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RESUMEN

Los virus que afectan al sorgo estan distribuidos mundialmente y causan dafios
economicos al hospedante. Estos virus invaden casi todas las células de la planta y
generalmente son transmitidos mediante inoculacién mecénica. Algunos son
restringidos a las células del floema y son transmitidos principalmente por insectos. En
sorgo han sido reportados unos 27 virus o razas virales capaces de causarle
enfermedades. Sin embargo, solo algunos de ellos son considerados importantes y otros
han sido transmitidos en condiciones experimentales. Los sintomas que inducen los
virus en sorgo son variados, v entre ellos se encuentran: mosaico, moteado,
amarillamiento, enrojecimiento, necrosis de hojas, tallos y pedinculos,
achaparramiento, arrosétamiento, excesivo macollar o rebrotamiento y esterilidad. La
primera enfermedad viral reportada en sorgo fue el mosaico de la cafia de azficar.
Actualmente, por su distribucién e importancia econémica, el mosaico enanizante del
maiz es la enfermedad viral del sorgo mas importante en el mundo. En esta revisién se
hace una descripcion breve de los virus que infectan en condiciones naturales al S0rgo
en Venezuela y en el ambito mundial. Ademas, se describen los fundamentos de las
técnicas moleculares utilizadas en la deteccion e identificacidn de virus.

Palabras clave: sorgo, Sorghum bicolor, virus, identificacion, técnicas
moleculares, Venezuela.

SUMMARY

Sorghum viruses are distributed world-wide and cause economic damage to the
host. These viruses invade nearly all plant cells and normally are transmissible by
mechanical inoculation. Some are restricted to phloem cells and are transmitted mainly
by insects. In sorghum, about 27 viruses or viral strains have been reported to cause
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diseases throughout the world. However, some of them are only considered important
and others have been transmitted under experimental conditions. Symptoms caused by
viruses in sorghum are varied. They may cause mosaic, mottling, yellowing, reddening,
necrosis of leaves, stems, and peduncles, stunting, rosetting, excessive tillering, and
sterility. The first viral disease reported on sorghum was sugarcane mosaic. At present
time, the most important viral disease of sorghum in the world, in regard to distribution
and economic importance, is maize dwarf mosaic. In this revision, a brief description is
made of the viruses that infect sorghum in natural conditions in Venezuela and the
world. In addition, the fundaments of the molecular techniques used in the detection
and identification of sorghum viruses are described.

Key words: sorghum, Sorghum bicolor, virus, identification, molecular
techniques, Venezuela.

INTRODUCCION rebrotamiento y esterilidad (Frederiksen

Los virus que afectan al sorgo 1986).
[Sorghum bicolor (L.) Moench] estan
distribuidos mundialmente y causan
dafios econémicos al hospedante. Estos
virus invaden casi todas las células de la
planta y normalmente son transmitidos

El objetivo de esta revision es poner
al alcance de los estudiantes de
Agronomia, de pregrado y postgrado,
técnicos e investigadores interesados en
las enfermedades del sorgo, una
descripcién breve de los virus que
afectan a este cereal en Venezuelay enel
ambito mundial. Ademas, se describen
los fundamentos de las técnicas
moleculares utilizadas para deteccién e
identificacién de virus en sorgo y en

mediante inoculacién mecdnica.
Algunos son restringidos a las células
del floema y son transmitidos
principalmente por insectos. Las plantas
infectadas son generalmente mas
susceptibles que las sanas a estrés fisico
e infeccion por otros patégenos )
(Frederiksen 1986, Toler y Giorda  Ctroscultivos

1992).
VIRUS QUE INFECTAN AL

Los sintomas que inducen los virus SORGO EN CONDICIONES

en sorgo son muy variados. Pueden
causar mosaico, moteado, diversos
grados de amarillamiento y enrojeci-
miento, y necrosis de hojas, tallos y
pediinculos. Otros sintomas importantes
de infeccidon son achaparramiento,
arrosetamiento, excesivo macollar o

NATURALES

En el ambito mundial se han
descrito unos 27 virus patégenos del
sorgo, de los cuales 14 de ellos lo
infectan en condiciones naturales y 13
s6lo lo han infectado en condiciones
experimentales (Toler 1980, Frederiksen
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1986, Brunt ef al. 1996). A continuacién
se describen brevemente los principales
virus que infectan al sorgo en
condiciones naturales en diferentes
partes del mundo.

Virus del mosaico de la cafia de azicar
(Sugarcane mosaic virus, SCMYV)

El SCMYV es probablemente el mas
cosmopolita de todos los virus que
causan enfermedades en gramineas,
pudiéndose presentar en cualquier parte
del mundo donde se encuentren especies
susceptibles (Teakle er al. 1989). Fue el
primer virus citado en el cultivo del
sorgo y ha sido observado en Europa,
India, Australia y Norte, Centro y Sur
Ameérica, y causa pérdidas considerables
en cultivares susceptibles (Toler 1980).
En Venezuela, fue citado por primera vez
como patégeno del sorgo en 1969
(Ordosgoitti y Malaguti 1969). Sin
embargo, ya habia sido sefialado por
Alamo (1927) en cafia de azlcar
(Saccharum officinarumL.).

Los sintomas causados por el
SCMV en sorgo pueden ser muy
variados, y dependen fundamentalmente
del genotipo del cultivar, de la raza del
virus y del ambiente (Frederiksen 1986).
Sintomas de mosaico, moteado, estrias
clordticas y rojizas, necrosis y enanismo
de las plantas son caracteristicos del
SCMYV en sorgo (Toler 1980; Teakle et
al. 1989). La variabilidad sintoma-
tolégica producida por el SCMV en
genotipos de sorgo ha sido usada para la
diferenciacioén de sus razas y las de otros
virus con los cuales se encuentra
estrechamente relacionado (Tosic ef al.
1990).

El SCMYV es un miembro del grupo
potyvirus; presenta una particula
filamentosa, flexuosa, de aproximada-
mente 750 nm de largo y 12-13 nm de
ancho (Teakle et al 1989). Se han
descrito por lo menos unas 13 razas del
SCMV, las cuales van desde 1a A hasta la
M (Abbott y Tippett 1966; Koike y
Gillaspie 1976) y todas infectan al sorgo
(Toler 1980). Estas razas han sido
descritas sobre la base de sus
caracteristicas biolégicas en diferentes
partes del mundo, y se creia que
pertenecian a un mismo virus, debido a
que la mayorfa induce sintomas
similares en cafia de azicar, sorgo y maiz
(ZeamaysL..).

Sobre la base de estudios bioqui-
micos y serologicos, las razas del
SCMYV, junto con otras razas periene-
cientes al virus del mosaico enanizante
del maiz, fueron reagrupadas en cuatro
potyvirus diferentes: virus del mosaico
de la cafia de azicar, virus del mosaico
enanizante del maiz, virus del mosaico
del pasto johnson y virus del mosaico del
sorgo (Shukla et al. 1989, McKern et al.
1991).

En Venezuela han sido identificadas
las razas A (SCMV-A), B (SCMV-B), H
(SCMV-H) (Ordosgoitti y Gonzélez
1977; Ordosgoitti er al. 1985), D
(SCMV-D) (Blanco y Garrido 1996;
Garrido ef al. 1998) y MB (SCMV-MB)
(D’Limay Garrido 1995; Garrido 2000).
De estas razas, s6lo SCMV-D y SCMV-
MB han sido detectadas infectando
sorgo en condiciones naturales. Las
demds razas han sido encontradas
afectando cafia de azdcar. Reciente-
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mente se obtuvo un aislamiento viral de
cafia de aziicar que fue identificado
como SCMV-D (Garrido y Cuello 2000).

Este virus se transmite con facilidad
por inoculacién con savia (mecanica-
mente) y por varias especies de afidos de
manera no persistente. No existen
evidencias de transmision a través de la
semilla para las verdaderas razas del
SCMV. Sin embargo, el SCMV-MB
(anteriormente MDMV-B) se ha
transmitido en baja proporcion a través
de semilla de maiz (Teakle et al 1989).

Las propiedades del SCMV en jugo
crudo son: punto de inactivacién térmica
(PIT), 50-55 °C; punto final de dilucién
(PFD), 107210, y la longevidad in vitro
(LIV) a 20 °C de 1-2 dias (Abbott y
Tippett 1966; Teakle er al. 1989). Estos
valores pueden variar ligeramente de
acuerdo con el huésped, condiciones
ambientales y raza. Por lo tanto, son de
poca utilidad para la diferenciacion de
razas del virus (Abbotty Tippett 1966).

El SCMV infecta al sorgo, maiz,
cafia de azicar y numerosas gramineas
silvestres. Cereales cultivados como
trigo (Triticum aestivum L.), cebada
(Hordeum vulgare L.), arroz (Oryza
sativa L.) y centeno (Secale cereale L.),
raramente son infectados en forma
natural (Teakle er al 1989). En
Venezuela se le ha encontrado
infectando grama San Agustin
[Stenotaphrum secundatum (Walt.)
Kuntze] en condiciones naturales de
infeccion (Garrido er al. 1998).
Rosenkranz (1980) menciond que se
conocen 194 especies de gramineas

(pertenecientes a 72 géneros)
hospedantes de por lo menos una de las
razas del virus,

Con relacién al control de esta
enfermedad, laregulacién de vectores no
ha sido efectiva y es antieconémica. La
mejor medida es el uso de hibridos o
variedades resistentes o tolerantes. El
rendimiento total en granos de sorgo es
significativamente reducido cuando las
plantas son infectadas con el virus
(Frederiksen 1986).

Virus del mosaico enanizante del maiz
(Maize dwarf mosaic virus, MDMYV)

El MDMYV causa la enfermedad
viral mas importante del sorgo en todo el
mundo. Fue reconocido como patégeno
del sorgo en 1964 y posteriormente ha
causado graves epidemias en el cultivo
en diferentes paises (Toler 1985;
Frederiksen 1986). Posiblemente este
virus se presenta en cualquier parte del
mundo donde crece maiz y sorgo. Sin
embargo, no ha sido reportado de
Australia (Ford er al 1989). Los
sintomas inducidos por el MDMV
incluyen achaparramiento, mosaico,
enrojecimiento foliar, estrias clordticas,
retardo de la floracién, amarillamiento,
moteado, reduccién del tamafio y calidad
de la semilla, reduccidn del rendimiento
y muerte de algunos genotipos (Toler
1980).

En cultivares susceptibles puede
causar hasta 100% de pérdidas, si la
infeccién ocurre en los primeros estados
de crecimiento de la planta (Toler 1985).
En Venezuela, Rangel er al. (1996)
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encontraron que las plantas de sorgo
inoculadas con MDMV-V a los once dias
después de la siembra sufrieron retraso
en la floracién, disminucién del tamaiio
y peso de la planta, reduccién de la
longitud y peso de la panicula y menor
acumulacion de materia seca. El peso de
la panicula fue el componente del
rendimiento mdas afectado por la
infeccion viral, reduciéndose en mas de
50%.

El MDMV pertenece al grupo
potyvirus; presenta una particula con
forma de filamento flexuoso de 750 nm
de largo y 12-15 nm de ancho. Presenta
un PIT de 55 °C, un PFD de 10°, y una
LIV de 192 horas a 2-3 °C (Ford ef al.
1989). Las razas que se conocen
actualmente de este virus son: MDMV-
A, MDMV-D, MDMV-E, MDMYV-F
(Ford ef al. 1989; Shukla e al. 1989) y
MDMV-V (Garrido y Trujillo 1988). En
Venezuela han sido sefialadas MDMV-A
(Rangel ez al. 1995; Garrido et al. 1996)
y MDMV-V (Garrido y Trujillo 1988;
Garrido e al. 1994) infectando sorgo y
maiz.

El rango de huéspedes esta
restringido a la familia Gramineae. De
acuerdo con el analisis de la literatura
consultada, se conocen hasta el
momento aproximadamente 270
especies de gramineas hospedantes del
MDMYV y unas 200 especies sefialadas
como inmunes 0 no susceptibles
(Garrido y Trujillo 1992). Rosenkranz
(1981) cité que de 113 géneros
inoculados con MDMYV, 81 presentaron
una 0 mas especies susceptibles y 32
resultaron inmunes. Gramineas cultiva-

das como trigo, cebada, avena centenoy
arroz no son huéspedes del virus (Ford ez
al. 1989). El MDMYV infecta facilmente
al pasto johnson [Sorghum halepense
(L.) Pers.], mientras que el SCMV no
(Forderal 1989).

Este virus se transmite facilmente
por inoculacién con saviay de manerano
persistente por més de 20 especies de
afidos, entre los cuales se encuentran:
Macrosiphum euphorbiae, Schizaphis
graminum, Myzus persicae, Aphis
gossypiiy Rhopalosiphum maidis (Nault
y Knoke 1981; Ford er al. 1989). Los
afidos vectores adquieren el virus en
segundos o minutos, lo transmiten
inmediatamente, sin periodo de latencia,
¥y no lo retienen después de la muda. Los
adultos alados son los principales
responsables de la diseminacién en el
campo (White 1999). También el
MDMYV hasido transmitido a través de la
semilla, pero en proporcién muy baja
(Williams ez al. 1968).

En Venezuela, MDMV-V
constituye la raza mas diseminada de
este virus (Garrido er al. 1994). Tiene
como huéspedes naturales a las
gramineas falso johnson [Sorghum
verticilliflorum (Steud.) Stapf], falsa
pata de gallina [Digitaria sanguinalis
(L.) Scop.], paja de conejo (Paspalum
fimbriatum H.B.K.), paja peluda
(Rottboellia exaltata L.) y pasto johnson
(S. halepense) (Garrido y Trujillo
1989a). Su diseminacién en condiciones
de campo estd asociada con el afido
Rhopalosiphum maidis (Garrido y
Trujillo 1989b). Sin embargo, las
especies Schizaphis graminum, Aphis
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gossypii 'y Hysteroneura setariae han
sido sefialadas como vectores de esta
raza en condiciones de laboratorio
(Garrido y Cermeli 1994; Garrido y
Trujillo 1988).

Las medidas comunes de control del
MDMYV incluyen el uso de cultivares
resistentes o tolerantes y la erradicacion
del pasto johnson, lo cual minimiza la
fuente de virus. Estas medidas han
resultado efectivas relativamente, ya que
el pasto johnson es dificil de erradicar y
no se han encontrado hibridos inmunes
al virus. Por lo tanto, es deseable
incorporar otras estrategias adicionales
de control, tales como la eliminacion de
insectos vectores y cambios en la época
de siembra (All ez al. 1981; Frederiksen
1986).

Virus del mosaico del sorgo (Sorghum
mosaic virus, SrMV)

Este virus fue descrito por primera
vez por Abbott (1961), como una nueva
raza del SCMV. Posteriormente pasé a
ser un miembro independiente del grupo
potyvirus, formado por lasrazas H, [y M
del SCMV. En EE.UU. ha sido
encontrado principalmente en sorgo y
cafia de azicar, y ha sido reportado en
cafia de azicar en India, Japén y
Filipinas (Shukla er al 1992). En
Venezuela, existe un reporte en forma de
resumen sobre la identificacion de
SCMV-H infectando cafia de azucar
(Ordosgoitti y Gonzéalez 1977). Sin
embargo, esta raza no ha sido
completamente caracterizada.

El StMV infecta al sorgo, cafia de
azucar, pasto sudén [Sorghum sudanense
(Piper) Stapf] y diferentes cultivares de
maiz, pero no al pasto johnson ni a la
avena (4vena sativa L.). Los sintomas en
algunos cultivares de sorgo son
pequefias estrias de color verde
amarillento, que luego se transforman en
estrias necréticas de un color marrén
rojizo, seguido de un enrojecimiento
excesivo de la hoja. En otros cultivares
solamente desarrolla un mosaico. En
cafia de azlcar produce un mosaico
suave que, generalmente, desaparece
con la edad de la hoja. También pueden
observarse otros sintomas como
clorosis, enanismo y un excesivo
macollar (Shuklaezal 1992).

La particula viral del SrMV es un
filamento flexuoso de 750 nm de largo,
el cual contiene una hebra simple de
ARN. En las células del hospedante
induce la formaciéon de inclusiones
citoplasmaticas de tipo molinetes,
tubulares y amorfas. Ademds, al igual
que otros potyvirus, induce la formacién
de vesiculas e inclusiones cristalinas en
el citoplasma. Presentaun PIT entre 49 y
51 °C. Es transmitido mecédnicamente y
de manera no persistente por el 4fido
Dactynotus ambrosiae (Thomas). No se
han encontrado evidencias de trans-
misién a través de la semilla (Shukla ef
al. 1992).

Virus del mosaico del pasto johnson
(Johnsongrass mosaic virus, JGMV)

El JGMV infecta al pasto johnson,
maiz, sorgo, avena y muchas otras
gramineas perennes y anuales, las cuales




Virus del sorgo / Garrido

se consideran importantes reservorios
naturales del virus. Los sintomas
producidos en algunos cultivares
comerciales de sorgo forrajero y granero
son mosaico, puntos necréticos y
algunas veces se puede observar un
achaparramiento. En maiz produce
mosaico, clorosis, manchas anilladas y
en algunos casos un enanismo severo
(Shuklay Teakle 1989).

Actualmente se conocen tres razas
de este virus: SCMV-Jg, MDMV-KS1 y
MDMV-O (Shukla y Teakle 1989;
Shukla et al 1989), de las cuales
MDMV-0O ha sido identificada
infectando sorgo en Venezuela(Garrido
y Trujillo 1993), pero se conoce muy
poco sobre su distribucién. En cuanto a
la estabilidad en savia, presenta un PIT
cercano a 60 °C, una L1V de dos diasa 20
°C y un PFD cercano a 10” (Shukla y
Teakle 1989).

El JGMYV pertenece al grupo de los
potyvirus; presenta una particula con
forma de filamento flexuoso, de 750 nm
de largo y 12 nm de ancho. Produce
inclusiones en forma de molinetes en las
células infectadas. Es transmitido
mecanicamente y de manera no persis-
tente por los &fidos Aphis craccivora, A.
gossypii, Myzus persicae y
Rhopalosiphum maidis. No se transmite
a través de la semilla de maiz dulce
{Shuklay Teakle 1989).

Virus del enanismo clorético del maiz
(Maize chiorotic dwarfvirus, MCDV)

El MCDV ha sido encontrado en
sorgo so6lo en EE.UU., particularmente

en Mississippi, Louisiana y Texas. Es
transmitido de manera semipersistente
por los saltahojas Graminella nigrifrons
y G sonora. La enfermedad no tiene
importancia econdémica en sorgo
(Frederiksen 1986).

Los sintomas del MCDV en sorgo
granero son un ligero achaparramiento
(observado solamente en el campo) y
clorosis de las nervaduras terciarias. El
virus infecta al pasto sudan, sorgo dulce,
sorgo granero, pasto johnson y otras
gramineas, y produce la misma
sintomatologfa en todas ellas (Toler
1980; Frederiksen 1986).

El MCDV pertenece al grupo
waikavirus; presenta particulas
isométricas de 30 nm de didmetro,
usualmente embebidas en inclusiones
citoplasmaticas granulares densas.
Posee un estrecho rango de huéspedes
dentro de la familia Gramineae. La
distribucién de la enfermedad estd
limitada a las areas donde el pasto
johnson y los insectos transmisores son
abundantes. Al MCDV no se le conocen
razas, ni diferencias seroldgicas entre
aislamientos (Gingery et al. 1978).

El uso de herbicidas para eliminar o
controlar el pasto johnson y aplicaciones
de insecticidas para reducir las
poblaciones de saltahojas es efectivo
para reducir el reservorio y/o prevenir la
transmision. Hasta el momento no han
sido desarrollados cultivares de sorgo
resistentes (Frederiksen 1986).

Infecciones mezcladas de MCDV y
MDMV han sido detectadas, ya que
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ambos virus sobreviven en el pasto
johnson. También se han sefialado
infecciones dobles de MCDV y el
micoplasma causante del achaparra-
miento amarillo del sorgo (Frederiksen
1986).

Los saltahojas adquieren el virus al
momento de alimentarse sobre plantas
enfermas y pueden transmitirlo a las
sanas después de dos horas hasta por 48
h, cuando deja de ser virulifero
(transmisidn transitoria). El virus no es
retenido después de la muda, ni pasa a
los huevos. No se transmite mecénica-
mente ni a través de la semilla, contacto
entre plantas o polen (Gingery et al.
1978; Frederiksen 1986),

Virus del rayado del maiz (Maize
streak virus, MSV)

El MSV pertenece al grupo de los
geminivirus; sus viriones son gemi-
nados, con un tamafio de 18 x 30 nm. Se
encuentra diseminado en Africa, India,
Yemen y en las islas de Mauritius,
Madagascar y Reunién. Infecta
numerosas especies pertenecientes a la
familia Gramineae, entre las cuales se
encuentran maiz, sorgo, cebada, avena,
arroz, centeno y varias malezas
(Damsteegt 1981; Brunt ez al. 1996). El
genoma consiste de una cadena simple
(circular) de ADN y los viriones se
localizan en todas las partes del
hospedante. Las células infectadas
presentan inclusiones cristalinas en el
nucleoy viroplasmas (Bruntetal. 1996).

Los sintomas iniciales son manchas
cloréticas o blanquecinas que se elongan

para transformarse en rayas confinadas
al espacio internerval. Posteriormente,
estas rayas se tornan més pronunciadas y
se fusionan total o parcialmente para
formar bandas clordticas mas anchas.
Ademas, puede inducir achaparra-
miento, retorcimiento del cogollo y
esterilidad (Damsteegt 1981). En la
India es frecuente encontrar este virus en
sorgo en condiciones naturales de
infeccion (Toler 1980).

El MSV se transmite de manera
persistente por varias especies del
genero Cicadulina (saltahoja), de las
cuales la mas importante es C. mbila. El
virus es retenido cuando muda el insecto,
no se multiplica en el vector y no se
transmite congénitamente a la progenie;
no se transmite mecénicamente, por
contacto entre plantas, semilla o polen
(Damsteegt 1981; Bruntes al. 1996).

Virus del bandeado amarillo del sorgo
(Sorghum yellow banding virus,
SYBYV)

Este virus fue identificado como
patdgeno del sorgo forrajero en 1987, en
Texas y California (EE.UU.). En
Venezuela, ha sido detectado en sorgo
forrajero (Garrido y Alfaro 1994) y sorgo
granero (Garrido et al 2000), y hasta
ahora s6lo ha sido encontrado en
siembras ubicadas en el estado Aragua
(Garrido y Trujillo 2000). Los sintomas
que induce en las plantas infectadas son
estrias y bandas clordticas, enanismo,
necrosis sistémicay muerte.

El SYBV se transmite mecénica-
mente con dificultad (2-10% de
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transmision) y los sintomas aparecen 15-
25 dias después de la inoculacién
(Giorda et al. 1987; Klaassen y Falk
1989). Hasta el momento no se le
conocen vectores. Sin embargo, algunos
resultados evidencian que un
mecanismo a través del suelo pudiera
estar asociado con su transmision
(Odvody et al. 1990). Giorda er al
(1987) no pudieron transmitir el virus a
través de los éafidos Rhopalosiphum
maidis y Schizaphis graminum. Garrido
y Trujillo (2001a) incrementaron el
porcentaje de transmisién en 60-85% al
utilizar un método de puncién vascular
de semillas de maiz; los sinfomas
aparecian en la primera o segunda hoja.
Los mismos autores propusieron un
grupo de tres lineas de sorgo (QL-3, QL-
11y BTx-3197) que permiten separar, en
base a sintomas, al SYBV de las razas de
los potyvirus que infectan al sorgo en
Venezuela (Garrido y Trujillo 2001b).

Presenta particulas isométricas de
25 nm de didmetro con un S, de
aproximadamente 109. Contienen una
cadena simple de ARN y una céapside
proteica sencilla con un peso molecular
de aproximadamente 29.000 daltons. No
esta relacionado seroldgicamente con
ningun 'virus de particulas isométricas
pequeiias, bien caracterizado, que
infecte gramineas, incluido el virus del
mosaico del panicum, el virus del
declinamiento de la grama San Agustiny
varios miembros del grupo sobemovirus
(Klaasseny Falk 1989). Presenta unaalta
estabilidad en savia y no se transmite a
través de la semilla de sorgo (Garrido ef
al. 2000).

EISYBYV tiene un estrecho rango de
huéspedes, limitado a las gramineas
(Klaassen y Falk 1989). Los huéspedes
detectados hasta ahora son: sorgo, maiz,
pasto sudan, pasto johnson, Pennisetum
glaucum y Setaria itdlica (Giorda et al.
1988; Klaassen y Falk 1989). En
Venezuela tiene como hospedantes
naturales al pasto johnson y al falso
johnson (Garrido y Trujillo 1997). Tiene
la particularidad de infectar algunas
lineas de sorgo como la QL-3, la cual es
inmune a todas las razas del MDMV y
SCMV conocidas, y que son utilizadas
como fuente de resistencia en los
programas de mejoramiento de sorgo
(Giordaetal 1988).

Virus del mosaico enanizante del
sorgo (Sorghum stunt mosaic virus,
SSMY)

El SSMV fue descrito por primera
vez en California (EE.UU.), en 1981.
Pertenece al grupo de los rhabdovirus;
los viriones tienen forma de balay miden
aproximadamente 68 x 220 nm. Los
sintomas predominantes en sorgo son:
moteado clorético y necrdtico, estriado
de las hojas, enanismo severo y
reduccién en el nimero de semillas.
Ademas del sorgo, infecta al mafz y al
trigo, en los cuales induce sintomas
similares a los causados en sorgo
(Mayhewy Flock 1981).

El virus no se transmite mecanica-
mente. Sin embargo, es transmitido
eficientemente por el saltahoja
Graminella sonora (Ball). Esta ultima
caracteristica lo diferencia del virus del
mosaico del maiz (MMYV), el cual es

38



Rev. Unell. Cien. Tec. 19: 30-53. 2001

transmitido por el saltahoja Peregrinus
maidis; ademas, el MMV no infecta al
trigo (Mayhew y Flock 1981;
Frederiksen 1986). La sintomatologia, la
morfologfa de la particula y la evidencia
citolégica sugieren que el SSMV esti
relacionado con el virus del mosaico del
maiz, el cual habita en Hawaii y muchas
areas del Caribe (Mayhew y Flock
1981).

En transmisiones experimentales se
ha obtenido 100 % de transmision
cuando se le ha permitido a los insectos
un periodo de acceso a la adquisicion de
48 horas y un periodo de acceso a la
inoculacion de 24 horas. La eficiencia de
transmision fue més alta a 30 °C o mas,
mientras que a 16 °C no ocurrid
transmisidn. El periodo de incubacién es
de9-11 dias (Creamery He 1996),

Virus del mosaico del bromo (Brome
mosaic virus, BMYV)

Este virus fue encontrado
infectando sorgo en condiciones
naturales en Texas, EE.UU., en 1975, y
probablemente esta distribuido en todo
el mundo en algunos de sus huéspedes
naturales. El virus ademés del sorgo
también infecta al trigo, avena, maiz,
cebaday centeno. EIBMV ensorgo es de
poca importancia econémica, pero es
una amenaza potencial que podria
alcanzar proporciones de epidemia
(Damsteegt 1981; Frederiksen 1986).

Las plantas de sorgo infectadas con
el BMV presentan hojas muy angostas y
estrias cloréticas intervenales que en
algunos casos parece un moteado. El

virus persiste en varios cereales y
gramineas perennes. Las plantas
inoculadas mecanicamente pueden
tornarse enanas (Lane 1977; Toler
1980). E1 BMV causa una reaccién letal
indicadora en los cultivares de maiz
dulce Golden Giant y Nort Star
(Frederiksen 1986). Se distingue de
otros virus que infectan gramineas por
los sintomas que induce en maiz y su
habilidad para infectar varias especies
pertenecientes a la familia Chenopo-
diaceae (Brunteral. 1996).

El BMV pertenece al grupo
bromovirus; presenta una particula
isométrica de aproximadamente 25 nm
de diametro y contiene cuatro ARN
componentes. Es ftransmitido por
inoculacién mecanica y por varias
especies de coledpteros y nematodos
(Xiphinema); no se transmite por
semilla, afidos o 4caros. Presenta un PIT
de80°C,unPFD de 107- 107, y unaLIV
de 28 dias, y més de un afio en tejidos de
hojas secadas al aire (Lane 1977). von
Wechmar e al. (1984) demostraron que
el BMV podia ser transmitido a través de
la semilla de trigo, y determinaron que
semillas aparentemente sanas contenian
una alta contaminacién superficial con
el virus.

Numerosos cultivares de sorgo son
susceptibles al BMV después de ser
inoculados mecéanicamente y algunos
pueden ser utilizados como huéspedes
diferenciales. Sin embargo, se ha
encontrado resistencia al virus en
algunos cultivares, los cuales no
desarrollan sintomas (Frederiksen
1986).
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Virus de la mancha clorética del sorgo
(Sorghum chlorotic spot virus,SgCSYV)

El SgCSV fuereportado por primera
vez como patdgeno del sorgo en Kansas,
EE.UU., sin evidencias posteriores de
diseminacién. Los sintomas que causa
son manchas clordticas elongadas
(sintomas tipicos) y manchas anilladas,
asf como amarilla-miento en las hojas de
lineas de sorgo y maiz infectadas
sistémicamente. Ademds de estas
gramineas, también infecta otras
especies pertenecientes a las familias
Chenopodiaceae y Solana-ceae. Es
transmitido mecéanicamente y en la
naturaleza se sospecha que sea
diseminado a través de un hongo
(Kendalleral. 1988; Brunteral. 1996).

Las particulas virales tienen forma
de wvarillas rigidas y presentan dos
tamafios diferentes: 140 y 260 nm de
longitud y 20 nm de diametro. En
preparaciones purificadas se observa al
microscopio electrénico que las
particulas de mayor tamafio se
encuentran en mayor concentracion.
Cada virién estd compuesto de una
capside proteica de 20,5 Kda que
encapsida dos tipos de ARN, los cuales
tienen .poca o ninguna homologia
(Kendaller al. 1988).

El SgCSV es considerado un
miembro del grupo furovirus y esta
serologicamente relacionado con el virus
del mosaico del trigo diseminado a
través del suelo (wheat soil-borne
mosaic virus, WSBMV), el miembro
tipo del grupo antes citado. Ademas, la
morfologia de las particulas, las

propiedades fisico-quimicas y la
organizacién del genoma son casi
idénticas al WSBMV (Kendall et al.
1988).

Virus del estriado del maiz (Maize
stripe virus, MStpV)

Conocido en Venezuela como
"virus de la hoja blanca" (Trujillo e al.
1974), causa en maiz una de las
principales enfermedades que afecta a
ese cultivo (Lastra y Trujillo 1977;
Garrido y Ferreira 1988). Se encuentra
diseminado en Africa, Australia,
EE.UU., Pert, Venezuela y varias islas
del Caribe (Gingery 1985).
Originalmente fue descrito como una
particula icosahédrica (Kulkarni 1973;
Trujillo et al 1974), pero estudios
posteriores lo describen como una
nucleoproteina filamentosa que mide
alrededor de 3 nm de didmetro (Gingery
1985; Gingery et al. 1979).

Pertenece al grupo tenuivirus y es
transmitido de manera persistente por el
saltahojas Peregrinus maidis; es
retenido por el vector después de la
muda, se multiplica en el insecto y se
transmite congénitamente a la progenie
através de los huevos. No es transmitido
mecanicamente, ni por contacto entre
plantas, semillas o polen (Gingery 1985;
Gingery et al. 1981). En sorgo causa
clorosis, floracion prematura y excesivo
macollar. Numerosos sorgos silvestres
son huéspedes del virus en Australia
(Greber 1981; Gingery ef al. 1981).

En Venezuela fue citado en sorgo
por primera vez por Ferreira er al.
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(1989). Las plantas afectadas presen-
taban estrias clordticas interrumpidas
que algunas veces coalescian y
formaban bandas clordticas o
blanquecinas a lo largo de casi toda la
hoja. En el maiz y la paja peluda la
sintomatologia era més severa y los
porcentajes de infeccidn eran més altos
que en el caso del sorgo. Ademas, las
plantas infectadas presentan paniculas
de menor tamafio y un ligero achaparra-
miento (Garrido, M. J., no publicado).

Virus de la enfermedad de Fiji de la
cafia de azicar (Sugarcane Fiji disease
virus, SFDV)

Este virus se encuentra distribuido
en Australia, Fiji, Filipinas, Tailandia,
Nueva Guinea, Java y New South Wales
(Damsteegt 1981; Brunt ef al 1996).
Los sintomas de la enfermedad de Fiji
incluyen agallas o enaciones sobre el
envés de las hojas y sobre los tallos.
Ademas, se presenta acortamiento de los
tallos con hojas endurecidas y mal
formadas, plantas sin panojas o con
panojas raquiticas que se tornan
prematuramente de color marrén (Toler
1980).

El SFDV es un miembro del grupo
fijivirus, familia reoviridae, y es
transmitido de manera persistente por
los saltahojas Perkinsiella saccharicida,
P. vitiensis y P. vastatrix. El virus no se
pierde con la muda del insecto, es
transmitido congénitamente a la
progenie y no es transmitido mediante
inoculacion mecédnica (Brunt et al

1996). Presenta una particula isométrica
de 70 nm de diametro y contiene doble
cadena de ARN (Hutchinson y Francki
1973).

Virus del arrosetamiento del mani
(Peanut clump virus, PCV)

Es un miembro del grupo furovirus
y se encuentra localizado en Africa
Occidental (Costa de Marfil, Senegal y
Alto Volta). Infecta algunas especies de
las familias Aizoaceae, Amaranthaceae,
Chenopodiaceae, Cucurbitaceae,
Gramineae, Leguminosae,
Scrophulariaceae, Solanaceae y
Tetragoniaceae. De las especies que
infecta, algunas son utilizadas como
plantas indicadoras, tal es el caso de
Chenopodium amaranticolor
(Thouvenel y Fauquet 1981; Brunt et al.
1996).

Las particulas del PCV son bastones
rigidos de dos longitudes: 190 y 245 nm
de largo y 21 nm de ancho. Presenta un
PIT de 64 °C, PFD de 10" y LIV de 28
dias. Los viriones se localizan en el
citoplasma e invaden todas las partes del
huésped. En las células infectadas no se
observan inclusiones citoplasmaéticas
(Brunt ef al 1996). El virus es
transmisible mecanicamente en baja
proporcidén y por el hongo Polymyxa
graminis a gramineas y mani (Arachis
hypogaea L.); ademas, se transmite por
injerto y semilla (Thouvenel y Fauquet
1981).

El millo gigante [Sorghum
arundinaceum (Desv.) Stapf] es un
huésped natural asintomético de este
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virus y las plantas no son infectadas
mediante inoculacién mecanica con
extractos de hoja, pero si con extractos
deraices infectadas. Las plantas de sorgo
son rapidamente infectadas si son
plantadas en suelos contaminados con el
hongo vector (Frederiksen 1986).

Virus del estriado amarillo del maiz
(Maize yellow stripe virus, MYSV)

Fue detectado por primera vez en
Egipto en 1981-1982. Es transmitido de
manera persistente por el saltahoja
Cicadulina chinai Ghauri, pero no por
otras especies de saltahojas o
mecanicamente. Ademdas del maiz
infecta al sorgo, trigo y cebada. En las
plantas infectadas este virus induce tres
tipos de sintomas: estrias finas, estrias
gruesas y enanismo clordtico (Ammar et
al. 1989; Ammar et al. 1990). Los dos
tipos de estrias pueden ser producidos en
hojas separadas de la misma planta, pero
no han podido ser aislados en plantas
diferentes mediante transmisiones con
un solo saltahoja. El trigo, la cebada y,
posiblemente, algunas malezas
gramineas pueden servir de reservorios
naturales del MYSV y su saltahoja
vector (Ammar et al. 1989).

El MYSV estd asociado con
estructuras filamentosas del tipo
tenuivirus, ademds de estructuras
filamentosas helicoidales (Ammar et al.
1989). Preparaciones purificadas de
plantas infectadas naturalmente
contenian filamentos finos de 4-8 nm de
diametro. Extractos crudos de MYSV no
reaccionaron en pruebas de Elisa con
antisueros contra MStpV y otros virus

que infectan al maiz (Ammar et al
1990).

VIRUS TRANSMITIDOS
EXPERIMENTALMENTE
A SORGO

En condiciones de laboratorio el
sorgo ha sido infectado por varios virus,
los cuales son citados a continuacién.
Ademads, se menciona la forma y el
tamafio de la particula, asi como la
manera de diseminacién del virus en
condiciones naturales. Cuando no se le
conoce vector se cita otra forma de
transmisidén. Estos virus son los
siguientes:

Barley stripe mosaic virus
(bastones: 130x20 nm; semilla), barley
yellow dwarf virus, (isométrica: 25 nm;
afidos), bermuda grass etched-line virus
(isométrica: 30 nm; saltahoja), cassia
mild mosaic virus (filamentosa: 640x15
nm; mecanica), cucumber mosaic virus
(isométrica: 30 nm; afidos), cynodon
mosaic virus (filamentosa: 500-630 nm;
afidos); elephant grass mosaic virus
(filamentosa: 730 nm; mecdnica);
foxtail mosaic virus (filamentosa:
500x15 nm; mecéanica), guinea grass
mosaic virus (filamentosa: 825x15 nm;
afidos); maize chlorotic mottle virus
(isométrica: 30 nm; coledpteros), maize
mosaic virus (baciliforme: 225x90 nm;
saltahoja), maize rough dwarf virus
(isométrica: 70 nm; saltahoja) y panicum
mosaic virus (isométrica: 28-30 nm;
mecanica) (Damsteegt 1981;
Frederiksen 1986; Martins y Kitajima
1993; Bruntetal 1996).
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VIRUS QUE INFECTAN SORGO
IDENTIFICADOS EN
VENEZUELA

Las investigaciones realizadas en
Venezuela han permitido identificar en
sorgo cinco virus: virus del mosaico de
la cafia de azGcar (Ordosgoitti y
Malaguti 1969; Garrido 2000), virus del
mosaico enanizante del maiz (Toler ef al.
1982; Garrido y Trujillo 1988), virus de
la hoja blanca del maiz (Ferreira er al.
1989), virus del mosaico del pasto
johnson (Garrido y Trujillo 1993) y el
virus del bandeado amarillo del sorgo
(Garrido y Alfaro 1994; Garrido et al.
2000). Las razas de estos virus que han
sido identificadas en el pais aparecen
mencionadas en la deseripcion que se
presenta de cada uno de ellos en esta
revision.

DETECCION E IDENTIFICACION
DE VIRUS EN SORGO

La deteccion inicial de los virus del
sorgo en el campo se basa en la
observacion de los sintomas en el
hospedante. Sin embargo, muchos
sintomas virales pueden ser confundidos
con los causados por micoplasmas,
rickettsias o con sintomas de
anormalidades genéticas y nutricio-
nales, lo cual pueden causar falsas
identificaciones (Toler y Giorda 1992).
Para establecer medidas de control de
una enfermedad viral en sorgo, el
diagndstico debe ser preciso,
fundamentado en un estudio rutinario
basico. El uso de plantas indicadoras
(huéspedes diferenciales) y el estudio
del rango de huéspedes son muy
importantes en el diagnéstico inicial. En

este diagnédstico se pueden incluir
estudios microscdpicos de inclusiones
celulares. Luego, se pueden realizar
observaciones répidas al microscopio
electronico y estudios serologicos, en
forma independiente o combinados
(Toler y Giorda 1992).

Los estudios al microscopio
electrénico suministrarian informacion
sobre la forma de la particula, y la
serologia podria mostrar relaciones con
otros virus conocidos. Para tener un
buen criterio sobre un determinado
virus, es necesario purificarlo y obtener
antisuero. Después de la purificacion se
puede obtener informacién sobre otros
aspectos, tales como el coeficiente de
sedimentacion, el peso molecular, el
punto isoeléctrico, el coeficiente de
extincion y la relacion A260/A280. Los
estudios moleculares identificarfan los
tipos de proteinas, aminoécidos
terminales y proteinas inducidas por el
virus, pero que no forman parte de la
particula. También se analizaria el dcido
nucleicoy se caracterizarian los lipidos y
poliaminas presentes (Toler y Giorda
1992).

Los métodos tradicionales de
deteccion y diagnéstico de virus de
plantas incluyen: sintomas, transmisi-
bilidad, rango de huéspedes, relaciones
virus/vector, propiedades inmuno-
l6gicas, fisicas y quimicas de la particula
viral, morfologia, proteina de la capside
y genoma (Hamilton er al 1981). Con el
desarrollo de la biotecnologia, nuevos
métodos basados en la hibridacion de
acidos nucleicos, clonaje y secuencia-
cién, asi como también ARN-ds viral
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especifico, son usados para la deteccion
y el diagndstico. La identificacion de un
virus comprende la evaluacién de todas
las evidencias, positivas o negativas, y
demuestran si el virus en cuestién esta
relacionado ¢ no con virus conocidos
que infectan al sorgo, o establecen la
identidad de un nuevo virus (Toler y
Giorda 1992).

PRINCIPALES TECNICAS
MOLECULARES PARA
LADETECCION E
IDENTIFICACION DE VIRUS

Antes de describir brevemente las
técnicas moleculares, es importante
mencionar el fundamento de una prueba
seroldgica, dada su iniportancia en el
diagnéstico de virus de plantas. La
serologia es una de las principales
formas de identificar virus y de
establecer la relacion o las similitudes
entre éstos. Es util para cuantificar la
concentracion de un virus y puede servir
para indicar su presencia hasta en plantas
que no muestran sintomas. Muchas de
las pruebas seroldgicas son rapidas y
requieren poco equipo. Las reacciones
serolégicas son el resultado de la
combinacion especifica entre antigenos
y anticuerpos. Un antigeno es una
sustancia (generalmente una proteina)
que cuando se inyecta a un animal
(conejo o ratén) induce a la formacién de
proteinas que reaccionan especifica-
mente con el antigeno y se denominan
anticuerpos (Hampton et al. 1990).

La capa proteica de los virus es la
que induce a la formacién de
anticuerpos, ya que posee determinantes
especificos, componentes fundamen-

tales para su identificacion, clasificacion
y conocimiento de la relacion que
pudiera existir entre ellos. Estos
anticuerpos pertenecen al grupo de las
gammaglobulinas, se hallan principal-
mente en el suero sanguineo (antisuero),
y constituyen una respuesta inmuno-
légica o defensa a la introduccion del
agente infeccioso o antigeno que
provoco su origen (virus). Anticuerpos
producidos contra un virus especifico se
uniran a ese virus. Las pruebas
serologicas difieren en como se detecta
esaunién (Hamptoner al. 1990).

Los métodos seroldgicos aplicados
al diagnéstico y ala identificacion de los
virus de plantas son muy numerosos. La
Sociedad Americana de Fitopatologia
(APS) publicéd un manual que describe
un amplio nimero de procedimientos
serolégicos utilizados en virologia
vegetal (Hampton ef al. 1990). En esta
revision sdélo se describen muy
brevemente cuatro de los mas utilizados
en la actualidad: método de
Ouchterlony, ELISA, microscopia
electrénica inmunosorbente y dot blot.
Ademads, se describen oftras técnicas
moleculares como hibridacién
molecular, reaccién en cadena de la
polimerasay electroforesis.

Método de Ouchterlony o doble
difusion en agar. Es uno de los métodos
serologicos més utilizados en virologia
vegetal. Depende de la formacion de una
linea de precipitacion en el lugar donde
se encuentran el antigenoy el anticuerpo
al difundir en un gel. Ademas de ser un
método muy utilizado en el diagnéstico,
es muy importante en el estudio de las
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relaciones serologicas existentes entre
virus. Cuando dos antigenos difunden
en un gel desde posiciones vecinas hacia
la misma fuente de anticuerpos se
pueden observar tres patrones diferentes
de precipitacion en el lugar en que las
lineas se juntan: a) cuando ambas lineas
se fusionan; b) cuando hay formacioén de
espoldn o fusion parcial de las lineas; ¢)
cuando las lineas de precipitacion se
entrecruzan. Estos patrones de
precipitacién representan reacciones de
identidad, identidad parcial y no
identidad entre los antigenos correspon-
dientes.

La doble inmunodifusion es un
método sencillo y barato. Sin embargo,
tiene las desventajas de requerir gran
cantidad de antisuero y de no poder ser
usado con el extracto crudo de muchas
plantas hospedantes naturales, debido a
la baja concentracidn de virus presente
en ellas, o ala presencia de factores en el
extracto que interfieren con la reaccion
(Hampton et al. 1990; Fernandez 1995).

ELISA (enzyme-linked immuno-
sorbent assay). Una de las variantes
mas utilizadas de esta técnica es el
"doble sandwich de anticuerpo”
(ELISA-DAS) y constituye la
metodologia utilizada en el diagnostico
de virus de plantas a gran escala.

La fraccién de gammaglobulina
precipitada de un antisuero se absorbe
en los orificios de una placa de
microtitulo de poliestireno y
posteriormente se lava el exceso de
anticuerpos. Las muestras estudiadas
(generalmente savia de plantas

infectadas) se agregan a los orificios y se
incuban para que el virus pueda
reconocer su anticuerpo especifico;
luego, se remueve la savia mediante
lavado. Una fraccién de gamma-
globulina adicional se conjuga con
fosfatasa alcalina, se agregan alicuotas a
cada orificio y se incuba. Si el virus esta
presente en el hueco, el conjugado
enzima-anticuerpo se une al virus
durante la incubacién. Posteriormente se
lava y se adiciona el sustrato (p-
nitrofenil fosfato) a cada orificio y se
incuba. La reaccién positiva se
evidencia por el desarrollo de una
coloracién amarilla claramente mds
intensa que en los testigos, lo cual
permite la evaluacién visual cualitativa
y/o la evaluacién colorimétrica
cuantitativa de la relacién antigeno/
anticuerpo. Una molécula de enzima
puede catalizar la conversién de muchas
moléculas del sustrato, lo cual permite
que pequefias cantidades de antigeno
puedan ser detectadas.

ELISA es un método que presenta
una alta sensibilidad, lo cual le permite
detectar concentraciones muy bajas de
virus (1-10 ng/ml). Ademds, es
relativamente simple, rapido, requiere
de poca cantidad de antisuero, su costo
es moderado y permite manejar un gran
numero de muestras. El equipo
requerido para la deteccion rutinaria de
algunos virus de plantas por esta técnica
se encuentra disponible en forma
comercial, y puede ser usado, aun sin
tener acceso a las facilidades de un
laboratorio (Hampton er al. 1990;
Fernandez 1995).
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Microscopia electrénica inmuno-
sorbente. Esta metodologia, desarro-
llada con el nombre de "serologically
specific electron microscopy” (SSEM),
introdujo dos aspectos importantes: a) el
recubrimiento de rejillas del
microscopio electrénico con anticuerpos
Yy su posterior incubacién con el
antigeno. Los anticuerpos asi absorbidos
a la rejilla atrapan selectivamente las
particulas virales del extracto,
concenfrindolas y permitiendo una
distribucién uniforme; b) los lavados
después de la absorcion de los
anticuerpos y de launion con el antigeno,
remueven residuos celulares y sales que
interfieren con el proceso de tincién y
visualizacion de las particulas virales.

Esta metodologia presenta una alta
sensibilidad (para algunos autores
similar a ELISA), consume poca
cantidad de antisuero y permite utilizar
antisueros de bajo titulo. Las desventajas
mas importantes son el alto costo de
operacién y la disponibilidad del equipo
de microscopia electronica (Hampton er
al. 1990; Fernandez 1995),

Dot Blot. Este método es
basicamente un ELISA-DAS, en el cual
se utiliza como fase solida papel de
nitrocelulosa en vez de poliestireno y
sustratos precipitables en lugar de
sustratos solubles. Al igual que en
ELISA la intensidad de color
desarrollado permite la evaluacién
cualitativa y cuantitativa de la relacién
antigeno / anticuerpo. Sin embargo, el
uso de sustratos precipitables que
desarrollan un color fuerte, posibilitan
una evaluacion cualitativa visual mas

eficiente. Su sensibilidad ha sido
reportada como mejor que ELISA (0,2
ng/ml) debido a una unién mas eficiente
del anticuerpo al papel de nitrocelulosa.
Ademids, es un método serncillo, de costo
relativamente bajo que permite analizar
gran nimero de muestras (Hampton er
al. 1990; Ferndndez 1995).

Hibridacién molecular. Esta
prueba se basa en la habilidad de los
acidos nucleicos para formar hibridos
cuando reaccionan con bandas
homélogas. Cada virus tiene una
secuencia de bases especificas que nos
permite distinguirlo de los demas. Adn
virus serolégicamente relacionados
pueden ser plenamente identificados a
través de hibridacién molecular,

La técnica consiste en el uso de una
sonda (prebe), representada por acido
nucleico, con una secuencia
complementaria al ARN del virus en
estudio. Por lo general, extractos de
acidos nucleicos de las muestras que se
analizan son fijados a una matriz o fase
sélida (nitrocelulosa), mientras que la
sonda sc encuentra en una fase liquida
para moverse libremente. En un proceso
de incubacién, ambas moléculas (ARN
viral y sonda) interactiian formando una
molécula hibrida, cuya estabilidad
depende del porcentaje de homologia o
complementariedad entre ellas.

Por lo general se utilizan sondas
marcadas por métodos radiactivos (P*).
Sin embargo, se pueden usar sustancias
no radiactivas tales como la biotina,
fotobiotina y la dioxigenina. La luz
emitida por la fuente de energia y la
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presencia de fluorocromos excitados es
detectada por una pelicula fotografica
para rayos X. Si en un extracto de planta
se encuentran acidos nucleicos del
patégeno, la sonda reacciona con ellos y
se detecta una molécula hibrida por
autoradiografia (si la sonda es
radioactiva) o por la reaccidn
correspondiente (marca colorimétrica).
Si por el contrario, no hay acido nucleico
viral en el extracto, la sonda no
reacciona, no forma moléculas hibridas
y se elimina del ensayo en el proceso de
lavado(Arauz 1998; Bustamante y Rivas
1999).

Reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Es win método in
vitro en el cual secuencias especificas de
ADN son amplificadas rdpidamente con
una alta especificidad y fidelidad usando
oligonucleétidos iniciadores (primers) y
una polimerasa de ADN termoestable
{Tag ADN polimerasa).

EIADN del cual se parte para iniciar
una PCR se obtiene del tejido vegetal
infectado o de virus purificado. El ADN
es separado en dos cadenas sencillas por
desnaturalizacion a temperatura alta (94
°C). LaADN polimerasa requiere de una
cadena preexistente de ADN molde y de
un pequefio segmento sintético
complementario a esa cadena. Este
pequefio segmento que se usa para
alargar o extender la cadena se conoce
como iniciador o primer, y es un
oligonucleétido de 15 a 30 bases
nucleotidicas. Siel ADN de lamuestraes
complementario a los iniciadores,
empieza la duplicacion del ADN. De lo
contrario, no hay amplificacion, ya que

la polimerasa sélo puede afiadir nuevos
nucledtidos al final de una cadena de
nucleétidos ya existente, la cual es
proporcionada por los iniciadores. Para
aparear o hibridar este oligonucleétido a
la molécula molde se requiere de una
temperatura de 45-65 °C, dependiendo
del ensayo. Los primers son especificos
unicamente para determinadas
secuencias del ADN del organismo que
se desea detectar. La extension del
iniciador se logra mediante una
polimerizacién por medio de la ADN
polimerasa y desoxiribonucleétidos
trifosfatados (ANTPs). Esta extension de
los iniciadores resultard en la sintesis de
una copia del ADN (ADNc). La ADN
polimerasa funciona biena72°C.

Los tres pasos anteriores (desnatu-
ralizacion, apareamiento y extension)
constituyen un ciclo. El producto de la
polimerizacién del primer ciclo sirve de
molde para el siguiente, de tal modo que
el nimero de copias del ADN blanco se
duplica exponencialmente en cada ciclo
de polimerizacion. Una molécula de
ADN puede ser amplificada un millén
de veces en pocas horas. La cantidad de
producto nuevo sintetizado permite
visualizar el segmento amplificado en
un gel de agarosa o poliacrilamida por
electroforesis. También se puede
observar por hibridacién con sondas
marcadas. Si la secuencia buscada se
amplificd, se considera que el patdgeno
estaba presente en la muestra.

Durante la aplicacion de PCR en el
diagnéstico se podrian detectar
cantidades que por pequefias no serian
importantes como causa de una
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enfermedad. También se podria detectar
patdgenos no viables. Por esta razén, los
resultados obtenidos por PCR deben
analizarse en conjunto con otros
antecedentes para una interpretacién
ponderada de ellos (Hadidi et al. 1995).

Electroforesis. Este método estd
basado en la migracién de macromo-
léculas de dcidos nucleicos y proteinas
en un campo eléctrico, utilizando
matrices inertes de poliacrilamida o
agarosa. La distancia recorrida es
proporcional a la carga neta y al tamafio
de la molécula. Luego de la migracién,
se aflade al gel una sustancia que
reaccione con la molécula de interés,
para revelar su posicién: El patrén de
bandas resultantes en el gel es especifico
paraunorganismo dado.

En el caso de los virus, la
electroforesis ha sido aplicada para
detectar los dos componentes virales:
proteinas y ARN. La proteina de la
capside puede encontrarse en altas
concentraciones en tejido infectado, por
lo cual, una simple comparacién de
patrones polipeptidicos entre material
sano ¢ infectado pudiera indicar la
presencia del patégeno. Cuando la
concentracion de la cépside es baja, las
proteinas de las plantas, que forman un
fondo muy complicado, reducen la
utilidad de la técnica. Cada virus
presenta un patron electroforético
distinto, dependiendo del tamafio v
distribucion del genoma.

Durante la replicacion de los virus
que contienen ARN (90% de los virus
fitopatdgenos) se forman unas

moléculas de ARN de doble cadena que
pueden ser aisladas por su distintiva
afinidad para unirse a celulosa CF-11.La
planta sana normalmente no presenta
este tipo de moléculas de ARN
bicatenario, por ello su deteccién en
tejido sospechoso, casi siempre se debe a
lapresencia de un virus.

La electroforesis es particularmente
util para la deteccion y purificacién de
viroides debido a la migracién anormal
de las moléculas circulares de A4cido
nucleico en geles de poliacrilamida que
contienen urea. Estas moléculas por lo
general migran més lentamente que sus
equivalentes lineares; por lo tanto, se
separan mas facilmente de los demas
acidos nucleicos (Arauz 1998;
Bustamante y Rivas 1999),

Los métodos moleculares de
diagndstico son rapidos, precisos y
altamente sensibles. Sin embargo,
requieren de equipo especial y no
distinguen entre células viables y
muertas. Algunas técnicas todavia
requieren el uso de radiactividad, por lo
cual son dificiles de usar en diagnésticos
derutina.
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