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Introduccion

La coleccion de controles positivos (CNRF-BM) es el principal
repositorio de la Direccion General de Sanidad Vegetal
(DGSV) de fragmentos clonados a partir de la amplificacion
mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) los cuales se
realizan a partir de organismos fitopatogenos. Su mision
radica en la adquisicion, autenticacion, produccion,
preservacion, desarrollo y distribucion de material genomico
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y material clonado, con la finalidad de respaldar la
investigacion cientifica y coadyuvar al diagnodstico

fitosanitario.

Objetivo

Constituir un banco de controles positivos de RNA , gDNA vy

DNA plasmidico

Materiales y Método

Origen de las muestras: Ia
coleccion se ha conformado con
muestras de detecciones positivas por
parte de los laboratorios de CNRF, por
compras a otras colecciones biologicas
vy de donaciones (Figura 1).

Generacion de controles positivos: se
realizan mediante clonacion la cual
genera miles de copias exactas de un
fragmento de DNA. Se introduce el
fragmento de DNA amplificado
mediante PCR en un plasmido, dicho
plasmido se introduce en E. coli
mediante  un proceso llamado
transformacion, las bacterias con dicho
plasmido se seleccionan mediante
antibioticos, las bacterias con el
plasmido se cultivan y se utilizan para
hacer DNA plasmidico (Figura 2).

Verificacion del inserto clonado por secuenciacion: se
corrobora el fragmento amplificado mediante secuenciacion
(3130 AB). La secuencia que se obtiene se compara con las
que estan reportadas en el Gen Bank mediante la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del
Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica NCBI
por sus siglas en Ingles.

De la preservacion: se realiza después de la verificacion del

inserto por medio de secuenciacién, se almacena en glicerol
30% a-70°C.

Figura 1. Adquisicion de material y donaciones de investigadores
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Figura 2. Proceso de pl(r)gservauon de DNA plasmidico
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Resultados

A la fecha se cuenta con un total de 1518 viales con DNA
plasmidico conservados a -20°C que corresponden a 85
especies de plagas tales como Xylella fastidiosa,
Guignardia bidwellii, Potato virus Y strain NTN, Potato
mop-top virus, Ditylenchus dipsaci, D. destructor,
Globodera rostochiensis, G. pallida, Meloidoigyne
chitwoodi, Citrus cachexia viroid, Avocado sunblotch viroid,
Maize bushy stunt phytoplasma, Ceratitis capitata,
Grapholita packardi, entre otros.

Se cuenta con 1 base de archivos .abl de las especies
clonadas (Figura 3)
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(=) Descriptions

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0
i1 Alignments o

Cucumber green mottle mosaic virus isolate CGMMVY-NMG coat protein (cp) gene, complete cds 898 898 100% 00 100% KY977430.1

- Cucumber green mottle mesaic virus isolate pXT1-CGMMY, complete genome 893 893 100% 0.0 99% KY753020.1
Cucumber green mottle mesaic virus isolate eWT, complete geneme 893 893 100% 0.0 99% KY753028

| Cucumber green mottle mosaic virus isolate C284R ..complete genome 893 893 100% 0.0 99% KY753027 -1

Figura 3. Resultado del analisis de la secuencia en el GenBank del NCBI,
obteniendo una identidad del 100%, una cobertura del 100% y 0% de error.

Conclusiones

El contar con un banco de controles de RNA , gDNA y DNA
plasmidico fortalece al diagnostico fitosanitario, coadyuva
a la estandarizacion de protocolos de deteccion por
técnicas moleculares y apoya investigacion fitosanitaria en
México.
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