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Problema

Uno de los principales retos en estudios moleculares y de diagnéstico fitosanitario es
la obtencién de 4cidos nucleicos de calidad y cantidad a partir de hojas de plantas de
citricos. La eficiencia y confiabilidad de los analisis posteriores dependen directamente
de la colecta, la cual suele subestimarse ante los procedimientos de laboratorio. En plan-
tas de citricos los factores como la edad fisiolégica del tejido, presencia de metabolitos
secundarios (polifenoles y polisacdridos), estado fitosanitario de la hoja y las condiciones
ambientales (temperatura) al momento del muestreo influyen de manera directa en la
integridad y pureza del ADN y RNA. Adicionalmente, practicas inadecuadas durante la
colecta (brotes completos que dificultan el traslado), manipulacién (utilizacién de papel
para envolver las muestras que, con la transpiracién, aumenta la humedad en las bolsas
favoreciendo el crecimiento de hongos), conservacién y transporte de las hojas pueden
favorecer la degradacién de acidos nucleicos y la extraccién de metabolitos secundarios,
comprometiendo la confiabilidad de los analisis moleculares. Por ello, conocer y estan-
darizar los criterios de colecta son fundamentales para asegurar resultados reproducibles
y confiables.

Solucién Planteada

Las muestras se colectaron de cuatro brotes en crecimiento activo (un brote por orienta-
cién cardinal) para formar una muestra compuesta; en promedio de 8-10 hojas dependien-
do de la especie y edad de la planta (Figura 1A), hojas pequefias en lima dcida mexicana
(Citrus aurantifolia), y hojas grandes en lima persa (C. latifolia) y naranjo (C. sinensis).
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Las muestras se etiquetaron con un trozo de papel y escrito con lapiz para evitar el
escurrimiento de la tinta, se colocaron dentro de bolsas de polietileno sin papel absor-
bente (Figura 1B), en una hielera para su traslado al laboratorio, es importante mencio-
nar que se utilizaron botellas de agua congeladas ya que tardan mas en descongelarse en
comparacion con los geles refrigerantes. Al arribo al laboratorio, las muestras llegaron se
almacenaron a 4 °C hasta el procesamiento en un periodo no mayor a 72 horas. El pri-
mer aspecto a considerar fue la limpieza de las hojas con toallitas de papel interdobladas
(Sanitas®, México) humedecidas con alcohol al 75% por el haz y envés, después se realizé
la extraccion y picado fino de la nervadura central de las hojas con ayuda de navaja de un
solo filo (CORTY®, México) y sobre un trozo de cristal (Figura 1C), para almacenamiento
en microtubos de 2 mL (AXYGEN®, México) a —20 °C. La lisis celular se realizé con la
maceracién del tejido en un disruptor (Retsch®, México) a 30 frecuencias por 20 min; para
ello se pesaron 0.25 g de nervadura de la muestra compuesta mds 1 mL de buffer salino
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, NaClI2 M, albumina bovina 0.05%; Sigma-Aldrich, EE.
UU) vy 3 balines de acero inoxidable (3/16”) en microtubos 2 mL. Posteriormente los tubos
con tejido macerado, se centrifugaron por 5 min a 7500 rpm a 4 °C para la recuperacién
de los balines y se descarté el sobrenadante; después, se volvid a agregar 800 mL de buffer

salino, se agité en vortex y se volvié a centrifugar durante 5 min a 13500 rpm a 4 °C'y se

eliming el sobrenadante. La inhibicién de enzimas y precipitacion de acidos nucleicos se
realizé empleando la metodologia del C'TB al 2% (Villegas-Monter ez al., 2024).
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Figura 1. Recolecta de hojas de citricos para extraccién de dcidos nucleicos. A) tamaiio de hojas de diferentes especies citricas,
B) etiquetado y embolsado de muestra compuesta, C) extraccién y picado de nervaduras de hojas, D) lectura de concentracién y
calidad de dcidos nucleicos.
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La verificacién de las calidades y las concentraciones de acidos nucleicos se realizé con
un 1 uL. de muestra en Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Se obtuvie-
ron valores entre 1.8 y 2 en absorbancia (260/280 nm; 260/230 nm) y las concentraciones

fueron de 300 hasta 2000 ng ul™! (Figura 1D). Por lo anterior muestras compuestas de

ocho a 10 hojas de citricos son suficientes para la extracciéon de ADN y ARN de calidad,

sin necesidad de colectar brotes completos. Transportar las muestras en recipientes con

botellas de agua congelada garantizan la obtencién de acidos nucleicos de calidad, con

resultados precisos y diagndsticos oportunos, para estrategias de manejo eficientes para los

productores.
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