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INTRODUCCIÓN  
En Tabasco la actividad cacaotera es muy importante por su aportación al valor de la producción 

, 
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r 
atología y posteriormente se usó la técnica del PCR para la identificación 

ntificación del hongo Moniliophthora roreri, patógeno del cacao. 

ÉTODOS 

Asparagina al 0.1%, Maltosa al 2% y Agar al 2%). El 
recimiento micelial fue inducido en medio líquido V8 enriquecido para la extracción de DNA, la 

guiendo la metodología descrita por Ausebel y col. (1989). El DNA obtenido 

ación fue realizada empleando los iniciadores 

 PCR fueron llevadas a cabo en un volumen final de 25 µL con la siguiente 
formulación: agua grado PCR estéril 16.3 µL; solución amortiguadora 1X; MgCl2  2mM ; dNTPs 

agrícola estatal, ocupando el primer lugar en producción  a nivel nacional (López-Andrade y col., 
1996). La actividad cacaotera en el estado se encuentra amenazada por la moniliasis del cacao
enfermedad causada por el hongo Moniliophthora roreri (Cif.) Evans et al., el cual solo atac
frutos de especies pertenecientes a los géneros Theobroma y Herrania, destruyendo parcial o
totalmente las semillas, lo que lo convierte en una enfermedad muy destructiva en la mayoría de
los países donde se presenta (Phillips y col., 2006; Porras y González, 1984). En México, la
presencia de este hongo se reportó por primera vez en Chiapas en 2005 (Phillips y col., 2006) y
ha avanzado al Estado de Tabasco. La identificación inicial de la moniliasis se llevó a cabo po
observación de sintom
molecular. Las técnicas moleculares como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), han 
demostrado su utilidad en estudios de diversidad genética, ciclos de vida, ecología, filogenia e 
identificación de hongos. La técnica conocida como PCR-ITS (PCR- Internal Transcribed Spacer, 
por sus siglas en inglés) permite replicar in vitro  miles de veces muestras específicas de la 
región interna de genes ribosomales de especies fungosas, para producir suficiente cantidad 
para el análisis de sus pares de bases que al ser comparados con la de otros, permita ubicarlos 
taxonómicamente. Los genes amplificados y comparados son los DNA ribosomales (18S, 5.8S y 
28S), los cuales están altamente conservados (Foster y col., 1993). Por lo anterior, el objetivo 
del presente trabajo fue implementar una prueba molecular basada en la amplificación del gel 
18S DNAr, para la ide
 
MATERIALES Y M
Se trabajó con una cepa aislada de frutos enfermos de cacao colectada en la Ranchería Platanal 
Abajo Segunda Sección, Pichucalco, Chiapas. El hongo fue aislado en medio de cultivo sólido 
V8 enriquecido  (Jugo V8 al 20%, 
c
cual fue realizada si
fue sometido a electroforesis en geles de agarosa al 0.8% para evaluar la calidad y fue 
cuantificado por espectrofotómetría. La amplific
universales LV1 (5’CCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCT3’) y LV2 
(5’CACCTACGGAAACCTTGTTACGACT3’) para la amplificación del gen 18S DNAr. Las 
reacciones de
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200 mM , iniciadores 0.4 mM; Taq DNA polimerasa 1U y 10 ng del DNA molde. El DNA fue 
amplificado en un termociclador Techgene® con el siguiente programa: desnaturalización inicial a 
94ºC por 5 min, 35 ciclos de desnaturalización a 94 ºC por 1 min; alineamiento a 67 °C por 1 min 

lectroforesis en gel de agarosa (1%) en regulador TAE 1X  a 

  y con ayuda del 

lizadas con el software Chromas Versión 2.31 (Technelysium Pty 
Ltd.) y alineadas con secuencias depositadas en la base de datos de la NCBI (National Center 
for Biotechnology Information; www.ncbi.nlm.nih.gov).  
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Se logró amplificar un fragmento de 3723 pb aproximadamente, con ambos con iniciadores 
u  
de 254 pb y se indica a continua

C
T
AAT C
GG G
A
La secuencia antisentido obten pb y se indica a continuación: 

ACTTCTACAAAAGACAGGGTGCCGTTGCCC
ACTAAGCCATTCAATCGGTAGTAGCGACGGGCG

GGGACGTAATCAACGCAAGCTGATGACTTGCGCTTACTAGGTATT
GCAATAATTGCAATGCTCTATCCCCAGCACGACAGAGTTTCACAAGATTA

 los hongos filogenéticamente 
as emparentados.  

y extensión a 72 °C por 1 min; y una extensión final a 72 °C por 5 min. Los productos 
amplificados fueron analizados por e
100 V durante una hora de corrimiento. El gel fue teñido en TAE 1X con Bromuro de etidio (0.5 
µg/mL) durante 15 minutos y expuesto a luz UV en un transiluminador UV MiniBis (Bio Imaging 
Systems), para visualizar los fragmentos de DNA amplificados. Los fragmentos de DNA 
amplificados fueron purificados empleando el kit UltracleanTM Gel SpinTM DNA Purification, 
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El tamaño de los fragmentos se calculó 
por comparación con un marcador de talla molecular de DNA de 100 pb
programa Sigma Gel Versión 1.0 (Jandel Scientific Co., 1995).  El producto de PCR purificado 
fue enviado a secuenciar al Instituto Nacional de Salud Pública en Cuernavaca, Morelos. Las 
secuencias de DNA fueron ana

niversales para amplificar el 18S DNAr. La secuencia sentido obtenida con el iniciador LV1 fue
ción:  

C AAAGATTACGCATGCATGTCTAAGATCTCAGAGAGATAGTGAAACTGCGAATCTCCTCAT
AGAGAGATATAGTTTATTTGATGATACCTTGCTACATGGATAACTGTGTCACTTCTAGAGCT

CTGGGAGGGGTGTAACATGCATTAAAGCCCCGACTT TTTATTAGATAAAAAACCAACG
CTCGCCGCTCACTTGGTGATTCATAATAACTTCACGAATCGAATGGCCTTGTGCCGGC

TGCTT. 
ida con el iniciador LV2 fue de 441 

TTTACTTCCTCTAAATGACCAAGTTTGAACCA
GCTCCCCGAAGCCAATCCGGAGACCTC
GTGGGGACAAAGGGCA
CCTCGTTGAAGA
CCCAGACCTTTCGGCCAAGGTGGACACTCGCTGGCTCTGTCAGTGTAGCGCGCGTGCGGC
CCAGAACATCTAATGTTTTCACAGACCTGTTATTGCCTCAAACTTCCGTCAGCTAGACGCTG
ACAGTCCCTCTAAGAAGACGGAGGCCAACCAAAGTCGGCCTGTCTATTTACAGGTTAAGGT
CTCGTTCGTTATC. 
La secuencia parciales obtenidas fueron sujetas a una búsqueda con el con el programa en línea 
BLAST versión 2.2.3 (Altschul y col., 1990). Los alineamientos múltiples fueron llevados a cabo 
con CLUSTAL X versión 1.8 (Thompson y col., 1997) seleccionando las secuencias 
emparentadas depositadas en el GeneBank del NCBI. Los porcentaje de similitud nucleotídica 
se calcularon con ayuda del programa MEGA versión 2.1 (Kumar y col., 2001). Las secuencias 
sentido y antisentido se alinearon con la secuencia del gen 18S DNAr de M. roreri (Número de 
acceso AY916745) con un porcentajes de similitud de 97% y 96%, respectivamente. Finalmente, 
con los datos del alineamiento múltiple, se construyó el árbol filogenético basado en las 
secuencias del gene 18S DNAr de M. roreri y las secuencias de
m
 
CONCLUSIONES 
La amplificación y secuenciación del gel 18S DNAr, permitió la identificación molecular del hongo 
Moniliophthora roreri, agente causal de la moniliasis del cacao, enfermedad de reciente 
introducción en el sureste de México. 
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DETECCIÓN DE VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CÍTRICOS POR MEDIO DE DAS-ELISA, 
INMUNOIMPRESIÓN Y RT-PCR 

 
Bolaños Miquel, A.L.1; Novelo Cocom, A. 1; Chumba Sarmiento, A.1; Argumedo, J.J.1 y * 

2

nicas, cítricos 

Entre las especies más importantes cultivadas en 
as naranjas, limas, limones y toronjas, dedicándose a esta actividad 

cos (VTC). El VTC pertenece a la 
dae, es el virus más largo que se conoce dentro de la naturaleza. Su 

la detección del VTC por 
edio de estas tres técnicas, por lo que el objetivo de este proyecto fue determinar la mejor 
cnica para el VTC en huertos del sur del Estado de Yucatán. 

ETODOLOGÍA 
ara la detección del VTC se emplearon pecíolos de hojas de cítricos de huertos del sur del Edo. 
e Yucatán (Fig. 1 Panel A), los cuales fueron impresos en membranas de nitrocelulosa por 
edio de la técnica de inmunoimpresión (PlantPrint, Diagnostics, S.L); mientras que para la 
cnica de DAS-ELISA (AGDIA) se utilizaron varetas descortezadas, secadas y picadas (Fig. 1 
anel B). Para la caracterización de los aislamientos del VTC por medio de RT-PCR se 
olectaron muestras de hojas jóvenes y/o varetas de los árboles que dieron positivo a 
munoimpresión, de los cuales se extrajo el RNA. Los oligonucleótidos utilizados para la 
etección del virus fueron: 5`-GGC-GGA-ATT-CGA-CGA-AAC-AAA-GAA-A-3’ y 5`-GAA-GAT 
TT-CAA-CGT-GTG-TTG-AAT-TTC-C-3’, que amplifican un fragmento de 689 pares de bases. 
as condiciones empleadas para la amplificación fueron: desnaturalización inicial 94°C/2 min, 
esnaturalización 94°C/30 seg, alineamiento 55°C/30 seg, amplificación 72°C/30 seg y  
mplificación final 72°C/10 min.  

polymerase chain reaction an
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INTRODUCCIÓN 
La citricultura es una actividad de importancia social y económica en el Estado de Yucatán, con 
una superficie estimada de 25,500 ha. 
Yucatán se encuentran l
aproximadamente 12,000 productores. De la superficie cultivada el 80 % se encuentran 
injertados sobre naranjo agrio el cual es altamente susceptible a la tristeza de los cítricos, 
enfermedad provocada por el Virus de la Tristeza de los Cítri
familia Closteroviri
presencia en las plantas está limitada a los tejidos del floema. La detección del virus se puede 
realizar mediante diferentes métodos (1). Entre estos métodos se encuentra la inmunoimpresión, 
DAS-ELISA y RT-PCR (Transcripción Reversa acoplada a la Técnica de la Reacción de la 
Polimerasa). Hasta ahora en Yucatán no se tienen reportes sobre 
m
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