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CAPITULO1

INTRODUCCION
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PROBLEMA

- Representa un fuerte riesgo para la
produccion.

- No existen estudios documentados en el
pais.
- Los sintomas en los arboles se

manifiestan de manera sintomadticos vy
0 asintomdticos.
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 JUSTIFICACION

- Esclarecer la presencia del Avocado
Sunblotch viroid.

- Permitird poner en marcha programas de
saneamiento y control.

- Identificar plantas sanas donadoras de
material vegetal para reproduccidn.
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GENERAL.:

- Diagnosticar la presencia -~ del
viroide ASBVd en el cultivo
aguacate (Persea americana Mill)
Var. Fuerte, Comunidad: San
Vicente de Pusir, Canton: Bolivar,
Provincia del Carchi.
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ESPECIFICOS:

- Determinar la presencia del viroide
en las plantas analizadas.

- Caracterizar al agente patdgeno.

- Estimar los niveles de incidencia de
la enfermedad en el area de
estudio.



CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA
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CULTIVO DE AGUACATE

- Produccion de aguacate en el pais.
- Zonas de produccion. Zonas de produccion
- Exportaciones del sector.
- Plagas y enfermedades.

Enfermedad
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VIROIDE
- Caracteristicas generales.

- Movimiento.
- Sintomas.

Virus

Movimiento6

Q2209))




VIR”(fSE ASBVd

(MANCHA SOLAR) Constituido por 247 pb

- Reserfia historica. |

- Distribucion geogr'af ICQ. =" N
- Hospederos.
- Variabilidad y sintomas.

ASBVd -B ASBVd -V ASBVd-Se




(MANCHA SOLAR)

Efecto del ambiente.
Diseminacion.
Control.

Injerto

VIR’&BE ASBVd

Ambiente climéatico

CLASIFICACION C;LAP‘A CA —
rigi/ * T

El ASBVd no ’ruene bio-vectores asocnados



(MANCHA SOLAR)

Prevencion y Monitoreo

» Control y erradicacion

Eliminacién de arboles sintomatices Incineracién de arboles enfermes




VIROIDES

NASH

Los extractos de las muestras
vegetales sometidas a analisis se
impregnan en membranas de
distintos materiales (generalmente

- Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).
Inylo'n). éan las qlug que(zjdaln fijadas

- Hibridacion de dcidos

nu C I e i COS (N A S H , S ig Ias en 9 Se afade la sonda molecular a las membranas. Las sondas se

disefian de forma que son perfectamente complementarias al acido
nucleico del virus buscado y (si esta presente en la muestra se

. V4
l ng l eS). uniran a él) quedando asi marcado.

., . , I B
- Deteccion simultanea de e =

Se afade el anticuerpo conjugado, que solo se fijara si la sonda se

Secuenc ias de Vir'us y ha unido al acido nucleico viral.

viroides mediante el uso i e

- de polisondas.

0 Se afade un sustrato para la enzima del

4 anticuerpo conjugado. Si la encima esta en la
\ %}f* membrana el sustrato cambiara de color o
V\,l\\ /

emitira algun tipo de radiacion facilmente
o ¢ detectable. 3
o 0% "0 %o
4 ) S
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS




$7R@ION DEL AREADE

ESTUDIO

|GENTE DE PUSIR
SAN VICENTE DE PUSIR

SAN MIGUEL DE IBARRA

Altitud: 1500 - 2400

m.s.n.m.

Temperatura: 14-
22°C.

Precipitacion anual:
419,17 mm/afo.

Suelo: Franco-Arenoso

Humedad relativa:
70%.

Fuente: GAD San Vicente de Pusir, 2013
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MATERIALES Y EQUIPOS

Materiales de campo

-Cooler para trasporte de
muestras.

-Gel-Pack

-Navaja de injerto

-Tijeras de podar

~-Fundas herméticas

-GPS (Global Positioning System)
-Libro de campo

-Esfero indeleble

-Etiquetas de identificacidn

Materiales de laboratorio

-Bisturi

-Morteros

-Micro pipetas

-Puntas 10 pl

-Puntas de 0,1-104l

-Guantes

-Vasos de precipitacion 500 cc
~-Tubos eppendorf 2 ml
-Membrana de nylon

-Gradillas para tubos eppendorf
-Papel aluminio
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MATERIALES Y EQUIPOS

Equipos de laboratorio Insumos de laboratorio

- Agitador magnético — Agua destilada

.. — EDTA
- Balanza electronica _ SDS
- pHmetro — Jabén liquido
- Cen'rr-ifugq — Alcohol 98, 5%
- Congelador ~ Formamida :
— N-Lauroylsarcosine
) o — Blocking Reagent Solution
Equipos de oficina — Acido maleico
— Anti-digoxigenin-AP Fab fragments
- Computadora = Twejn 20
_ / ‘e — Sonda
Camara fotogrdfica _ Polisonda

- Papel bond (Formato A4)
- Impresora
- Lapiz



METODOLOGIA

Tipo de investigacion

« La investigacion es basica, con
enfoque cuantitativo de tipo
exploratoria. Se manejo una
linea no experimental por lo
cual el diseno utilizado fue de
tipo transeccional (Hernandez
et al, 2010).
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ECIFICO DEL
EXPERIMENTO

Diagnostico del drea
de estudio.

Recorridos en campo

Explicaciéon de los

peligros y sintomas
del ASBVd.

Verificacion a nivel
de campo de los Charla a los productores
posibles sintomas
asociados al viroide




PECIFICO DEL

EXPERIMENTO
Delim“’aCiéﬂ del area o~ 4 N \
de estudio o
/
Las 120 ha se § o
dividieron en 14 r/ 5 =

parcelas. Cada una de| /
ellas con una drea|
aproximadade 9ha | —
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Delimitacion del area
de estudio

- Se utilizo la técnica

en zigzag con el
propdsito que las
parcelas elegidas
cubran la mayor parte
del drea a muestrear.

Q\V/ 5\ A=
41416 FPECIFICO DEL
EXPERIMENTO
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PECIFICO DEL

EXPERIMENTO

Delimitacion del area
de estudio

*+ Se manejo el método
cinco de oro. Se
establecié 30 puntos
y 5 drboles a
muestrea.
Estableciendo 150
individuos a analizar
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ECIFICO DEL

EXPERIMENTO

Recoleccion de muestras

Se seleccionaron drboles
que presentaban
sintfomatologia similar a la
que ocasiona por el viroide.

Se tomo el material
vegetal de los cuatro
puntos cardinales con el
fin de obtener una
muestra compuesta.

Frutos



ECIFICO DEL
EXPERIMENTO

Extraccion de acidos
nucleicos

Tampon de extraccion

5mMEDTAPH 7.
50 mM Citrato sddico.

Se coloco 3 ml en 1 gramo de
tejido y se procedié a
macerar.
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‘ ~MANEJO ECIFICO DEL
EXPERIMENTO

Extraccion de acidos
nucleicos

A 1, 5 ml acidos nucleicos:

Se centrifugo 10 min a 13000
rpm. Posteriormente se
implanto 2ul de los dcidos
nucleicos en la membrana y
se dejo secar a
temperatura ambiente.




PECIFICO DEL
EXPERIMENTO

Impresion de frutos

Se lavaron los frutos con
agua corriente y con ayuda
de un bisturi desinfectado
alcohol 98 5%.

Se aplico directamente y se
dejo secar a temperatura
ambiente.




HIBRIDACION CON SONDAS  , , .. ..
DE RNA Meml\ll)r'lana de h
’@ Ac. Nuc. Seb pegan a la o é—g

1- Hojas '@r& p=vatal 22z ataal
g’ Especifica

— Sonda reconoce Ac. Nuc. 7 18 —
g patdgeno @
6- Incubar

Anticuerpo Anti-
marca conjugado

5- Incubar
coh Sonda

2- Moler
Tampon

T sonda g

@ 7- Agregar
Sustrato
fvatal r
3- Extraer % % g
Acidos %;'@ﬂ‘ ‘ 8- Exponer pelicula
nucleicos % die “otd Complejo fluorescente y revelar
7I 2 - o=
%&M -1 N ) - g
i/ it alal i/atalal > -




CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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HIBRIDACION MOLECULAR

Resultado de hibridacion
de los acidos nucleicos

Todas las muestras
resultaron negativas
puesto que ho todos los
puntos son incoloros
notdndose una clara
diferencia del control. e gora, donde se puede obseriar que ningune

de las muestras se colorearon
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HIBRIDACION MOLECULAR

Resultado de hibridacion
de la impresion de
frutos e

De la misma forma los
resultados  arrojados
fueron negativos .

Es importante destacar la coherencia de los resultados obtenidos, ya que las
muestras estudiadas resultaron negativas para el Avocado Sunblotch Viroid,
tanto a nivel de tejido foliar como de fruto lo que otorga un mayor grado de
confianza a los andlisis.



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

* Los sintomas en frutos y hojas de los drboles
analizados en esta investigacion no estdn
asociados con el Avocado Sunblotch Viroid. El
viroide no se encuentra presente en forma
sinfomatica ni asintomdtica.

* En un estudio anexo a la investigacion se
descubrio la presencia de entidades virales7en
el 16 7% de las muestras.

- Se ha detectado por primera vez en Ecuadon la
presencia de agentes virales en aguacate,
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RECOMENDACIONES

- Realizar estudios adicionales con la utilizacion
de otra técnica mas sensible con el fin de
confirmar la ausencia del viroide.

+ Una vez establecido la presencia de al menos
uno de los quince virus de la polisonda. Se
recomienda hacer investigaciones en las cuales
se trate de determinar el tipo de virus que
afecta a las plantaciones de aguacate.
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RECOMENDACIONES

Efectuar estudios sobre caracterizacion,
sintomatologia, medios de diseminacién vy
malezas del o los agentes virales que afecta el
cultivo de aguacate en el drea de estudio.

Extender el diagnostico de virus a las zonas
productoras de aguacate de Imbabura y Carchi
con la finalidad de conocer si existe la
incidencia de estos patdgenos en otras
localidades.







