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RESUMEN

La mancha de sol causada por el Avocado sunblotch viroid (ASBVd) fue detectada durante
el 2009 en Tingambato, Michoacan, México. Se ha sugerido que sintomas como el
variegado y el blanqueado asi como plantas asintomaticas son producto de variaciones en la
secuencia de nucleétidos del genoma del viroide. Los objetivos del presente trabajo fueron:
Determinar si los sintomas de variegado, blanqueado, clorosis, frutos con grietas amarillas,
frutos con grietas necroticas, deformaciones, ramas con franjas amarillo blanquecino,
brotes blanquizcos y de arboles asintomaticos observados en huertas comerciales de
aguacate ubicadas en Tacambaro y Tingambato, Michoacéan, son debidos a variaciones en
la secuencia de nucleétidos del ASBVd. Conocer la presencia o ausencia del ASBVd en los
bancos de germoplasma de INIFAP de Celaya, Guanajuato, CICTAMEX de Coatepec de
Harinas, Estado de México, y en huertas de materiales mexicanos de Cafiada de Yafiez
municipio de Santa Maria del Rio, San Luis Potosi y silvestres de Tochimilco, Puebla. Se
colectaron muestras de tejido vegetal en los diferentes sitios, se realizo extraccion de RNA,
se utilizaron las técnicas de la rt-PCR, secuenciacion de productos y en algunos casos
SSCP vy clonacién. La SSCP mostré pequerfias diferencias en el patrén electroforético de
algunos aislamientos; al comparar las secuencias en el GenBank/NCBI se observo una
similitud superior al 90% entre ellas y con las reportadas en el GenBank/NCBI. Secuencias
consenso de tres aislamientos clonados, se alinearon con secuencias reportadas en el
GenBank/NCBI como variantes del ASBVd con el programa Mega 4.0. Las secuencias
clonadas y alineadas fueron similares, pero no permitieron identificar variantes del ASBVd
en las muestras analizadas. Los resultados de la rt-PCR, indicaron que el ASBVd esta
presente en los bancos de germoplasma de INIFAP de Celaya, Guanajuato, CICTAMEX de

Coatepec de Harinas, Méx., en Cafiada de Yafiez, S. L. P. y Tochimilco, Puebla.

Palabras clave: Avocado sunblotch viroid, aguacate silvestre, coleccion de

aguacate, rt-PCR



ABSTRACT

The sunblotch caused by Avocado sunblotch viroid (ASBVd) was detected in 2009 in
Tingambato, Michoacan, Mexico. It has been suggested that symptoms such as variegated
and bleaching as well as asymptomatic plants are caused by variations in the nucleotide
sequence of the viroid genome. The objectives of this study were to: Determine if
symptoms of variegated, bleaching, chlorosis, fruits with yellow cracks, fruits with necrotic
cracks, deformation, branches whitish yellow stripes, whitish outbreaks and asymptomatic
trees observed in commercial avocado orchards located in Tacambaro and Tingambato,
Michoacan, are due to variations in the nucleotide sequence of ASBVd. To detect the
presence or absence of ASBVd in germplasm banks at INIFAP in Celaya, Guanajuato,
CICTAMEX in Coatepec de Harinas, State of Mexico and orchards of Mexican materials
Cafiada de Yafiez municipality of Santa Maria del Rio, San Luis Potosi and wild at
Tochimilco, Puebla. Plant tissue samples were collected at different sites, RNA extraction
was performed, using techniques of rt-PCR, sequencing of products and in some cases,
SSCP and cloning. The SSCP showed small differences in the electrophoretic pattern of
some isolates, by comparing the sequence in the GenBank / NCBI, there was a greater than
90% similarity among themselves and with those reported in the GenBank / NCBI.
Consensus sequences of three cloned isolates were aligned with reported sequences in
GenBank / NCBI as variants of ASBVd with the program Mega 4.0. Cloned and aligned
sequences were similar, but not identified variants in samples ASBVd. The results of the rt-
PCR indicated that the ASBVd is present in the germplasm banks of INIFAP in Celaya,
Guanajuato, CICTAMEX in Coatepec de Harinas, Mex., in Cafiada de Yanez, S. L. P. and

Tochimilco, Puebla.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Los viroides son los agentes de enfermedades infecciosas méas pequefios conocidos (Owens,
2008), estan constituidos de una cadena circular de RNA cuyo tamafio oscila entre 246 a
400 nucleotidos (Amari, et. al., 2001; Ding, 2009) por lo que no codifican proteinas.
Pueden infectar plantas superiores y causar ciertas enfermedades (Daros, et. al., 2006),
como la “mancha de sol” del aguacate, la cual reduce la calidad comercial del fruto, es
causada por el Avocado sunblotch viroid (ASBVd). Esta enfermedad se observo desde 1914
en el sur de California (Whitsell, 1952) posteriormente en la Florida (Zentmyer, 1951),
actualmente es conocida en los paises donde se cultiva aguacate (Persea americana Mill.)
como: Israel, Per(, Sudéafrica, Venezuela, Espafia (Lopez-Herrera et. al., 1987) y Australia
(Mohamed y Thomas, 1980).

La enfermedad produce hundimientos decolorados amarillos o rojos sobre los frutos de
aguacate, los cuales ademas son ademas pequefios y deformes (Allen, 2004),
disminuyendo seriamente su comercializacion (Schnell, 1997). También induce la
formacion de estrias y manchas de la corteza, tallos y peciolos, a menudo deprimidas,
usualmente amarillas, o bien, blancas o rojas (Allen, 2004; Dale, et. al., 1982; Schnell,
1997); en los tallos es posible observar areas necréticas (Dodds, 1999). Las hojas pueden
presentar manchas blancas o amarillas (similar a un variegado) ademas de blanqueado y
distorsion. Muchos arboles infectados no muestran sintomas y producen semillas las cuales
se utilizan para obtener portainjerto, infectando asi la variedad injertada en la cual los

sintomas pueden ser muy severos (Allen, 2004; Dodds, et. al., 2008).

Se han detectado variantes del ASBVd basadas en la diferencias en sus secuencias de
nucleotidos y pesos moleculares (Rakowski y Symons, 1989) asi como por variaciones en
sus propiedades bioldgicas. Las zonas de mayor intercambio de nucleétidos o regiones mas
activas en las secuencias del ASBVd, se localizan entre las bases 105-119 y 120 y 128
(Semancik y Szychowski, 1994). A la fecha, se han caracterizado variantes del ASBVd

basdndose Unicamente en sintomas foliares (Rakowski y Symons, 1989; Semancik y



Szychowski, 1994). Por lo tanto, es importante emprender la busqueda de variantes para un

mejor entendimiento y conocimiento de este patdgeno y/o sus variantes presentes en

nuestro pais.

1)

2)

Objetivos generales

Comparar secuencias clonadas de los aislamientos de los sintomas encontrados en
Michoacan, con las variantes reportadas y determinar la posible presencia de
variantes del ASBVd en huertas comerciales de aguacate Hass en los municipios

de Tingambato y Tacdmbaro, Michoacan, México.

Determinar la presencia o ausencia del Avocado sunblotch viroid en arboles de
aguacate presentes en bancos de germoplasma del INIFAP-Celaya, Guanajuato; del
CICTAMEX de la Fundacion Salvador Sanchez Colin, ubicada en Coatepec de
Harinas, Estado de México, asi como en huertas de aguacate de San Luis Potosi y
de Tochimilco, Puebla, establecidas con materiales mexicanos y silvestres estas

altimas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 EL AGUACATE

2.1.1 Importancia economica

La especie Persea americana Mill. es la mas importante economicamente de este género
(Garcia y Tsunewaki, 1977). La FAO menciona que a nivel mundial, México fue el
principal productor en 2008, con una produccion de 1°124,565 Ton, seguido de Chile,
Indonesia, Republica Dominicana y Colombia (FAO, 2010) (Cuadro 1).

Cuadro 1 Principales paises productores de aguacate a nivel mundial en 2008*.

1124565 250000 225180 187398 183968
(Ton)

31.63 7.03 6.33 5.27 5.17

*Fuente: FAOSTAT, 2010.

A pesar de que en México el aguacate se produce en cerca de 27 estados, esta especie sigue
siendo un producto regional, ya que en un solo estado se concentra poco méas de las tres
cuartas partes de la superficie sembrada y cosechada. En 2008, Michoacan fue el principal

estado productor, seguido de Morelos, Nayarit, Estado de México y Jalisco (Cuadro 2).

Cuadro 2 Principales estados productores de aguacate en México*.

Sgelellewleg @Rl 1,081,903.69 31,442.00 26,627.11 21,853.45 15,381.43

87.89 2.55 2.16 1.77 1.24

*Fuente: SIAP, 2010.

A nivel municipal, Uruapan, fue el principal productor, seguido por Tancitaro, Tacambaro,
Periban y Ario de Rosales (Cuadro 3).



Cuadro 3 Municipios de Michoacan con la mayor produccion de aguacate*.

Produccion 188,580.94 18854510  129,808.80 98,875 92,000
(Ton)
17.84 15.29 13.23 12.57 10.18

*Fuente: SIAP, 2010

Como se puede ver, el cultivo del aguacate es de suma importancia para México, no sélo
por ser el principal productor a nivel mundial, sino también por los miles de empleos
directos e indirectos que se generan con lo cual se tiene la entrada de un gran nimero de
divisas por la exportacion de su fruto a paises como Estados Unidos, China y Corea, entre

otros.

2.1.2 Origen del aguacate

El aguacate (Persea americana Mill.) pertenece a la familia Lauraceae que en total
comprende 50 géneros (Marais, 2004); es una especie polimoérfica que aparentemente se
origin6 en una amplia zona geografica extendiéndose del Este y Centro de la altiplanicie de
México a través de Guatemala a la costa del pacifico de América Central. La evidencia
arqueoldgica indica que la utilizacion y seleccion de este cultivo ha ocurrido en
Mesoamérica (Coaxcatlan, Puebla, México) desde hace 10,000 afios (Galindo-Tovar, et. al,
2007). Semillas encontradas en cuevas en el Valle de Tehuacan, Puebla, muestran que
durante ese tiempo habia una seleccion progresiva de aumento en tamarfio de la fruta, como
lo indica el tamafio de las semillas descubiertas méas tarde en comparacion con los niveles
anteriores de la excavacién, y probablemente también para otras cualidades deseables
(Heiser, 1979; Knight, 2002; Galindo-Tovar, et. al., 2007).



2.1.3 Razas ecologicas

Individuos de aguacate mejorados considerablemente de los tipos silvestres, probablemente
durante varios milenios, fueron separados ecoldgicamente dentro de tres distintos taxa o
subespecies, que ahora se conocen como las razas: Mexicana, Guatemalteca e India
Occidental mejor conocida como Antillana (0 més correctamente de las “Tierras Bajas™). El
término Antillano es inexacto ya que se demostrd a principios del siglo pasado que los
aguacates fueron conocidos en las Antillas antes de la conquista de los espafioles (Heiser,
1979; Knight, 2002) (Figura 1).

LOS ANGELES

AT
& g
5 ) MEXICANA O
SUR DE NUEVO LEON —¢df 5 ME3

& GUATEMALTECA

CIUDAD DE MEXICO

i

CIUDAD DE GUATEMALA 5 - ANTILLANO

EL SALVADOR.
’m

MANAGUA
Figura 1. Centros propuestos del origen de las razas ecoldgicas de
aguacate: Mexicana, Guatemalteca y Antillana (Tierras bajas). Tomado y
modificado de Knight (2002).

Muchas de las variedades modernas como Hass, Fuerte, Bacon, Zutano, Nabal, Anaheim,
Arturo, Bonita, Camulos, Corona, Creelman, Edranol, Irving, Las posas, Reed, Regina,
Shepherd y Steward (Bergh, 1974) son hibridos obtenidos de cruzas entre las tres razas.
Asi, todos los tratados taxondmicos recientes estan de acuerdo sobre los nombres
cientificos para las razas, mexicana (Persea americana var. drymifolia) y antillana (P.
americana var. americana), las opiniones difieren sobre como tratar a la raza guatemalteca.
Kopp (1966) uso el nombre P. americana var. nubigena para incluir ambas formas

(cultivada y silvestre). Bergh (1974), propuso un estado subespecifico debajo de P.



americana como “variedad guatemalensis,” aunque esto aun no ha sido publicado
validamente y la sugerencia de que la forma silvestre de P. nubigena, también deberia ser
mejor tratada como una variedad de P. americana al igual que P. floccosa (Heiser, 2002).

2.1.4 Enfermedades del aguacate

Las enfermedades que afectan al aguacate pueden clasificarse considerando la parte
afectada del arbol (fruto, follaje, tronco, ramas y raiz). Dentro de las enfermedades que
atacan al fruto se tienen a la antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides [Glomerella
cingulata)); rofia (Sphaceloma perseae), anillamiento del pedicelo (cuyo agente causal no
ha sido aun establesido con certeza aunque se ha asociado con varios géneros de hongos
como Diplodia, Alternaria, Helminthosporium;  Dothiorella, Colletotrichum,
Pestalotiopsis, Hyalodendron, Sthemphyllium, Penicillium y Glomerella; diferentes
manchas foliares asociadas a bacterias de los géneros Pseudomonas, Corynebacterium,
Erwinia y Xanthomonas; y, finalmente, la mancha de sol causada por un viroide (Avocado

sunblotch viroid).

En las enfermedades de follaje tenemos a la fumagina o negrilla (Capnodium spp.), mancha
afelpada o por algas (Cephaleuros virescens), mancha de chapopote (Phyllachora
gratissima), mancha foliar, tizon de la hoja y del fruto (Pestalotiopsis sp., P. versicolor, P.
adusta; Phyllosticta micropuncta); mancha foliar o mancha plateada (Mycosphaerella
perseae), mancha purpura o angular de la hoja (Pseudocercospora purpurea);
perforaciones de las hojas (Pseudomonas sp.). Las enfermedades que atacan al tronco y
ramas son el cancro del tronco (Nectria galligena, Phytophthora boehmeriae, Fusarium
solani, Physalospora perseae, Phytophthora citricola); marchitez necrética o pudricién de
ramas (Dothiorella spp.) y agalla de la corona (Agrobacterium tumefaciens). Las
enfermedades de la raiz son la tristeza (Phytophthora cinnamomi), pudricion blanca
(Rosellinia necatrix), pudricion por armilaria (Armilaria mellea), pudricion texana
(Phymatotrichopsis omnivorum), pudricion por verticillum o languidez del aguacate
(Verticillium spp.) (Téliz, 2007).



2.2 VIROIDES

Se ha demostrado que varias enfermedades importantes en las plantas que ocasionan
sintomas parecidos a los provocados por virus son causados por moléculas de RNA
conocidas como viroides, el término fue introducido primeramente en 1971 por Diener para
describir al agente infeccioso causante del tubérculo fusiforme de la papa (Hull, 2002). Los
viroides son las entidades bioldgicas mas simples descritas hasta el momento ya que estan
compuestos Unicamente de una molécula de RNA monocatenario de tamafio pequefio (246-
401 nucledtidos) covalentemente cerrada, con una estructura compleja constituida de
regiones de apareamiento intramolecular que alterna con bucles formados por bases no
apareadas, lo que se origina estructuras de minima energia libre en forma de varilla, cuasi-

varilla o ramificada (Durén, 2003).

Los viroides no codifican alglin polipéptido, tienen replicacion independiente de algun
virus fitopatdgeno, son de importancia préctica por causar enfermedades econdmicamente
significativas y son de interés bioldgico general por ser los agentes infecciosos mas

pequefios conocidos hasta la fecha (Hull, 2002).

2.2.1 Clasificacion de los viroides

Basado en la secuencia y las estructuras previstas de las moléculas de RNA, hasta el
momento se han descrito 30 especies distintas de viroides, agrupadas en dos familias
Pospiviroidae, compuesta por especies que contienen una region central conservada (CCR)
y sin ribozimas con forma de “cabeza de martillo” y Avsunviroidae, compuesta por cuatro
especies que carecen de una CCR pero capaces de autocortarse mediante estructuras
ribozimaticas con forma de “cabeza de martillo” (Hull, 2002; Duran, 2003).



Familia Pospiviroidae

La mayoria de las casi 30 especies conocidas de viroides pertenecen a la familia
Pospiviroidae, la especie tipo de esta familia es el viroide causante del tubérculo fusiforme
de la papa (Potato spindle tuber viroid, PSTVd), cuyo RNA in vitro adopta una estructura
secundaria en forma de barra o casi barra de energia libre minima con cinco dominios
estructurales funcionales (Figura 2). La CCR, con el dominio C, estd formada por dos
tramos de nucleétidos conservados, en donde los de la parte superior estan flanqueados por
una repeticion invertida. Dependiendo de la naturaleza de la CCR, la presencia o ausencia
de una region terminal conservada (TCR) y una horquilla terminal conservada, los

miembros de esta familia se agrupan en cinco géneros (Flores, et. al., 2005).
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Figura 2 Estructura secundaria de la molécula de RNA en forma de varilla de miembros de la familia
Pospiviroidae. Dominios C (central), P (patogénico), V (variable), T_ y Tr (terminal de la izquierda y
derecha, respectivamente), CCR (regién central conservada del género Pospiviroid), TCR (regién terminal
conservada, presente en los géneros Pospi- y Apscaviroid, y en las dos especies del género Coleviroid) y TCH
(horquilla terminal conservada, presente en el género Hostu- y Cocadviroid). Las flechas indican las
secuencias de acompafiamiento que junto con la parte superior de la CCR de la cadena forma una horquilla, y
la linea con forma de S conecta los residuos relacionados después de radiacion UV como consecuencia de
formar parte del bucle E. (Tomado de Flores, et. al., 2005).



Familia Avsunviroidae

Los viroides Avocado sunblotch viroid (ASBVd), Peach latent mosaic viroid (PLMVd),
Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd) y Eggplant latent viroid (ELVd),
carecen de la region central conservada (CCR), region terminal conservada (TCR) y
motivos de horquilla terminal conservada (TCH), pero en ambas cadenas se autodivide a
través de ribozimas en forma de cabeza de martillo, forman la familia Avsunviroidae, cuya
especie tipo es el ASBVd (la inclusion formal del ELVd en esta familia esta pendiente de
aprobacion por el International Committe on Taxonomy of Viruses ICTV) (Figura 3).
Aparte del centro conservado de nucleétidos en su estructura con forma de cabeza de
martillo, no existe similitud entre secuencias de gran longitud, pero el PLMVd y CChMVd
se incluyen en este género debido a su estructura secundaria ramificada, que se estabiliza
por un pseudonudo, y su insolubilidad en LiCl 2 M. El ASBVd, es el unico viroide con un
alto contenido de A+U (62%), formando un género monoespecifico, mientras que el ELVd,
cuyas propiedades se situan entre las de los miembros de los otros dos géneros, se ha
propuesto para constituir un género nuevo. Este sistema de clasificacion esta respaldado por
reconstrucciones filogenéticas con secuencias de todos los viroides, y por los diferentes
sitios de replicacion subcelular (y acumulacion) de las especies tipo de ambas familias.
Dentro de cada género, el criterio para demarcar especies de viroides es un nivel arbitrario
de menos del 90% de similaridad de la secuencia y propiedades bioldgicas distintas. Los
viroides, como los virus, se propagan en el interior de sus hospederos como poblaciones de
variantes de secuencias relacionadas estrechamente (cuasi especies), aunque uno 0 mas
puede predominar en la poblacién. La temperatura puede alterar de forma significativa la
estructura de la cuasi especie del viroide. Algunas variantes de viroides con pequefias
modificaciones que afectan a determinadas regiones estan relacionadas directamente a
enfermedades especificas o a alteraciones significativas en la severidad de los sintomas
(Flores, et. al., 2005).
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ASBVd PLMVd

GAAAC — G
AGT AGLY CAAMG=AG= AGLC=1C
3 : ¢ h

Figura 3 Estructura secundaria de dos especies de viroides pertenecientes a la familia Avsunviroidae:
semibarra y ramificada del ASBVd y PLMVd, respectivamente. Las secuencias conservadas en muchas
estructuras secundarias de viroides con forma de cabeza de martillo son resaltadas en azul y blanco con
polaridad (+) y (-) respectivamente. Las flechas marcan el sitio de auto-rompimiento por la actividad
ribozimatica de la molécula de RNA de los viroides agrupados en esta familia (Tomado de Flores, et. al.,
2005

Cuadro 4 Especies de viroides.

Familia Género Especie de viroide Acronimo Tamafio No. de
(nt) acceso
Apple dimple fruit ADFVd 306 X99487
Apple scar skin ASSVd 329 M36646
Australian grapevine AGVd 369 X17101
Apscaviroid Citrus bent leaf CBLVd 318 M74065
Citrus Il AVD-III 294 AF184147
Grapevine yellow speackle 1 GVYSd-1 367 X06904
Grapevine yellow speackle 2 GVYSd-2 363 J04348
Pear blister canker PBCvd 315 D12823
Cocadviroid Citrus IV CVvd-Iv 284 X14638
Pospiviroidae Coconut cadang-cadang cccwvd 246 J02049
Coconut tinangaja CTivd 254 M20731
Hop latent HLVd 256 X07397
Coleus blumei 1 CbVd-1 248 X52960
Celfzyiret Coleus blumei 2 Cbvd-2 301 X95365
Coleus blumei 3 CbVd-3 361 X95364
Hostuviroid Hop stunt HSvd 297 X00009
Chrysanthemum stunt CSvd 356 V01107
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Citrus exocortis CEVd

Columnea latent CLvd
Pospiviroid Iresine 1 Ir-vd-1
Mexican papita MPVd
Potato spindle tuber PSTVd
Tomato apical stunt TASVd
Tomato chlorotic dwarf TCDVd
Tomato planta macho TPMVd
Avsunviroidae Avsunviroid Avocado sunblotch ASBVd
Elaviroid Eggplant latent* ELVd
Chrysanthemum chlorotic CChmMvd
Pelamoviroid mottle
Peach latent mosaic PLMVd

371
370
370
360
359
360
360
360
247
333
399

337

*aprobacion pendiente del ICTV. Las especies subrayadas, corresponden a las especies tipo.

2.2.2 Replicacion de viroides

M34917
X15663
X95734
L78454
V01465
K00818
AF162131
K00817
J02020
Aj536613
Y14700

M83545

Los viroides se replican siguiendo un mecanismo de circulo rodante, del que se han descrito

dos variantes, asimétrica y simétrica, que siguen las especies de la familia Pospiviroidae y

Avsunviroidae, respectivamente. La molécula del viroide debe desnaturalizarse (cambio

estructural) para actuar como molde para la sintesis de RNASs (-) oligoméricos que a su vez

actian como molde para la sintesis de RNA (+). En el caso de la variante simétrica, los

oligbmeros RNA (-) y RNA (+) se procesan por autocorte via las estructuras ribozimaticas

de las moléculas con forma de cabeza de martillo que forman tanto el RNA (-) y RNA (+),

las cuales experimentan una serie de cambios estructurales para tener su configuracion

tridimensional caracteristica (Duran, 2003).

Mecanismo del circulo rodante: ruta asimétrica y simetrica

La ruta asimétrica fue observada por primera vez al estudiar la replicacion del PSTVd y

HSVd, y la simétrica en el caso del ASBVd y PLMVd. No obstante, otros miembros de

ambas familias parecen replicarse de igual manera que la especie tipo. La diferencia
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fundamental de ambas rutas es el templado (-): el RNA circular monomérico (-) ha sido
detectado en aguacates infectados con el ASBVd y duraznos infectados con el PLMVd,
pero no en tejido vegetal o protoplastos infectados con PSTVd en los cuales se acumulan
las cadenas oliméricas (-). Por lo tanto, en la ruta asimétrica ocurre escision y ligacion en
cadenas (+) y (-) con dos circulos rodantes, mientras que el rompimiento y la union en la
ruta asimétrica se presenta solo en la cadena (+) con un solo circulo rodante (Flores, et. al.,
2005).

Inicialmente se pensaba que las tres actividades cataliticas (RNA polimerasa, RNasa, y
RNA ligasa) eran efectuadas por las enzimas del hospedante. Sin embargo, en la familia
Avsunviroidae la segunda actividad esta mediada por ribozimas con forma de cabeza de
martillo presentes en las cadenas de ambas polaridades. Con respecto de la primer
actividad, el mecanismo por el cual el RNA de los viroides es reconocido por las RNA
polimerasas-DNA dependientes del hospedero para su transcripcion, es desconocido
(Figura 4) (Flores, et. al., 2005).
Asymmetric Pathway (Family Pospiviroidae)
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Figura 4 Mecanismo de circulo rodante propuesto para la replicacion de los viroides. La ruta asimétrica, con
un circulo rodante, es realizada por miembros de la familia Pospiviroidae y tiene lugar en el nicleo. La ruta
simétrica, con dos circulos rodantes, es seguida por miembros de la familia Avsunviroidae y tiene lugar en los
cloroplastos. Las lineas blancas y amarillas indican cadenas (+) y negativas (-), respectivamente, y los sitios
de escisién estan marcados por las cabezas de las flechas. La autodivisobn mediada por ribozimas (Rz) con
forma de cabeza de martillo origina RNASs lineares monoméricos; la escision es catalizada por una proteina
del hospedero (HP). Pol II: RNA polimerasa II; NEP: RNA polimerasa codificada en el nucleo; PD:
plasmodesmo, NP: poros nucleares. (Tomado de Flores, et. al., 2005).
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2.2.3 Ubicacion subcelular de viroides

Utilizando microscopia de escaneo laser confocal y microscopia electronica de transmision
junto con la hibridacion in situ, los viroides CEVd y CCCVd fueron encontrados en tejido

vascular asi como en células del meséfilo (Hull, 2002).

En diferentes experimentos utilizando componentes fraccionarios de células infectadas se
ha observado que muchos viroides estan localizados en el ndcleo. La principal excepcion es

el ASBV(, el cual es encontrado en cloroplastos (Hull, 2002).

2.2.4 Movimiento en la planta

Los virus con una cubierta proteica defectuosa y moléculas de RNA sin capside se mueven
lentamente célula a célula a través de en la planta. En contraste, los viroides se mueven
rapidamente de célula a célula en una planta infectada. Cuando las copias infecciosas
producidas de clones de cDNA del PSTVd marcado con tinte fluorescente fueron
inyectadas dentro de células guarda asiladas simplasticamente, el viroide se mantuvo en la
célula inoculada. Sin embargo, cuando el RNA marcado fue inyectado dentro de células del
mesdéfilo conectadas simplasticamente, éstas se movieron rapidamente de célula a célula.
Un RNA de 1400 nucleétidos transcripto del vector fue incapaz de moverse de la célula
inyectada, pero cuando el transcripto incluy6 al PSTVd, éste se movié de célula a célula.
De estos experimentos, se concluyé que los viroides se mueven de célula a célula via
plasmodesmos y que el movimiento es mediado por una secuencia especifica 0 motivo
estructural (Hull, 2002).

El movimiento a larga distancia de viroides es casi a través del floema. La resistencia
relativa del RNA del viroide al ataque de nucleasas probablemente facilite su movimiento a
larga distancia. Dicho movimiento es también posible debido a que las particulas del

viroide se ligan a algunas proteinas del hospedante (Hull, 2002).
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2.2.5 Transmision

Los viroides son féacilmente transmitidos por medio mecanico en muchos de sus
hospedantes. La transmisién en campo es principalmente debida a la contaminacion de las
herramientas y medios similares. Esta facilidad de transmision en presencia de nucleasas es
probablemente debido a la estructura secundaria del viroide y al complejo que se forma
entre el viroide y algunos componentes del hospedante durante el proceso de transmision
(Hull, 2002).

2.2.6 Epidemiologia

Las principales formas por las cuales los viroides son dispersados a través de los cultivos
son por propagacion vegetativa, contaminacién mecanica, polen y semillas. La importancia
relativa de estos métodos varia con diferentes viroides y hospederos. Por ejemplo, la
propagacion vegetativa es muy importante en el caso del PSTVd en el cultivo de la papa y
para CSVd en crisantemo. La transmision mecanica es fundamental para otros viroides
tales como el CEV en citricos y el HSVd en lGpulo. La transmision por semilla y polen son
importantes en la dispersion del ASBVd en huertos de aguacate. Para la mayoria de las
enfermedades inducidas por viroides, el reservorio de indculo se localiza dentro del cultivo.
Las evidencias sugieren que las enfermedades causadas por estos por estos patdgenos son
de origen relativamente reciente, ya que no se sabe que existieran antes de 1900. La
aparicion subita y dispersién rapida de una nueva enfermedad ocasionada por un viroide,
probablemente se explica por su facilidad para transmitirse por medios mecanicos y a que
muchos cultivos modernos son cultivados como monocultivos a gran escala. Asi un viroide
presente en un hospedante natural y probablemente sin causar enfermedad podria pasar de
un cultivo comercial susceptible cercano y dispersarse rapidamente dentro de éste. Si el
viroide y la planta cultivada no evolucionaron juntos, es posible que se produzca una nueva
enfermedad. Existe evidencia directa de lo anterior en el caso de la enfermedad conocida
como planta macho del tomate en México (Hull, 2002).
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2.2.7 Alteraciones Celulares y Bioquimicas

Se han reportado varios efectos sobre estructuras celulares asociados a infecciones por
viroides. Por ejemplo, en el plasmalema se han observado corrugaciones pronunciadas asi
como un espesor irregular en paredes celulares de tejido infectado. Varias anomalias
degenerativas han sido encontradas en los cloroplastos de células infectadas por viroide
(Hull, 2002).

La infeccidn por viroides parece no causar graves cambios en el metabolismo de los &cidos
nucleicos del hospedante. En contraste, se han observado cambios marcados en las
cantidades de varias proteinas del hospedante como la 14 KDa en jitomate infectado con
varios viroides (Hull, 2002).

2.2.8 Variabilidad de los viroides

Las infecciones por viroides siguen el modelo de las cuasiespecies. Este concepto se adoptd
para referirse a un conjunto de genomas no idénticos pero de secuencias similares que se
generaron a partir de un genoma comun. Este conjunto de genomas constituyen poblaciones
de replicones cuya complejidad aumenta si la fidelidad del proceso replicativo disminuye.
Se ha comprobado que los genomas de RNA evolucionan y varian mas rapidamente que
los de DNA. La alta tasa de mutacién del primer tipo de genomas se debe a la ausencia de
mecanismos de correccion de errores en las polimerasas implicadas en el proceso de
replicacion. Estudios in vitro han confirmado la elevada tasa de mutacion que llega a
frecuencias de 10-5%. Las cuasiespecies no estan constituidas por un conjunto de mutantes
al azar, sino por conjuntos organizados de genomas similares que pueden fluctuar de
acuerdo con las presiones ambientales que reciben. En infecciones de viroides, la
variabilidad de la poblacion de secuencias depende fundamentalmente del genotipo del
viroide y del hospedero. Se ha comprobado que infecciones naturales de CVd-lla y CVd-

I1b, dos tipos de variantes de HSVd en citricos, tienen distintas dindmicas poblacionales,

15



siendo las poblaciones de las variantes tipo CVd-lla mucho mas homogéneas que las del
tipo CVd-1lb (Serra'y Durén, 2009).

En una poblacion de viroides cualquier mutacién puntual es posible, y aquellas que
conllevan la pérdida de funciones esenciales como la replicacion o el movimiento del
viroide, tienden a desaparecer dentro de la poblacion. Por ello, existen caracteristicas
estructurales que limitan la divergencia genética como se ha comprobado en PLMVd,
miembro de la familia Avsunviroidae, cuyas variantes nunca muestran cambios en los

motivos implicados en las estructuras de cabeza de martillo (Ambrds, et al., 1998).

Semancik y Szychowski (1994) mencionan que en el caso del ASBVd la curva terminal
derecha, entre los nucledtidos 105-119 y 120 a 128, puede considerarse como la zona de
mayor variacion y, por lo tanto, la responsable de la expresion de diferentes sintomas como
blangueado, variegado y asintomatico. Estos investigadores concluyen, después de analizar
varias clonas de secuencias, que existe un gran nimero de adiciones, principalmente de

uracilos y adeninas (Figura 5).
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Figura 5. Representacion de la curva terminal derecha, donde se aprecian los cambios y las adiciones de
uracilos y adeninas en genomas del ASBVd asociados con plantas asintomaticas, variegado y blanqueado.
Tomado y modificado de Semancik y Szychowski (1994).
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2.3 MANCHA DE SOL DEL AGUACATE

Descrita por Desjardins en 1987, la enfermedad de la mancha de sol del aguacate ha sido
conocida por més de 70 afios y ha sido reportada en muchos paises donde se cultiva
aguacate (Randles, 2002). En California se reportd en 1928 como un desorden fisioldgico.
En 1930 se demostro que podia ser transmitido por injerto y por muchos afios se considerd
como una enfermedad viral. En 1970, los viroides fueron considerados como agentes
causantes de enfermedad y fue entonces cuando se especuld que la mancha de sol del
aguacate podria ser causada por un viroide. En 1979, Palukaitis et. al., confirmaron que el

agente causal de dicha enfermedad en aguacate era un viroide (Marais, 2004).

El agente causal de la mancha de sol del aguacate es el Avocado sunblotch viroid, el cual
consiste de una molécula circular de RNA de 246-250 nucleétidos de tamafio que
pertenece a la familia Avsunviroidae. EI ASBVd se replica en los cloroplastos usando
ribozimas que se encuentran en su propia secuencia (Suarez, et. al., 2005). Este viroide se
ha catalogado como atipico debido a su secuencia de nucle6tidos, su estructura predicha, su
alto contenido de A-U y su baja homologia con otros viroides (Semancik y Szychowski,
1994).

Los sintomas pueden presentarse en hojas, ramas, frutos y corteza del tronco; en las hojas
de arboles fuertemente infectados aparece una distorsién, variegado o blanqueado. Los
sintomas sobre ramas incluyen estrias, de color blanco a amarillo, rojas o necréticas. Los
sintomas en frutos consisten en hundimientos con areas amarillas llegando en ocasiones a
volverse necroticas. Sobre la corteza o ramas largas se forma un patron cominmente
llamado “piel de cocodrilo” (Marais, 2004; Semancik y Szychowski, 1994). EL ASBVd se
transmite a través de semilla, partes vegetativas (injerto), polen y herramientas
contaminadas, y hasta la fecha se desconoce la existencia de algln vector (Matthews, et.al,
1997). Semilla obtenida de arboles asintomaticos presentan un 100% de infeccion, mientras
que los procedentes de arboles sintomaticos sélo presentan de 0-5% de infeccion. Los
injertos naturales de raices también pueden dispersar la enfermedad (Marais, 2004).

Para evitar el contagio de esta enfermedad mas arboles la erradicacion de plantas enfermas

es una de las medidas mas comunes de manejo asi como el uso de materiales libres del
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viroide, limpieza y desinfestacion de las herramientas de trabajo con hipoclorito de sodio al
1.5% (Suérez, et. al, 2005; Marais, 2004).

2.4 CLONACION

El término clona, del griego xAov (Klon) (retofio o vastago) hace referencia a la
multiplicacién de una planta mediante la poda y plantacion de sus ramas, esto es, para
describir la reproduccion asexual, sin intercambio de material genético (Balbas, 2002).

Se han desarrollado varios procesos de clonacion en diversos organismos, y popularmente
el término clonacién molecular de DNA implica la manipulacion dirigida del material
genético por recombinacion del DNA in vitro dentro de una célula hospedera donde se

sintetizan copias idénticas (Balbas, 2002).

La recombinacion in vitro del DNA comprende la purificacion del material genético a partir
de cualquier fuente (sintesis quimica o enzimatica, cromosomas, virus, mitocondrias, etc.),
su manipulacion y modificacion enzimatica en un tubo de ensayo, su unién quimica con
otras moléculas de DNA, su introduccién a células hospederas y la seleccidon de aquellas
células que adquirieron el DNA modificado, donde finalmente las moléculas construidas o

modificadas se propagan indefinidamente (Balbas, 2002).

2.4.1 Clonacion molecular del DNA

Fragmentos de ADN de cualquier origen pueden clonarse en un vehiculo molecular
siempre y cuando no sean demasiado largos, inherentemente inestables o letales al
hospedero. La clonacion de genes se lleva a cabo usualmente mediante el ligado de los
fragmentos de DNA en un vehiculo, la introduccion de la molécula recombinante a la
célula hospedera y la deteccién de las clonas o colonias que contienen las moléculas

recombinantes (Balbas, 2002).
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2.4.2 VVector

Los vectores son aquellos organismos 0 agentes que tienen la capacidad de transferir el
material genético de un organismo (denominado donador) a otro (Illamado receptor), de tal
forma que el material genético transferido persista y se exprese en la célula receptora. De la
misma manera que los plasmidos, virus (como los bacteriéfagos y el virus SV 40 de
animales) y los cosmidos (sobre todo los plasmidos obtenidos mediante ingenieria genética
a partir del bacteriofago lambda) se utilizan como vectores del material genético en
bacterias, levaduras y células animales, los plasmidos de la bacteria fitopatdgena
Agrobacterium tumefaciens y el del Cauliflower mosaic virus (virus mosaico de la coliflor,
un virus fitopatdgeno con DNA de doble cadena) se utilizan como vectores del material

genético en plantas (Agrios, 2004).

2.4.3 Clonacion del DNA complementario a partir de RNAm

El RNAm de las células se extrae en una etapa celular cuando cierto gen muestra una
mayor actividad. Los RNA"s mensajeros se exponen a la accion de la enzima transcriptasa
inversa, que sintetiza moléculas de DNA de una sola cadena a partir de dichos RNA’s
mensajeros (de los cuales son complementarias). Los DNA"s complementarios de una sola
cadena (conocidos cominmente como DNAC) se exponen después a la accion de la DNA
polimerasa, que los convierte en moléculas de DNAc de doble cadena. Estas moléculas de
DNACc de doble cadena después se insertan en plasmidos bacterianos especiales, los cuales
aceptan por lo general un solo DNAc. Los plasmidos utilizados tienen genes de resistencia
a dos antibi6ticos, como la ampicilina y la tetraciclina, y el DNACc se inserta dentro del gen
que confiere resistencia a uno de ellos (la ampicilina por ejemplo), inhibiendo por tanto la
resistencia a este antibiotico. Estos plasmidos recombinantes se mezclan entonces con
bacterias como E. coli, que incorporan en ella a los plasmidos. Cuando estas bacterias se
colocan en medios nutritivos que contienen tetraciclina, sélo sobreviven aquellas que han
incorporado el plasmido que contiene el gen que les confiere resistencia a dicho antibidtico.

Las bacterias resistentes se aislan después de tal manera que cada una de ellas forme una
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colonia separada. Asi, cada bacteria se multiplica con rapidez, produciendo miles de
millones de copias de ella, del plasmido y del gen que incorpord en su genoma (Agrios,
2004).
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CAPITULO I. SIMILITUD GENETICA DEL VIROIDE DE LA
MANCHA DE SOL DEL AGUACATE EN MICHOACAN, MEXICO

RESUMEN

La mancha de sol del aguacate, causada por el Avocado sunblotch viroid (ASBVd), fue
detectada en huertas comerciales de Tingambato, Michoacan, México en 2009. Se ha
sugerido que sintomas como el variegado y el blanqueado asi como la presencia de plantas
asintomaticas son producto de variaciones en la secuencia de nucledtidos del lado terminal
derecho, entre las bases 105-119 y 120-128 del genoma de dicho viroide. El objetivo del
presente trabajo fue determinar si los sintomas de variegado, blanqueado, clorosis, frutos
con grietas amarillas, frutos con grietas necréticas, deformaciones, ramas con franjas
amarillo blanquecino, brotes blanquizcos y de arboles asintomaticos observados en huertas
comerciales de aguacate ubicadas en Tacambaro y Tingambato, Michoacan, es debida a
variaciones en la secuencia de nucleétidos del ASBVd. Muestras de tejido vegetal con los
sintomas antes descritos y de plantas asintomaticas colectadas en ambos municipios se
analizaron mediante rt-PCR, SSCP, clonacion y secuenciacion. Se obtuvieron nueve
secuencias una de cada sintoma, la SSCP mostré pequefias diferencias en el patron
electroforético de algunos aislamientos; al comparar las secuencias en el GenBank/NCBI se
observd una similitud superior al 90% entre ellas y con las reportadas en el
GenBank/NCBI. Secuencias consenso de tres aislamientos clonados, se alinearon con
secuencias reportadas en el GenBank/NCBI como variantes del ASBVd con el programa
Mega 4.0. Las secuencias clonadas y alineadas fueron similares, pero no permitieron

identificar variantes del ASBVd en las muestras analizadas.

Palabras clave: ASBVd, Persea americana, rt-PCR.
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ABSTRACT

The avocado sunblotch, caused by the Avocado sunblotch viroid (ASBVd) was detected in
commercial orchards at Tingambato, Michoacan, Mexico in 2009. It has been suggested
that symptoms such as variegated, bleached and the presence of asymptomatic plants, are
originated for variations in the nucleotide sequence of the terminal right region, between
bases 105-119 and 120-128. The aim of this study was to determine if symptoms of
variegated, bleaching, chlorosis, fruits with yellow cracks, fruits with necrotic cracks,
deformation, branches whitish yellow stripes, whitish outbreaks and asymptomatic trees, is
due to variations in the nucleotide sequence of ASBVd. Samples of the municipalities of
Tingambato and Tacambaro, Michoacan, were processed by rt-PCR, SSCP, cloning and
sequencing. Nine sequences were obtained of each symptom; the SSCP showed small
differences in the electrophoretic pattern of some isolates. By comparing the sequences in
the GenBank / NCBI, there was a greater than 90% similarity among themselves and with
those reported in the GenBank / NCBI. Consensus sequences of three cloned isolates were
aligned with reported sequences and variants using the program Mega 4.0. Cloned and
aligned sequences were similar; it was not possible to identify variants of ASBVd in the

analyzed samples.

Keywords: ASBVd, Persea americana, rt-PCR
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1. 1 INTRODUCCION

En 2008 la produccion mundial de aguacate alcanzd 3, 555,265 Ton. México fue el
principal productor a nivel mundial, con 1°124,565 Ton, equivalente al 32 %, seguido de
Chile (7 %), Indonesia (6 %), Republica Dominicana (5 %) y Colombia (5 %) (FAO,
2010). En México, el estado de Michoacan destaca por su produccion, aportando el 88 %
del volumen total. Los principales municipios productores de Michoacan fueron: Uruapan,
con 193,095 Ton (18%), Tacambaro con 143,247 Ton (13 %) y Tingambato con 13,855
Ton (1%); el valor de la produccion nacional fue de aproximadamente 1,205, 865, 317
dolares (SIAP, 2010).

Dada la importancia del cultivo a nivel nacional e internacional es importante identificar los
problemas fitosanitarios del aguacate, como el de la mancha de sol, causada por el Avocado
sunblotch viroid (ASBVd), cuya infeccion produce grietas amarillas, necréticas o rojas
sobre los frutos, franjas amarillo blanquizcas sobre ramas, brotes blanquizcos, las hojas
pueden presentar blanqueado, variegado, clorosis y deformacién (Dodds, et al., 2008,
Schnell, 1997, Dale, et al., 1982). Se ha reportado que la produccion de frutos en arboles
enfermos se disminuye hasta en 27 % (Da Graca, et al., 1983). EI ASBVd como agente
causal fue consignado por Palukaitis et al. en 1979. Posteriormente, Schnell en 1997
registré al ASBVd como una molécula infectiva circular de RNA de una sola cadena, de
247 nucleotidos. Este viroide es transmitido por injerto, polen, semilla y hasta la fecha no

se conoce vector bioldgico (Matthews, et al., 1997).

Dentro de los sintomas causados en hojas por variantes genéticas del ASBVd, estan el
blanqueado, variegado y asintomético (Semancik y Szychowski, 1994); muchos arboles
infectados nunca muestran sintomas pero producen semillas que infectan la variedad y

causan sintomas severos, disminuyendo la produccion (Schnell, 1997).

Los estudios mutagénicos de viroides usan el modelo de los cinco dominios para entender
dichas moléculas, pero éste no aplica para el ASBVd, por carecer de homologia de
secuencia significativa con otros viroides (Keese y Symons, 1985). Variantes del ASBVd

han sido inferidas de diferencias en las secuencias de nucledtidos, pesos moleculares
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estimados (Rakowski y Symons, 1989) y diferencias en sus propiedades bioldgicas. Las
zonas de mayor intercambio de nucle6tidos o regiones més variables en las secuencias del
ASBV(, se localizan entre las bases 105-119 y 120-128 (Semancik y Szychowski, 1994).

En 2009, De la Torre et al., realizaron el primer registro del ASBVd en México y sefialan
una serie de sintomas asociados a este patdgeno en los arboles infectados, lo cual hace
suponer la existencia de algunas variantes. Por la importancia del patogeno y del cultivo del
aguacate en México, el objetivo del presente estudio fue comparar secuencias clonadas de
los aislamientos, con las variantes reportadas y determinar la posible presencia de variantes
del ASBVd en huertas comerciales de aguacate Hass en los municipios de Tingambato y

Tacambaro, Michoacan, México.

1.2 MATERIALES Y METODOS

Muestras de frutos que presentaban grietas amarillas y necréticas, ramas con franjas
amarillas, brotes blanquizcos y hojas con variegado, blanqueado, clorosis y deformacion, se
colectaron de huertos comerciales de aguacate de los municipios de Tingambato y
Tacadmbaro, Michoacan en donde previamente se ha reportado la presencia del viroide
(Figura 1). En ambas localidades también se muestrearon arboles asintomaticos. Las
muestras se trasladaron al laboratorio de e Fitopatologia de la UBIPRO-FESI-UNAM en
bolsas de pléastico debidamente etiquetadas dentro de hieleras con hielo para su

procesamiento.
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Figura 1 Sintomas observados en arboles de aguacate asociados
con el Avocado sunblotch viroid en los municipios de Tacambaro
y Tingambato, Michoacan: A) rama con franja blanco-
amarillenta, B) brote blanquizco, C) hoja deforme, D) hojas con
clorosis, E) hoja con blanqueado, F) hoja con variegado, G) Fig.
1fruto asintomético, H) fruto con grieta amarilla, 1) fruto con
grieta necrotica.

1.2.1 Deteccidon del ASBVd

Se realiz6 la extraccion de RNA total utilizando el método descrito por MacKenzie, et al.
(1997) con algunas modificaciones. Se maceraron 50 mg de tejido vegetal en 500 uL de
buffer de extraccion (hipoclorito de guanidina 6 M, acetato de sodio 0.2 M pH 5.2, EDTA
25 mM, acetato de potasio 1 mM, PVP-40 al 2.5% méas 1% de B-mercaptoetanol al
momento de la extraccion). El macerado se colocé en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL
y se agregaron 100 uL de N-lauril sarcosina 10%. Los tubos se incubaron durante 10 min a
70°C y 5 min en hielo, posteriormente se centrifugaron 10 min a 12000 rpm a 4°C en una
microcentrifuga refrigerada Boeco universal 320R. Del sobrenadante se recuperaron 300
uL en un tubo Eppendorf estéril. Se agregaron 300 pL de Nal 6 M, 150 pL de etanol
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absoluto y 50 pL de dioxido de silicon 100% resuspendido, se incubd 30 min a temperatura
ambiente y se centrifugd 1 min a 6000 rpm a temperatura ambiente. El sobrenadante se
elimingd y la pastilla se resuspendioé con 1 mL de buffer de lavado (Tris HCL 10 mM pH
7.5, EDTA 0.5 mM, NaCl 50 mM y etanol 50%). Después se centrifugd tres veces por un
min a 6000 rpm a temperatura ambiente. La pastilla se resuspendié en 100 pL de agua
estéril y libre de nucleasas, los tubos se incubaron por 4 min a 70°C, y se centrifugaron por
tres minutos a 12000 rpm a temperatura ambiente. EI sobrenadante que contenia el RNA se
transfirié a un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL y se almacend a -20°C hasta su posterior

uso.

1.2.2 Retrotranscripcién rt-PCR

Dos pL de RNA y 02 pL de la mezcla de iniciadores (For 5-
AAGTCGAAACTCAGAGTCGG-3° y Rev 5-GTGAGAGAAGGAGGAGT-3) se
colocaron en un tubo Eppendorf de 0.2 mL y se incubaron a 95°C por 5 min en un
termociclador y posteriormente 1 min en hielo. Se adicionaron 1 pL de buffer 5 X, 0.4 pL
de dNTP’s 10mM, 0.2 pL de enzima M-MLV (Promega) y 1.2 uL de agua libre de
nucleasas estéril. La mezcla se incubd a 42°C durante 40 min en el termociclador vy al
término de este tiempo se incubd 1 min en hielo. A 0.3 pL de cDNA previamente
sintetizado, se agregaron 1 pL de buffer 10 X, 0.5 pL de MgCl, 50 mM, 0.2 pL de dNTP’s
10 mM, 0.8 pL de la mezcla de los iniciadores antes indicados, 0.2 uL de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen) y 7 uL de agua estéril libre de nucleasas para tener un volumen
total de 10 pL. La amplificacion se realiz6 en un termociclador (Applied Biosystems 2720)
con las siguientes condiciones: 94°C por 2 min; 30 ciclos de 15 seg a 94°C; 53°C por 15

seg, 68°C por 30 seg y una extension final a 68°C por 5 min.

Los productos de la rt-PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1% con buffer TBE 0.5 X
(Tris base 25 mM, acido bérico 25 mM y EDTA 1.25 mM, pH 8.3), tefiido con bromuro de
etidio. Las bandas de 250 pb se cortaron y se limpiaron con el kit comercial Wizard SV gel
y PCR Clean-up System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
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productos limpios se secuenciaron en el Laboratorio de Analisis y Quimica del ADN de la

Facultad de Estudios Superiores-lztacala-UNAM.

1.2.3 Polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP)

Los productos de rt-PCR de los sintomas de blanqueado, variegado, clorosis y deformacion
observados en hoja, asi como de brotes blancos, ramas con franja amarilla, frutos con grieta
amarilla, grieta necrética y frutos asintomaticos se colocaron en tubos Eppendorf estériles
de 1.5 mL y se desnaturalizaron por 5 min a 70 °C, con un volumen igual de formamida
(conteniendo EDTA 20 mM, 0.1% de azul de bromofenol y 0.1% de xilen-cianol); pasado
este tiempo los tubos se pasaron de manera inmediata en hielo. Los productos
desnaturalizados se cargaron en un gel de poliacrilamida-bisacrilamida (49:1) al 12%, vy se
corrieron por 3 horas a 100 V en buffer TBE 0.5 X (Tadashi et al., 1993). El gel se tifié con
bromuro de etidio durante 5 minutos y posteriormente se visualizé en un transiluminador

Hoefer.

1.2.4 Clonacion

Los aislados de cada sintoma se clonaron utilizando el kit comercial de QIAGEN® PCR
Cloning Kit, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para la ligacidn, en un tubo
Eppendorf de 0.2 mL se colocaron 0.5 pL de vector p-Driver, 2 pL de producto de PCR
(previamente limpiado con Wizard SV Gel y PCR Clen-up System, Promega), 2.5 uL de
buffer 2 X, y 0.1 uL de ligasa, se mezclaron y se incubaron toda la noche a 16°C. Para la
transformacion se utilizaron células competentes comerciales de E. coli (cepa Top 10F)
almacenadas a -70°C. En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se colocaron 50 uL de células
competentes y 2 uL del producto de la ligacién; se incubd en hielo durante 20 min,
posteriormente 30 seg. a 42°C, y se pasaron a hielo durante 2 min, se adicionaron 250 pL
de medio SOC (5 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levadura, 0.5 g de NaCl 1 My 2.5
mL de KCI 1 M, aforados en 1000 mL de agua), se mezclaron dos veces suavemente por
inversion y se incubaron por una hora a 37°C sin agitacion. En placas de medio LB (5 g de
triptona, 2.5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCL 1 M y 10 g de agar aforados a 500 mL

con agua destilada) con ampicilina (100 mg/mL), se colocaron 10 pL de IPTG (isopropil-p-
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D-1-tiogalactopiranosido) 0.1 M y 25 pL de X-Gal (50 mg/mL), plaqueados y distribuidos
homogéneamente con una varilla de cristal. Se sembraron 200 pL de células transformadas
y se incubaron toda la noche a 37°C para la preparacion del preinculo de DNA
(minipreps). Las colonias blancas se marcaron en las cajas plagueadas y con un palillo
estéril se pico la colonia seleccionada y se ray6 una caja con medio LB méas ampicilina (100
mg/mL) para quitar el exceso de bacterias. Después el palillo se coloco en un tubo con 3
mL de medio TB (900 mL de agua destilada con 12 g bactotriptona, 24 g de extracto de
levadura, 4 mL de glicerol + 100 mL de agua destilada con 2.31 g fosfato de potasio
monobasico, 12.54 g fosfato de potasio dibasico; ambas soluciones se prepararon por
separado y posteriormente se mezclaron) mas ampicilina (100 mg/mL) dejandolos en
incubacidn toda la noche a 37°C en agitacién constante a 150 rpm. Las cajas se incubaron
sin movimiento a 37°C toda la noche. Al dia siguiente los minipreps de transformantes se
pasaron a tubos Eppendorf y se centrifugaron a 12000 rpm durante 2 min. El sobrenadante
se tird y se agregaron 100 pL se la solucion | (glucosa 1 M, Tris-HCL 1 M, EDTA 0.5 M) a
la pastilla para resuspender con vortex. Se agregaron 200 pL de la solucion I (NaOH 5 N,
SDS 10%), se mezclaron suavemente por inversion y se dejaron reposar por cinco minutos
a temperatura ambiente. En seguida se adicionaron 150 pL de la solucion Il (acetato de
potasio 5 M, 5.75 mL de &cido acético glacial, 14.25 mL de agua desionizada estéril), se
mezcld suavemente por inversion y se incub6 por 5 min en hielo. La mezcla se centrifugo a
12000 rpm por 15 min a temperatura ambiente. El sobrenadante (aproximadamente 450 pL)
se transfirid a un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL y se agregaron 450 pL de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcld por 5 seg en vortex y se centrifugo
durante cinco min a 12000 rpm a temperatura ambiente. La fase acuosa (420 pL
aproximadamente) se recuper0 y se agregaron 2 volimenes (840 uL) de etanol absoluto; se
incubd por una hora a -20°C. Después se centrifugé a 12000 rpm por 10 min a -4° C, el
sobrenadante se elimind y se agregd 1 mL de etanol 70 % mezclando por 5 seg en vortex,
se centrifugd a 12000 rpm por 2 min, repitiendo una vez mas el lavado con etanol 70 %. El
sobrenadante se elimind y el tubo con la pastilla formada se centrifugd durante 45 seg y se

dejo secar por 15 min para resuspender la pastilla en 20 uL de agua bidestilada estéril.
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La comprobacion del inserto se realizo en un gel de agarosa al 1.2 % con buffer TBE 0.5 X;
se cargaron 2 puL de minipreps con 1 pL de buffer de carga 6 X y se corrieron por 45 min a
100 V. Para la digestion de los minipreps, en un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril se
colocaron 2 pL de buffer 2, 1 uL de enzima Eco-RI, 2 pL de producto de miniprep, 14.5
pL de agua bidestilada estéril, 0.5 pL de RNAasa [5 mg/mL], para un volumen final de 20
pL. Se incubaron a 37°C por dos horas sin movimiento y se almacenaron a -20°C. La
restriccion se visualizd mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %, con buffer TBE
0.5 X, cargando 2 pL de la restriccion con 1 pL de buffer 6 X, a 100 V por 90 min.

1.2.5 Comparacion y analisis de secuencias

Las secuencias directas y clonadas se compararon con las reportadas en el GenBank/NCBI.
Con el programa MEGA 4.0 se obtuvieron secuencias consenso, se alinearon y compararon

con las reportadas por otros investigadores.

1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

El viroide se detectd6 mediante rt-PCR en todas las muestras de los diferentes sintomas
analizados en ambas regiones incluyendo los materiales asintomaticos. Los productos
amplificados por rt-PCR un peso de 250 pb, mismo que concuerda con el registrado para el
ASBVd segun lo reportado por Ding e Itaya (2007) (Figura 2). Las formas diméricas y
tetraméricas conocidas en infecciones del ASBVd (Semancik y Szychowski, 1994) se
presentaron principalmente en muestras de hojas y ramas, en comparacion con las formas
monomeéricas que se detectaron con mayor frecuencia en frutos asintomaticos y hojas con

clorosis de estudio.
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Figura 2 Productos de la rt-PCR realizada en tejido de aguacate
que mostraba diferentes sintomas asociados al Avocado
sunblotch viroid (ASBVd). 1) Hoja con blanqueado, 2) hoja
variegada, 3) hoja con clorosis, 4) brote blanquizco, 5) rama con
franja blanco-amarillenta, 6) fruto con grieta amarilla, 7) fruto
con grieta necrética, 8) hoja deforme, 9) fruto asintomatico, 10)
hoja de aguacate positiva al ASBVd, 11) agua libre de nucleasas
(negativo); M: marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA
Ladder Invitrogen).

Los resultados de la SSCP de los productos amplificados de cada sintoma en el gel de
poliacrilamida-bisacrilamida presentaron una diferencia en los pesos, que se clasificaron en
tres grupos: en el primer grupo (pozos 1 y 2), se tuvo un peso de 250 pb en la hoja
blanqueada y la hoja variegada; en el segundo grupo (pozos 3-6) la hoja con clorosis, el
brote blanquizco, la rama con franja blanco amarillentas, y fruto con grieta amarilla
presentaron un peso ligeramente mayor a 250 pb. El tercer grupo (pozos 7-9) incluyo a los
frutos con grieta necrética, frutos asintomaticos y hojas con deformacion, los cuales
presentaron un peso intermedio entre los grupos 1y 2 (Figura 3), lo que sugiere una posible

diferencia en la secuencia de nucleétidos.
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Figura 3 Gel de poliacrilamida-bisacrilamida al 12 %. Pozos del grupo
I: 1) hoja blanqueada, 2) hoja con variegado. Pozos del grupo I1: 3) hoja
con clorosis, 4) brote blanquizco, 5) rama con franja blanco-
amarillenta, 6) fruto con grieta amarilla. Pozos del grupo IlI: 7) fruto
con grieta necrotica, 8) hoja deforme, 9) fruto asintomatico, 10)
marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen).

Al secuenciar los productos obtenidos en rt-PCR de cada muestra con los sintomas antes
indicados, se obtuvieron secuencias con longitudes que variaban de 194 hasta 233 bases
(Cuadro 1). Todas estas secuencias se compararon y alinearon con las reportadas en el
GenBank/NCBI, obteniéndose un porcentaje de similaridad superior al 90% con las del

Avocado sunblotch viroid.

Cuadro 1 Secuencias directas de nucledtidos obtenidas por rt-PCR utilizando iniciadores
especificos para el Avocado sunblotch viroid en muestras de aguacate que mostraban
sintomas asociados a este viroide.

Sintoma Secuencia

Fruto ATTTTGGTTTTTACTGGTTTCGTCAACAAAGTTTAATCATATCCTCACTTCTTG

asintomatico TTCTTTTTAACAAGATTTTGTAAAAAAACAATGAAGATAGAGGAGTAAACCT
TGCGAGACTCATCAGTGTTCTTCCCATCTTTCCCTGAAGAGACGAAGTGATCA
AGAGATCGAAGACGAGTGAACTAATTTTTTTAAATAAAAAGTTCACCACGAC
TCCTCCCTTCCTCTCCAAAAA

Fruto con CAAATCGTGAAACAGAACCTGTATTTCGTCAACAAAGTTTATCATATCCTCAC
grieta TTCTTGTTCTTTTTAACAAGATTTTGTAAAAAAACAATGAAGATAGAGGAGTA
AACCTTGCGAGACTCATCAGTGTTCTTCCCATCTTTCCCTGAAGAGACGAAGT
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amarilla

Fruto con
grieta
necrotica

Hoja
deforme

Hoja
variegada

Hoja con
clorosis

Hoja
blangueada

Rama con
linea blanco
amarillenta

Brote
blanquizco

GATCAAGAGATCGAAGACGAGTGAACTAAT

TACCAAAGAAAAACCTGGTTTCGTCAACAAGTTTATCATATCCTCACTTCTTG
TTCTTTTTACAAGATTTTGTAAAAAACAATGAAGATAGAGGAGTAAACCTTG
CGAGACTCATCAGTGTTCTTCCCATCTTTCCCTGAAGAGACGAAGTGATCAAG
AGATCGAAGACGAGTGAACTAATTTTTTTAAATA

CTGGAAATCTTATTAAAATTAGTTCACTCGTCTTCATCTCTTGATCACTTCGTC
TCTTCAGGGAAGATGGGAAGAACACTGATGAGTCTCGCAGGTTTACTCCTCT
ATCTTCATTGTTTTTTTACAAATCTTGTTTATTAGACAGAAGTGAGGATATGA
TTAACTTTGTTTGACGACCAGTCTGTTCCGACTTCCCGACTCTGAGTTTCGACT
TTAAA

CTTGCATCTATAATAGTCACTCGTCTTCCATCTCTTGATCCTCGTCTCTTCCGG
AAGATGGGAGACACTGATGAGTCTCGCCGTATTCTCTATCTTCCTGGTTTTTA
CACATCCTGGTATTAGACACGAGTGAGATATGATACTCTGACATCAGTTGTGT
CAGCTTCACTGAGTTCGACTATAA

TCCAAAGGAAGACTGAATTACGTCAACAAGTTTATCATATCCTCACTTCTTGT
TCTTTTATACAGATTTTGTAAAAAACAATGAAGATAGAGGAGTAACCTTGCG
AGACTCATCAGTGTTCTTCCCATCTTTCCCTGAAGAGACGAAGTGATCAAGA
GATCGAAGACGAGTGAACTAATTTTTTTAATA

CAAGTCGGAACGACCTGTGTTTCGTCAACAAAGTTTAATCATATCCTCACTTC
TTGTTCTAATAAACAAGATTTTGTAAAAAAACAATGAAGATAGAGGAGTAAA
CCTTGCGAGACTCATCAGTGTTCTTCCCATCTTTCCCTGAAGAGACGAAGTGA
TCAAGAGATTGAAGACGAGTGAACTAATTTTTTTAAAAAAAATTCTCCCCCC
CTCCTCCTTTTCTCACAAAAAAA

CCAATCGGAAAAGCCCTGTATTTCGTCAACAAAGTTTAATCATATCCTCACTT
CTTGTTCTTTTTAACAAGATTTTGTAAAAAAACAATGAAGATAGAGGAGTAA
ACCTTGCGAGACTCATCAGTGTTCTTCCCATCTTTCCCTGAAGAGACGAAGTG
ATCAAGAGATCGAAGACGAGTGAACTAATTTTTTTTAATA

CAAGTCGGGAAAGACCTGTATTTCGTCAACAAAGTTTATCATATCCTCACTTC
TTGTTCTTTTTAACAAGATTTTGTAAATCGAAACAATGAAGATAGAGGAGTA
AACCTTGGAGACTCATCAGTGTTCTTCCCATCTTTCCCTGAAGAGACGAAGTG
ATCAAGAGATTGAAGACAGTGAACTAATTTTTTTTA

El programa Mega 4.0 (Tamura, et. al, 2007) se utiliz6 para obtener secuencias consenso a

partir de las secuencias clonadas de hoja blanqueada (5 repeticiones), fruto con grieta

amarilla (7 repeticiones) y de diez secuencias clonadas por De la Torre, et al., (2009)

obtenidas de frutos con grieta amarilla provenientes de Tingambato, Michoacan (Cuadro 2).

Estas secuencias consenso nuevamente se alinearon con las reportadas en el

GenBank/NCBI, teniéndose en todos los casos una similaridad mayor al 90% con la del

ASBVd.
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Cuadro 2 Numeros de acceso de las secuencias del Avocado sunblotch viroid reportadas
en el GenBank /NCBI

Denominacion No. de acceso GenBank/NCBI
AvdMx.Hass1" EU888588.1
AvdMx.Hass2! EU888589.1
AvdMx.Hass3! EU888590.1
AvdMx.Hass4! EU888591.1
AvdMx.Hass5" EU888592.1
AvdMx.Hass6! EU888593.1
AvdMx.Hass7* EU888594.1
AvdMx.Hass8" EU888595.1
AvdMx.Hass9" EU888596.1
AvdMx.Hass10* EU888597.1
Avocado sunblotch viroid NC_001410
ASBVd-B (Blanqueado)® S74687
ASBVd-V (Variegado)® S73861
ASBVd-Sc (Asintomatico)® 73860

'Secuencias de De la Torre (2009), “Symons (1981) y *Semancik y Szychowski (1994)

Semancik y Szychowski (1994) encontraron que las regiones mas activas y que pueden
tener importancia para determinar si un sintoma es producto de la variacion en la secuencia
de nuclettidos del viroide estan entre los nucleétidos 105 al 119 y del 120 al 128. Si se
recirculara la secuencia de nucledtidos, éstos quedarian en la curva derecha de acuerdo a la
estructura secundaria propuesta por Symons (1981). La expresion de sintomas es debida a
la insercién de adeninas y/o por la sustitucion de adeninas por uracilos (Semancik y
Szychowski, 1994). Las secuencias consenso se alinearon nuevamente con el programa
Mega 4.0 (Tamura, et. al, 2007) para observar la variacion de nucleétidos dentro de la zona

de interés. Las secuencias obtenidas en el presente estudio al ser comparadas con las de
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Symons (1981) y Semancik y Szychowski (1994), fueron heterogéneas entre ellas y entre
las reportadas por otros autores dentro de la zona del bucle derecho (Cuadro 3). Esto puede
deberse a que fueron muy pocas las secuencias clonadas con las cuales se realiz6 cada
secuencia consenso, la cual resulta de la frecuencia de cada nucledtido en determinada
posicién (Pierce, 2009). Por lo anterior, no es factible inferir la existencia de posibles

variantes, ya que es necesario un nimero mayor de secuencias clonadas de cada sintoma.

Cuadro 3 Diferencias en los nucleotidos del ASBVd de cada sintoma, con respecto a la
secuencia de Symons (1981).

Secuencia Numero de nucleétido

119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132
Tipo de ASBVd' A A A A A A A A A c@ B I
Asintomatico Sc)¥ A A A A A A A A A
Variegado (V)Y A A A A A A A A A B A
B|anquead0 (B)V A A A A A A A A A A A A A l
Fruto grieta amarilla’ I I A A A I A A A A A I I B
Hoja blanqueada® ] A A A A A A B c
Grieta amarilla® A A A ] A A A A A <] ] ] c A

Secuencias reportadas por: T Symons (1981), ¥ Semancik and Szychowski (1994), " De la Torre (2009),
*secuencias consenso obtenidas de clonas.

1.4 CONCLUSION

Los sintomas en hojas, ramas y frutos de aguacate, asi como en las plantas asintomaticas
descritos en el presente trabajo estan asociados con el Avocado sunblotch viroid, ya que

tanto las secuencias directas como las clonadas presentan una similaridad mayor al 90%.

No se detectaron variantes del viroide en las muestras analizadas ya que se requiere un
mayor numero de secuencias para inferir variantes o posibles variantes, derivadas del

cambio de algun nucledtido en el lado derecho de la secuencia del viroide.
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CAPITULO Il. DETECCION DEL Avocado sunblotch viroid EN
BANCOS DE GERMOPLASMA, AREAS COMERCIALES Y NO
COMERCIALES DE AGUACATE EN MEXICO

RESUMEN

Se utiliz6 la reverso transcriptasa-reaccion en cadena de la polimerasa (rt-PCR) para
determinar la presencia del Avocado sunblotch viroid (ASBVd) en arboles de aguacate
pertenecientes a la coleccién de los bancos de germoplasma del INIFAP-Celaya,
Guanajuato, México; CICTAMEX en Coatepec de Harinas, Estado de México; asi como de
Cafada de Yafiez municipio de Santa Maria del Rio, San Luis Potosi y Tochimilco, Puebla
donde se tienen materiales silvestres de esta especie. Después de obtener los resultados de
la rt-PCR y de alinear las secuencias obtenidas en el GenBank/NCBI, se detecté al ASBVd
en un 49 hasta el 100% de las muestras analizadas de los diferentes sitios de colecta, con lo
cual se confirma la presencia de este viroide en los bancos de germoplasma y huertas
comerciales y no comerciales de aguacate.

Palabras clave: Avocado sunblotch viroid, aguacate silvestre, coleccion de aguacate

ABSTRACT

In order to determine the presence of Avocado sunblotch viroid (ASBVd) in the collection
of avocado germplasm banks at INIFAP-Celaya, Guanajuato, CICTAMEX in Coatepec
Harinas, Mexico State, as well as in Cafiada de Yafiez municipalty of Santa Maria del Rio,
San Luis Potosi and Tochimilco, Puebla, the reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (rt-PCR) was used. The results of the rt-PCR and alignment of sequences obtained
with those reported in the GenBank/NCBI, showed that ASBVd was present from 49 to
100% in the samples collected in the different locations, thus confirming the presence of
this viroid in germplasm banks and commercial and non commercial orchards of avocado.

Keywords: Avocado sunblotch viroid, wild avocado, avocado collection
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2.1 Introduccion

Los recursos fitogenéticos son la base para una agricultura dindmica, diversificada y
adaptable, por lo que su conservacion debe formar parte de toda estrategia de desarrollo.
Los bancos genéticos, existen para proteger la diversidad genética tanto como sea posible.
La existencia del germoplasma en estos bancos, ayuda a conservar la fuente de variacion
genética, que ayude a mantener a las especies econémicamente importantes como sucede

con el género Persea (Ldopez, et al., 1997).

Ronning et al. (1996), estudiaron la incidencia de la infeccién por Avocado sunblotch
viroid (ASBVd) en la coleccion de germoplasma de aguacate (Persea americana Mill.) del
Reservorio Nacional de Germoplasma de Miami (NGR-Mia), encontrando que 81 de 429

analizadas (18.9%) estaban infectadas con el viroide.

La enfermedad ocasionada por el ASBVd produce grietas amarillas y decoloraciones rojas
sobre los frutos de aguacate, disminuyendo seriamente su comercializacion. También
induce la formacion de franjas y manchas amarillas, naranjas o blancas sobre los tallos y
peciolos (Dale, et al., 1982; Schnell, 1997), los tallos pueden tener areas necroticas (Dodds,
1999). Las hojas pueden presentar blanqueado, variegado y distorsién (Dodds, et. al.,
2008). El agente causal fue establecido por Palukaitis et al. (1979), como una molécula
infectiva circular de RNA de una sola cadena de 247 nucledtidos (Schnell, 1997). El
ASBVd es transmitido por injerto de yemas infectadas, polen y, hasta la fecha, no se
conoce algun vector asociado con este viroide (Matthews, et. al., 1997). La transmision
por semilla presenta una frecuencia muy alta (80-100%) en arboles asintomaticos. Muchos
arboles infectados nunca muestran sintomas pero producen semillas, las cuales, cuando se
usan para obtencion de patrones, pueden ocasionar la infeccion de la variedad, misma que
por lo general muestra sintomas severos de la enfermedad y produce muy pocos frutos
(Desjardins, 1987; Schnell, 1997).

Por lo anterior, el presente estudio se realizd con el objetivo de determinar la presencia o

ausencia del Avocado sunblotch viroid en arboles de aguacate presentes en bancos de
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germoplasma del INIFAP-Celaya, Guanajuato; del CICTAMEX de la Fundacion Salvador
Sanchez Colin, ubicada en Coatepec de Harinas, Estado de México, asi como en huertas de
aguacate de San Luis Potosi y de Tochimilco, Puebla, establecidas con materiales

mexicanos Y silvestres estas ultimas.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Colecta de muestras

Muestras de diez hojas por arbol se colectaron de los bancos de germoplasma de INIFAP-
Celaya, Guanajuato (159 arboles muestreados), CICTAMEX (85 arboles muestreados)
ubicado en Coatepec de Harinas, Estado de México asi como huertas de Cafiada de Yanez,
municipio de Santa Maria del Rio, San Luis Potosi (44 arboles muestreados) y Tochimilco,
Puebla (14 arboles muestreados), establecidas estas ultimas, con aguacates mexicanos y
silvestres respectivamente. Las muestras se trasladaron al laboratorio de fitopatologia de la
UBIBRO/FESI de la UNAM en bolsas de plastico debidamente etiquetadas dentro de

hieleras con hielo para su procesamiento.

2.2.2 Deteccion del ASBVd

Se realiz6 la extraccion de RNA total utilizando el método descrito por MacKenzie, et al.
(1997) con algunas modificaciones. Se maceraron 50 mg de tejido vegetal en 500 pL de
buffer de extraccion (hipoclorito de guanidina 6 M, acetato de sodio 0.2 M pH 5.2, EDTA
25 mM, acetato de potasio 1 mM, PVP-40 al 2.5% méas 1% de [B-mercaptoetanol al
momento de la extraccion). EI macerado se coloco en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL
y se agregaron 100 pL de N-lauril sarcosina 10 %. Los tubos se incubaron durante 10 min
a 70°C y cinco min en hielo, posteriormente se centrifugaron 10 min a 12000 rpm a 4°C en
una microcentrifuga refrigerada Boeco universal 320R. Del sobrenadante se recuperaron
300 pL en un tubo Eppendorf esteril. Se agregaron 300 puL de Nal 6 M, 150 uL de etanol

43



absoluto y 50 pL de dioxido de silicon 100% resuspendido, se incubd 30 min a temperatura
ambiente y se centrifugd 1 min a 6000 rpm a temperatura ambiente. El sobrenadante se
elimind y la pastilla se resuspendié con 1mL de buffer de lavado (Tris HCL 10 mM pH 7.5,
EDTA 0.5 mM, NaCl 50 mM vy etanol 50%). Después se centrifug6 tres veces por un
minuto a 6000 rpm a temperatura ambiente. La pastilla se resuspendié en 100 pL de agua
estéril y libre de nucleasas, los tubos se incubaron por 4 min a 70°C, y se centrifugaron por
tres minutos a 12000 rpm a temperatura ambiente. EI sobrenadante que contenia el RNA se

transfirié a un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL y se almacené a -20°C.

2.2.3 Retrotranscripcion rt-PCR

Dos pL de RNA y 02 pL de Ila mezcla de iniciadores (For 5-
AAGTCGAAACTCAGAGTCGG-3° y Rev 5-GTGAGAGAAGGAGGAGT-3) se
colocaron en un tubo Eppendorf de 0.2 mL y se incubaron a 95°C por 5 min en un
termociclador y posteriormente 1 min en hielo. Se adicionaron 1 pL de buffer 5 X, 0.4 pL
de dNTP’s 10mM, 0.2 pL de enzima M-MLV (Promega) y 1.2 yuL de agua libre de
nucleasas estéril. La mezcla se incubd a 42°C durante 40 min en el termociclador y al
término de este tiempo se incubd 1 min en hielo. A 0.3 pL de cDNA previamente
sintetizado, se agregaron 1 pL de buffer 10 X, 0.5 pL de MgCl, 50 mM, 0.2 pL de dNTP’s
10 mM, 0.8 pL de la mezcla de los iniciadores antes indicados, 0.2 pL de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen) y 7 puL de agua estéril libre de nucleasas para tener un volumen
total de 10 pL. La amplificacion se realizé en un termociclador (Applied Biosystems 2720)
con las siguientes condiciones: 94°C por 2 min; 30 ciclos de 15 seg a 94°C; 53°C por 15
seg, 68°C por 30 seg y una extension final a 68°C por 5 min.

Los productos de la rt-PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1% con buffer TBE 0.5 X
(Tris base 25 mM, acido bérico 25 mM y EDTA 1.25 mM, pH 8.3), tefiido con bromuro de
etidio. Las bandas de 250 pb se cortaron y se limpiaron con el kit comercial Wizard SV gel

y PCR Clean-up System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los productos limpios se secuenciaron en el Laboratorio de Analisis y Quimica del ADN
de la Facultad de Estudios Superiores-l1ztacala-UNAM.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Banco de germoplasma del INIFAP-Celaya

El banco de germoplasma del INIFAP-Celaya, tenia un total de 750 arboles, de éstos 125
estaban muertos, 28 secos y 4 casi secos. Varios materiales tenian un numero distinto de
repeticiones distribuidos en la huerta. En este caso, se muestrearon 159 arboles de
diferentes materiales distribuidos en 16 hileras (Figura 1). De acuerdo con los datos
proporcionados por el responsable del banco de germoplasma, la procedencia de los
materiales colectados fue: 48.43 % Guanajuato, 20.13 % Veracruz, 7.55 % Michoacén,
5.66 % Querétaro, 5.03 % Puebla, 2.52 % Nuevo Ledn, 2.52 % Puebla, 1.26 % Estado de

México, 0.63%, Sinaloay 6.29% de origen desconocido.
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Figura 1 Distribucion de arboles muestreados en el banco de
germoplasma de aguacate del INIFAP-Celaya, Guanajuato, 2008.

Se hicieron muestras compuestas, tomando cantidades iguales de hoja, de cada uno de los
arboles muestreados que conformaban cada hilera, se mezclaron bien dentro de una bolsa
de pléastico, posteriormente se realizd la extraccion de RNA y rt-PCR. En este caso se
detect6 al ASBVd en 12 de las 16 muestras compuestas de cada hilera considerando las
bandas obtenidas en rt-PCR las cuales tenian un peso de 247 pb que corresponde al viroide

(Symons, 1981). En las muestras compuestas de las hileras 4, 6, 11 y 15 el resultado de la
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electroforesis no fue definitivo para determinar la presencia del viroide en estos arboles

(Figura 2).
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Figura 2 Electroforesis de muestras compuestas de hojas de aguacate
colectadas en arboles del banco de germoplasma del INIFAP-Celaya. Las
muestras compuestas se formaron con tejido foliar de arboles ubicados en
la misma hilera como se indica a continuacién: pozo 1) hilera 1, pozo 2)
hilera 2, pozo 3) hilera 3, pozo 4) hilera 4, pozo 5) hilera 5, pozo 6) hilera
6, pozo 7) hilera 7, pozo 8) hilera 8, pozo 9) hilera 9, pozo 10) hilera 10,
pozo 11) hilera 11, pozo 12) hilera 12, pozo 13) hilera 13, pozo 14)
negativo agua, pozo 15) positivo ASBVd, pozos 16 y 17) marcador de
peso molecular 1Kb, pozo 18) hilera 14, pozo 19) hilera 15, pozo 20)
hilera 16, pozo 21) repeticién hilera 3, pozo 22) negativo agua, pozo 23)
positivo ASBVd.

El viroide se detectd en 68.75 % de las muestras compuestas. En algunos casos se
observaron las formas diméricas del viroide (Semancik y Szychowski, 1994, Desjardins,
1987). Posteriormente se procedié a realizar el analisis por separado de cada muestra

(Cuadro 1).
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Cuadro 1 Numero de arboles de aguacate positivos al Avocado sunblotch
viroid colectados en el banco de germoplasma del INIFAP-Celaya

Hilera Positivos Negativos Indeterminado* Analizados
1 31 1 0 32
2 17 3 2 22
3 3 15 0 18
4** 2 1 8 11
5 7 0 0 7
6* 0 3 3 6
7 0 1 5 6
0 2 2 4
9 0 1 0 1
10 0 2 0 2
11* 0 0 2 2
12* 1 2 0 3
13 2 17 0 19
14 8 4 0 12
15* 6 2 13
16 1 0 0 1
Total 78 57 24 159
Por ciento 49.1 35.8 15.1 100

* Muestras en las que los resultados obtenidos son dudosos
**Hileras que en el analisis de muestras compuestas resultaron negativos.

Después de analizar individualmente las muestras de cada arbol, se determiné la presencia
del viroide en el 49.1 % de las muestras analizadas, en el 35.8 % no se detect6 y en el 15.1
% los resultados no fueron definitivos para determinar con certeza la presencia o ausencia
del ASBVd. Las muestras compuestas de las hileras 6 y 11 que resultaron dudosas en rt-
PCR, al analizarlas de manera individual no se obtuvo amplificacion, lo cual indica que
estan libres del viroide o es tan baja su concentracion como para ser detectado con estas
técnicas. Palukaitis et al. (1981) encontrd que ciertos arboles positivos que mostraban
sintomas en sus ramas, no dieron positivo al viroide al realizar el analisis de DNA
correspondiente. Por el contrario, las muestras compuestas de las hileras 4 y 15 que
resultaron negativas en rt-PCR, al analizarlas de manera individual se obtuvieron arboles

positivos al ASBVd, lo cual puede deberse a un efecto de “dilucion” cuando se trabaja con
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muestras compuestas. Diferencias en la concentracion del ASBVd en diferentes arboles e
incluso en diferentes partes de un mismo arbol han sido reportadas previamente (Palukaitis
etal., 1981).

Un gran ndmero de factores pueden estar involucrados en la obtencion de un resultado,
desde la aplicacion de un protocolo especifico por diferentes laboratorios, la variacion en la
concentracion del viroide en diferentes tipos de tejido, diferentes épocas del afio y bajo
diferentes condiciones de crecimiento de las plantas muestreadas (Desjardins, 1987). Por lo
cual se recomienda usar otro método mas sensible como la hibridacion con sondas de
cDNA, ya que se menciona es 1000 veces mas sensible que la electroforesis en gel
(Palukaitis et. al, 1981, Bar-Joseph et al., 1985 y Mathews et al., 1997), para tener

resultados mas confiables.

2.3.2 Banco de germoplasma del CICTAMEX, Coatepec de Harinas, Estado de
México

Este banco de germoplasma contaba con cerca de 300 arboles y se muestrearon 85 arboles

de diferente especie y origen (Figura 3).

18°55'05 90" N

Figura 3 Distribucion de arboles de aguacate en la

parcela “Doctor 17 del banco de germoplasma del
CICTAMEX, Coatepec de Harinas, Estado de México.
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Mediante rt-PCR se detecto al ASBVd en el 95.3% de las muestras analizadas (Figura 4).
Posteriormente, 10 de las muestras se secuenciaron y compararon con las secuencias
reportadas en el GenBank/NCBI obteniéndose una similitud del 90 al 100% con el ASBVd,
con lo cual se confirma su presencia en los distintos materiales resguardados en dicho

banco de germoplasma.

—
——
- —
e

i |

500 ph
250 ph

Figura 4 Gel de la rt-PCR donde se observa la presencia
del ASBVd en arboles del CICTAMEX, por los productos
amplificados en 250 pb que corresponde ha dicho viroide.
Las bandas de 500 pb son las formas diméricas del ASBVd.
(+): Muestra de aguacate positivo al ASBVd; (-) agua
destilada utilizada como negativo.

Hasta ahora el Unico registro de la presencia del ASBVd en México es el realizado por De
la Torre et al. (2009), donde se menciona que el viroide estd presente en huertas de
aguacate var. Hass en el municipio de Tingambato, Michoacan. Ya que se encontraron
sintoma de manchas, estrias profundas sobre los frutos, brotes jévenes con estrias amarillas
y hojas con manchas irregulares, los cuales estan reportados como sintomas del ASBVd
(Dodds, et al., 2008, Schnell, 1997, Dale, et al., 1982).

Por lo que el detectar la presencia de este viroide en un banco de germoplasma como el de
la Fundacién Salvador Sanchez Colin CICTAMEX, el cual estd basado en la diversidad
existente en México y Sudamérica (Cuadro 2), asi como en otras regiones del mundo, y ya

que la importancia de este banco de plasma germinal esta sustentada en la importancia
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ecologica, agrondémica, comercial, social y nutricional de este cultivo (Reyes et al., 2006),
este un llamado de atencion, para reforzar la sanidad dentro del banco y en los futuros
programas de mejoramiento genético que se realicen, con el fin de obtener plantas con las

mejores caracteristicas deseables y como libres de patdégenos como el ASBVd.

Cuadro 2 Diferentes Persea conservados en el banco de germoplasma de CICTAEX.

ESPECIES

Persea americana (Razas: Mexicana, Antillana y Guatemalteca)
Persea steyermarkii
Persea nubigena
Persea floccosa
Persea shiedeana
Persea gigantea
Persea tolimanensis
Persea parvifolia*
Persea meyeniana**
Persea cinerascens
Persea lingue

Persea indica

Fuente: Tomado y modificado de Reyes et. al., (2006)

No es posible establecer si la infeccion es resultado de la llegada de materiales infectados al
banco o porque el viroide estaba presente ya en la region, y los materiales que pudieron
haber estado libres del viroide se infectaron al realizar las labores de manejo o durante la
reubicacion de la parcela, ya que Reyes et al. (2006) mencionan gque debido principalmente
a problemas de salinidad que se encuentra en el suelo de la localidad, se han reubicado las

parcelas.
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2.3.3 Huertas de Cafiada de Yanez, San Luis Potosi

Las huertas de esta zona tienen en promedio 30 afios de establecidas con materiales
mexicanos (criollos) sin que hasta la fecha del muestreo se hayan introducido variedades
comerciales. Se visitaron 7 huertas designadas como Nacho, Angel, Agustin, Gumaro,
Pacheco, Matias y San Juanero, en las cuales se muestre6 un numero variable de arboles de
acuerdo al tamafio de las mismas (desde 20 hasta un &rbol). En total se colectaron 44
muestras consistentes en arboles de diverso vigor ya que no se observaron sintomas en
hojas, frutos o ramas asociados al ASBVd como en arboles de la variedad Hass en
Michoacan. En 38 muestras se detectd6 al ASBVd con la prueba de rt-PCR, en una
proporcion del 86.36 % (Figura 5). A pesar de que no se observaron sintomas en los arboles
muestreados, es frecuente la presencia del ASBVd de manera asintomatica (Matthews et
al., 1997, Desjardins, 1987).
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Figura 5. Gel de agarosa al 1% de la rt-PCR utilizando iniciadores especificos para el
Avocado sunblotch viroid (ASBVd) en muestras de aguacate procedentes de huertas
localizadas en Cafiada de Yafiez, San Luis Potosi en las cuales se obtuvo un producto
amplificado de aproximadamente 250 pb que corresponde a dicho viroide. Las bandas de
500 pb son las formas diméricas del ASBVd. (+): Muestra de aguacate positivo al ASBV(d;
(-) agua destilada utilizada como negativo. Marcador peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder Invitrogen.

Estos resultados confirman que el ASBVd no solo estd presente en Michoacan o en el
Estado de México, ni Gnicamente en la variedad Hass, ya que las muestras provenientes de
San Luis Potosi son de aguacates mexicanos (criollos) propios de la regién, los cuales han
estado ahi desde hace mas de 30 afios sin que se haya registrado la introduccién de algun
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otro material. Lo cual hace suponer que el viroide y el aguacate posiblemente han pasado
por un proceso de coevolucidn, la cual se define como la evolucion conjunta de dos 0 mas
especies que no se cruzan entre si pero que poseen una estrecha relacion ecoldgica, a través
de presiones de seleccidn reciprocas, la evolucion de una de las especies que forma esta
relacién es parcialmente dependiente de la evolucion de la otra. Ya que los sintomas del
ASBVd se ha reportado desde 1928 tanto en variedades mexicanas como guatemaltecas
siendo estas Ultimas las mas susceptibles (Coit, 1928). Por lo tanto de haberse dado este
proceso de coevolucion muy probablemente se dio entre el aguacate y la el ASBVd en su

condicion de asintomatico.

2.3.4 Huertas de Tochimilco, Puebla

Los arboles de aguacate establecidos en esta zona son muy longevos. Se visitaron cuatro
huertas denominadas como Guadalupe, Raciel, Sergio y Lina donde se tomaron hojas de 14
arboles con més de 100 afios de edad en la mayoria de los casos. Todas las muestras
analizadas resultaron positivas al ASBVd (Figura 6).

M 1 23 4 5 67 8 9

500pb ¢
250 pb

500 pb
250 pb

10 1112 1314 15 1617 M

Figura 6 Electroforesis de la rt-PCR utilizando iniciadores especificos para el Avocado sunblotch viroid
(ASBVd) en muestras de aguacate procedentes de huertas localizadas en Tochimilco, Puebla, en las cuales se
obtuvo un producto amplificado de aproximadamente 250 pb que corresponde a dicho viroide. Las bandas de
500 pb son las formas diméricas del ASBVd. Pozos 1-4) huerta Guadalupe, pozos 5-8) huerta Sergio, pozos 9-
11) huerta Raciel, pozos 12-14) huerta Lina. M: Marcador peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen;
(+): muestra de aguacate positivo al ASBVd; (-) agua destilada utilizada como negativo.
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Como se observa en los resultados el viroide causante de la mancha de sol del aguacate se
encuentra presente en arboles muy longevos, la longevidad se determino de forma visual al

observar el grosor de su tronco y su altura (Fig. 7).

Figura 7 Arboles de aguacate de gran altura y diametro de donde se tomaron
muestras en Tochimilco, Puebla.

El encontrar arboles con estas caracteristicas y positivos al ASBVd puede ser otro indicio
de que el viroide pudo haber coevolucionado con el aguacate, como se menciono en el caso
de San Luis Potosi, debido a que son muy viejos, mas de 100 afios. Si consideramos que
México es uno de los centros de origen del aguacate (Galindo-Tovar, et. al, 2007), que el
primer reporte del ASBVd es de 1928 en California, USA, (Coit, 1928) y que lo que marco
la expansion de la industria productora de aguacate en California, USA, fue la introduccién
del aguacate de la variedad Fuerte en 1911, procedente de Atlixco, Puebla (Rounds, 1946),
aun y cuando hay reportes de que aguacates procedentes de México fueron plantados en
Santa Bérbara, California desde 1871 (Condit, 1916), hacen suponer que el viroide siempre
ha estado presente pero en su forma asintomatica, ya que se menciona que es mas comun
observarlo en las variedades guatemaltecas que en las mexicanas (Coit, 1928), lo que
indicaria que las variedades guatemaltecas pudieran tender a expresar la condicidn
sintomatica, lo cual explicaria porque en la variedad Hass cuyo origen fue a partir de una
planta de origen guatemalteco (Griswold, 1945) se pudieron observar mejor los sintomas,
mientras que en las plantas de origen mexicano (criollas), la condicion predominante fue la

asintomatica, tanto en Cafiada de Yanez, San Luis Potosi, como en Tochimilco, Puebla.
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La presencia en algunos casos de arboles negativos o dudosos puede deberse a la
distribucion heterogénea del viroide dentro del tejido de arboles asintomaéticos (Desjardins,
1987).

Ronning et al. (1996) determinaron una incidencia del 18.9 % en la Reserva Nacional de
Germoplasma de Miami, porcentaje que es inferior a los que se encontraron en el presente
estudio (del 49 al 100 %). Lo anterior puede deberse a diferentes factores como el manejo
agronomico de los bancos de germoplasma, origen de los materiales de aguacate,
variabilidad del viroide, condiciones ambientales y edad de los arboles, entre otros.

2.3.5. Alineacion de secuencias
En todos los casos las secuencias obtenidas de los productos de la rt-PCR se alinearon con

las secuencias reportadas en el GenBank/NCBI, obteniendo una similitud mayor del 90 %
con el ASBVd.

2.4 CONCLUSION

El Avocado sunblotch viroid se encuentra presente en forma asintomatica en los arboles de
los bancos de germoplasma del INIFAP-Celaya, del CICTAMEX en Coatepec de Harinas,
de Cafiada de Yafiez, San Luis Potosi y en Tochimilco, Puebla.
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3. CONCLUSIONES GENERALES

Los sintomas en hojas, ramas y frutos de aguacate, asi como en las plantas asintomaticas
descritos en el presente trabajo estan asociados con el Avocado sunblotch viroid, ya que
tanto las secuencias directas como las clonadas presentan una similaridad mayor al 90%.

Es necesario un mayor nimero de secuencias para inferir variantes o posibles variantes,
derivadas del cambio de algun nucleétido en el lado derecho de la secuencia del viroide,
causante de los sintomas observados en los municipios de Tingambato y Tacadmbaro,

Michoacan, México.

Después de analizar muestras de diferentes sitios podemos observar que el Avocado
sunblotch viroid se encuentra distribuido en diferentes estados del territorio nacional como
Michoacan, Estado de México, Guanajuato, Puebla. Dentro de bancos de germoplasma y

areas comerciales y no comerciales.
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