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RESUMEN

El Avocado sunblotch viroid causa la “Mancha de Sol” e importantes pérdidas econdémicas
en la produccioén y calidad del aguacate en México. A la fecha, no se cuenta con algun
método alternativo para su inoculacién que sea comparable con la transmision mecanica
por injerto, y ventajosamente util para profundizar en diversos estudios de interaccion
aguacate-ASBVd. En esta investigacion se empled la biobalistica como una opcién para
la inoculacion del ASBVd en hojas de aguacate ‘Hass’. Se evalud la presion de disparo
con ensayos de expresion transitoria del gen reportero gusA y el uso de extractos de
acidos nucleicos totales con el ASBVd como fuente de in6culo. Los resultados indicaron
que 200 Ib'pulg? es la presiéon éptima con el mayor nimero de eventos de expresion
transitoria de gusA (promedio transformado de 15.07 focos azules por seccion de hoja
bombardeada, P = 0.05, DMS = 3.0). A esta presion de disparo ocurrid la transmision
exitosa del ASBVd contenido en extractos de acidos nucleicos totales de hojas de
aguacate. Estos hallazgos demuestran que la biobalistica es un método para la
inoculacién del ASBVd en tejido foliar de aguacate y que los extractos de acidos nucleicos
totales con el viroide sirven como fuente de indculo en ensayos de transmision. Las
implicaciones de esta nueva estrategia de transmision del ASBVd se discuten en este
documento. Para nuestro conocimiento, este estudio representa el primer esfuerzo
exitoso del uso de la biobalistica para la inoculacion del ASBVd en tejido foliar de

aguacate ‘Hass’.

Palabras clave: Persea americana, Mancha de Sol, ASBVd, transmisién de viroides,
Helios® Gene Gun System
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ABSTRACT

Avocado sunblotch viroid causes Sunblotch disease and important losses on avocado
yield and quality in Mexico. There is not an inoculation method similar to graft transmission
which could allow studies on avocado-ASBVd interactions. In this study particle
bombardment or biolistics was used as an alternative method for ASBVd inoculation on
leaves of avocado ‘Hass’. Shooting pressure was optimized by transient expression
assays with gusA on leaves, and the optimized pressure was used to evaluate if extracts
of total nucleic acids from avocado leaves ASBVd-infected could serve as viroid inoculum
in transmission tests. The optimized shooting pressure with the highest number of
transient expression events (transformed average of 15.07 blue foci per leaf section
bombarded, P = 0.05, LSD = 3.0) was 200 pounds per square inch. This pressure also
resulted in a successful transmission of ASBVd on avocado leaves, as evidenced by RT-
PCR tests. Biolistic inoculation of total nucleic acids extracts with ASBVd is an alternative
method for experimental transmission of this viroid on avocado leaves. The implications
of this new transmission strategy of ASBVd in avocado are discussed in this document.
To our knowledge, this is the first report of biolistic inoculation of ASBVd on leaves of

avocado ‘Hass'.

Keywords: Persea americana, Sunblotch disease, ASBVd, viroid transmission, Helios®
Gene Gun System



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT), por la beca otorgada
(210113) para la realizacion de mis estudios de Maestria en Ciencias.

Al Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, por el apoyo econémico y por
darme la oportunidad de formarme como Maestro en Ciencias en Fitosanidad-
Fitopatologia.

A mi Consejo Particular, por disipar mis dudas a través de su conocimiento y
experiencias, por darme consejos y ofrecerme confianza y paciencia. Por su amistad y el
apoyo moral y cientifico invaluables otorgados durante mi formacion académica en el
Postgrado.

A la Dra. Olga Gomez Rodriguez, por su amistad y apoyo moral.

Al Dr. Salvador Ochoa Ascencio, por su apoyo invaluable con el tejido foliar de
aguacate infectado con el ASBVd.

A los Profesores del Postgrado, que me brindaron su experiencia a través de
conocimientos, consejos y valores en el campo de la Fitopatologia.

A las Srias. Hilda y Verdnica de la Coordinacion Académica del Postgrado en
Fitopatologia, por todo el apoyo administrativo. Gracias Verdnica por su apoyo moral.

A mi Esposa Lic. Nora C. Cortés Arroyo, por toda su comprensioén, apoyo moral y
académico proporcionados durante la Maestria. Agradezco tu carifio, fortaleza, tenacidad
y ensefianzas que a cada segundo dirigias a mi persona; eres un baluarte para mi vida.

A mi Familia Valadez Ramirez, por todo el apoyo moral y carifio que siempre estuvieron
presentes desde Tecoman, Colima para mi Familia Valadez Cortés.

Al Sr. Ricardo del equipo de trabajo del Dr. Ochoa Martinez, por su amistad, apoyo y
disponibilidad para las actividades en el invernadero.

Al Sr. Adolfo y su Esposa Sra. Aurelia, por su cdlida bienvenida y apoyo en Texcoco.

A mis Comparnieros del Laboratorio 211 de Virus Fitopatdogenos, por su amistad y por
aceptarme en este espacio.

A todos mis Amigos del Postgrado en Fitosanidad-Fitopatologia.



Dedico estatesis a:
Dios, quien es mi fuente de felicidad y Mi Gran Maestro.

Los millones de mexicanos que pagan impuestos, quienes, a través del CONACyT y
el COLPOS, han financiado parte de mi formacion.

Mis Familias Valadez Cortés y Valadez Ramirez, por ser mi inspiracién y motivo de
superacion personal; debo a Ustedes la guia, la toma de decisiones, los triunfos y la
culminacion exitosa de metas.

Mis Padres, a quienes agradezco por haberme dado la vida, por confiar en miy por ser
el ejemplo a sequir: lleno de valores y de cosas positivas. Que la culminacion de esta
meta sea uno mas de los trofeos que juntos hemos cosechado durante nuestra existencia.

Mis Hermanos, por sus muestras de carifio y por tenerme siempre como alguien que
lucha y consigue sus objetivos. Este pequefio triunfo también lo comparto con Ustedes.

Nora, Dieguito y Danielito, con mucho amor.

vi



CONTENIDO

FINTRODUGCCION. ...,
HHIPOTESIS . ..o

HEOBJIETIVOS. ..o e

S L GBNEIAL. .
3.2 ESPECITICOS. ...

IV REVISION DE LITERATURA ..ot

4.1 Avocado sunblotch viroid (ASBVd)........ccoiieiiiiiiiiiiiiee,
4.2 Gama de hoSpPedantes. ........c.covviieiiiii i
4.3 TranSMISION. ... e
4.4 Inoculacién de fitopatégenos por biobalistica...............................
4.5 Biobalistica e inoculacion del ASBVd.............ccoooiviiiiiiiiiiii,

V MATERIALES Y METODOS.......iiiiie e,

5.1 Lugar de experimentacion..............oouieiiiie i
5.2 Material vegetal...........coooiiiii
5.3 Deteccion del ASBVd........oiiriiiiiie e
5.4 Inoculacién por biobalistica............cccooiiiiiii i
5.4.1 Funcionalidad de la biobalistica en tejido foliar de aguacate..........
5.4.2 Inoculacién del ASBVd en tejido foliar de aguacate.....................
5.4.2.1 Fuente de in6culo del ASBVA..........cocoiiiiiiiiiiiie e
5.4.2.2 Extraccion de acidos nucleicos totales.............coooovviiiiiiinnn.
5.4.2.3 BiobalistiCa.........ccooiiiii i
5.4.2.4 Variables evaluadas...............coooiiiiiiiiiii e,
5.4.2.5 Disefio experimental...........ccooiiiiiiiiiii e

VI RESULTADOS Y DISCUSION.......ciiiiiiie e

6.1 Funcionalidad de la biobalistica en tejido foliar de aguacate ‘Hass’....
6.2 Inoculacion del ASBVA........ ..o

6.3 Implicaciones de la inoculacién por biobalistica del ASBVd en aguacate..

VII CONCLUSIONES. .. ..

VI LITERATURA ClITAD A e

Vil

Péagina

(628~

'[C)OO\I@U‘I )]

13
13
13
14
14
16
16
17
17
18
19

19

19
24
26

28

28



LISTA DE CUADROS

Péagina
Cuadro 1. Virusy viroides inoculados por biobalistica en diferentes especies
VEOETAIES. ...t 9
Cuadro 2. Promedio transformado del nimero de eventos de expresion del
gen gusA inoculado por biobalistica en tejido foliar de aguacate
HaASS . e 20

viii



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

LISTA DE FIGURAS

Mapa de restriccion del plasmido pCAMBIA1301 [Center for the
Application of Molecular Biology to International Agriculture
(CAMBIA, AUSLrali@)] ... e oveeri e

Evaluacion del efecto de la presion de disparo en tejido foliar joven
de aguacate ‘Hass’ sobre la expresion transitoria (inoculacion) del
BN GUSA . e

Daro en tejido foliar de aguacate ‘Hass’ (sefialado con flechas de
color blanco) causado por el bombardeo a 300 Ib-pulg=?. ............

Tejido foliar de aguacate ‘Hass’ sin bombardear (A) vy
bombardeado a 100 Ib-pulg? sin DNA plasmidico (B) sin presencia
de puntos azules que indiquen la expresion enddégena del gen

Deteccion del ASBVd y actina en tejido foliar de aguacate ‘Hass’ a
los 0, 2, 7 y 15 dias posteriores al bombardeo (dpb) con &acidos
nucleicos totales extraidos de tejido foliar de aguacate raza
mexicana infectado con el viroide ...........ccooeiiiiiiiiiii e,

Deteccién del ASBVd y actina en tejido foliar de aguacate ‘Hass’ a
los 0, 2, 7 y 15 dias posteriores al bombardeo (dpb) con cartuchos
preparados con microparticulas sin el viroide (tratamiento
CONEION) .t

Péagina

16

21

22

23

25

26



| INTRODUCCION

El Avocado sunblotch viroid (ASBVd) es el agente causal de la enfermedad Mancha
de Sol del aguacate (Persea americana) [GIIIA, 2013 (Grupo Interdisciplinario e
Interinstitucional de Investigacion en Aguacate)]. La naturaleza del agente causal
como viroide se estudié a partir de 1979, luego de confirmar su alta estabilidad
térmica y resistencia a la digestion con RNasas en amortiguadores ricos en sales
(Desjardins et al., 1980; Mohamed y Thomas, 1980). EI ASBVd consiste en una
molécula circular de RNA con alto contenido de estructuras secundarias, que al
parecer estan relacionadas con la capacidad que tiene su hospedante para
reconocerlo (Semancik, 2003; Steger y Perreault, 2016). EI ASBVd pertenece a la
familia Avsunviroidae y posee uno de los genomas mas cortos de 247-249
nucleodtidos (nt), compuesto por 27.5% de adeninas, 17.4% de citosinas, 20.6% de
guaninas y 34.4% de uracilos (Symons, 1981; Steger y Perreault, 2016).

La presencia del ASBVd en Sudafrica (da Graca, 1979), Australia (Palukaitis et al.,
1979), Estados Unidos de Norteamérica (Coit, 1928), Pera (Vargas et al., 1991),
Espafia (Lopez-Herrera et al., 1987) e Israel (Spiegel et al., 1984) confirma su
distribucion e importancia mundial y la necesidad urgente de establecer medidas
eficientes de control. Si bien es cierto que su presencia en aguacate se remonté
muy probablemente desde 1928 y 1929, cuando se considerd que la Mancha de Sol
era el resultado de un desorden fisioldgico [causado por la luz solar (Coit, 1928)] o
genético (Horne, 1929), no fue hasta el 2009 cuando el ASBVd se confirmé en
Michoacan, México (De la Torre-A. et al., 2009), con incidencia de hasta 49.1% (en
un muestreo de 112 arboles) y una capacidad de incremento del 133.3% de arboles

sintomaticos en un periodo de dos afios (Beltran-Pefia et al., 2014).

El ASBVd afecta el rendimiento, peso, diametro polar y diametro ecuatorial de frutos
de arboles sintométicos, con reducciones del 73, 24, 10 y 7%, respectivamente
(Saucedo-Carabez et al., 2014). En mesocarpio de frutos infectados sintomaticos

se registré una reduccion del 28-38% de clorofila A, del 23-28% de clorofila B y un



incremento del 50-62% de compuestos fendlicos, desorganizacion y colapso celular
(Vallejo-Pérez et al.,, 2014). EI ASBVd también generé un decremento en el
contenido de aceite de frutos (con una disminucion del 28-32% de su suministro
calorico) y un efecto negativo sobre su tamafio, firmeza y color de la epidermis, lo
cual resulté en una maduracién no uniforme, muy probablemente debida a la baja

produccion de CO: y etileno (Vallejo-Pérez et al., 2015).

La distribucion irregular del ASBVd en la planta (Semancik y Szychowski, 1994;
Semancik, 2003; Tondo et al.,, 2010), la existencia de variantes altamente
patogénicas, plantas asintoméaticas portadoras del viroide y su reducida gama de
hospedantes (Semancik y Szychowski, 1994; Schnell et al., 2001a), sumados a la
falta de un método de diagndstico e identificacion confiable, rapido, econémico y
practico (Tondo et al., 2010), son factores que justifican los estudios con este
patdgeno. Los avances en areas de las ciencias Omicas (i.e. protedmica,
metaboldmica, secretdbmica, interactomica) podrian ser herramientas eficaces para
atender los grandes retos que se han generado a partir de la investigacion con este

viroide (Ding, 2009; Kovalskaya y Hammond, 2014).

El ASBVd se disemina por uso de semillas de plantas asintomaticas ASBVd-
positivas (plantas portadoras que generan portainjertos) (Wallace y Drake, 1962a,
1962b; Burns et al., 1968). Ademas, se transmite por injerto (Desjardins et al., 1980;
Semancik, 2003), herramienta contaminada (Saucedo-Carabez et al.,, 2014) y
probablemente por polen (Desjardins et al., 1979), mas no por abrasion con
carborundum (Desjardins, 1987), lo cual dificulta no solo los ensayos de
patogenicidad y transmisién, necesarios para cumplir con los Postulados de Koch,
sino también otros experimentos bioldgicos, lo que los convierte en ensayos

impracticos, ineficientes y de larga duracion.

Una alternativa a los métodos estandares (clasicos) de inoculacién de virus y
particulas subvirales, como los viroides, es la biobalistica, la cual originalmente se

concibio para la inoculacion de RNA del Tobacco mosaic virus (TMV) en células de



cebolla (Allium cepa L.) (Sanford et al., 1987; Klein et al., 1987). La biobalistica
consiste en el uso de microparticulas metalicas (generalmente oro o tungsteno)
cubiertas con algun acido nucleico de interés, las cuales se aceleran o disparan
contra algun tejido vegetal determinado a velocidad suficiente para penetrar la pared

celular sin causar dafio letal (Taylor y Fauquet, 2002).

La inoculacion por biobalistica se ha empleado exitosamente en diferentes
interacciones planta-patdégeno, por lo que representa una excelente herramienta en
estudios de infectividad de plantas usando transcritos de cDNA, y un complemento
de los otros métodos clasicos de inoculacion (Gaba et al., 2013). A diferencia de la
agroinoculacion con Agrobacterium tumefaciens (como otro método de inoculacion),
la biobalistica reduce los largos procedimientos de clonacion y evita la introduccién

de otro patdgeno en la planta (Gaba et al., 2013).

Entre los virus que se han inoculado de forma eficiente por biobalistica destacan el
Zucchini yellow mosaic virus en Cucurbita pepo (Gal-On et al., 1995; 1997), Plum
pox virus en Nicotiana spp. (L6pez-Moya y Garcia, 2000), Cacao swollen shoot virus
en cacao (Theobroma cacao) (Hagen et al., 1994), Tomato yellow leaf curl virus en
tomate (Solanum lycopersicum) y Datura spp. (Lapidot et al., 2007), African cassava
mosaic virus en yuca (Manihot esculenta) (Briddon et al., 1998; Ariyo et al., 2006) y

Grape fanleaf virus en vid (Vitis sp.) y Chenopodium quinoa (Valat et al., 2003).

Respecto a viroides, se han inoculado por biobalistica al Hop stunt viroid (HpSVd) y
Citrus viroid IV en lGpulo (Humulus lupulus) (Matousek et al., 2013); HpSVd y Potato
spindle tuber viroid (PSTVd) en Chamomilla reculita, Anthemis arvensis y Galisonga
ciliata (malezas asociadas al cultivo de papa y lupulo) (MatouSek et al., 2007);
PSTVd en jitomate y Brassica spp. (Matousek et al., 2004a; 2004b); y el Citrus bark
cracking viroid (CBCVd) en lapulo (Jakse et al., 2015).

Si bien es cierto que la biobalistica representa una forma eficiente de inoculacion de

viroides, su exitoso funcionamiento se basa en la optimizacion del tipo y



concentracion de acido nucleico (RNA viral, clona infecciosa, cDNA o RNA total),
distancia y presion de disparo y tamafio de microparticula (Valat et al., 2003;
Matousek et al., 2004a; 2004b). En conjunto, el proceso de optimizacion de estos
parametros permite evaluar la funcionalidad de cualquier dispositivo biobalistico,
basada en la expresion transitoria in vivo o in situ de algan gene reportero de interés
como gusA (o uidA), gfp, luc, etc. (Valat et al., 2003). Los genes reporteros codifican
para productos que se pueden detectar directamente, o bien, catalizan reacciones
especificas cuyos productos son detectables, permitiendo en estudios de
modificacion genética artificial o transformacion genética, no sélo distinguir entre
plantas transformadas y no transformadas, sino también estudiar la regulacion de

diferentes procesos celulares (Ziemienowicz, 2001).

A la fecha, la biobalistica no se ha aplicado como método para la inoculaciéon del
ASBVd en aguacate. Dicho método podria ser mas eficiente en la transmision del
viroide y servir para mantener aislamientos de diferentes regiones geograficas.
Consecuentemente, se tendria disponibilidad de indculo para realizar ensayos que
permitan mejorar el conocimiento de la interaccion aguacate-ASBVd; principalmente
sobre la presencia de plantas asintomaticas que son portadoras de este patdégeno,
su distribucion in planta o para evaluar la gama de hospedantes en plantas

diferenciales o en malezas asociadas al cultivo del aguacate.

Il HIPOTESIS

La biobalistica es un método que permite la inoculacion del ASBVd en tejido foliar

de aguacate ‘Hass’.
I OBJETIVOS
3.1 GENERAL

Desarrollar un protocolo para la inoculacién por biobalistica del ASBVd en tejido

foliar de aguacate ‘Hass’.



3.2 ESPECIFICOS
Optimizar al menos un parametro biobalistico con ensayos de expresion transitoria

con el gen reportero gusA en tejido foliar de aguacate ‘Hass’.

Evaluar la infectividad de extractos de acidos nucleicos de plantas de aguacate
infectadas como fuente de inéculo del ASBVd por biobalistica en ensayos de

transmision en tejido foliar de aguacate ‘Hass'.

IV REVISION DE LITERATURA

4.1 Avocado sunblotch viroid (ASBVd)

El ASBVd posee el genoma mas corto de los viroides descritos a la fecha, el cual
oscila de 239 a 255 nt, tipicamente de 247-249 nt, y cuenta con 96 variantes (Steger
y Perreault, 2016).

Con ensayos de fraccionamiento de componentes subcelulares, Mohamed vy
Thomas (1980) originalmente argumentaron que el ASBVd podria estar asociado a
cloroplastos y reticulo endoplasmico; aunque posteriormente, Marcos y Flores
(1990) indicaron que el viroide se acumulaba principalmente en el citoplasma.
Cuatro afios mas tarde, se evidencié que la localizacién y replicacion del ASBVd
ocurria en las membranas de los tilacoides de cloroplastos de células vegetales
infectadas (Bonfiglioli et al., 1994; Lima et al., 1994), lo cual se corrobor6 por
Navarro et al. (1999), quienes reportaron la presencia de dos moléculas de RNA
bicatenario (como productos del ciclo replicativo del viroide) en cloroplastos

extraidos de protoplastos de hojas infectadas.

Recientemente, se reporté la replicacion del ASBVd en Saccharomyces cerevisiae
(Delan-Forino et al., 2011) y Nostoc sp. PCC 7120 (Latifi et al., 2016).



4.2 Gama de hospedantes

Curiosamente y con certeza, muy poco se conoce acerca de la gama de
hospedantes del ASBVd. En algunos casos, los reportes se limitan a sefalar que el
aguacate es la Unica especie susceptible a la infeccion natural por este viroide
(Desjardins, 1987). Sin embargo, otros investigadores sefialan que de forma
experimental el ASBVd también se ha transmitido a otros miembros de la familia
Lauraceae, como Persea schiedeana, Cinnamomun camphora, C. zeylanicum y
Ocotea bullata (da Graca y van Vuuren, 1980). Particularmente, Semancik (2003),
sefalé que la transmision del ASBVd a Cryptocarya liebertiana, Persea indica,

Lycopersicon esculentum y Gynura aurantiaca no ha sido exitosa.

Dado que el aguacate puede infectarse de forma natural por el PSTVd (Querci et
al., 1995) y por injertos heterdlogos de varetas infectadas con viroides de citricos
(Hadas et al., 1992), la especificidad de la interaccion ASBVd-aguacate podria no
ser causada por la habilidad restringida de esta planta para replicar viroides, sino a
la incapacidad del ASBVd para ser reconocido y multiplicado por otras plantas
(Semancik, 2003).

El reto de encontrar especies no lauraceas que sean (altamente) susceptibles al
ASBVd y que ademas puedan propagarse de forma rapida, facilitaria en un futuro
los estudios bioldgicos con este viroide. Como antecedente, Matousek et al. (2007),
evaluaron la susceptibilidad de malezas asociadas a lUpulo y papa a HSVd y
PSTVd, y su impacto sobre la epidemiologia de la enfermedad. Encontraron que
algunas malezas presentaron altas concentraciones de estos viroides, por lo que se
consideraron como especies utiles para su propagacion a fin de llevar a cabo otro

tipo de estudios.



4.3 Transmision

La transmision del ASBVd se ha logrado por injerto de material infectado (e.qg.
varetas y corteza) proveniente de plantas sintomaticas y asintomaticas sobre
plantas sanas (Desjardins et al., 1980); o bien, empleando tiras de papel filtro
humedecidas con extractos de tejido infectado para usarse como varetas (Allen et
al., 1981). Whitsell (1952), reporté la posibilidad de transmision natural del ASBVd

por injerto de raiz entre plantas de aguacate.

A partir de 1962, la transmision del ASBVd por semilla se conocié mas a detalle,
cuando se argumenté de forma interesante, que ésta era muy alta (95%) cuando las
semillas provenian exclusivamente de frutos de plantas asintomaticas (Wallace y
Drake, 1962b). La transmision del viroide por semilla en los cultivares Topa-Topa,
Todd, Caliente y Reed oscila del 5 al 95% (Desjardins, 1987).

El ASBVd también se ha transmitido de manera mecéanica haciendo heridas con
navaja humedecida con extractos de tejido infectado sobre la corteza de plantas
sanas (técnica conocida como razor-slash); sin embargo, la eficiencia es menor si
se compara con la transmision por injerto (Semancik, 2003). Esta baja eficiencia
puede estar relacionada con la forma de introducir al viroide a los tejidos vasculares
de la planta y con la baja actividad biolégica intrinseca al viroide debida a la
existencia de variantes (Semancik y Szychowski, 1994; Steger y Perreault, 2016).
De hecho, la asociacién de variantes con diferentes tipos de sintomas y la existencia
de plantas asintomaticas, sugieren que la infeccién exitosa puede lograrse solo con
algunas variantes contenidas en la poblacion de quasiespecies del ASBVd

recuperadas durante su extraccion (Semancik, 2003).

La transmision por polen mediada por Apis mellifera fue 1-4% (Desjardins et al.,
1979; 1984). De acuerdo con Desjardins et al. (1984), arboles sintoméaticos pueden

ser donadores de polen infectivo.



A la fecha, en la literatura cientifica disponible no se tienen reportes sobre el uso de
otros métodos/técnicas de inoculacion eficiente del ASBVd en aguacate, y que en
poco tiempo pueda demostrarse su transmision; por lo que deben aplicarse
herramientas moleculares como RT-PCR punto final (Schnell et al., 1997) y RT-PCR
tiempo real (Beltran-Pefia, 2013), las cuales permiten detectar eficientemente al
viroide, ademas de ser dos técnicas independientes al tiempo de espera para la

expresion de sintomas.

4.4 Inoculacién de fitopatégenos por biobalistica

Virus y viroides de diferentes géneros y familias se han inoculado de forma eficiente
por biobalistica en sus hospedantes naturales y en plantas indicadoras o en malezas
asociadas al hospedante principal (Cuadro 1). El uso de este método se justifica
dado que las técnicas estandares de transmisibn mecanica (i.e. abrasion con
carborundum) no han sido eficientes con el ASBVd. Algunos autores sefialan que el
método biobalistico es hasta cien mil o un millbn de veces mas eficiente que la

transmision mecanica (Gal-On et al., 1995; 1997).

La biobalistica representa una forma eficiente de inoculacion de estos
fitopatdgenos, y su funcionamiento se basa en la optimizacion de diferentes
parametros, como el tipo de dispositivo biobalistico (e.g. Helios® Gene Gun System,
HandGun, Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery System, Particle Inflow Gun),la
fuente y concentracién de inoculo (clona infecciosa o cDNA, RNA viral o viroidal
purificado, RNA total, savia o particulas virales purificadas), distancia y presion de
disparo, el tamafio de microparticula, y otras variables inherentes con el protocolo
de preparacion de los microproyectiles (e.g. concentracién de PVP, método de
precipitacion del acido nucleico sobre las microparticulas, etc.) (Valat et al., 2003;
MatousSek et al., 2004a)



Cuadro 1. Virus y viroides inoculados por biobalistica en diferentes especies vegetales.

Presion de

disparo (Ib-pulg?) S
Patogeno Planta/tejido /namero de Tipo de indculo _EfICIenCIﬁ de Referencia

disparos/sistema inoculacion

biobalistico
Apple latent spherical Manzana, 250 a 320 RNA total de 95% (ALSV)y Yamagishi et al.
virus (ALSV) y Apple cotiledones /tres o cuatro tejido infectado  86% (ACLSV) (2010)
chlorotic leaf spot virus /Helios® Gene
(ACLSV) Gun System
Soybean dwarf virus Soya, hojas 180 Clona 100% en Yamagishi et al.
(SbDV) /cuatro infecciosa, infecciones (2006)

/Helios® Gene cDNA locales, 18%

Gun System en infecciones

sistémicas

Barley yellow darf virus  Trigo, hoja, raizo 150 a 500 (300 RNA viral 14% Helloco-
(BYDV) semilla germinada  éptima) purificado Kervarrec et al.

ftres
/Helios® Gene

Gun System

(2002)



Cucumber mosaic virus

(CMV)

Grape fanleaf virus
(GFLV)

Plum pox virus (PPV)

Zucchini yellow mosaic

virus (ZYMV)

Cacao swollen shoot

virus (CSSV)

Gladiola, cormos y
cormillos (hijuelos)

Vitis sp.,
Chenopodium

quinoa, hojas

Nicotiana

clevelandii, hojas

Calabacita,

cotiledones

Cacao, semillas

sin testa

380 a 480
/uno

/Helios® Gene
Gun System
100, 200 y 300
(6ptima)

/uno

/Helios® Gene
Gun System
500

/dos

Helios® Gene

Gun System

43

/dos

/HandGun

95

/cinco

/Flowing Particle

Gun

10

Particula viral

purificada

RNA viral
purificado y
particulas

virales

Clona
infecciosa,
cDNA

Clona
infecciosa,
cDNA
DNA viral
clonado en

plasmido

100%

0% (Vitis sp.) y
80% (C.

quinoa)

100%

100%

76.5%

Aebig et al.
(2005)

Valat et al.
(2003)

Lépez-Moya y
Garcia (2000)

Gal-On et al.
(1997)

Hagen et al.
(1994)



Tomato yellow leaf curl

virus (TYLCV)

African cassava mosaic

virus (ACMV)

Potato spindle tuber
viroid (PSTVd), Hop
stunt viroid (HSVd) y
Hop latent viroid (HLVd)

PSTVd, HSVd

Jitomate y datura,

hojas

Yuca, hojas

Jitomate y Itpulo,

hojas

Galisonga ciliata,
Anthemis arvensis,
Chamomilla

recutita, hojas

44

/cinco
/Particle Inflow
Gun

200y 300
/dos

Helios® Gene
Gun System
50 a 150 (130-
150 optimas)
/uno

/Helios® Gene
Gun System
120

/uno

/Helios® Gene
Gun System

11

DNA viral
clonado en

plasmido

DNA viral
clonado en

plasmido

cDNA y/o RNA
viroidal, RNA

total

RNA viroidal,
cDNA

Jitomate:
37.2%
Datura: 85%

100%

100%

100%

Lapidot et al.
(2007)

Briddon et al.
(1998)

Matousek et al.
(2004b; 2013)

Matousek et al.
(2007)



PSTVd

Citrus bark cracking
viroid (CBCVd)

Jitomate/Nicotiana
spp./Brassica spp.,

hojas

Lupulo/hojas

150 cDNA
/uno

/Helios® Gene

Gun System

50 a 150 (130- cDNA
150 éptimas)

Itres

/Helios® Gene

Gun System

No especifica

80%

Matousek et al.
(2004a)

Jakse et al.
(2015)

4.5 Biobalistica e inoculacion del ASBVd

La biobalistica tiene la ventaja de que cualquier tejido de la planta puede inocularse con cualquier fuente de indculo (CDNA,

RNA, savia infectada, etc.) y con una cantidad minima (Gal-On et al., 1997). Ademas, se homogeniza el dafio causado por

la inoculacion al tejido de la planta, de tal manera que se mantiene uniformidad entre los tratamientos (L6épez-Moya y

Garcia, 2000). Lo anterior resulta importante porque este método de inoculacion podria adaptarse en aguacate en

programas de escrutinio de genotipos resistentes al ASBVd.
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V MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de experimentacion

Los bioensayos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular y Cultivo
de Tejidos Vegetales de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias-
Universidad de Colima (UCOL), ubicada en el km 40 de la Autopista Colima-

Manzanillo, Colonia La Estacion, en Tecoman, Colima, México.

5.2 Material vegetal

Para los ensayos con biobalistica se empleé tejido proveniente de plantulas de
aguacate ‘Hass’ de 1.5 afios de edad adquiridas del Vivero Vega Cano de Ciudad
Guzman, Jalisco. Las plantulas estaban injertadas sobre aguacate raza mexicanay

se mantuvieron en condiciones de vivero a 30-35°C, con riego cada tercer dia.

5.3 Detecciéon del ASBVd

El estatus sanitario (presencia / ausencia del ASBVd) de las plantulas se realiz6 por
RT-PCR punto final en un solo paso con la SuperScript™ Il One-Step RT-PCR
System with Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen, EE.UU.).

Se extrajeron acidos nucleicos totales de tejido foliar utilizando Plant RNA
Purification Reagent (NUm. Cat. 12322-012, Invitrogen, EE.UU.) con el siguiente
procedimiento: para cada muestra, se molio 1 g de tejido en 5 mL del buffer de
homogeneizacion [buffer fosfato de potasio 0.2 M, acido ascoérbico 0.586% (p/v),
sucrosa 10% (p/v), albumina de suero bovino 0.15% (p/v) y polivinilpirrolidona 40
000 2% (p/v)] y se centrifugd a 5000 xg durante 5 min. Se recolecto el sobrenadante
y se volvié a centrifugar a 12 000 xg por 20 min con la finalidad de obtener una
pastilla mas fina de tejido vegetal. La pastilla se lisé con 500 pL del Plant RNA

Purification Reagent, y la extraccion-purificacion de los acidos nucleicos totales se
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realiz6 con la adicion de cloroformo y precipitacion con 2-propanol, segun
metodologia propuesta por el fabricante (Invitrogen). La pastilla se disolvié en 32 uL

de agua tratada con 0.01% (v/v) de dietilpirocarbonato y se almacen¢ a -20°C.

Para verificar la calidad del RNA obtenido y amplificar el genoma completo del
ASBVd (247-250 pb) (Schnell et al., 1997), el extracto de acidos nucleicos totales
se emple6 como templado para la deteccion de un fragmento de 287 pares de bases
(pb) del gen de referencia actina (Xu et al., 2010). Los reactantes y su concentracion
final en la PCR fueron los mismos que emplearon Saucedo-Carabez et al. (2014)
en volumenes finales de reacciéon de 5 pL. Las condiciones de amplificacion de
actina y ASBVd en el termociclador (VeritiFast, Applied Biosystems, EE.UU.)
consistieron de un ciclo a 50°C durante 32 min; un ciclo a 94°C durante 2 min,
seguido de 40 ciclos, donde un ciclo consistié de 94°C durante 15 s, 53°C durante
15 sy 68°C durante 15 s; y un ciclo a 68°C durante 5 min (Saucedo-Carabez et al.,
2014).

Los productos se separaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.5
% (p/v) en amortiguador TAE 1X (tris-acetato 40 mM, Na2EDTA+2H20 2 mM) a 80
V. Las imagenes resultantes se obtuvieron en un transiluminador de luz UV luego

de tefiir el gel con bromuro de etidio (Sigma, 0.5 pg/mL).

5.4 Inoculacién por biobalistica

5.4.1 Funcionalidad de la biobalistica en tejido foliar de aguacate

Con la finalidad de evaluar la funcionalidad del sistema biobalistico para la
inoculacién posterior del ASBVd in planta, se realizaron ensayos de expresion

transitoria del gene reportero gusA (Jefferson et al., 1987) en tejido foliar de

aguacate ‘Hass’.
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Se utilizé el sistema portable de baja presion Helios® Gene Gun (BioRad, EE.UU.)
operado a 0 cm del tejido blanco, con un solo disparo, particula de oro de 1 pum
(BioRad, EE.UU.) y 10 ug de DNA plasmidico pCAMBIA1301 (Figura 1) (CAMBIA,
Australia) (MLQ = 0.5 mg de oro/disparo; DLR = 0.4 yg'mg de oro). Se evaluaron
cinco presiones de disparo con helio (50, 100, 150, 200 y 300 Ib°pulg?) y un control
de referencia (C1) en donde el tejido foliar se bombarde6 con microparticulas sin
plasmido a 100 Ib'pulg?. Cada tratamiento consistié de cuatro repeticiones (cuatro
hojas jovenes de aguacate de cuatro plantulas diferentes) en un disefio

completamente al azar.

Inmediatamente después del bombardeo, las hojas se incubaron a 25°C en cajas
de Petri con papel filtro humedecido con agua desionizada estéril. Se considero

como unidad experimental una placa Petri con una hoja de aguacate.

A las 24 h posteriores al bombardeo, se cortaron fragmentos de aproximadamente
4 cm? de las hojas bombardeadas y de cuatro no bombardeadas (control 2, C2), y
se incubaron a 37°C en la oscuridad en amortiguador de tincion X-GIcA, preparado
de acuerdo con la metodologia del B-Glucuronidase Reporter Gene Staining Kit
(Sigma, EE.UU.). A las 18 h después de la incubacion, se removio la clorofila de las
hojas con dos lavados de etanol 96% y se contaron los puntos azules en cada una
de las secciones foliares bombardeadas con un microscopio estereoscopico
(Olympus, CX31, Tokio Japdn). El nUmero de puntos azules (x) se transformé con
la formula +x + 0.5. Posteriormente, se hizo andlisis de varianza y prueba de

diferencia minima significativa (DMS, a = 0.05) (Reyes-Castafieda, 1978).

La presion de disparo mas eficiente (aquella con mayor nUmero de puntos azules)

se utilizé para los ensayos de inoculacion del ASBVd in planta.
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Catalase Intron

gusA176
GUS First Exon gusA-354
39S promoter gusA3a0
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MCS gusA-648
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gusA-952
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BR3P pJé%OSTE R
pBR322 bom site pVS1-REP

Figura 1. Mapa de restriccibon de pCAMBIA1301 [Center for the Application of
Molecular Biology to International Agriculture (CAMBIA, Australia)].

5.4.2 Inoculacién del ASBVd en tejido foliar de aguacate

5.4.2.1 Fuente de in6culo del ASBVd

Se obtuvo tejido foliar ASBVd-positivo (confirmado por RT-PCR) de un arbol de
aguacate raza mexicana de cinco afios de edad, procedente de semilla sana, y a la
edad de ocho meses se injertd con una vareta de aguacate ‘Hass’ con sintomas del
ASBVd. Después de cinco meses, el arbol mostré sintomas inducidos por el viroide.
Al momento de llevar a cabo los ensayos de esta investigacion, el arbol se

encontraba en su tercera época de produccion, generando frutos asintomaticos y
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sintomaticos (Dr. Salvador Ochoa Ascencio, Facultad de Agrobiologia-Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Comunicacién personal, Mayo de 2016).

5.4.2.2 Extraccion de acidos nucleicos totales

Los acidos nucleicos totales se extrajeron a partir de 1 g de tejido foliar con el Plant
RNA Purification Reagent siguiendo el protocolo del fabricante (Invitrogen, EE.UU.
Num. Cat. 12322-012). La pastilla se resuspendiéo en agua ultrapura tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC) y se conservo a -20°C. La concentracion de RNA en
cada extracto se midi6é con un espectrofotometro (NanoDrop 2000, Fisher Scientific,
EE.UU.).

La presencia del ASBVd en el extracto se confirmé por RT-PCR en un solo paso,

como se describidé anteriormente.

5.4.2.3 Biobalistica

Los cartuchos para biobalistica se prepararon segun las recomendaciones del
fabricante (BioRad, NUm. de catalogo 165-2431 y 165-2432, EE.UU.), en donde se
indica que la precipitacion del RNA sobre las microparticulas se logra con acetato

de amonio 5 M y 2-propanol.

Se emple6 una relaciéon de 12 pg de acidos nucleicos totales (contenidos en 100
uL) por 25 mg de microparticulas. El sistema se oper6 a 0 cm del tejido blanco, con
un solo disparo con helio a 200 Ib'pulg? (pardmetro optimizado) y con particula de
oro de 1 um (BioRad, EE.UU.).

La inoculacion se realizdé sobre la superficie adaxial de cuatro hojas jévenes de

cuatro plantulas sanas de aguacate ‘Hass’ (de 1.5 afios de edad). Para ello, las

hojas se etiquetaron de acuerdo con el tiempo en el que se hicieron las evaluaciones
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(0, 2, 7 y 15 dias posteriores al bombardeo, dpb) y se cubrieron de forma individual
con bolsas de polietileno para evitar la deshidratacion del area tratada.

Las plantulas se incubaron en un cuarto oscuro en el laboratorio a 30°C durante dos
dias, posteriormente se retiraron las bolsas de las hojas, y las plantulas se

transfirieron y mantuvieron en condiciones de invernadero a 30-35°C.

Con lafinalidad de descartar artefactos o falsos positivos en la deteccion del ASBVd,
se incluy6 un tratamiento consistente en cartuchos preparados con microparticulas
sin &cidos nucleicos. Este bombardeo control se hizo sobre cuatro hojas diferentes
de cuatro plantulas sanas de aguacate (RT-PCR negativas, datos no mostrados).
Previo al ensayo de RT-PCR en las plantas control, los extractos resultantes de los
cuatro tiempos de muestreos de estas plantulas se mezclaron con la finalidad de

conformar una muestra por periodo.

5.4.2.4 Variables evaluadas

La eficacia de la inoculacion se realizé considerando el porcentaje de inoculacion y

la deteccion del viroide.
El porcentaje de inoculacién se obtuvo dividiendo el numero de plantas ASBVd-
positivas mediante RT-PCR en un solo paso entre el nimero de plantas inoculadas

multiplicado por 100.

La deteccion del viroide se hizo a los 0, 2, 7 y 15 dpb en extractos de acidos

nucleicos obtenidos de las hojas inoculadas de los distintos tratamientos.

La RT-PCR en un solo paso y el analisis correspondiente se realizaron como se

describi6é anteriormente.
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5.4.2.5 Disefio experimental

Se tuvieron dos tratamientos: a) acidos nucleicos totales y b) control sin indculo
(s6lo microparticulas), con cuatro repeticiones bajo un disefio completamente al
azar. La wunidad experimental fue una planta de aguacate ‘Hass’ de
aproximadamente 1 m de altura con 15 a 20 hojas bien desarrolladas, contenida en

una maceta de 10 L.

VI RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Funcionalidad de la biobalistica en tejido foliar de aguacate ‘Hass’

Con base en las condiciones en las que se llevé a cabo este ensayo, se observo
gue la presion de disparo fue un factor significativo en la inoculacién del gen gusA
en tejido foliar de aguacate ‘Hass’ (F calculada = 67.90, P = 0.05), lo cual fue
consistente con lo reportado por Chaparro-Pulido et al. (2014), al sefalar que en
callo embriogénico de aguacate ‘Duke 7’ la presién de disparo fue determinante
sobre su tasa de transformacion con el mismo gen reportero usado en esta

investigacion.

En ensayos de optimizacion de diferentes parametros biobalisticos para la
expresion de gusA y luc en hojas de Arabidopsis thaliana, tabaco y abedul (Betula
pendula), la presion de disparo fue uno de los dos factores fisicos mas criticos, la
cual ademas, tuvo que adecuarse para cada especie (Helenius et al., 2000). Este
mismo parametro fisico fue estudiado y optimizado para lograr una exitosa
inoculacion de acidos nucleicos virales y viroidales en diferentes especies vegetales
(e.g. Valat et al., 2003; MatousSek et al., 2004a).

En la presente investigacion, la expresion transitoria de gusA en tejido foliar de
aguacate se presento en todas la presiones de disparo que se evaluaron (Cuadro

1); sin embargo, dicha expresion fue mayor cuando el bombardeo se hizo a 200
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Ib-pulg? y no con 300 Ib-pulg?, lo cual permitié rechazar la hipétesis planteada en
donde se establecio que al aumentar la presion de disparo la expresion de gusA
seria mayor. De hecho, este resultado es congruente con el obtenido por Chaparro-
Pulido et al. (2014), quienes sefialan que presiones de 900 y 1500 Ib-pulg?
permitieron obtener la mayor cantidad de eventos de expresion de gusA inoculado
con el sistema de alta presion Biolistic®PDS-1000/He en callo embriogénico de

aguacate comparados con 450 y 1800 Ib-pulg2.

Cuadro 2. Promedio transformado del nUmero de eventos de expresion del gen

gusA inoculado por biobalistica en tejido foliar de aguacate ‘Hass’.

Presién de disparo Promedio transformado del niumero
(Ib*pulg?) de focos azulest
50 0.50+0.0
100 0.50+0.0
150 3.53+0.8
200 15.07 £ 14.3
300 2.90+5.8

tWx + 0.5, + error estandar,n = 4, DMS = 3.0 (P = 0.05)

A presiones de 50 y 100 Ib-pulg?, practicamente no se registré la expresion de gusA
(Figura 2A); mientras que a 150 se registré una débil aunque homogénea expresion
en las cuatro repeticiones de este tratamiento (Figura 2B). A 300 lbpulg? la
expresion fue muy variable entre repeticiones (Figura 2D). Esta respuesta puede
explicarse porque la presion de disparo afecta el nivel o profundidad de penetracion
y la distribucién de las microparticulas en los tejidos bombardeados (Rasco-Gaunt
et al., 1999); ademas, las altas presiones de disparo son mas eficaces para remover
con mayor éxito las microparticulas contenidas en los cartuchos empleados en
biobalistica con el Helios® Gene Gun System, aunque también se podria

comprometer la integridad del tejido bombardeado (Carsono y Yoshida, 2008).
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Figura 2. Evaluacion del efecto de la presion de disparo en tejido foliar joven de
aguacate ‘Hass’ sobre la expresion transitoria (inoculacion) del gen gusA.
A) 100 Ib-pulg?; B) 150 Ib-pulg?; C) 200 Ib-pulg?y D) 300 Ib-pulg.

La anatomia foliar, como parametro biolégico en ensayos con biobalistica, debe
tomarse en cuenta como un factor estructural que pudiera influir en los ensayos de
insercion de &cidos nucleicos. Particularmente, la cera acumulada en la superficie
adaxial en las hojas de aguacate ‘Hass’ (Mickelbart et al., 2000) pudo haber limitado

el éxito en la expresion de gusA con las diferentes presiones de disparo empleadas.

En aguacate se evidencio un dafio aparente en las hojas bombardeadas a partir de
las 150 Ib-pulg?, el cual fue mayor a 300 Ib-pulg? (Figura 3), aunque éste no tuvo
gue haber sido letal porque la expresion de gusA se registr6 en al menos una

seccion del area bombardeada. Por el contrario, debido a que en las hojas
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bombardeadas a 300 Ib'pulg? de presion se registrd6 menor expresion que en
aquellas bombardeadas a 200 Ib-pulg?, es mas probable que la mayor seccién
bombardeada se haya necrosado, y por lo tanto, que el gen gusA no se haya podido
expresar. Resultados similares sobre el efecto letal de las altas presiones de disparo
se reportaron en callo embriogénico de trigo (Rasco-Gaunt et al., 1999), sorgo
(Tadesse et al., 2003) y aguacate (Chaparro-Pulido et al., 2014), y en tejido foliar de
arabidopsis y dos especies de Nicotiana (Ueki et al., 2008; 2013).

Figura 3. Dafo en tejido foliar de aguacate ‘Hass’ (flechas) causado por el

bombardeo a 300 Ib-pulg.

Es comun que en los ensayos de expresion transitoria con gusA se detecte cierto
nivel de expresion endogena (Jefferson et al., 1987). Sin embargo, aun cuando no
hay antecedentes de esa posible expresion en tejido foliar de aguacate, en la
presente investigacion se considera que no se tuvo este fendbmeno dado que en
ninguno de los tratamientos de bombardeo con microparticulas sin plasmido (C1) y
sin bombardeo (C2) se observaron puntos azules (Figura 4).
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Figura 4. Tejido foliar de aguacate ‘Hass’ sin bombardear (A) y bombardeado a 100
Ib-pulg? sin DNA plasmidico (B). No se presentan los puntos azules que

indiquen la expresion enddgena del gen gusA.

En conjunto, estos resultados sefialan que 200 Ib'pulg? es la presién de disparo
Optima para la inoculacion de gusA en hojas jévenes de aguacate ‘Hass’, por lo que
a esta misma presion se puede realizar la inoculacion del ASBVd. Asimismo, los
resultados indican que la biobalistica es una técnica eficiente y funcional para la
inoculacién de acidos nucleicos en tejido foliar de aguacate, lo cual podria ser util
en programas de modificacion genética para conferir resistencia a diferentes

patégenos.

En ensayos sucesivos de inoculacion por biobalistica de acidos nucleicos en hojas
de aguacate seria recomendable tomar en cuenta otros factores fisicos (e.g. tamafio
de microparticula y concentracion de acido nucleico) y bioldgicos (e.g. edad de las
hojas), que en conjunto permitan obtener un mayor nivel de optimizacion evaluada

por una mayor expresion de gusA.
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6.2 Inoculacion del ASBVd

El ASBVd se transmitié exitosamente con el Helios® Gene Gun System operado a
200 Ib°pulg? a partir de los extractos de acidos nucleicos totales de tejido foliar de
aguacate raza mexicana infectado con el viroide. Resultados similares de éxito en
la inoculacion de otros viroides con este sistema se logré para el PSTVd, HpSVd y
CBCVd en hojas de jitomate, papa y lipulo, respectivamente, a 120 y 150 Ib*pulg2
(Matousek et al., 2004a; 2004b; 2007; Jakse et al., 2015).

Los ensayos de deteccion del ASBVd por RT-PCR, como estrategia para evaluar la
eficiencia de inoculacion del viroide en aguacate, indicaron que en tres de cuatro
plantulas independientes se detectd el genoma del patégeno (amplificacion de la
banda esperada de aproximadamente 250 pb) en las hojas muestreadas a los 0, 7
y 15 dpb (Figura 5, panel superior). En estos ensayos de deteccion del ASBVd por
RT-PCR también se incluyé la amplificacion de una parte del gen de actina de
aguacate (banda de aproximadamente 300 pb, Figura 5 panel inferior) como

indicador de la calidad adecuada del templado para las reacciones.

La baja tasa de homogeneidad en la deteccién del ASBVd en las repeticiones
(hojas) y periodos de muestreo en las plantulas de aguacate, pudo deberse al
reducido nivel de replicacion del viroide como resultado de la baja concentracion de
su genoma en los cartuchos empleados en biobalistica, dado que la precipitacién
de los &cidos nucleicos con acetato de amonio e isopropanol nunca permitio la
distribucion uniforme de las particulas en el interior de los cartuchos y, por
consecuencia, pudo haberse dado también una distribucién heterogénea del viroide.
Un resultado similar se reporté por Aebig et al. (2005), en la preparacion de
cartuchos con extractos de particulas del CMV. De acuerdo con la literatura, ésta
sigue siendo una de las limitaciones del Helios® Gene Gun System (Carsono y
Yoshida, 2008). Otra posibilidad es la “dilucion” del RNA viroidal si se considera que
éste representa un muy bajo porcentaje con respecto de los acidos nucleicos totales

usados como fuente de indculo.
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Figura 5. Panel superior. Deteccion del ASBVd en tejido foliar de aguacate ‘Hass’
alos 0, 2, 7y 15 dias posteriores al bombardeo (dpb) con acidos nucleicos
totales extraidos de tejido foliar de aguacate raza mexicana infectado con
el viroide. M: marcador de masa molecular (100 pb Promega); C1, control
positivo (RNA total de exocarpio infectado con ASBVd); C2, control
negativo (RNA total de hojas de una planta de aguacate ‘Hass’ libre del
ASBVd); C3, control sin acidos nucleicos; carriles 1-4, inmediatamente
después del bombardeo; carriles 5-8, 2 dpb; carriles 9-12, 7 dpb; carriles
13-16, 15 dpb. Panel inferior: deteccion de un segmento del gen de actina

como indicador de la calidad del extracto empleado en las reacciones.

Una posible solucion a la inadecuada precipitacion de RNA sobre las
microparticulas podria basarse en evaluar protocolos basados en cloruro de calcio
y cacodilato de sodio, los cuales han permitido la exitosa inoculacién del PSTVd en
jitomate, lapulo y papa (Matousek et al., 2004a) y del CMV en gladiola (Aebig et al.,
2005).

Otro hecho que podria justificar la falla en la deteccion del ASBVd a los 0 dpb
también puede atribuirse a una inhibicién en la deteccion del viroide, causada quizas
por compuestos inhibitorios que pudieron producirse por la planta como respuesta
al impacto de las microparticulas, lo cual también se especul6 en hojas de Vitis sp.
inoculadas con el GFLV por biobalistica (Valat et al., 2013).

25



En el ensayo de bombardeo de cartuchos sin ASBVd no se detecto a este patdgeno,
lo que confirmo la ausencia tanto del viroide como de contaminacion en las plantas

evaluadas (Figura 6).

300 -
200 —

100 —

Figura 6. Panel superior. Ausencia del ASBVd en tejido foliar de aguacate ‘Hass’ a
los 0, 2, 7 y 15 dias posteriores al bombardeo (dpb) con cartuchos
preparados con microparticulas sin el viroide (tratamiento control). M:
marcador de masa molecular (100 pb Promega); carril 1, inmediatamente
después del bombardeo; carril 2, 2 dpb; carril 3, 7 dpb; carril 4, 15 dpb;
C1, control sin acidos nucleicos; C2, control negativo (RNA total de hojas
de una planta de aguacate ‘Hass’ libre del ASBVd); C3, control positivo
(RNA total de exocarpio infectado con el ASBVd). Panel inferior: deteccion
de actina como indicador de la calidad del extracto empleado en las

reacciones.

6.3 Implicaciones de la inoculacién por biobalistica del ASBVd en aguacate

El hecho de haber logrado la inoculacion del ASBVd en aguacate por biobalistica

permitira evaluar con mayor facilidad una gama de hospedantes que sean
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ventajosamente superiores al aguacate, en términos de que puedan propagarse
rapidamente, que tengan un ciclo de vida corto y que sean de facil mantenimiento
en un espacio reducido. Al respecto, se podrian incluir plantas
diferenciales/indicadoras que se han empleado en ensayos de transmision de otros
viroides; ademas de malezas asociadas al cultivo del aguacate, tomando como
referencia el trabajo de Matousek et al. (2007). La existencia de una especie vegetal
con la capacidad de permitir la replicacion regular del ASBVd en altas

concentraciones, facilitaria su purificacion en el laboratorio.

La inoculacion por biobalistica también permitiria avanzar en los estudios de
interaccion molecular ASBVd-aguacate para generar nuevos métodos de
diagnéstico que sean confiables, rapidos, econémicos y adaptables a diferentes
condiciones (laboratorio o campo); caracteristicas que hasta la fecha no se han
cubierto por las técnicas tradicionales como el uso de indicadores bioldgicos (da
Gracay Trench, 1985); la hibridacion con sondas especificas (Palukaitis et al., 1981;
Bar-Joseph et al., 1985; Barker et al., 1985; Bonfiglioli et al., 1994; Lima et al., 1994);
transcripcion-inversa reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) (Luttig y
Manicom, 1999; Schnell et al., 1997; 2011) y su variante en tiempo real (Schnell et
al., 2011; Kuhn, 2014); y la electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) (da
Graca y Trench, 1985; Lopez-Herrera et al., 1987) y sus variantes (Schnell et al.,
2001b).

La biobalistica permitiria abordar estudios de metabolémica o de otro tipo de
ciencias Omicas para ayudar a explicar el fendbmeno de plantas asintomaticas
ASBVd-positivas (portadoras), las cuales representan una forma de diseminacion

incontrolable del viroide.
Por ultimo pero no menos importante, la inoculacién del viroide por biobalistica

permitiria localizar fuentes de resistencia en genotipos de aguacate, lo cual

complementaria los programas de mejoramiento genético en este frutal.
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VII CONCLUSIONES

La biobalistica, a través del Helios® Gene Gun System operado a 200 Ib'pulg?, es
un método alternativo para la inoculacion de acidos nucleicos (plasmido y RNA

viroidal) en tejido foliar de aguacate ‘Hass'.

Extractos de acidos nucleicos totales obtenidos de tejido foliar infectado con el
ASBVd, sirven como fuente de indculo del viroide en ensayos de su transmision

experimental en aguacate ‘Hass’ por biobalistica.
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