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RESUMEN: Se determinó y comparó el límite de detección de la electroforesis secuencial en geles de
poliacrilamida (sPAGE), hibridación de ácidos nucleicos (NASH) y transcripción reversa-reacción en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) para el diagnóstico del viroide del enanismo del lúpulo (HSVd) en
cítricos, basados en el análisis de ácidos nucleicos de plantas de cidro y pepino como amplificadores
biológicos. El límite de detección de la sPAGE fue mayor (5x10-3) en plantas de pepino que en plantas
de cidro (5x10-2); sin embargo, este fue 50 veces menos sensible que el de la NASH (10-4). El límite de
detección de la RT-PCR en pepino fue el mayor de todos los métodos analizados (10-6). Dicho valor se
potenció cuando los productos de RT-PCR fueron detectados por NASH en lugar de electroforesis en
geles de agarosa. La RT-PCR fue el más sensible de todos los métodos y su sensibilidad se incrementó
cuando se combinó con la NASH. Sin embargo, la presencia de contaminaciones asociada a su alta
sensibilidad constituye una problemática en el diagnóstico rutinario. Por su parte, la NASH es un método
con una sensibilidad adecuada para las condiciones analizadas, su límite de detección fue superior al
de la sPAGE, aunque menor que el de la RT-PCR.
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COMPARISON OF DETECCTION LIMIT OF NUCLEIC ACID ANALYSIS METHODS
FOR THE HOP STUNT VIROID (HSVd) IN CITRUS

ABSTRACT: The detection limit of sequence polyacrilamide gel electrophoresis (sPAGE), nucleic acid
hybridization (NASH) and reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was determined
for the diagnosis of the hop stunt viroid (HSVd) in citrus hosts, using citron and cucumber plants as
biological amplifiers. The detection limit of sPAGE was higher (5x10-3) when cucumber plants were
analyzed than that using citron plants (5x10-2); however, it was 50 times less sensitive than that of NASH
(10-4) by comparison. The RT-PCR detection limit for cucumber host was the highest (10-6) of all methods
analyzed. This value was higher when the RT-PCR products were detected by NASH and no with agarose
gel electrophoresis instead. RT-PCR was the most sensitive method and its sensitivity was increased
when it was combined with NASH. However, the presence of contaminations associated with the high
sensitivity of RT-PCR is a routine diagnosis problem. On the other hand, NASH is a method with a
proper sensitivity under the conditions analyzed since the detection limit was higher than that of sPAGE,
although slower than that of RT-PCR.

(Key words: Viroid; HSVd; sPAGE: NASH; RT-PCR; molecular diagnosis)
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INTRODUCCIÓN

Los cítricos constituyen un eslabón fundamental
en la economía agrícola de un grupo importante de
países, y su gran maquinaria de producción puede
verse afectada por un amplio número de enfermeda-
des infecciosas. Dentro de estas se encuentra la
cachexia de los cítricos, la cual es ocasionada por
determinada variante de secuencia del viroide del
enanismo del lúpulo (HSVd) (16, 22). Hasta el pre-
sente los viroides son las entidades más simples ca-
paces de inducir enfermedades únicamente en plan-
tas superiores. Están compuestos solamente por una
molécula de ácido ribonucleico (ARN) de cadena sim-
ple, cerrada covalentemente, con un alto grado de
complementariedad interna, y no codifican para pro-
teína alguna (3, 4, 7, 8, 24). En cítricos se ha descrito
la presencia de seis especies de viroides (11, 16) aun-
que sólo dos son capaces de ocasionar enfermeda-
des bien caracterizadas: el HSVd, causante de la
cachexia de los cítricos, y el viroide de la exocortis de
los cítricos (CEVd), el cual provoca la enfermedad con
igual nombre.

Las variantes del HSVd que se presentan en los
cítricos se clasifican fundamentalmente en dos tipos,
según la presencia de una secuencia motivo que
involucra a cinco nucleótidos del dominio variable de
la molécula del viroide, la cual define el carácter
patogénico o no de las mismas (23). Las variantes
patogénicas se refieren en ocasiones como CVd-IIb
mientras que las no patogénicas como CVd-IIa (16).
Debido a que los viroides no producen proteínas, se
impone cierta restricción en los métodos que puedan
emplearse para su detección, ya que los métodos
inmunológicos, tan ampliamente utilizados para la
detección de virus en animales y plantas (5, 12, 13,
33), no pueden ser aplicados en el diagnóstico del
HSVd. Igualmente las técnicas de microscopía elec-
trónica son inapropiadas, ya que no se pueden detec-
tar sus partículas características. Por estas razones
los procedimientos para su detección han estado con-
finados a pruebas biológicas, electroforesis en geles
de poliacrilamida (PAGE, del inglés sequence
polyacrilamide gel electrophoresis), reacción en ca-
dena de la polimerasa combinada con la reverso trans-
cripción (RT-PCR, del inglés reverse transcription-
polimerase chain reaction) y la hibridación de ácidos
nucleicos (NASH, del inglés nucleic acid hibridization)
(2, 9).

Para el diagnóstico del HSVd en cítricos se ha uti-
lizado como indicador biológico el mandarino Parson´s
Special injertado sobre limonero rugoso (15). Los sín-

tomas de cachexia se manifiestan como depósitos de
goma en la línea de unión del injerto, y para su expre-
sión es preciso mantener las plantas a 28-32ºC du-
rante un período de 12-18 meses (19). Existe ade-
más otra especie cítrica denominada Clemelín 11-20
(Citrus clementina Hort. Ex Tan. X Citrus sinensis L.
Osb), en la cual los síntomas específicos de cachexia
ocurren con mayor rapidez e intensidad que en el
mandarino Parson´s Special (19). Además de las plan-
tas indicadoras cítricas se han utilizado plantas de
pepino (Cucumis sativus L.), las cuales son capaces
de replicar al HSVd a niveles detectables, y donde las
variantes patogénicas son capaces de inducir un
reverdecimiento de las hojas (15).

En Cuba se ha informado la presencia del HSVd
en cítricos con un alto porcentaje en plantas de dife-
rentes zonas citrícolas (20, 21, 32) y durante años el
Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical
(IIFT) ha desarrollado un importante trabajo en la ca-
racterización biológica de aislados de este viroide,
procedentes de cítricos cubanos (20, 21); sin embar-
go, desde el punto de vista molecular, no se tiene in-
formación sobre las variantes de secuencias del HSVd
presentes en estos aislados. También se ha trabaja-
do en métodos de detección basados en ensayos bio-
lógicos (20, 21) y su combinación con el análisis de
los ácidos nucleicos mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida e hibridación de ácidos nucleicos
(31). Estos métodos involucran necesariamente un
paso previo de inoculación en una especie cítrica que
actúa como amplificador biológico (31) a partir del cual
se analizan los ácidos nucleicos, lo cual impone como
limitante el requisito de al menos tres meses de
incubación.

En la actualidad, la citricultura en Cuba ejecuta un
proceso de sustitución y diversificación de patrones
de cítricos como parte de las medidas de manejo y
control del complejo virus de la tristeza de los cítri-
cos-Toxoptera citricida K. Los nuevos patrones, sin
embargo, resultan en su mayoría susceptibles a las
enfermedades provocadas por viroides (18). En este
sentido, la búsqueda de procedimientos rápidos y efi-
caces, que permitan el análisis rutinario de un gran
número de muestras para su aplicación en el sistema
de producción de material certificado es una de las
líneas de trabajo a seguir.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objeti-
vo del presente trabajo ha sido determinar y compa-
rar el límite de detección de la sPAGE, NASH y RT-
PCR como métodos para el diagnóstico del HSVd en
cítricos.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal

Se utilizaron extractos de ácidos nucleicos, purifi-
cados según Semancik et al. (26), a partir de plantas
de cidro (Citrus medica L.) (10 plantas) y pepino
(Cucumis sativus L.) (8 plantas) inoculadas previa-
mente con aislados del HSVd obtenidos en cítricos.
Los extractos utilizados pertenecían al banco de co-
lección del laboratorio de viroides  del Instituto Valen-
ciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), España.

Electroforesis secuencial en geles de
poliacrilamida (sPAGE)

La sPAGE se realizó según lo descrito por
Semancik et al. (26). Básicamente se ejecutó una pri-
mera corrida electroforética en condiciones nativas
en un gel de acrilamida al 5% (25). Para ello las mues-
tras se prepararon previamente (20 µL de la extrac-
ción de ácidos nucleicos, 20 µL de glicerol al 60% y
10 µL de solución colorante (xilene cianol 0.3%,
bromofenol azul 0.3%), y una vez aplicadas se some-
tieron a una corriente constante de 60 mA a 4ºC has-
ta que el colorante bromofenol azul migrara aproxi-
madamente 8 cm desde el tope del gel (alrededor de
2.5-3 horas). La corrida electroforética se realizó en
tampón TAE 1X pH 7.2 (tris 40 mM, acetato de sodio
trihidratado 20 mM, ácido etilendiamino-tetra-acético
(EDTA) 1 mM). Una vez detenida la corrida
electroforética se tiñó el gel con bromuro de etidio (25),
y con este colocado directamente sobre el
trasluminador, se cortó de forma horizontal la frac-
ción del gel que contiene a ambos colorantes (llama-
da zona de viroides).

El fragmento del gel cortado se colocó en el tope
de un gel de poliacrilamida desnaturalizante, el cual
se preparó previamente. Para la preparación de este
gel se mezclaron en un frasco 14.4 g de urea, 3 mL
de TAE 3X pH 6.5 (tris 120 mM, acetato de sodio
trihidratado 60 mM, EDTA 3 mM); 5 mL acrilamida-
N,N´-metilenobisacrilamida 30% y 7 mL de agua des-
tilada, los cuales se disolvieron bajo calor medio (en
un agitador magnético con temperatura), y luego se
mezclaron con 2.5 mL de TEMED 2% y 0.5 mL de
persulfato de amonio 10%.

La corrida electroforética del gel desnaturalizante
se realizó a corriente constante (en un rango entre
18-20 mA), a temperatura ambiente por aproximada-
mente 4 horas. El gel se tiñó con nitrato de plata para
visualizar las bandas correspondientes al ARN del
viroide (10).

Hibridación de ácidos nucleicos (NASH)

Los extractos de ácidos nucleicos se aplicaron
sobre membranas de nylon cargadas positivamente
(Boehringer Mannheim), utilizando un equipo en for-
mato de slot-blot conectado al vacío (Schleider &
Schuell). Previo a la aplicación en la membrana se
desnaturalizaron 20 µL de estos en una solución que
contenía 12 µL de SSPE 20X (cloruro de sodio, NaCl
2.9 M; di-hidrógeno fosfato de sodio mono-hidratado,
NaH2PO4H2O 0.1 M; EDTA 19.8 mM) y 8 µL de
formamida, se mantuvieron a 60ºC durante 15 min. y
posteriormente se incubaron en hielo. Las membra-
nas se expusieron a 80°C durante dos horas para fi-
jar los ácidos nucleicos.

La sonda de ácidos nucleicos utilizada consistió
en un fragmento de ADN de doble cadena, corres-
pondiente a un monómero del HSVd, al cual se le in-
corporó la digoxigenina (DIG) como marcador no
radiactivo. El método de marcaje empleado consistió
en una reacción de PCR según describe Palacio-
Bielsa et al. (16), en el cual se utilizó como molde la
secuencia completa de una variante del HSVd clonada
en un vector plasmídico (30). La diferencia en el con-
tenido de la mezcla de la reacción consistió en que en
este caso se añadieron 5mM de dUTP-DIG (Roche).
La concentración de ADN se determinó mediante la
medida de la densidad óptica a 260 nm de longitud de
onda (Ultrospec 2100 pro, Amersham Pharmacia
Biotech) (25).

La NASH se realizó según lo describe Palacio-
Bielsa et al. (16). Para la prehibridación se añadieron,
por cada 100 cm2 de membrana, 10 mL de una solu-
ción que contenía 50% formamida; 0.5% sal sódica
de dodecilo sulfato (SDS); 6X SSPE (NaCl 0.87 M;
NaH2PO4H2O 0.03 M; EDTA 5.94 mM pH7.4), solu-
ción Denhardt 5X (0.1% Ficoll; 0.81%
polivinilpirrolidona; 0.1% albúmina de suero bovino) y
10 mg de ADN de esperma de salmón desnaturaliza-
do durante 10 min. a 100ºC. Las membranas se man-
tuvieron en esta solución a 50°C durante dos horas.

La hibridación se realizó añadiendo, por cada 100
cm2 de membrana, 10 mL  de una solución que con-
tenía 50% formamida; 5% SDS; 6X SSPE (0.87 M
NaCl; 0.03 M NaH2PO4H2O; 5.94 mM EDTA pH 7.4),
10 mg de ADN de esperma de salmón y 10 mg de
sonda de ADN marcada con DIG. Tanto el ADN de
esperma de salmón como la sonda se desnaturaliza-
ron por calor previo al ser aplicados a la solución de
hibridación. Las membranas se mantuvieron
hibridando durante 16 horas a 50°C.
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Al concluir el tiempo de hibridación se realizaron
dos lavados a temperatura ambiente durante 15 min.
en SSC 2X (NaCl 0.29 M; citrato de sodio 0.03 M,
pH7) y 0.1% SDS, y un lavado a 60°C por una hora
con SSC 0.1X (NaCl 0.014 M; citrato de sodio 1.5 mM,
pH7) y 0.1% SDS.

La detección de los híbridos marcados se realizó
de manera quimioluminiscente, con el empleo de un
conjugado anti-DIG-fosfatasa alcalina (fragmentos
Fab), siguiendo el procedimiento descrito por el pro-
ductor (Boehringer Manneheim). Como sustrato de la
enzima se utilizó el compuesto quimioluminiscente
CSPD (3-(4-metoxispiro{1,2-dioxetano-3,2´-(5´-cloro)
triciclo[3.3.2.13,7] decan}-4-il) fenil fosfato (Roche).
La visualización de los híbridos se realizó mediante la
exposición de láminas X-Omat (Kodak) a 37°C du-
rante 1 hora.

Reverso transcripción y reacción en cadena de la
ADN polimerasa (RT-PCR)

La síntesis de la cadena complementaria se reali-
zó mediante el uso del cebador específico del HSVd
Vp19 (5´-GCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAG-
3´), complementario a las bases 60 a 85 (15). Como
paso previo se desnaturalizaron 2.5 mL del  extracto
de ácidos nucleicos en presencia de este cebador a
85ºC durante 3 min., luego la temperatura se redujo
lentamente a 45ºC, a razón de 2ºC por min. Poste-
riormente se añadió el resto de los componentes de
la mezcla (1 mM de dNTPs y 2 U de la enzima
transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina
(M-MLV, Promega) y se mantuvo a 42ºC durante 45
min., seguido de un calentamiento a 90ºC por 3 min.
para la inactivación de la enzima (16).

La síntesis de la cadena homóloga y la posterior
amplificación del ADN se realizaron con los cebadores
Vp19 y Vp 20 (5´-CGCCCGGGGCAACTCTTCTCAG
AATCC-3´), este último  contiene las bases 78 a 102
de la secuencia del HSVd (15). La reacción de la PCR
se realizó en un volumen de 50 mL adicionando 4 mL
del producto de la RT a la mezcla de reacción, la cual
contenía: MgCl2 1.5 mM, dNTPs 120 mM, 0.5 mM de
cada uno de los cebadores y 1 U de Taq ADN
polimerasa (Promega). Las condiciones de PCR con-
sistieron en un paso de desnaturalización inicial de 1
min. a 94ºC, seguido de 30 ciclos (desnaturalización
a 94ºC, 40s; anillamiento a 60ºC, 40s y extensión a
72ºC, 1 min.), y un paso de extensión final a 72ºC, 5
min.. La síntesis del ADN del tamaño esperado (300pb)
se confirmó mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% en TBE 0.5X (tris hidroximetil
aminometano (Tris-HCl) 0.04M; EDTA 1mM; ácido
bórico 0.04M; pH 8), a 100V de voltaje constante. El

ADN se visualizó mediante tinción con bromuro de
etidio (25).

Los productos de la RT-PCR se visualizaron ade-
más mediante NASH. Para ello se desnaturalizaron
por calor (100ºC durante 10 min.) 5 µL del producto,
se incubaron 5 min. en hielo y se aplicaron sobre
membranas de nylon. El procedimiento de la NASH
se realizó según se describió anteriormente.

Determinación del límite de detección

Para los tres métodos de detección del HSVd
analizados (sPAGE, NASH  y RT-PCR) se determinó
el límite de detección a partir de plantas de cidro y
pepino previamente inoculadas. Para ello se realiza-
ron diluciones seriadas de los extractos de ácidos
nucleicos: muestra pura; 5x10-1; 10-1; 5x10-2; 10-2; 5x10-3;
10-3; 5x10-4; 10-4; 5x10-5; 10-5; 5x10-6; 10-6; 5x10-7.  El
límite de detección fue hallado como la mayor dilu-
ción en la que se evidenció la presencia del viroide, y
este fue el criterio para la comparación de dichos
métodos.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los métodos de análisis de ácidos nucleicos ana-
lizados permitieron identificar la presencia del HSVd
en el 100% de las plantas de cidro y pepino previa-
mente inoculadas. En los casos de la sPAGE y la
NASH se observó que el límite de detección de estas
técnicas fue superior cuando el material vegetal de
partida se correspondió a plantas de pepino (Fig. 1 I y
II). Para estas dos técnicas el uso de la planta herbá-
cea en lugar de la cítrica como amplificador biológico
para la posterior detección del HSVd, implicó un au-
mento de la sensibilidad de las mismas, resultando
10 veces superior en el caso de la sPAGE y 50 para la
NASH.

Cuando el análisis se realizó por RT-PCR no se
observaron diferencias en el límite de detección a partir
de los tipos de materiales vegetales (Fig. 1 III). Cuan-
do se emplearon diluciones bajas del extracto inicial
no se observaron señales de hibridación, lo cual pue-
de deberse a la presencia de agentes inhibidores de
la reacción de RT-PCR en el extracto de ácidos
nucleicos. Este es un fenómeno ampliamente referi-
do por otros autores como uno de los factores deter-
minantes a tener en cuenta durante el desarrollo de
esta técnica (14).

Al comparar el límite de detección de cada uno de
los métodos se observó que la NASH resultó 50 y
100 veces más sensible que la sPAGE cuando el
material vegetal utilizado fue cidro y pepino respecti-
vamente. Mientras, la RT-PCR se comportó con un



Rev. Protección Veg. Vol. 22 No. 2 (2007)

101

límite de detección superior a la NASH de 5000 y 100
veces cuando se utilizó cidro y pepino, respectivamen-
te. Cuando los productos de la RT-PCR se visualizaron
por NASH en lugar de electroforesis en geles de
agarosa, el límite de detección fue de 5x10-7, lo cual
resultó superior.

En todos los casos el límite de detección para el
HSVd resultó superior cuando se utilizaron plantas de
pepino en comparación a las plantas de cidro. Este
resultado es consistente con el hecho de que este
viroide se replica más fácilmente en la planta herbá-

cea, y por tanto, el ARN se acumula a niveles más
elevados (15).

Según lo mostrado anteriormente, de los métodos
analizados, la RT-PCR fue el de mayor sensibilidad,
la cual se incrementó cuando se combinó con la
NASH. No obstante, la problemática de la presencia
de contaminaciones, asociada a la alta sensibilidad
de la RT-PCR, constituye una limitante para su em-
pleo en el diagnóstico rutinario (1, 17).  Otro de los
problemas que se presentan durante la realización de
la RT-PCR es el efecto inhibitorio de la reacción que

I) sPAGE

A) Cidro B) Pepino A) Cidro

II) NASH

B) Pepino

III) sPAGE

A) Cidro B) Pepino

FIGURA 1. Límite de detección de diferentes métodos moleculares para el diagnóstico del viroide del enanismo del lúpulo
(HSVd) en cítricos a partir de plantas de cidro (A) y pepino (B) previamente inoculadas. I) electroforesis secuencial en
geles de poliacrilamida (sPAGE); II) hibridación de ácidos nucleicos (NASH);  III) reverso transcripción y reacción en
cadena de la polimerasa (RT-PCR)./ Detection limit of different molecular methods for the hop stunt viroid (HSVd) diagno-
sis in citrus from previously inoculated citron plants (A) and cucumber plants (B). I) sequential polyacrilamide gel
electrophoresis (sPAGE); II) nucleic acid hybridization (NASH); III) reverse transcription and polymerase chain reaction
(RT-PCR).
Diluciones: 1: muestra pura; 2: 5x10-1; 3: 10-1; 4: 5x10-2; 5: 10-2; 6: 5x10-3; 7: 10-3; 8: 5x10-4; 9: 10-4; 10: 5x10-5; 11: 10-5; 12:
5x10-6./ Dilutions: 1: pure sample; 2: 5x10-1; 3: 10-1; 4: 5x10-2; 5: 10-2; 6: 5x10-3; 7: 10-3; 8: 5x10-4; 9: 10-4; 10: 5x10-5; 11:
10-5; 12: 5x10-6 .
En el caso de la RT-PCR (III): M: marcador de peso molecular  100pb (Gibco); 13: 10-6; 14: 5x10-7./  In case of RT-PCR
(III): M: 100 bp molecular weigh marker (Gibco); 13: 10-6; 14: 5x10-7.
Las flechas y el círculo señalan la última dilución donde se observó señal./ Arrows and circles show the last dilution where
signal was observed.
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producen algunos de los elementos, propios de la plan-
ta, remanentes en el extracto de ácidos nucleico. En
este sentido, se han realizado un grupo importantes
de trabajos con el objetivo de disminuir tal efecto (6,
27, 28, 29).

Por su parte, la NASH es un método con una sen-
sibilidad adecuada, su límite de detección es superior
al de sPAGE y es altamente factible para el análisis
de un número amplio de muestras (15, 31). Por lo
tanto, el uso de la NASH para el diagnóstico rutinario
del HSVd en cítricos puede constituir una herramien-
ta importante en el programa de manejo y control de
este viroide. El empleo de plantas de pepino como
amplificador biológico intermedio potencia la sensibi-
lidad y la utilidad de este método.
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