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Introduccion. La produccién de aguacate es un
punto clave para la economia mexicana, asi como la
problematica fitosanitaria que afecta las plantaciones.
En el Estado de California EU., se ha presentado una
enfermedad ocasionada por un viroide: el Avocado
Sunblotch Viroid (ASBVd) o bien Viroide de la
Mancha Solar del Aguacate. Esta enfermedad causa
una disminucién importante en la produccion ademas
de dafiar significativamente el fruto, el viroide ha
sido transmitido y diseminado mediante el injerto de
yemas de plantas enfermas a sanas (2). En México no
se ha detectado aun la presencia del viroide ASBVd,
por lo que se requieren métodos altamente sensibles,
econdmicos y rapidos para realizar estudios continuos
y detectar la presencia del viroide en las plantaciones
donde se cuente con lotes donadores de yemas (3). En
el Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria de la
Direccion General de Sanidad Vegetal (CNRF-
DGSV) en colaboracion con la Universidad
Tecnologica de Tecamac se desarrolld el presente
trabajo para establecer un protocolo de deteccion y
diagnostico del viroide ASBVd; que permita a las
autoridades fitosanitarias implementar programas
cuarentenarios en caso de que ésta se presente en
México.

Metodologia. Las muestras infectadas fueron
provenientes del National Germplasm Repository
(NGR), Miami, Florida. Se utilizaron 0.05 g de tejido
para extraer RNA, segun el protocolo de Hadidi &
Yang (1990) (1). EI RNA fue analizado por
espectrofotometria, electroforesis en agarosa y
deteccion del gen endogeno (16S de Cloroplasto).
Posteriormente se realizé la amplificacion del viroide
mediante RT-PCR mediante los métodos acoplado y
desacoplado. Todos los productos fueron analizados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% en
buffer TAE 1X.

Resultados y discusion. EI método de Hadidi &
Yang. (1990) mostr6 poca eficiencia de extraccion de
acuerdo a ambos analisis. La extraccion con el
método comercial CONCERT™ Plant RNA Reagent
(Invitrogen) mostré bandas nitidas y los resultados
fueron satisfactorios en cuanto a pureza y
concentracion de RNA (Cuadro 1). La mayoria de las
muestras amplificaron positivamente al andlisis de
gen endodgeno siendo la RT-PCR desacoplada la mas
eficiente.  Considerando el analisis realizado
mediante el gen enddgeno, las muestras de tejido
“infectado” que no amplificaron fue debido a que, no

Cuadrol. Cuantificacion de RNA en tejido infectado .

Muestra Abs. | Abs. Concentracion | Pureza
260 260 nm (mg/mL)
nm
M1 0.528 | 0.399 36.96 1.819
M2 0.029 | 0.010 3.04 2.0
M3 0.627 | 0.399 38.64 1.894
M4 0.247 | 0.128 18.80 2.017
M5 0.150 | 0.109 7.60 1.759
M6 0.363 | 0.187 27.92 2.017
M7 0.107 | 0.057 8.56 1.877
M8 0.070 | 0.035 6.08 1.854

estuvo presente la infeccion provocada por este
viroide (Figura 1).
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Figura 1. Amplificacion de cDNA del viroide ASBVd
mediante RT-PCR. Andlisis en gel de agarosa al 2%.
Pozo (1) Marcador molecular de 1Kb DNA ladder
(invitrogen); (2) control negativo; (3) ASBVd 1 Control
nositivo: (4) M6: (5) M2: (6) M5: (7) M8: (8) M4.

Conclusiones. El kit comercial CONCERT™ Plant
RNA Reagent (Invitrogen) mostrd integridad del
RNA extraido y su calidad y cantidad fueron éptimos
para trabajar la RT-PCR. Las condiciones optimas de
amplificacién por PCR para la deteccion de ASBVd
fueron: 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s, 20
pmoles/uL de cada primer, 2.5 U de Taq polimerasa;
con un ciclo térmico de 1 minuto a 94° C, 2 minutos a
58° C y 3 minutos a 72° C con una extension final de
4 minutos a 72° C. Por todo lo anterior, este
procedimiento se puede utilizar con eficacia, rapidez
y exactitud en arboles asintomaticos infectados.
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