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RESUMEN

Un aislamiento viral colectado en una siembra experimental de sorgo (Sorghum bicolor) en Maracay, Edo. Aragua,
fue inoculado mecanicamente a varios huéspedes diferenciales para su identificacion. El virus infecto al sorgo (S.
bicolor), maiz (Zea mays) y paja johnson (Sorghum halepense), pero no infect6 avena (Avena sativa), cebada
(Hordeum wulgare), trigo (Triticum aestivum) o cafia de azucar (Saccharum officinarum) cvs CP-31294 y CP-31588. el

punto de inactivacion térmica fue de 55-60°C el punto final de dilucion fue de 10-3-10-4 y la longevidad in vitro 1-2 dias
a 23°C. El virus fue trasmitido de sorgo a sorgo de manera no persistente por Rhopalosiphum maidis, pero no se
transmitié a través de la semilla de sorgo.. El virus fue purificado segun un protocolo que comprendia clarificacion
con 5% de cloroformo, precipitacion con 4% de polietilenglicol en 0.3 M NaCl y centrifugacion en gradientes de
sacarosa 10 40%. El rendimiento viral obtenido fue de 10.20 Mg/g de hojas de maiz infectado. La relacién A260/A280
fue de 1,28. Las particulas virales presentaron formas de filamentos flexuosos de un tamafio -26.80 nm. En pruebas
serolégicas de doble difusion en agar el aislamiento viral reaccioné positivamente con el antisuero contra el virus del
mosaico enanizante del maiz raza A(MDMV-A) y no reaccioné con el antisuero contra MDMV-B. En base a todos
los criterios utilizados el aislamiento viral de sorgo corresponde al MDMV-A. Este es primer sefialamiento de esta
raza en Venezuela.. PALABRAS CLAVE / Virus / Identificacion / Sorgo / Sorghum bicolor /

SUMMARY

A sorghum virus isolate collected in an experimental crop at Maracay, Aragua State, was mechanically inoculated to
some differential hosts for identification. The \virus infected sorghum (Sorghum bicolor), maize (Zea mays), and
johnsongrass (Sorghum halepense), but it didn't infect cats (Avena sativa), barley (Hordeum wulgare), wheat (Triticum
aestiwum), or sugarcane (Saccharum officinarum) cvs CP-31294 and CP-31588. The thermal inactivation point of the

virus was 55-600C, the dilution end Point was 103 - 104, and the longevity in \itro was 1-2 days at 230C. The virus
was transmitted from sorghum to sorghum in the non-persistent manner by Rhopalosiphum maidis, but it was not
transmitted through sorghum seed The virus was purified by a protocol that feature clarification with 5% chloroform.
precipitating with 4% polyethylene glycol in 0.3 M NaCl, and centrifugation in 10-40% sucrose density gradients.
Yield of 10,20 Mg/g of infected corn leaves were obtained The A260/A280 ratio were 1.28. The \irus particles
appeared as flexuous rods with a mean e 726.80 nm. In agar double-diffusion tests the viral isolate reacted positively
with maize dwarf mosaic virus strain A (MDMV-A) antiserum, but it didn't react with MDMV-B antiserum. On the
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basis of these criterions, the sorghum virus isolate corresponds to MDMV-A. This is the first report of this strain in
Venezuela.

INTRODUCCION

El sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) es un cereal tropical que reviste gran interés en Venezuela y su produccion
es utilizada fundamentalmente en la elaboracién de alimentos concentrados para animales (Solérzano, 7986). La
rapida expansion de la superficie dedicada a este cultivo y la introduccion de cultivares susceptibles han cambiado el
patron de ocurrencia de las enfermedades, las cuales constituyen uno de los factores limitantes para la produccion
de sorgo granero en Venezuela (Riccelli. 1980).

De todas las enfermedades que afectan al sorgo en el pais, las de origen viral tienen un especial interés, debido a las
pérdidas que pueden ocasionar y porque en la mayoria de los casos no se posee suficiente material resistente
(Riccelli. 1980: Mena et al., 1980).

En una siembra experimental de sorgo ubicada en Maracay, Edo. Aragua. se obsend que varias plantas del cultivar
Rio presentaban sintomas de mosaico severo, necrosis y achaparramiento, caracteristicos de enfermedades virales.
Sin embargo, estos sintomas no habian sido observados en este cultivar al ser infectado por otros virus o razas que
infectan al sorgo en Venezuela. Por esta razén se considerd de interés identificar al virus o raza causante de esta
sintomatologia.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento viral

Se utilizé un aislamiento obtenido de una muestra de follaje colectada en una siembra experimental de sorgo granero
ubicada en la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de Venezuela en Maracay. Este aislamiento de
propagado por transferencias periddicas mediante inoculacion mecanica sobre plantas de sorgo Tx-2748'

Siembra y mantenimiento de plantas

Todos los hospederos fueron sembrados en materos plasticos de 0,5 L de capacidad, los cuales contenian una
mezcla estéril de tierra negra, arena y turba en la proporciéon 31:1 vv, respectivamente. Las semillas, en todos los
casos, fueron colocadas en camaras humedas durante 36 48 h para que iniciaran la germinacion. Posteriormente
fueron sembradas 4-6 semillas en cada matero.

Las plantas inoculadas fueron colocadas en un cobertizo contra insectos a 25-27°C y 60-75% HR. Las plantas fueron
regadas diariamente y mantenidas en un estado éptimo de crecimiento.

Inoculaciéon mecanica

Hojas jovenes de plantas de sorgo Tw2748' exhibiendo sintomas de mosaico, dos semanas después de la
inoculacion, fueron finamente cortadas y maceradas en un mortero estéril, previamente enfriado. Al momento de la
maceracion se le agrego buffer fosfato de potasio (BFP) 0,05 M, pH 7.5 en la proporcion 1:5 p/v, respectivamente, El
macerado se filtré6 a través de gasa, y el jugo infectivo se aplicd con el dedo indice a las hojas mas nuevas de
plantas sanas en estado de cuatro hojas, previamente espolvoreadas con carborundum 600. Las plantas testigo
fueron inoculadas con BFP solamente. Después de la inoculacion, las hojas se lavaron cuidadosamente y las
plantas fueron colocadas en un cobertizo en las condiciones antes descritas.

De cada hospedero diferencial fueron inoculadas 25-30 plantas. La ultima observacién de los sintomas fue realizada
a las tres semanas después de la inoculacion. Como chequeo rutinario, follaje de los huéspedes que no mostraban
sintomas al momento de la evaluacion final, fue reinoculado sobre plantas de maiz 'Ohio-28' en estado de 3-4 hojas,
para detectar si se trataba de algun portador asintomatico.

Huéspedes diferenciales
Se utilizdé el grupo de hospedantes diferenciales propuestos por Gingery y Gordon (1981) para identificar los
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principales virus que son transmitidos mecanicamente al maiz, y que también infectan al sorgo. Ademas se utilizé el
grupo de cultivares de sorgo propuestos por Tosic y Ford (1983) para diferenciar las razas del virus del mosaico
enanizante del maiz (maize dwart mosaic virus, MDMV) y del virus del mosaico de la cafia de azucar (sugarcane
mosaic virus, MDMV). También se emplearon los cultivares de cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) CP31294
y CP-31588 utilizados para diferenciar razas del SCMV (Abbott y Tippett, 1966).

Estabilidad en savia

Las propiedades fisicas del jugo crudo (punto de inactivacion térmica, punto final de dilucion y longevidad in vitro)
fueron determinadas de acuerdo a la metodologia comunmente utilizada en laboratorios de \irologia vegetal
(Noordam, 1973). Como fuente de indculo se utilizo plantas de sorgo 'Tx-2748' de 1521 dias de edad, inoculadas en
estado de 2-3 hojas. Plantas de sorgo 'Rio' fueron empleadas como indicadoras y se realizaron dos repeticiones.

Transmision por afidos

Se utilizaron apteros adultos de Rhopalosiphum maidis (Fitch), provenientes de una cria sana, a los cuales se les
sometio inicialmente a un periodo de ayuno de 60-90 min y luego se les permitid un periodo de acceso a la
adquisicion de 2-5 min y un periodo de acceso a la inoculacion de 20-30 min. Se utilizaron 10 plantas de sorgo 'Rio'
en estado de 3 4 hojas y 10 afidos por planta.

Transmision por semilla

Fueron utilizadas semillas de sorgo Tx-2748' provenientes de plantas infectadas con el aislamiento viral en estudio
(AVEE) en estado de 2-3 hojas. Estas plantas permanecieron durante todo el ciclo en un umbraculo para plantas
enfermas protegido contra insectos. Después de 15-20 dias de la cosecha se sembraron lotes de 50 semillas en
materos plasticos de 2 Kg. de capacidad, con la finalidad de determinar si las nuevas plantas presentaban sintomas
virales. La evaluacion se efectud a los 25-30 dias después de la siembra.

Serologia

Se utilizé6 el método de Ouchterlony o doble inmunodifusién en agar, siguiendo las indicaciones de Purcifull y
Batchelor (1977) En la ejecucion de estas pruebas se utilizaron antisueros contra las razas A, B y V del MDMV
(MDMV-A, MDMV-B y MDMV-V), los cuales fueron suministrados por R. W. Toler (Texas A&M Uniwersity, Texas,
EE.UU.), R. Louie (USDA, Ohio, EE.UU.) y M J. Garrido (UCV, Facultad de Agronomia, Maracay) Como antigenos
se utilizaron AVEE y savia de planta sana (testigo) y para su preparacion se emplearon plantas de maiz 'Ohio-28,
inoculadas en estado de 2-3 hojas y sanas, respectivamente.

Purificacién

Se siguié el procedimiento utilizado por von Baumgarten y Ford (1981) para purificar MDMV-A. ElI AVEE fue
multiplicado en maiz 'Ohio28' y las plantas eran cosechadas a los 12 dias después de la inoculacion y refrigeradas a

49 C durante 3-4 h antes de la purificacion.

La metodologia usada plantea dos rutas alternas de purificacion que pueden ser seguidas dependiendo de la
preferencia o disponibilidad de sacarosa o cloruro de cesio. En este trabajo se utilizé la ruta de los gradientes de
sacarosa, los cuales eran equilibrados durante 18 h antes de su uso.

La banda viral obtenida después de centrifugar el gradiente era extraida mediante un fraccionador de gradientes
ISCO-183, a una longitud de 254 nm. La concentracion del virus en las preparaciones purificadas se determind
utilizando el coeficiente de extinciéon para el virus del grabado del tabaco, TEV (Purcifull, 1966). La relaciéon de
absorbancia A260/A280 nm fue medida en un espectrofotémetro Variant-Techtron-635. El espectro de absorcion de
luz ultravioleta (LUV) del virus se determino entre 230 y 300 nm.

Microscopia electrénica

Muestras del material purificado diluidas en agua destilada eran colocadas sobre rejillas de cobre del microscopio
electronico previamente cubiertas con colodion y reforzada con carbén evaporada Posteriormente eran coloreadas
por tincidn negativa con una solucion de acido fosfotungstico al 2% neutralizado a pH 7.0 con KOH y observadas en
un microscopio electrénico Jeol 100-B (Noordam, 1973).
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RESULTADOS

Reaccioén de los huéspedes diferenciales

La reaccion de los hospedantes diferenciales inoculados con el AVEE se presenta en las Tablas | y Il son producto

de dos repeticiones. Los sintomas se manifestaron, generalmente, entre los 5y 7 dias después de la inoculacion.

TABLA I REACCION DE LOS HUESPEDES DIFERENCIALES PROPUESTOS POR GINGERY Y GORDON (1981) A LA INOCULACION MECANICA CON EL

AISLAMIENTO VIRAL EN ESTUDIO.

Huésped

Sintoma

Maiz (Zea mays L.) cv lochief

Mosaico

Trigo (Triticum, aestivumL.) cv Monon

Sin sintomas

Avena (Avena sativa L.) cv Garland

Sin sintomas

Cebada (Hordeumvulgare L.) cv Pennrad

Sin sintomas

Paja johnson (Sorghum halepense (L.) Pers. )2

Mosaico

Sorgo (Sorghumbicolor (L.) Moench) cv Rio

Mosaico, necrosis

Sorgo (S. bicolor) cv Atlas

Mosaico

1 Evaluacion realizada, a los 21 dias después de la inoculacion.

2 Procedente de EE.UU.

TABLA II REACCION DE LOS CULTIVARES DE SORGO (SORGHUM BICOLOR) DIFERENCIALES PROPUESTOS FOR TOSIC Y FORD (1983) A LA INOCULACION MECANICA CON EL AISLAMIENTO VIRAL

EN ESTUDIO!.

Cultivar Sintoma

Atlas Mosaico

Rio Mosaico, necrosis
SA-8735 Mosaico

OKY8 Mosaico

NM-31 Mosaico, necrosis (raro)
Martin Mosaico
Q-7539 Mosaico
SC0097 Mosaico

-

Estabilidad en savia

Ev aluacion realizada a los 21 dias después de la inoculacion.

Los resultados obtenidos en las dos repeticiones fueron iguales. El punto de inactivacién térmica de 55-60°C; el punto final de dilucién, 10310 Ia longevidad in

vitro, 1-2 dias a 23°C.

Transmision por afidos

R. nmidis transmitié al AVEE de manera no persistente. lograndose 20% de transmision

Transmision por semilla

Fueron evaluadas 1032 plantas de sorgo 'Tx-2748' provenientes de semillas originadas de plantas infectadas con el AVEE. En ningun caso se observé plantas
con sintomas caracteristicos de la infeccion viral.

Serologia

En las pruebas serologicas se observo que el AVEE reaccion6 positivamente con el antisuero contra MDMV-A, formando lineas de precipitacion bien visibles; con
el antisuero contra MDMV-V la reacciéon fue mas débil. y no reaccion6é con el suero contra MDMV-B (Fig. 1). Cuando se utilizo antisuero contra MDMV-A

http://mww.interciencia.org/v21_03/comunicaciones02.html
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procedente de Texas y Ohio (EE.UU), la reaccion fue muy similar.

Fig. 1 Prueba de doble inmunodifusién utilizando como antigeno al aislamiento viral en estudio (V) y antisueros contra MDMV-A (1), MDMV-B (2), MDMV-V (3) y suero normal (4).

Purificacion

Después de la centrifugacion en los gradientes de sacarosa se observé una banda bien definida, la cual correspondia a las particulas virales. El rendimiento viral
después de la centrifugacién en los gradientes de sacarosa 10 40% oscil6 entre 9.30 y 11.10 p g/g de tejido fresco de hojas infectadas. No se realizaron pruebas
para determinar la infectividad de los viriones. El espectro de absorcion de LUV después de la purificacion presentd un minimo a 246 nm y un maximo a 262 nm.
La relacion A260/A280 fue de 1.28.

Microscopia electréonica

Preparaciones purificadas del AVEE mostraban particulas en forma de filamentos flexuosos y muy poca contaminacién con componentes del hospedante. Las

particulas virales exhibian una leve o ninguna evidencia de agregacion. Sin embargo se observaron numerosas particulas fragmentadas (Fig. 2). Fueron medidas
82 particulas, aparentemente no fragmentadas, las cuales presentaron un tamafio promedio de 726,80 nm
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Fig. 2. Particulas del aislamiento viral en estudio después de la centrifugacién en un gradiente de densidad de sacarosa. La barra representa 200 nm.

Discusion

Al analizar las reacciones de los huéspedes diferenciales inoculados con el AVEE se evidencia que el mismo induce sintomas iguales a los causados por MDMV-
A (Gingery y Gordon, 1981-, Tosic y Ford, 1983). Estos resultados permiten descartar al virus del moteado clorético del maiz (MCMV), al virus del mosaico
estriado del trigo (WSMV), al virus del mosaico del pasto setaria (FMV), al virus del mosaico del bromus (BMV) y al virus del mosaico de la cafia de Azdcar
(SCMV) Ademas, quedan descartados el virus del mosaico del pasto guinea (GGMV), el virus del mosaico estriado de la cebada (BSMV) y el virus del mosaico
de la paja johnson (JGMV), debido a que el GGMV y el JGMV infectan a la avena (Damsteegt, 1981 Tosic et al., 1990) y el BSMV infecta al trigo, avena y
cebada (Damsteegt, 1981) mientras que el AVEE no infecta a estas gramineas.

La forma y tamario de las particulas virales del AVEE son tipicas del grupo potyvirus, al cual pertenece el MDMV (Ford et al., 1989). Estas caracteristicas de la
particula permitié descartar al virus del mosaico del panicum (PMV) y al virus del mosaico del pepino, CMV (Damsteegt, 1981) de igual manera al MCMV, BMV,
FIMV y BSMV (Damsteegt, 1981; Gingery y Gordon, 1981), previamente descartados por hospedantes dif erenciales.

El AVEE no infect6 a la cafia de azicar cvs CP-31294 y CP-31588 e infecté facilmente a la paja johnson procedente de EEUU. Estas caracteristicas
corresponden con lo citado para MDMV-A (Snazelle et al., 1971; Ford et al., 1989). Ademas permite descartar al MDMV-V (Garrido y Trujillo, 1988), al SCMV
(Abbott y Tippett, 1966: Teakie et al., 1989) y al virus del mosaico del sorgo, SrMV (Tosic et al., 1990).

R. nmidis transmitié al AVEE de manera no persistente y en una baja proporcion. Este tipo de transmision es caracteristico del MDMV y juega un papel importante
en la epidemiologia de este virus (Knoke et al., 1983). GGMV, JGMV, SrMV, CMV y SCMV también se transmiten de esta manera, pero ya habian sido
descartados por huéspedes dif erenciales.

Las propiedades fisicas del jugo crudo y la incapacidad de transmitirse a través de la semilla de sorgo coinciden con lo sefialado para MDMV-A por otros
inv estigadores (Toler, 1985; Ford et al., 1989).

Las pruebas seroldgicas evidenciaron que el AVEE esta mas relacionado con MDMV-A que con MDMV-V. El hecho que haya reaccionado levemente con el
antisuero contra MDMV-V es normal, ya que constituy en razas de un mismo virus. Generalmente estas reacciones se debieron a la presencia en los antisueros
policlonales de anticuerpos contra epitopes de la regiéon central conservada de la capa proteica, la cual presenta una alta homologia en la secuencia en todo el
grupo potyvirus, Por lo tanto, estos anticuerpos reconocen a la mayoria de los potyvirus (Ford et al., 1989). Garrido y Trujillo (1988) encontraron que MDMV-V
esta serolégicamente mas relacionada con MDMV-A que con MDMV-B. Con el antisuero contra MDMV-B la reaccion fue negativa. Serolégicamente MDMV-B esta
estrechamente relacionada a SCMV, pero no a MDMV-A (Tosic et al., 1990). Actualmente, MDMV-B constituy e una raza del SCMV, denominada SCMV-MB (Teakle
et al., 1989; Tosic et al., 1989).

El rendimiento viral obtenido en la purificacion (10.20 p g/g) es similar al obtenido por von Baumgarten y Ford (1981) con MDMV-A utilizando la misma
metodologia. Sin embargo, en esta investigacién no se incluy6 el segundo gradiente (30-60% de sacarosa) que contempla la metodologia original. Cuando se
centrifuga el virus parcialmente purificado en este gradiente, se pierde 10% aproximadamente de virus, pero se elimina el remanente de contaminacién y se
minimiza la agregacion. Es decir, que el rendimiento viral ha podido ser mas bajo, pero obteniendo puro material viral.

Al microscopio electronico se observé en preparaciones purificadas numerosas particulas fragmentadas. Otros investigadores han encontrado resultados
similares durante la purificacion de MDMV-A (Shepherd, 1965; Brancroft et al. 1966). Jones v Tolin (1972) mencionan que la fragmentacioén de las particulas y la
agregacion de MDMV-A ocurre durante la purificacién en los gradientes de densidad.
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La relacién A260/A280 (1.28) difiere ligeramente del valor 1.25 encontrado por von Baumgarten y, Ford (1981) para MDMV-A. Aunque se utilizé las misma
metodologia de purificacion, era de esperarse una relacion ligeramente mas alta, ya que en el material purificado se observoé una ligera contaminacion, lo cual
incrementaria esta relacion. Sin embargo, coincide con el valor 1.27 + 0.02 encontrado por Gordon y Gingery ( 1973) para MDMV-A.

El espectro se absorcion de LUV para el AVEE fue tipico de una nucleoproteina y su representacion grafica fue muy similar a la encontrada por otros
inv estigadores para MDMV-A (Jones y Tolin, 1972; Gordon y Gingery, 1973).

En base a todos los criterios evaluados, el AVEE corresponde a la raza A del MDMV. Este constituye el primer sefialamiento de esta raza en Venezuela. En el
cultivo del sorgo esta raza es la de may or distribucion e importancia a nivel mundial (Toler, 1985).
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