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RESUMEN

El diagndstico rutinario de las enfermedades exocortis y cachexia de los citricos se
ha realizado en México mediante hicensayos en plantas indicadoras, cidra Etrog para
exocortis y mandarino Parson’s Special para cachexia; sin embargo, este método de
deteccion es lento y requiere condiciones estrictas de temperatura asi como amplio
espacio en invernaderos. Debido a la necesidad de tener métodos rapidos y
sensibles para determinar la sanidad de los arboles, se planted el presente trabajo
con el abjetivo general de implementar metodologias moleculares para la deteccidon
de viroides, y su aplicacidon en la identificacidn de los viroides causantes de las
enfermedades exocortis y cachexia de los citricos. Después de probar diferentes
factores involucrados en la separacidn y tincion del RNA en geles de poliacrilamida,
se establecid la técnica de electroforesis secuencial (sSPAGE) para la deteccion de
los viroides exocortis (CEVd) y cachexia (CCaVd). Al comparar § métodos de
extraccion del RNA para la deteccion directa del viroide exocortis par sSPAGE, no se
encantrd diferencia entre éstos, lograndose resultados satisfactorios con los §
metados probados; sin embargo, el método de Lee (1995) mostrd superioridad en la
cantidad de RNA total obtenido. Por otra parte, se establecieron las condiciones de
reaccion para la amplificacion del DNA complementario a las secuencias de los
viroides exocortis y cachexia a partic de lestigos semipurificados y RNA extraido de
plantas indicadoras. Se obtuvieron mejores resultados con un proceso de RT-PCR
desacoplade ¢ discontinuo obteniéndose un producto de 300 pb aproximadamente y
una sensibilidad de 100 ng de RNA total en ol caso de CCaVd; y un producto de 370
pb en el caso de CEVd. En ambos ¢asos no se observd amplificacion con RNA
extraido de testigos sanos. Se validaron las técnicas sPAGE y RT-PCR con muestras
de huertos comerciales de limon Persa colectadas en los estados de Tamaulipas,
Veracruz, Tabasco y Yucatadn, asi como un lote de variedades de naranjo dulce en el
estado de Nuevo Leén, lograndose la deteccidn de ambos viroides (CEVd y CCaVd)
por RT-PCR en plantas de limdén Persa con diferentes niveles de sintomas, pero por
sPAGE sélo fue posible detectar CEVd en las mismas muestras. Los viroides CEVd y
CCaVd detectados en naranjo dulce y limén Persa fueron transmitidos a tomate,
pepino, naranjo agrio, naranjo dulce Pineapple, mandarino Cleopatra, citrange Troyer
y cidra Etrog, comprobandose la infectividad de dichos patdgenos. Los resultados
obtenidos indican que las 2 tecnicas establecidas (SPAGE y RT-PCR} son
complementarias para la deteccién efectiva y segura de los viroides CEVd y CCaVd.



ABSTRACT

In Mexico, the current method for diagnosing citrus exocortis and cachexia diseases is
by reactions on indexing hosts, Etrog citron for exocortis and Parson’s Special
mandarin for cachexia. However, this method of detection is slow and require strict
control of temperature and space in greenhouse. Due necessity in to have speed and
sensitive methods for tree heaith determination, the general objective of this work was
implementing molecular methods for viroids detection and its application to identifing
the viroids causing citrus exocortis and cachexia diseases. After trying differents
factors affecting RNA separation and polyacrylamide geies staining, the sequential
polyacrylamide geles electrophoresis technique (SPAGE) for detection of exocortis
(CEVd) and cachexia vircids (CCaVd) was established. After comparing five methads
of RNA isalation for direct detection of exocortis viroid by sPAGE, there were no
differences between those. Satisfactaries results had abtained with all five testing
methods, however, Lee (1995) method overcome the others in quantity of total RNA.
Otherwise, reaction conditions for the amplification of camplemetary DNA to
sequences of the exocortis and cachexia viroids were established from semipurified
controls and RNA getting from indicator plants, Better results were abtained with a
disacoupled process of RT-PCR obtaining a 300 base pair (bp) fragment and a
sensitivity of 100 ng of tatal RNA in the case of CCavd, and a 370 bp fragment with
CEVd. In both cases no amplification signs were observed when using RNA isolated
from healthy controls. In the validity tests of SPAGE and RT-PCR techinques with
Persian lime samples from field trees colected in Tamaulipas, Veracruz, Tabasco,
and Yucatédn states, and an orchard of orange cultivars in Nuevo Ledn, both virgids
{(CEVd and CCaVd) were found by RT-PCR in Persian lime in most of the samples
with differents levels of symptoms, but only CEVd was detected in the same samples
by sPAGE. CEVd and CCavd viroids from sweet orange and Persian lime were
transsmited to tomatq, cucumber, sour orange, sweet orange Pineapple, Cleopatra
mandarin, Troyer citrange, and Etrog citron, far verifying the infectivity of pathogens.
The results obtained suggests that both techinques (sPAGE and RT-PCR) are
necessary far certain and reliable detection of CEVd and CCavd.



