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En Venezuela, el sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] es
infectado por varios virus, los cuales revisten especial interés
debido a los dafios econdmicos que pueden causar y porque en
la mayoria de los casos no se posee suficiente material
resistente para todos ellos y sus razas (3). De los virus que
infectan al sorgo en Venezuela, el virus del bandeado amarillo
del sorgo (Sorghum. yellow banding virus, SYBV) es el virus
identificado m4és recientemente. Este virus sélo ha sido
sefialado en EE.UU. (6) y en Venezuela (4), y la informacién
disponible sobre el mismo es escasa.

El SYBV induce en las plantas infectadas sintomas de
estrias y bandas cloréticas, enanismo, necrosis sistémica y
eventualmente muerte de la planta. Se transmite
mecédnicamente con dificultad (2-10% de transmisién) y los
sintomas aparecen 15-25 d después de la inoculacién. Hasta el
momento no se le conocen vectores. Presenta particulas
isométricas de 25 nm de didm y un estrecho rango de
huéspedes, limitado a las gramineas (3,4,6). Tiene la
particularidad de infectar algunas lineas de sorgo que son
inmunes a todas las razas de los virus mosaico enanizante del
maizy mosaico de la cafia de azucar, y que son utilizadas como
fuente de resistencia en los programas de mejoramiento de
sorgo (3,4).

Una via rdpida y segura de identificar virus fitopatégenos
es la serologia. Para este tipo de pruebas se requieren
antisueros especificos, y para producirlos se necesitan insumos
y equipos de costo elevado. En Venezuela se han realizado
algunas investigaciones dirigidas a la obtencién de antisueros
mediante esquemas sencillos de purificacién con resultados
muy halagadores (7,8,9). En atencién a lo antes expuesto, y en
vista de la importancia del sorgo como rubro agricola en el
pais, el objetivo de esta investigacién fue obtener antisuero
contra el SYBV mediante la implementacién de una
metodologia sencilla de "purificacién”.

Como fuente de virus se utilizaron plantas de sorgo cv
Atlas inoculadas mecdnicamente con un aislamiento del SYBV
(4) que crecian en materos plasticos de 500 mL contentivos de
una mezcla estéril de tierra y arena (3:1, v/v). Las plantas
fueron inoculadas a los 8 d de edad y luego transferidas a un
cobertizo protegido contra insectos, con temperatura
controlada a 26-28 °C y 65-75 % hr, hasta su utilizacién. Fueron
regadas diariamente v cada 15 d fertilizadas con una solucién
(2 g/L) de la férmula completa 15-15-15 a razén de 50 mL/
matero.

Para la purificacién parcial del virus se toiné como
referencia una metodologia utilizada con éxito en la
purificacién parcial del virus del mosaico surefio de la caraota
(8) con algunas modificaciones. El protocolo comprende
homogeneizacién del tejido infectado en buffer fosfato de
potasio con dos antioxidantes (mercaptoetanol y cisteina),
clarificacién con mezcla cloroformo-butanol, doble
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precipitacién del virus con polietilenglicol (PEG) 6000 en .
cloruro de sodio y centrifugaciones a baja velocidad (Fig. 1).

Las plantas con sintomas del virus (Fig. 2) fueron
cosechadas 35 d después de la inoculacién y refrigeradas a 4°C
durante 3-4 h antes de la purificacién. A las hojas se les eliminé
la nervadura principal, se cortaron en secciones transversales
de 2-5 mm y se colocaron en el buffer para su trituracién en

Cortar finamente hojas de sorgo infectadas con el virus v triturarlas
muy bien en una licuadora en presencia de buffer fosfato de potasio
(BFP) 0,1 M, pH 7,4 + 1% de 2-mercaptoetanol + 0,01 M
de cisteina (1:3 p/v)

\

Filtrar a través de cuatro capas de gasa

$
Agregar al filtrado un volumen igual de mezcla fria de
cloroformo:butanol (1:1, v/v), agitando suavemente.
Dejar en agitacién por 5 min a 4 °C
N
Centrifugar a 12.000 g durante 5 min
(eliminar el sedimento)

Ajustar el sobrenadante a una concentracién de 6% de
polietilenglicol 6000 y 0,2 M de NaCl. Agitar durante 1 h

{

Centrifugar a 12.000 g durante 10 min
(eliminar el sobrenadante)

J
Resuspender el sedimento en BFP 0,01 M, pH 7,4
(200 pL/g de tejido). Agitar durante 30 min
\

Centrifugar a 12.000 g durante 10 min
(eliminar el sedimento)
2
Ajustar el sobrenadante a una concentracién de 6% de
polietilenglicol 6000 y 0,2 M de NaCl. Agitar durante 30 min

\
Centrifugar a 12.000 g durante 10 min -
(eliminar el sobrenadante)
\
Resuspender el sedimento en BFP 0,01 M, pH 7,4 (60 uL/g de
tejido procesado). Agitar durante 30 min
4

Centrifugar a 12.000 g durante 10 min
(eliminar el sediinento)

N

Recolectar cuidadosamente el sobrenadante (virus parcialmente
purificado). Congelar a - 15 °C

Fig. 1. Esquema de purificacién parcial del virus del bandeado
amarillo del sorgo.



Fig. 2. Plantas de sorgo (Sorghum bicolor) cv QL-11 infectadas
en condiciones naturales con el virus del bandeado amarillo del
sorgo.

una licuadora. Todo el prdceso se realizé a 2-4 °C y no se
hicieron ajustes de pH.

La determinacién de la pureza del extracto parcialmente
purificado y la concentracién de los viriones se realizé mediante
microscopia electrénica. Para ello, una alicuota del material
parcialmente purificado se colocd en una rejilla de cobre
previamente cubierta con colodién y una capa fina de carbén.
Luego, la rejilla fue tefiida con una solucién de acetato de
uranilo al 2 % y examinada en un microscopio electrénico de
transmisién Hitachi-300.

Para la obtencién del antisuero contra el SYBV se utilizé
un conejo, al cual se le suministraron seis inyecciones
intramusculares con un intervalo de 7 d. Cada inyeccién
consistia de 0,75 ml de suspensién viral (virus parcialmente
purificado) homogeneizada con igual volumen de adyuvante
incompleto de Freund. La extraccién de la sangre del conejo
se realizé por puncién cardiaca 10 d después de la tltima
inyeccién de antigeno. La separacién del suero se realizé segtin
Ball et al. (2). Para las pruebas serolégicas se utiliz6 el método
de doble difusién en agar o de Ouchterlony (1). El medio de

Fig. 3. Microfotografia electrénica de las particulas del virus del
bandeado amarillo del sorgo purificado parcialmente. La barra
representa 100 nm.

inmunodifusién consistié de 0,8 % de agar purificado y 0,25 %
de azida de sodio en buffer fosfato salino; una vez preparado,
se colocaron 12 ml de medio en cada placa de Petri de 100 x 15
mm. Los huecos realizados en el gel median 5 mm de didm y
estaban separados 5 mm de un hueco central de igual
medida (1). Para determinar el titulo del suero se utilizé este
mismo método, y como diluente buffer fosfato salino. Para la
absorcién del antisuero se siguié la metodologia ya descrita
(8) y los antigenos fueron preparados a partir de hojas de sorgo
cv Atlas de 35-40 d de edad, sanas e infectadas.

A partir del material parcialmente purificado se
observaron al microscopio electrénico particulas isométricas,
de 25-26 nm, en alta concentracién y con cierto grado de
contaminacién con restos del huésped (Fig. 3). La forma y el
tamafio de la particula coinciden con lo citado por otros autores
para el SYBV (3,4,6). El remanente de proteina de planta
observado con las particulas virales era de esperar, debido al
proceso de purificacién utilizado. Es importante destacar que
la doble precipitacién con PEG en presencia de NaCl (Fig. 1)
disminuy6 considerablemente la contaminacién con proteina
vegetal. Resultados similares han sido reportados al purificar
parcialmente otros virus a través de protocolos sencillos (7,8,9).
No se realizaron pruebas para determinar la infectividad de
los viriones.

El antisuero obtenido present6 un titulo de 1:1024, y en
las pruebas seroldgicas se observé una reaccién positiva
(formacién de lineas de precipitacién consistentes y bien
visibles) entre el antisuero y su antigeno homélogo (SYBV).
Sin embargo, también se evidencié una banda muy tenue con
proteina de planta sana, lo que confirmé que la purificacién
no fue total. Otros investigadores (7,8,9) han obtenido
resultados similares con otros virus al utilizar este tipo de
protocolo de purificacién, recurriendo a la absorcién del
antisuero para eliminar los anticuerpos no especificos contra
el virus. Después de la absorcién el antisuero obtenido contra
el SYBV sélo reacciond con su antigeno homoélogo (Fig. 4) y no
con proteina de planta sana. Ademads, el antisuero fue
especifico, ya que no reaccioné con otros virus que infectan al
sorgo en Venezuela (MDMV-A, MDMV-V, SCMV-D, SCMV-MB,
JGMV-O y MStpV)(3). El titulo del antisuero obtenido
evidencié6 una alta inmunogenicidad del virus; esta
caracteristica también ha sido referida por otros investigadores

Fig. 4. Prueba de doble difusién en agar utilizando antisuero
(S) absorbido contra el virus del bandeado amarillo del sorgo
(SYBV). Los orificios laterales contenian extractos de plantas
infectadas con aislados del SYBV provenientes de sorgo dulce
cv Atlas (1), sorgo forrajero cv Stampede (2), maleza falso johnson
(4) y savia de plantas de sorgo sanas (3).
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(4,6). Mediante pruebas de Ouchterlony, el antisuero permitié
detectar facilmente al SYBV en muestras de plantas j6venes y
viejas de sorgo y falso pasto johnson [Sorghum verticillifiorum
(Steud.) Stapf] procedentes del campo. Esta tltima especie
constituye un huésped importante en la epidemiologia del
SYBV en Venezuela (5).

El hecho de obtener en esta investigacién antisuero contra
el SYBV con un titulo alto mediante una técnica sencilia es de
gran interés para cualquier laboratorio, ya que puede ser de
gran ayuda en el diagnéstico y estudios epidemiolégicos de
este virus. Estos resultados también pueden ser de interés para
laboratorios o paises que confronten problemas econémicos
para obtener materiales y equipos. Por otra parte, seria
interesante probar este antisuero a través de otras técnicas
serolégicas més sensibles, como ELISA, ya que se utilizaria
menos antisuero y permitiria procesar un mayor ntmero de
muestras.
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