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Resumen

El presente estudio se realiz6 en los meses de junio-julio del 2017, con el propésito de determinar la
presencia de virus asociados al cultivo del sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench). Se muestrearon 21
localidades, distribuidas en 10 municipios de los 33 que forman el Estado de Morelos. Se utilizaron dos
anticuerpos para detectar las enfermedades Virus de la hoja amarilla de la caha de azacar (SCYLV) y
Virus mosaico de la caha de azucar (SCMV). Se analizaron muestras de follaje colectadas al azar en
cinco puntos de cada campo o parcela. El diagnéstico se realizé mediante el test inmunoenzimatico tipo
DAS-ELISA (doble anticuerpo), con un set de reactivos AGDIA (2017), con conjugado de fosfatasa
alcalina para (SCMV) y el segundo set de reactivos de NANO Diagnostic (2017) “AC Diagnostic” con
conjugado fosfatasa alcalina para (SCYLV). Los resultados obtenidos evidenciaron presencia de ambas
enfermedades virales en el cultivo del sorgo para el estado de Morelos. Con muestras positivas al
(SCYLV) y absorbancias altas (1,50 A° y 1,10 A°) en los municipios de Amacuzac y Tequesquitengo
respectivamente. Mientras solo dos muestras positivas al (SCMV) fueron detectadas en las localidades
de Puente de Ixtla y Yautepec, pero con valores bajos de absorbancia respecto a los controles positivos.
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Abstract

The study was carried out in the months of June-July 2017, with the purpose of studying the current
situation of the viruses associated with the cultivation of sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench).
Twenty-one commercial sorghum plantation in Morelos state, were analyzed to detected Sugarcane
yellow leaf virus (SCYLV) and Sugarcane mosaic virus (SCMV). The diagnosis was made, by means DAS-
ELISA (double antibody) an immunoenzymatic test, that used a AGDIA kit (2017) and a reagent set of
NANO Diagnostic (2017) “AC Diagnostic” with conjugated alkaline phosphatase, to detection of SCMV
and SCYLV respectively. The results obtained evidenced, the presence of both viral diseases in the
sorghum cultivation, in ten municipalities of Morelos state whit predominance of SCYLV. Positives
samples to this virus with high absorbance (1.50 A° and 1.10 A°) on the municipalities of Amacuzac and
Tequesquitengo, respectively were observed. While, only two positive samples of SCMV, in Puente de
Ixtla and Yautepec were detected, but with low absorbance values respect to positive controls.
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1. Introduccién

El sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) es
un cereal de origen tropical ampliamente
cultivado en todo el mundo. Se utiliza
fundamentalmente para la alimentacion
animal; el grano como fuente energética, es
usado en la elaboracion de alimentos
concentrados y para forraje (Garrido et al.,
2011). Es el segundo cultivo mas impor-
tante en superficie sembrada en México,
ocupando el cuarto lugar mundial en
produccion de grano (Jiménez et al., 2016).
Desde la década de los ochenta, el sorgo
viene experimentando una extraordinaria
expansion por las caracteristicas antes
mencionadas. Sin embargo, los rendimien-
tos y la productividad siguen siendo bajos.
Uno de los principales factores que limita la
obtencién de altos rendimientos en el cultivo
es la incidencia de enfermedades,
particularmente los de origen viral (Garrido
et al, 2000).

Los sintomas que inducen los virus en sorgo
son muy variados, pueden causar mosaicos,
moteados, diversos grados de
amarillamiento y enrojecimiento, necrosis
de hojas, tallos y pedlnculos. Otros sinto-
mas son achaparramiento, arrosetamiento,
excesivo macollar o rebrotamiento y este-
rilidad (Toler y Giorda, 1992). Segun Xie et
al. (2009) la enfermedad del mosaico es
ocasionada por un complejo de tres virus:
Sugarcane mosaic virus (SCMV), Sorghum
mosaic virus (SrMV) y Sugarcane streak
mosaic virus (SCSMV).

La presencia de los afidos vectores
Melanaphis sacchari y Rophalosiphum
maidis (Figueredo et al., 2004) han favore-
cido la dispersion del virus SCMV, ademas
de sus caracteristicas de multiplicaciéon
vegetativa (semilla-estaca). ElI Comité
Nacional para el Desarrollo Sustentable de
la Caiha de Azucar (CONADESUCA), ha
manifestado que no existen reportes soélidos
o con validez cientifica para sostener estos
hechos debido a que la informacioén que se
tiene sobre la presencia del virus en el pais
data desde los aos 1930-1950, ademas de
que se han basado en la sintomatologia
tipica de la enfermedad (Bermudez et al.,
2016).

El Virus de la hoja amarilla de la caia de
azucar (SCYLV) (genus Polerovirus, family
Luteoviridae), fue reportado en semillas de
sorgo, en cafa de aziucar y ha sido
encontrado en mas de 35 paises del mundo.
En 1999 se inform6 su presencia por
primera vez en Cuba, la cual fue favorecida
por el vector M. sacchariy la inexistencia de
métodos de control eficientes para la
erradicacion del virus a través del sistema

de produccion de semilla certificada (Aday
etal.,2014).

Se ha considerado eficiente para detectar
alguna de estas enfermedades, las pruebas
serolégicas como el ELISA-DAS, que per-
mite diagnosticar plantas enfermas con
sintomas o asintomaticas infectadas con
SCYLV, procedentes de meristemos de
cafa de azlcar regeneradas /in vitro, en
aclimatacion o de campo, lo que lo convierte
en la mejor opcion de manejo para una
indexacion adecuada (Suresh y Devi, 2017).
Otros resultados con técnicas mas
sensibles como la RT-PCR, RT-RPA y RT-
LAMP, demuestran alta especificidad y
confiabilidad, pero deben ser consideradas
como pruebas de reconfirmacion de los
diagnésticos positivos a emplear en los
programas de propagacion (ElSayed et al,,
2018).

Con el propésito de estudiar la situacion
actual de los virus asociados con el cultivo
del sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), se
realizaron muestreos en siembras comer-
ciales representativas del estado de
Morelos, para detectar la presencia de Virus
de la hoja amarilla de la cafa de azucar
(SCYLV) y Virus mosaico de la caha de
azicar (SCMV).

2. Materiales y métodos

Ubicacion del estudio

El estudio se realiz6 entre los meses de
junio-juliodel 2017, en el estado de Morelos,
México, ubicado geograficamente a los
22°51'43" de latitud Norte y 102°36'38"
longitud Oeste y a una altura sobre el nivel
del mar de 2309 m. El procesamiento y ana-
lisis de las muestras se llevo a cabo en el
Laboratorio de Fitopatologia de la Escuela
de Estudios Superiores de Xalostox/UAEM.

Toma de muestras y localizacion

Se analizaron muestras de follaje de sorgo,
colectadas en 21 localidades, distribuidas
en 10 municipios de los 33 que forman el
Estado de Morelos (Tabla 1). Las muestras
fueron colectadas al azar en cinco puntos
de cada campo o huerta (Noroeste, Nor-
este, Medio, Suroeste, Sureste), luego fue-
ron colocadas en bolsas plasticas en
neveras con geles frios, para mantenerlas
turgentes, hasta su procesamiento.

Analisis serologico

El diagnoéstico fue realizado mediante un
test inmunoenzimatico tipo DAS-ELISA
(doble anticuerpo), con un set de reactivos
AGDIA (2017)y conjugada fosfatasa alcalina
(ref: SRA 18100/0500), para la deteccion del
Virus mosaico de la cafia de aziacar (SCMV).
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Tabla 1
Procedencia y municipios donde fueron colectadas las muestras de follaje de sorgo en el Estado de Morelos
mu:;tra Procedencia Coordenadas mu’:;tra Procedencia Coordenadas

1 Ex hacienda El Hospital, Cuautla 18.800845N-99.0168650 12 EESuX-UAEM, Ayala 18.741019N-98.9070230
2 El Huajar, Anenecuilco, Ayala 18.787609N-99.0105710 13 EESuX /UAEM, Ayala 18.741019N-98.907020
3 Huitchilla, Ayala 18.644298N-98.9678870 14 Chiverias, Zacatepec 18.648051N-99.2358680
4 Huitzililla, Tepalcingo 18.636642N-98.9137320 15 Puente de Ixtla 18.603497 N-99.3285450
5 Tepalcingo 18.567774N-98.8184330 16 Amacuzac 18.581638N-99.3803300
6 Tepalcingo 18.561662N-98.8125500 17 Amacuzac 18.581292N-99.3860320
7 Axochiapan 18.511605N-98.7763670 18 Tequesquitengo Jojutla 18.620778N-99.2903780
8 Quebrantadero, Axochiapan 18.540514N-98.7964810 19 Tequesquitengo Jojutla 18.579316N-99.2647640
9 Unién de ejidos, Jonacatepec 18.635243N-98.8294800 20 Tilzapotla Puente de Ixtla 18.524388N-99.2816590
10 Jonacatepec 18.655550N-98.8163340 21 Yautepec 18.814694N-99.0940050
11 Parque Industrial, Xalostoc, Ayala 18.764351N-98.8988340

Para el Virus de la hoja amarilla de la cafa
de azucar (SCYLV) fue empleado un test
inmunoenzimatico tipo DAS-ELISA (doble
anticuerpo), conformado por un set de
reactivos de NANO Diagnostic (2017) “AC
Diagnostic” y conjugado fosfatasa alcalina
(ref: V093). La deteccion se empled segin el
protocolo descrito para esta técnica (Clark
y Adams, 1977), ajustandose a las
indicaciones del fabricante y repitiéndose
dos veces para cada virus.

Paso 1. Recubrimiento con 1er anticuerpo

Se emple6 una placa de reaccion ELISA de 96
pocillos, recubierta con un primer anticuerpo
(lgG concentracion/1:100), diluido con buffer
carbonato o recubrimiento (1X), afadiéndose a
cada pocillo (100 pL) de la IgG. Las placas
fueron incubadas toda la noche a 4°Cy lava-das
posteriormente con buffer (PBST 1X) 2 - 3 veces
y secadas antes de ser usadas.

Paso 2. Muestras y Controles (—/+)

Las muestras de hojas previamente prepa-
radas y divididas (56 sub muestras por parcela),
formaron muestras individuales (1-21M). De
cada muestra, se pes6 1 g de hoja, el cual fue
triturado y diluida su savia con un buffer de
extraccion (GEB 1X) (1:10). Dispensandose 100
uL/ pocillo (dos pocillos por muestra) en la placa
sensibilizada con IgG previamente. De igual
forma, se anadieron los controles (-/+) diluidos.
Todas las muestras y controles se dispensaron
segun la posicion en el croquis (Tabla 2). Las
placas finalmente, fueron incu-badas durante 2
h a temperatura ambiente en camara humeda.
Transcurrido ese tiempo fue-ron lavadas con
buffer (PBST 1X) 3 - 4 veces.

Paso 3. Adicion del Conjugado enzimatico (IgG-
FA)

Después de asegurarse que los pocillos de las
placas estaban totalmente limpios de restos
vegetales u otros residuos, se adicion6 el
conjugado, el cual estaba formado por el 2%
anticuerpo enlazado a la enzima fosfatasa
alcalina concentrada (1:100), misma que fue
diluida en buffer (ECI 1X). La mezcla o conju-
gado fue adicionada (100 pL) por pocillo, en
agitacion para su homogenizacion. Posterior-
mente, las placas fueron incubadas en camara
humeda durante 2 h a temperatura ambiente y
trascurrido ese tiempo, se lavaron de igual
forma que en el paso anterior.

Paso 4. Adicion del Sustrato colorimétrico
Unos 15 min previos a finalizar la incubacioén, se
preparo el sustrato cromogénico. Se diluyo 1
tableta de PNP (ref: ACC 00404) en 5 mL de
buffer sustrato (1X) y se resguardé de la luz
hasta su uso. Lista las placas en el paso 3, se
ainadieron 100 uL del sustrato en cada pocillo y
se resguard6 de la luz en camara humeda
durante 30-60 min, verificando con frecuencia
hasta visualizar reaccion amarilla en los con-
troles positivos. Las placas se leyeron hasta los
60 min, usando un Lector de placas Elisa
(BioRad) con filtro (405 nm), registrandose los
valores o datos de la absorbancia por pocillos.

Tabla 2
Disposicion de las muestras en la placa de reaccion
ELISA para ambos virus

1 2 3 4 5 6 7 8
A Blanc Blanc M5 M5 M13 M13 M21 M21
B C+ C+ M6 M6 M14 M14
(o] C- C- M7 M7 M15 M15
D C- C- M8 M8 M16 M16
E M1 M1 M9 M9 M17 M17
F M2 M2 M10 M10 M18 M18
G M3 M3 M11 M11 M19 M19
H M4 M4 M12 M12 M20 M20

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un
analisis estadistico con el programa SAS
(Sistema de Analisis Estadistico), por sus
siglas en inglés, version 9.0 (SAS, 1996),
realizando la comparacion de medias con
analisis Tukey (p <0,05).

3. Resultados y discusioén

Absorbancia detectada del Virus de la hoja
amarilla de la cafa de azucar (SCYLV) en
hibridos de sorgo/ localidades

Las pruebas serologicas efectuadas con el
kit especifico para la deteccion de SCYLV,
Polerovirus, de la family: Luteoviridae, con-
firman la presencia de este virus en las
diferentes localidades que fueron mues-
treadas en el estado de Morelos, donde se
cultiva el sorgo. La curva de tendencia de la
absorbancia representada en la Figura 1,
compara las muestras analizadas por
municipios. Se identifico a la localidad de
Amacuzac por encima del 50% de tenden-
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cia, reflejando altos valores o concentra-
cion detectada en las muestras para el
(SCYLV) en sorgo, con 1,50 A°, respecto al
C+ 2,75 A’. Le sigui6 el municipio de
Tequesquitengo con un valor de 1,10 A’, sin
diferencias estadisticas entre ellos, pero si
con el resto de las localidades donde se
detect6 el virus.

La deteccion de este agente patoégeno es de
suma importancia en México, debido a que
la informacion que se tiene sobre la
presencia del virus en el pais data desde los
anos 1930-1950, ademas de que los
informes han sido basados en la sintoma-
tologia tipica de la enfermedad para descri-
birla en caha de azicar segln
CONADESUCA (Bermudez et al., 2016).
Coincidiendo en este ensayo con Aday et al.
(2014), los que reportaron que el SCYLV no
se encontré asociado a la presencia de
sintomas de amarillamiento en caha de
azucar y los resultados de la prueba de
Inmunoimpresion de Tejidos (Tissue Blot
Immunoassay o TBIA), detectandose el virus
en (13,48%) de las muestras asintomaticas,
mientras que en el 12,36 % de las muestras
con sintomas de la enfermedad resultaron
negativas en este analisis. Recientemente
Wei et al. (2016), reportaron este virus en
semillas de sorgo y lo mencionan como una
nueva amenaza para Estados Unidos, por
ser transmitido eficientemente por WM.
sacchari.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

0.115 10%

— g%

Cut off=0.23

Figura 1. Curva de tendencia de la Absorbancia por
municipios. Concentracion detectada en las muestras de
sorgo para SCYLV. Control positivo (C*), Amacuz
(Amacuzac), Teques (Tequesquitengo), Zacatep
(Zacatepec), Jona (Jonacatepec), Tepal (Tepalcingo),
Yautep (Municipio Yautepec), P. Ixtla (Puente de Ixtla),
Axoch (Axochiapan), Ayala (Municipio Ayala), Cuau
(Municipio Cuautla, C- (Control negativo), Blanc (Blanco).
Letras iguales no tienen diferencia significativa para (*=
p <0,05).

La presencia de SCYLV en las muestras
analizadas de sorgo, se puede atribuir a la
existencia de hibridos susceptibles, a la
proximidad de fuentes de inéculo, dinamica
del vector (M. sacchari) y una propagacion
del material vegetal infectado. Siendo este
el primer informe de este virus en sorgo.

Absorbancia detectada del Virus mosaico
de la caia de azucar (SCMV) en hibridos de
sorgo/localidades

En el caso de los analisis realizados para
determinar la presencia del Virus mosaico
de la caia de azucar (SCMV), se obtuvo que
el 9,6% de las muestras analizadas
resultaron positivas, aunque los valores de
absorbancia fueron bajos, lo cual corro-
bora lo reportado por Giménez et al. (1997),
para cereales infectados naturalmente en
campo.

La curva de tendencia de la absorbancia
representada en la Figura 2, compara las
muestras analizadas por municipios, donde
fueron detectadas solo dos muestras
positivas al (SCMV), en las localidades de
Puente de Ixtla y Yautepec, con valores
bajos respecto a la tendencia, lo que
permite inferir que existe la fuente de
inoculo en sorgo de este virus y constituyen
una fuente potencial para ser transmitida en
forma latente. Segin Bermudez et al. (2016),
en los estados de Colima, Jalisco y Nayarit
durante el 2013-2014 se detectd en caiha de
azucar, la presencia del SCYLV y SCMV,
siendo Jalisco donde se detect6 la mayor
cantidad de infecciones mixtas por ambos
virus. En Morelos no se tenian referencias
sobre la infeccion de este virus en el cultivo.
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Figura 2. Curva de tendencia de la Absorbancia por
municipios. Concentracion detectada en las muestras de
sorgo para SCMV. Control positivo (C+), P. Ixtla (Puente
de Ixtla), Yautep (Municipio Yautepec), Axoch
(Axochiapan) Jona (Jonacatepec), Teques (Teques-
quitengo), C- (Control negativo), Amacuz (Amacuzac),
(Cuau) (Municipio Cuautla), Zacatep (Zacatepec), Tepal
(Tepalcingo), Ayala (Municipio Ayala), Blanc (Blanco).
Letras iguales no tienen diferencia significativa para (*=
p <0,05).

Bermudez et al. (2017) realizaron uno de los
estudios mas completos en Meéxico,
detectando la presencia y distribucion del
SCMV en caia de azucar en la zona cafiera
del Pacifico mexicano, mediante secuen-
cias parciales HC-Pro del aislado de SCMV
JalMex-126, lo que permiti6 identificar dos
grupos, el primero que tuvo como hospe-
deros a plantas de maizy el segundo plantas
hospederas de diferentes especies e
hibridos de cafa de azucar. Al respecto,
algunos autores como Xie et al. (2016) han
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referido que el sorgo, con frecuencia se
siembra cerca de plantaciones de caia de
azucar donde comunmente se encuentran
malas hierbas como Sorghum halepense (L.)
Pers., reservorios potenciales del SCMV en
campo. Esta informacion proporciona una
base para evaluar las caracteristicas
epidemiologicas de SCMV en el cultivo, con
posibilidad de diseflar una gestion
sostenible a largo plazo y crear estrategias
para evaluar la diversidad molecular y
evolucion de este virus en México (Moradi et
al., 2016).

4. Conclusiones

El test inmunoenzimatico DAS-ELISA (doble
anticuerpo) permitié detectar la presencia
del Virus de la hoja amarilla de la cana de
azucar (SCYLV) y el Virus mosaico de la
caina de azucar (SCMV) en sorgo en el
Estado de Morelos. Con mayor concen-
tracion se detect6 a (SCYLV) en Amacuzacy
Tequesquitengo, con valores de absor-
bancia de 1,50 A° y 1,10 A°, respecti-
vamente. Asimismo, fueron detectadas solo
dos localidades con muestras positivas al
SCMV en Puente de Ixtla y Yautepec, pero
con valores bajos de absorbancia respecto
a los controles positivos. La deteccion de
estos agentes como estudio preliminar, se
considera una alerta temprana sobre el
peligro de dispersion por diferentes vias y
recomienda profundizar en el diagnéstico
de estos patogenos y su interaccion con los
hibridos de sorgo cultivados en Morelos.
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