sinaloa, México, las cuales mostraron síntomas asociados 
con ‘Ca. Phytoplasma asteris’, como proliferación de brotes 
y hojas pequeñas. 

Análisis de secuencias por RFLP in silico

Las clonas obtenidas fueron digeridas con la enzima de 
restricción EcoRI para confirmar que contenían el frag-
mento de 1.25 kb de nuestro interés. Posteriormente, diez 
clonas positivas obtenidas a partir de cada uno de los ex-
tractos, fueron seleccionadas y analizadas por RFLP con 
las enzimas de restricción EcoRI y HinfI. Las clonas pro-
venientes de los mismos extractos mostraron un patrón de 
restricción idéntico. Sin embargo, se observó la presencia 
de bandas polimórficas cuando se compararon con los 
patrones de restricción presentes en clonas obtenidas de 
otros extractos, lo cual indicó la presencia de al menos dos 
fitoplasmas que infectan de forma individual a plantas de 
chile Mirasol y cuya sintomatología en campo es la misma. 
Posteriormente, las clonas ChZac4F3 y ChZac5F1 fueron 
seleccionadas para representar cada uno de los patrones de 
restricción obtenidos, éstos fueron secuenciados y la pre-
sencia del gen 16S ribosomal correspondiente a fitoplasmas 
fue confirmada mediante análisis con la aplicación BLASTn 
del NCBI.

Las secuencias ChZac4F3 (KM095133) y ChZac5F1 
(KM095132) obtenidas en este trabajo fueron comparadas 
con las contenidas en la base de datos de iPhyClassifier 
(Zhao et al., 2013); la máxima identidad a nivel de secuen-
cia fue obtenida con la cepa de referencia para ‘Candidatus 
Phytoplasma trifolii’ (AY390261) con 99.2 y 99.1 % de simi-
litud, respectivamente. 

La clasificación de los fitoplasmas aquí aislados a nivel 
de grupo y subgrupo se realizó mediante el análisis de las 
secuencias ChZac4F3 y ChZac5F1 por RFLP y geles virtua-
les obtenidos con iPhyclassifier (Zhao et al., 2013). El pa-
trón de restricción virtual mostró una alta similitud con los 
miembros del grupo 16SrVI, subgrupo A (AY390261), con 
un coeficiente de similitud de 0.98 y 0.97, respectivamente 
(Figura 3A). 

Sin embargo, la secuencia del fitoplasma ChZac5F1 po-
dría ser considerada como miembro de un nuevo subgrupo 
debido a que el patrón de restricción obtenido con la en-
zima HinfI es único con respecto al observado en los de-
más miembros del grupo VI (Figura 3B). Por lo tanto, Ch-
Zac5F1 puede representar un nuevo subgrupo dentro del 
grupo 16SrVI (16SrVI-J), según los criterios establecidos 
actualmente (Lee et al., 1998). Con la finalidad de descar-
tar la posibilidad de que la secuencia de ChZac5F1 fuera 
falsa, se obtuvo la secuencia de tres clonas provenientes de 

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa a 1 % que mues-
tra los productos del PCR anidado, obtenidos a partir de 
extractos provenientes de plantas de chile Mirasol me-
diante el uso de los pares de oligonucleótidos P1/Tint y 
R16F2n/R16R2. Carril M, marcador de peso molecular 
de 1 kb plus DNA (Invitrogen Life Technologies); los ca-
rriles 1, 2, 3 y 4 corresponden a muestras de chile Mi-
rasol; carril 5, control negativo (agua mili Q estéril); y 
carril 6, control positivo.



393

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 38 (4) 2015MAURICIO-CASTILLO et al.

diferentes extractos que compartían el mismo patrón de 
restricción que ChZac5F1; las secuencias obtenidas fueron 
idénticas.

Los primeros reportes a nivel molecular sobre la pre-
sencia de ‘Ca. Phytoplasma trifolii’ que afectan cultivos 
de chile provienen de España y Líbano (Castro y Romero, 
2002; Choueiri et al., 2007), y posteriormente de los estados 
de Arizona y Nuevo México en Estados Unidos (Randall 
et al., 2009). Lo anterior predecía que la presencia de ‘Ca. 
Phytoplasma trifolii’ en el chile Mirasol de Zacatecas era de 
esperarse, ya que ambas zonas geográficas se encuentran 
dentro de la franja del desierto Chihuahuense en donde la 
presencia de Circulifer tenellus Baker, reportado como in-
secto vector de fitoplasmas pertenecientes al grupo 16SrVI 
(Munyaneza et al., 2007) es muy común. 

La sintomatología de ‘Ca. Phytoplasma trifolii’ aislados 

en España causan yema grande, en Líbano enanismo, en 
Nuevo México enanismo y amarillamiento foliar, y en Ari-
zona solo yema grande. Algunos de estos síntomas son 
similares a los observados en este trabajo: yema grande y 
amarillamiento foliar. Además se observó la presencia de 
enrollamiento foliar en las hojas jóvenes, pero las plantas 
tenían un tamaño normal e inclusive algunos ejemplares 
mostraban un tamaño un poco más alto de lo normal. Por 
ello es necesario establecer metodologías que permitan di-
lucidar el papel de factores como: tipo de fitoplasma, am-
biente, etapa de infección y genotipo de la planta de chile 
afectada, en la presentación y severidad de los síntomas. 

El primer reporte a nivel molecular sobre la presencia 
de un fitoplasma afectando cultivos de hortalizas (inclu-
yendo chile) en México fue el de ‘Ca. Phytoplasma asteris’ 
(Santos-Cervantes et al., 2008); un fitoplasma previamente 
descrito en Cuba e India (Khan y Raj, 2006; Arocha et al., 

Figura 3. Patrones de restricción virtuales obtenidos a partir del análisis de las secuencias obtenidas con los oligonucleótidos 
universales R16F2n/R16R2, mediante el programa computacional iPhiclassifier basado en la técnica de RFLP. (A) Imágenes 
de los patrones de restricción de las secuencias ChZac4F3 y ChZac5F1, obtenidos de la digestión por separado con cada 
una de las siguientes 17 enzimas: AluI, BamHI, BfaI, BstUI, DraI, EcoRI, HaeIII, HhaI, HinfI, HpaI, HpaII, KpnI, Sau3AI, 
MseI, RsaI, SspI y TaqI. (B) Gel virtual del patrón de restricción de las secuencias ChZac4F3, ChZac5F1 y nueve cepas de 
fitoplasmas que representan a los diferentes subgrupos (A-I) del grupo ‘Ca. Phytoplasma trifolii’’ (16SrVI), mediante el uso 
de enzima de restricción HinfI. MW = Marcador de peso molecular obtenido de la digestión del ADN ΦX174 digerido con 
la enzima HaeIII.

(A)

(B)

ChZac4F3

HinfI

ChZac5F1
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2007). Entonces, el presente reporte aporta nueva informa-
ción sobre las características genotípicas e infectivas de fito-
plasmas presentes en México.

Análisis filogenético de los ‘Ca. Phytoplasma trifolii’ 
aislados de plantas de chile Mirasol

Mediante el algoritmo Clustal V del programa computa-
cional megAlign (DNASTAR I, 1998) se construyó un árbol 
filogenético basado en las secuencias de los fitoplasmas Ch-
Zac4F3 ‘Ca. Phytoplasma trifolii’ 16SrVI-A (KM095133) y 
ChZac5F1 ‘Ca. Phytoplasma trifolii’ 16SrVI-J (KM095132), 
junto con otras 31 secuencias que representan distintos 
grupos de fitoplasmas. Además, la secuencia de Acholeplas-
ma brassicae (AY538163) fue empleada como un grupo de 
control externo (Figura 4).

 Los resultado generados del árbol filogenético concuer-
dan con los obtenidos en el análisis de las secuencias de 
los fitoplasmas ChZac4F3 y ChZac5F1 mediante RFLP in 
silico, y confirmaron que ambos son nuevos miembros del 
grupo 16SrVI, cuyo pariente más cercano es Portulaca little 
leaf phytoplasma 16SrVI (EF651786). Además dichas se-
cuencias dan origen a dos nuevas ramas, lo que indica que 
se pueden constituir como un nuevo subgrupo dentro del 
clado 16SrVI. 

Debido a que existen otros fitopatógenos como los es-
piroplasmas que son capaces de provocar sintomatologías 
similares a las causadas por fitoplasmas (Saied et al., 2014), 
es importante establecer métodos de fitodiagnóstico que 
combinen técnicas tradicionales como la evaluación de sín-
tomas y el rango de hospederos con nuevas técnicas mole-
culares que permitan obtener secuencias de ADN corres-
pondientes a los fitoplasmas que participan como agentes 
causales de alguna sintomatología en especial; todo con la 
finalidad de obtener una identificación confiable a nivel ta-
xonómico.

La detección e identificación del agente causal de las en-
fermedades asociadas con la presencia de fitoplasmas en el 
cultivo del chile Mirasol, facilitan el estudio de la epidemio-
logía de la enfermedad y amplía el conocimiento sobre la 
diversidad genética de los fitoplasmas presentes en México. 
Este trabajo constituye el primer reporte a nivel molecular 
de dos nuevas cepas de fitoplasmas pertenecientes al grupo 
del ‘Ca. Phytoplasma trifolii’ (16SrVI) que afectan a plantas 
de chile Mirasol en el estado de Zacatecas, México.

CONCLUSIONES

Se aislaron e identificaron a nivel molecular las secuen-
cias de dos nuevas cepas de ‘Candidatus Phytoplasma trifo-
lii’ asociadas con la presencia de una sintomatología carac-

terizada por: yema grande, amarillamiento y enrollamiento 
foliar en cultivos de chile Mirasol en el estado de Zacatecas, 
México. Aunque filogenéticamente ambas secuencias per-
tenecen al grupo 16SrVI, a nivel de subgrupo la primera 
secuencia identificada, ChZac4F3, corresponde al sub-
grupo 16SrVI-A, mientras que la segunda, ChZac5F1, se 
propone como el primer miembro de un nuevo subgrupo 
denominado 16SrVI-J. Este es el primer reporte de ‘Candi-
datus Phytoplasma trifolii’ que afecta a cultivos de interés 
económico en México. 
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