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Abstract. Various methods for the extraction and 
purification of large dsRNAs are used to conduct 
detection and identification of viruses in plants and 
fungi. The most widely used protocol consists in 
phenol extraction and selective binding of dsRNA 
to cellulose. Purified viral dsRNAs from plants and 
fungi have been analyzed by gel electrophoresis 
and used as a complementary tool for virus 
identification. Moreover, dsRNAs have been used 
as reagent for reverse transcription PCR, molecular 
cloning, preparation of probes, and sequencing 
of RNA viruses. Many RNA viruses and subviral 
molecules infecting plants and fungi have been 
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Resumen. Se utilizan varios métodos para rea-
lizar la extracción y purificación de ARN de doble 
cadena (dsRNA) largo de plantas y hongos. Los 
protocolos más utilizados consisten en la extrac-
ción de fenol y la unión selectiva de dsRNA a la ce-
lulosa. Los dsRNAs virales purificados de plantas y 
hongos se han analizado por electroforesis con gel 
y se han utilizado como herramienta complementa-
ria para identificar virus. Asimismo, los dsRNAs se 
han utilizado como reactivos en PCR de transcrip-
tasa reversa, clonación molecular, preparación de 
sondas y secuenciación de virus ARN. Se han des-
cubierto muchos virus ARN y moléculas subvirales 
que infectan plantas y hongos utilizando protocolos 
de extracción de dsRNA. Las recientes mejoras a 
los métodos de extracción de dsRNA han aumenta-
do la eficiencia y la rentabilidad. Se ha comprobado 
que el dsRNA viral se puede utilizar como reactivo 
inicial para la secuenciación de próxima genera-
ción de genomas virales. 

Palabras clave: virus ARN, fitovirus, micovirus, 
detección de virus.
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discovered using dsRNA extraction protocols. 
Recent improvements on dsRNA extraction 
methods have increased their efficiency, and cost 
effectiveness. It has been shown that viral dsRNA 
can be used as an initial reagent for next generation 
sequencing of viral genomes.

Key words: RNA viruses, plant viruses, 
mycoviruses, virus detection.

INTRODUCTION

A variety of methods for the detection and 
identification of plant and fungal viruses are available 
to researchers and diagnosticians. For many years, 
serological methods and biological assays were 
commonly used in combination with viral nucleic 
acid detection. Today, nucleic acid-base approaches 
to virus detection such as polymerase chain reaction 
(PCR), together with sequencing, are widely used 
because of the high sensitivity and adaptation 
to the development of high throughput methods 
(Bonham et al., 2014). Recently, new technologies 
for virus detection and identification such as 
next-generation sequencing (NGS) have become 
available.  NGS is a method with great potential 
for the detection and identification of plant viruses 
(Al Rwahnih et al., 2015; Bonham et al., 2014; 
Ho and Tzanetakis, 2013). For any nucleic acid-
based method for RNA virus detection, efficient 
and practical RNA extraction protocols are needed. 
Many methods, including those of commercial kits, 
are currently available to extract single stranded 
RNA (ssRNA) from a wide range of biological 
tissues. Nevertheless, in some cases, the instability 
of ssRNA can be a factor affecting successful 
virus detection. The extraction, purification, and 
gel electrophoresis analysis of large (0.5-20.0 kb) 
viral double-stranded RNAs (dsRNAs) provide a 

INTRODUCCIÓN

Existen varios métodos para la detección e 
identificación de fitovirus y micovirus que los in-
vestigadores y especialistas en diagnóstico pueden 
utilizar. Durante muchos años, los métodos seroló-
gicos y los ensayos biológicos fueron los más uti-
lizados en combinación con la detección de ácido 
nucleótico viral. Hoy en día, los métodos basados 
en ácido nucleico para la detección de virus, como 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), junto 
con la secuenciación, son los que más se utilizan 
en el desarrollo de métodos de alto rendimiento, 
por su alta sensibilidad y adaptación (Bonham et 
al., 2014). Recientemente han surgido nuevas tec-
nologías para la detección e identificación de vi-
rus, como la secuenciación de próxima generación 
(NGS). La NGS es un método con gran potencial 
para la detección e identificación de fitovirus (Al 
Rwahnih et al., 2015; Bonham et al., 2014; Ho y 
Tzanetakis, 2013). En todo método basado en áci-
do nucleico para la detección de virus ARN se ne-
cesitan protocolos de extracción de ARN eficaces 
y prácticos. Hoy en día existen muchos métodos, 
incluidos los de kits comerciales, para extraer ARN 
de una sola cadena  de una amplia variedad de te-
jidos biológicos. No obstante, en algunos casos, 
la inestabilidad del ARN de una sola cadena pue-
de ser un factor que afecta la detección exitosa de 
los virus. La extracción, purificación y análisis de 
ARN de doble cadena largos (dsRNAs) (0.5-20.0 
kb) por electroforesis proporciona una herramien-
ta complementaria a los científicos que pretenden 
detectar e identificar virus en plantas (Dodds et al., 
1984; 1988; Morris y Dodds, 1979; Valverde et al., 
1990b), así como una fuente de ARN que se puede 
utilizar en otros métodos de detección e identifica-
ción basados en ácido nucleico de virus ARN.

El dsRNA largo ha sido reconocido como ma-
terial genético en muchos virus de plantas, animales, 



Publicación en línea,  enero 2017 82

Fully Bilingual

Revista Mexicana de FitOPatOLOGÍa
Mexican JOuRnaL OF PhytOPathOLOGy

complementary tool for scientists aiming to detect 
and identify plant viruses (Dodds et al., 1984; 1988; 
Morris and Dodds, 1979; Valverde et al., 1990b).  
Moreover, it also provides a source of RNA that 
can be used in other nucleic acid-based detection 
and identification methods for RNA viruses. 

Large dsRNA has been recognized as genetic 
material in many plant, animal, fungal, and bacterial 
viruses (Libonati et al., 1980). Some biological 
functions of dsRNA include the capacity to induce 
interferon and the inhibition of protein synthesis 
in eukaryotes (Libonati et al., 1980).  DsRNA 
is resistant to RNases under high ionic strength 
conditions. Under standard assay conditions (0.15 
M NaCl, 0.015 M sodium citrate, pH 7), dsRNA 
is resistant to RNase A but not to RNases of the 
pancreatic type (Libonati and Sorrentino, 1992). 
Another unique property of dsRNA is that it 
binds to cellulose in ethanol-containing buffers. 
Optimally, dsRNA binds to fibrous cellulose at 
ethanol concentrations of about 16 % (Franklin, 
1966; Morris and Dodds, 1979). The relatively high 
stability of dsRNA and the availability of extraction 
methods make the use of dsRNA practical for the 
detection and identification of RNA viruses.

In most plants and fungi infected with RNA 
viruses, dsRNAs can be found as part of: 1) genomic 
segments of dsRNA viruses; 2) replicative forms 
and replicative intermediates of single-stranded 
RNA viruses (ssRNA) (Buck, 1999; Horiuchi and 
Fukuhara, 2004; Jackson et al., 1971; Libonati 
et al., 1980; Nuss and Koltin, 1990; Zelcer et 
al., 1981); 3) subgenomic viral RNAs (sgRNAs) 
(Condit and Fraenkel-Conrat, 1979; Osman 
and Buck 1990); 4) satellite viruses (Klein and 
Reichman, 1970; Hillman et al., 2000; Valverde 
and Dodds, 1986); 5) satellite RNAs (Demler and 
de Zoeten, 1989; Liu et al., 2015); and 6) defective 
interfering RNAs (Burgyan et al., 1989; Hillman 
et al., 2000). Serological detection of dsRNAs 

hongos y bacteriófagos (Libonati et al., 1980). Al-
gunas funciones biológicas del dsRNA incluyen la 
capacidad de inducir interferones e inhibir la sín-
tesis proteica en las células eucariotas (Libonati et 
al., 1980). El DsRNA es resistente a las ribonuclea-
sas (RNases) bajo condiciones de elevada fuerza 
iónica. En condiciones normales de ensayo (0.15 
M NaCl, 0.015 M citrato de sodio, pH 7), el dsR-
NA es resistente a la RNase A pero no a las RNases 
de tipo pancreático (Libonati y Sorrentino, 1992). 
Otra propiedad única del dsRNA es que se une a la 
fibra de celulosa en buffers que contienen etanol. 
Lo óptimo es que el dsRNA se una a la fibra de 
celulosa en concentraciones de etanol de aproxima-
damente 16 % (Franklin, 1966; Morris y Dodds, 
1979). La estabilidad relativamente alta del dsRNA 
y la disponibilidad de métodos de extracción hacen 
que el uso del dsRNA resulte práctico en la detec-
ción e identificación de virus ARN.

En muchas plantas y hongos infectados con vi-
rus ARN se pueden encontrar dsRNAs como par-
te de: 1) segmentos genómicos virales dsRNA; 2) 
formas replicativas e intermediarios replicativos 
de virus ARN de una sola (Buck, 1999; Horiuchi 
y Fukuhara, 2004; Jackson et al., 1971; Libonati et 
al., 1980; Nuss y Koltin, 1990; Zelcer et al., 1981); 
3) ARNs subgenómicos virales (sgRNAs) (Condit 
y Fraenkel-Conrat, 1979; Osman y Buck 1990); 4) 
virus satélite (Klein y Reichman, 1970; Hillman et 
al., 2000; Valverde y Dodds, 1986); 5) ARNs saté-
lite (Demler y de Zoeten, 1989; Liu et al., 2015); 
y 6) ARNs de interferencia defectuosa (Burgyan et 
al., 1989; Hillman et al., 2000). También se ha re-
portado detección serológica de dsRNAs de plan-
tas y hongos infectados por virus. Como antisuero 
contra el ácido poliinosínico-policitidílico (polyi:c) 
se ha utilizado un análogo sintético de ARN de do-
ble cadena de plantas infectadas con el Virus del 
mosaico del pepino (CMV) y el Virus de la tristeza 
de los cítricos (CTV), y Penicillium chrysogenum 



Publicación en línea,  enero 2017 83

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Mexican JouRnal of PhytoPathology

from virus-infected plants and fungi has also 
been reported. An antiserum against polyinosinic-
polycytidylic acid (polyi:c), a synthetic analog of 
double-stranded RNA,  has been used to detect 
dsRNA from plants infected with Cucumber mosaic 
virus (CMV) and Citrus tristeza virus (CTV) and 
Penicillium chrysogenum infected with Penicillium 
chrysogenum virus using serological techniques 
(Aramburu et al., 1991). These techniques showed 
similar sensitivity for the detection of dsRNA as 
separation by polyacrylamide gel electrophoresis 
and silver staining. DsRNAs from Cowpea 
mosaic virus and Sugar cane mosaic virus have 
been detected in infected tissue extracts using 
serologically specific electron microscopy (Derrick 
et al., 1994). Monoclonal antibodies to dsRNA 
have been developed and used to detect Ground 
nut rosette virus in peanut (Schonborn et al., 1991). 
However, techniques based on serological methods 
require the development of the specific antibodies, 
a procedure that is more costly and lengthy than the 
direct visualization of dsRNA using electrophoresis 
or RT-PCR detection.

RNA viruses of plants and fungi

Viruses with ssRNA genomes make up more 
than 90 % of all known plant viruses. During 
replication in host cells, ssRNA viruses generate 
double-stranded replicative forms (RF) which 
consist of fully base-paired RNA molecules of the 
genomic RNA and replicative intermediates (Buck, 
1999). They have been shown to occur in Tobacco 
mosaic virus (TMV) and Tobacco ringspot virus 
infected plants (Buck 1999; Derrick, 1978; German 
and de Zoeten, 1975; Jackson et al., 1971; Zelcer et 
al., 1981) and Oryza sativa endornavirus (Horiuchi 
and Fukuhara, 2004) among others. Many ssRNA 
viruses generate subgenomic RNAs (sgRNAs) 
to express internal open reading frames. These 

infectada con el Virus Penicillium chrysogenum, 
aplicando técnicas serológicas (Aramburu et al., 
1991). Estas técnicas mostraron similar sensibi-
lidad en la detección de dsRNA como separación 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y 
tinción argéntica. Se han detectado DsRNAs del Vi-
rus del mosaico del caupí y el Virus del mosaico de 
la caña de azúcar en extractos de tejido infectado 
utilizando un microscopio electrónico (Derrick et 
al., 1994). Se han producido anticuerpos monoclo-
nales para dsRNA y se han utilizado para detectar 
el Virus de la roseta del maní en cacahuate (Schon-
born et al., 1991). Sin embargo, las técnicas basadas 
en métodos serológicos requieren la producción de 
anticuerpos específicos, un procedimiento más cos-
toso y prolongado que la visualización directa del 
dsRNA por electroforesis o detección por RT-PCR.

Virus ARN de plantas y hongos

Los virus que contienen genomas de ssRNA 
constituyen más del 90 % de todos los fitovirus 
conocidos. Durante su replicación en células hués-
ped, los virus ssRNA producen formas replicativas 
de doble cadena (RF), que consisten en molécu-
las de ARN de bases completamente apareadas 
de ARN genómico e intermediarios replicativos 
(Buck, 1999). Se ha observado que esto ocurre 
en plantas infectadas con el Virus del mosaico del 
tabaco (TMV), el Virus de la mancha anular del 
tabaco (Buck 1999; Derrick, 1978; German y de 
Zoeten, 1975; Jackson et al., 1971; Zelcer et al., 
1981) y el endornavirus de Oryza sativa (Horiuchi 
y Fukuhara, 2004), entre otros. Muchos de los virus 
ARN  generan ARNs subgenómicos (sgRNAs) que 
expresan marcos internos abiertos de lectura. Estos 
sgRNAs son sintetizados, ya sea a partir de cade-
nas negativas prematuramente terminadas o, más 
comúnmente, por un proceso interno en los moldes 
de la cadena negativa en secuencias específicas del 
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sgRNAs are synthesized either from prematurely 
terminated negative strands or, more commonly, by 
internal initiation on the negative-strand templates 
at specific promoter sequences (Miller and Koev, 
2000). Subgenomic dsRNAs have been detected 
in plants infected with most RNA viruses and 
fungi infected with RNA mycoviruses (Condit and 
Fraenkel-Conrat, 1979; Kwon et al., 2007; Osman 
and Buck, 1990). Plant viruses with dsRNA genomes 
include members of the families Reoviridae, 
Partitiviridae, Amalgaviridae, Totiviridae, and 
Chrysoviridae, and their genomic dsRNA are 
readily detected from plant tissues (Antoniw et al., 
1986; Chen et al., 2016; Karan et al., 1994; Li et 
al., 2013; Quito et al., 2011; Sabanadzovic et al., 
2009; 2011; Wei et al., 2003). With the exception 
of theReoviridae, the other four families contain 
plant viruses that do not cause visible symptoms 
and have been named persistent viruses. In contrast, 
acute viruses cause symptoms and economically 
important plant diseases (Roossinck, 2010).

All major taxa of fungi have been shown to 
contain viruses. Although most fungal viruses 
described to date have dsRNA genomes, there are 
some with ssRNA genomes and one report of a 
ssDNA genome (Ghabrial et al., 2015). There are 
many citations in the literature of the presence of 
viral dsRNAs in fungi (Azzam and Gonsalves, 
1999; Castillo et al., 2011; Day et al., 1977; Delye 
and Corio-Costet, 1998; Dickinson and Pryor, 
1989; Herrero et al., 2009; Khalifa and Pearson, 
2014; Kim et al., 2005; Kondo et al., 2016; Li et 
al., 2014; Shamoun et al., 2008); however, in most 
cases these viruses do not appear to affect the host’s 
phenotype (Enebak et al., 1994; Reyes et al., 2003). 
Only in some cases they have been associated with 
phenotypic and genotypic variations (Castanho 
et al., 1978; Ghabrial et al., 2015; Wei et al., 
2003). The ability of some mycoviruses to induce 
hypovirulence has been used for biological control 

promotor (Miller and Koev, 2000). Se han detec-
tado dsRNAs subgenómicos en plantas infectadas 
con numerosos virus ARN, y en hongos infectados 
con micovirus ARN (Condit y Fraenkel-Conrat, 
1979; Kwon et al., 2007; Osman y Buck, 1990). 
Los fitovirus con genomas de dsRNA incluyen 
miembros de las familias Reoviridae, Partitiviri-
dae, Amalgaviridae, Totiviridae y Chrysoviridae, y 
sus dsRNA genómicos son fácilmente detectables 
en tejidos vegetales (Antoniw et al., 1986; Chen et 
al., 2016; Karan et al., 1994; Li et al., 2013; Quito 
et al., 2011; Sabanadzovic et al., 2009; 2011; Wei et 
al., 2003). Con excepción de Reoviridae, las otras 
cuatro familias contienen fitovirus que no producen 
síntomas visibles y a éstos se les denomina virus 
persistentes. En cambio, los virus agudos producen 
síntomas y causan enfermedades de importancia 
económica en las plantas (Roossinck, 2010).

Se ha descubierto que todos los principales 
taxones de hongos contienen virus. Aunque casi 
la mayoría de los micovirus que se han descrito 
a la fecha tienen genomas de dsRNA, existen al-
gunos con genomas de ssRNA, y se ha reportado 
uno con genoma de ssDNA (Ghabrial et al., 2015). 
En la literatura existen muchas referencias sobre la 
presencia de dsRNAs virales en hongos (Azzam y 
Gonsalves, 1999; Castillo et al., 2011; Day et al., 
1977; Delye y Corio-Costet, 1998; Dickinson y 
Pryor, 1989; Herrero et al., 2009; Khalifa y Pear-
son, 2014; Kim et al., 2005; Kondo et al., 2016; Li 
et al., 2014; Shamoun et al., 2008); sin embargo, 
parece que en la mayoría de los casos estos virus 
no afectan el fenotipo del huésped (Enebak et al., 
1994; Reyes et al., 2003). Solo en algunos casos se 
les ha asociado con variaciones fenotípicas y geno-
típicas (Castanho et al., 1978; Ghabrial et al., 2015; 
Wei et al., 2003). La capacidad de algunos virus de 
inducir hipovirulencia se ha utilizado en el control 
biológico de sus huéspedes fúngicos, que son pato-
génicos para las plantas (Nuss y Koltin, 1990). Los 
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of their fungal hosts that are pathogenic to plants 
(Nuss and Koltin, 1990). The best known examples 
of mycovirus-induced hypovirulence are virus 
strains of the chestnut blight fungus Cryphonectria 
parasitica (Choi and Nuss, 1992; Day et al., 1977; 
Lee et al., 2006). Methods for the extraction and 
purification of dsRNA have been essential for 
the discovery, detection, and characterization of 
mycoviruses (Nuss and Koltin, 1990).

Satellite viruses, satellite RNAs, defective 
interfering RNAs, and viroids

Satellites are subviral agents that depend on 
a helper virus for their replication. Satellite viruses 
code for their own coat protein and their RNA is 
encapsidated. Satellite RNAs do not encode capsid 
proteins, but are packaged in a protein encoded 
by the helper virus. The size of most satellites 
associated with plant and fungal viruses range 
from 2.0-0.4 kb (Hillman et al., 2000; Kaper and 
Diaz-Ruiz, 1977; Demler and de Zoeten, 1989; 
Valverde and Dodds, 1987). Defective interfering 
RNAs (DIs) are RNAs that result from errors in 
virus replication (Pathak and Nagy, 2009). Satellite 
RNA viruses, satellite RNAs, and DI RNAs can 
attenuate or enhance the symptoms caused by their 
parent virus (Pathak and Nagy, 2009; Habili and 
Kaper, 1981). Some satellite viruses and RNAs 
associated with plant viruses accumulate relatively 
large quantities of dsRNA (Diaz-Ruiz and Kaper, 
1977; Dodds et al., 1984; Habili and Kaper, 1981; 
Valverde and Dodds, 1986; 1987). In fungi, dsRNA 
satellites have been associated with several dsRNA 
viruses (Liu et al., 2015; Romanos et al., 1981), and 
satellite dsRNAs have been reported in Sclerotinia 
sclerotiorum (Liu et al., 2015).  A satellite 
RNA of Ophiostoma novo-ulmi Mitovirus 3a in 
hypovirulent Isolates of Sclerotinia homoeocarpa 
(Deng and Boland, 2004), and a satellite and DI 

ejemplos más conocidos de hipovirulencia induci-
da por micovirus son las cepas del virus del cancro 
del castaño Cryphonectria parasitica (Choi y Nuss, 
1992; Day et al., 1977; Lee et al., 2006). Los mé-
todos de extracción y purificación de dsRNA han 
sido fundamentales para el descubrimiento, la de-
tección y la caracterización de micovirus (Nuss y 
Koltin, 1990).

Virus satélite, ARNs satélite, ARN de interferen-
cia defectuosa y viroides

Agentes satélite y subvirales dependen de un 
virus auxiliar para replicarse. Los virus satélite co-
difican su propia proteína de la cápside, dentro de 
la cual empaqueta  su ARN. Los ARN satélite no 
codifican proteínas de la cápside, sino que están 
empacados en una proteína codificada por el virus 
auxiliar. El tamaño de la mayoría de los satélites 
asociados con los fitovirus y los micovirus varía de 
2.0 a 0.4 kb (Hillman et al., 2000; Kaper y Diaz-
Ruiz, 1977; Demler y de Zoeten, 1989; Valverde y 
Dodds, 1987). Los ARN de interferencia defectuo-
sa (DIs) son ARN que resultan a causa de errores en 
la replicación del virus (Pathak y Nagy, 2009). Los 
virus ARN satélite, los ARN satélite y los ARN DIs 
pueden atenuar o aumentar los síntomas causados 
por su virus progenitor (Pathak y Nagy, 2009; Ha-
bili y Kaper, 1981). Algunos virus satélite y ARN 
asociados con fitovirus acumulan cantidades rela-
tivamente grandes de dsRNA (Diaz-Ruiz y Kaper, 
1977; Dodds et al., 1984; Habili y Kaper, 1981; 
Valverde y Dodds, 1986; 1987). En los hongos, los 
satélites dsRNA se han asociado con diversos virus 
dsRNA (Liu et al., 2015; Romanos et al., 1981), 
y se han reportado dsRNAs satélite en Sclerotinia 
sclerotiorum (Liu et al., 2015). También se identi-
ficaron un ARN satélite de Ophiostoma novo-ulmi 
Mitovirus 3a en aislamientos hipovirulentos de 
Sclerotinia homoeocarpa (Deng y Boland, 2004), y 
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RNAs of Cryphonectria hypovirus 3-Grand Haven 
2 (Hillman et al., 2000) have also been identified.

Viroids are some of the smallest known 
infectious agents. They consist of non-coding 
circular ssRNA molecules forming highly base-
paired rod-like structures and are capable of 
causing economically important diseases in many 
crops worldwide (Kovalskaya and Hammond, 
2014). Viroid derived dsRNAs have been described 
(Carbonell, et al., 2008).

DsRNA extraction and purification

Over the past 50 years, several methods for 
large dsRNA extraction from virus-infected plant, 
animal and fungal tissues, as well as bacteria have 
been reported in the literature (Akin et al., 1998; 
Balijja et al., 2008; Castillo et al., 2011; Delye and 
Corio-Costet, 1998; DePaulo and Powell, 1995; 
Diaz-Ruiz and Kaper, 1978; Franklin, 1966; Morris 
and Dodds, 1979, Morris et al., 1983; Okada et al., 
2015; Tzanetakis and Martin, 2008; Valverde et al., 
1990) (Table 1). Most of these methods are based 
on cellulose chromatography, some on enzymatic 

un satélite y ARN DIs de Cryphonectria hypovirus 
3-Grand Haven 2 (Hillman et al., 2000).

Los viroides son algunos de los agentes infec-
ciosos más pequeños que se conocen. Están for-
mados por moléculas de ARN circulares no codifi-
cadas que forman estructuras altamente apareadas 
en forma de varilla y llegan a causar enfermedades 
económicamente importantes en muchos cultivos a 
nivel mundial (Kovalskaya y Hammond, 2014). Se 
ha descrito un viroide derivado de dsRNAs (Carbo-
nell, et al., 2008).

Extracción y purificación de DsRNA

En los últimos 50 años, en la literatura se han 
reportado varios métodos para la extracción de ds-
RNA largos de plantas, animales y tejidos fúngi-
cos infectados por virus (Akin et al., 1998; Balijja 
et al., 2008; Castillo et al., 2011; Delye y Corio-
Costet, 1998; DePaulo y Powell, 1995; Diaz-Ruiz 
y Kaper, 1978; Franklin, 1966; Morris y Dodds, 
1979, Morris et al., 1983; Okada et al., 2015; Tza-
netakis y Martin, 2008; Valverde et al., 1990) (Cua-
dro 1). La mayoría de estos métodos se basan en 

Table 1. Principal Components of Some dsRNA Extraction Protocols.
Cuadro 1. Componentes principales de algunos protocolos de extracción de dsRNA.

Principle Reference

Lithium chloride Akin et al., 1998
Recombinant dsRNA-binding protein Atsumi et al., 2015
CF-11 cellulose (Whatman) Balijja et al., 2008
CF-11 cellulose (Whatman) Castillo et al., 2011
Guanidium thiocyanate Delye and Corio-Costet, 1998
sodium dodecyl sulfate (SDS)/Potassium acetate (KOAc) DePaulo and Powell, 1995
Lithium chloride Diaz-Ruiz and Kaper, 1978 
CF-11 cellulose (Whatman) Franklin, 1966
Fibrous cellulose (Sigma) Khankhum et al., 2015
CF-11 cellulose (Whatman) Morris and Dodds, 1979
CF-11 cellulose (Whatman) Morris et al., 1983
Cellulose A and D Okada et al., 2015
CF-11 cellulose (Whatman) Tzanetakis and Martin, 2008
CF-11 cellulose (Whatman) or  Cellex N-1 (BioRad) Valverde et al., 1990
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degradation or lithium chloride precipitation. 
Recently, Atsumi et al., (2015) developed a novel 
dsRNA isolation method using a recombinant 
dsRNA-binding protein.

In 1979, Morris and Dodds developed a 
procedure for the isolation and analysis of dsRNA 
which has been widely used for the detection, 
identification, and characterization of plant viruses. 
It consists on the selective adsorption of dsRNA 
to fibrous cellulose at low ethanol concentrations 
and elution with ethanol-free buffer. A schematic 
diagram summarizing the steps involved in the 
method is shown in Figure 1. Although developed 
over 40 years ago, it is still in use today although it 
has been modified and improved (Khankhum et al., 
2015; Valverde et al., 1990).

Homogenizing by grinding fresh, infected 
tissue, often with mortar and pestle using liquid 

cromatografía de celulosa, algunos en degradación 
enzimática o precipitación con cloruro de litio. Re-
cientemente, Atsumi et al., (2015) desarrollaron un 
novedoso método para aislar dsRNA utilizando una 
proteína recombinante de unión al dsRNA.

En 1979, Morris y Dodds desarrollaron un pro-
cedimiento para el aislamiento y análisis de dsRNA 
que ha sido muy utilizado en la detección, identi-
ficación y caracterización de fitovirus. El procedi-
miento consiste en la absorción selectiva de dsR-
NA en celulosa de fibra en bajas concentraciones 
de etanol y elución con un búfer libre de etanol. En 
la Figura 1 se muestra un diagrama esquemático 
con un resumen de los pasos que se siguen en 
este método. Aunque el método se desarrolló hace 
más de 40 años, sigue utilizándose hoy en día, con 
algunas modificaciones y mejoras (Khankhum et 
al., 2016; Valverde et al., 1990).

Figure 1. Schematic diagram of the steps involved in dsRNA extraction and purification. (Modified from Valverde et al., 1990). 
STE: Sodium, Tris and EDTA buffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8.0 and 1 mM EDTA); SDS: sodium dodecyl 
sulfate.

Figura 1. Diagrama esquemático de los pasos para la extracción y purificación de dsRNA. (Modificado de Valverde et al., 1990). 
STE: Sodio, Tris y búfer EDTA (100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8.0 y 1 mM EDTA); SDS: Dodecilsulfato sódico.
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nitrogen, is the first step in the extraction of 
dsRNA. However, buffered sap extracts, fresh or 
lyophilized fungal mycelium, dried spores, and 
desiccated plant tissue (including those infected 
with biotrophic fungi) have also been used with 
successful results (Morris et al., 1983; Khankhum 
et al., 2015; Kousik et al., 1994; Valverde et al, 
1990). Other practical and efficient approaches 
for disrupting the tissue include bead beaters, 
tissue homogenizers, etc. Desiccated tissue has 
broad use because this method is conventionally 
used for the long-term storage of virus-infected 
tissue. It is also the way samples are exchanged 
between laboratories. Furthermore, biotrophic 
fungi infecting plant tissues are often stored in 
fungaria as pressed and dried specimens from 
which samples can be used to test for the presence 
of fungal viruses (Khankhum et al., 2015). In the 
case of plants, most extractions are done from 
foliar tissue. However, bark, stem, or vein tissue 
are recommended for phloem-limited viruses. For 
fungi, mycelium or spores can be used. Negative 
controls are highly recommended in any dsRNA 
extraction. The second step involves total nucleic 
acid extraction using buffer-saturated phenol. With 
some plant tissues and particular viruses buffer 
may be used instead of phenol. Nevertheless, 
phenol extracts usually yield cleaner samples. 
The third step involves binding of the dsRNA to 
fibrous cellulose. The cellulose used by Morris 
and Dodds (1979) and Franklin (1966) in their 
original papers was Whatman CF-11 (Whatman 
Inc., Clifton, NJ, USA). Because this cellulose is 
no longer commercially available, other cellulose 
types such as Cellex-N1 (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA) have been used in dsRNA purifications 
with some success (Okada et al., 2015; Valverde 
et al., 1990).  Khankum et al., (2015) used fibrous 
cellulose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
to extract dsRNAs from virus-infected plants and 

El primer paso en la extracción de dsRNA con-
siste en homogeneizar por molienda tejido infecta-
do fresco utilizando nitrógeno líquido; la molienda 
suele hacerse con mortero y mano. Sin embargo, 
también se han utilizado con buenos resultados 
extractos de savia, micelios fúngicos frescos o lio-
filizados, esporas secas y tejido deshidratado de 
plantas con un buffer (incluyendo tejidos infec-
tados con hongos biotrofos) (Morris et al., 1983; 
Khankhum et al., 2015; Kousik et al., 1994; Val-
verde et al, 1990). Otros métodos prácticos y efi-
cientes para el macerado del tejido incluyen bati-
doras de laboratorio, homogeneizadores de tejido, 
etcétera. El tejido deshidratado infectado con virus 
puede almacenarse por largos periodos de tiempo, 
en espacios pequeños y utilizarse como fuente de 
inóculo para ensayos posteriores, y porque permite 
también el intercambio de muestras entre labora-
torios. Además, los hongos biotrofos que infectan 
tejidos vegetales suelen almacenarse en depósitos 
como especímenes prensados y desecados, de los 
cuales se pueden obtener muestras para compro-
bar la presencia de micovirus (Khankhum et al., 
2015). En el caso de plantas, se utiliza tejido fo-
liar en la mayoría de las extracciones. Sin embargo, 
se recomienda el uso de tejidos de corteza, tallo o 
vaina para algunos virus del floema. Para los hon-
gos se pueden utilizar micelios o esporas. En toda 
extracción de dsRNA se recomiendan controles 
negativos. El segundo paso incluye la extracción 
total del ácido nucleico utilizando fenol saturado 
con un buffer. Con algunos tejidos vegetales y virus 
en particular es posible utilizar un buffer en lugar 
de fenol. No obstante, con los extractos fenólicos 
normalmente se obtienen muestras más limpias. 
El tercer paso incluye la unión del dsRNA a la 
celulosa de fibra. La celulosa que utilizaron Morris 
y Dodds (1979) y Franklin (1966) en sus primeros 
estudios fue Whatman CF-11 (Whatman Inc., Clif-
ton, NJ, USA). Dado que esta celulosa desapareció 
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fungi. This cellulose is readily available worldwide 
and a good alternative to CF-11. After ethanol 
precipitation, dsRNA samples must be treated 
with DNase to eliminate potential host DNA 
contamination. Host ribosomal RNA may interfere 
with the electrophoretic detection of dsRNAs 
ranging from 1.0-0.5 kb. Therefore, when the target 
dsRNAs are within this range, digestion with S1 
nuclease is recommended. After that, analysis of 
dsRNAs can be conducted in 6 % polyacrylamide 
gels, which provide high resolving power for 
subgenomic dsRNAs or, more simply, using 1.2-
1.5 % agarose gels. Traditionally, ethidium bromide 
has been the preferred stain, although silver nitrate 
staining has been used as well.  More recently, 
staining with Gel RedTM (Huang et al., 2010) has 
become more common. GelRed does not have the 
health hazards associated with ethidium bromide 
and has higher sensitivity. Detailed information of 
the methodology developed by Morris and Dodds 
(1979) and data showing some of its applications 
has been published elsewhere (Dodds et al., 1984; 
1988; Valverde et al., 1986; 1990b). 

Initially, the focus of the dsRNA extraction 
protocols was on the electrophoretic analysis and 
evaluation of banding patterns for virus detection 
and, in some cases, identification. Although 
analysis of viral dsRNAs by gel electrophoresis is 
still widely used, currently most applications are in 
RT-PCR, molecular cloning, sequencing, genome 
assembly, and virus identification. 

Virus detection and identification

In many cases, particularly with ssRNA 
viruses infecting plants that contain high amounts 
of phenolic compounds and carbohydrates, 
diagnosticians and researchers find it difficult 
to obtain pure preparations of ssRNA or virus 
to use in identification and characterization. An 

del mercado, para la purificación de dsRNA se han 
utilizado otros tipos de celulosa, como Cellex-N1 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), que han dado algu-
nos buenos resultados (Okada et al., 2015; Valver-
de et al., 1990). Khankum et al., (2015) utilizaron 
celulosa de fibra (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
EEUU) para extraer dsRNAs de plantas y hongos 
infectados con virus. Esta celulosa se puede conse-
guir fácilmente en cualquier parte del mundo y es 
una buena opción para sustituir a la celulosa CF-11. 
Después de ser sometidas a precipitación en eta-
nol, las muestras tienen que ser tratadas con DNase 
para eliminar la posibilidad de que el DNA hués-
ped se contamine. El ARN ribosómico huésped po-
dría interferir en la detección electroforética de los 
dsRNAs de 1.0 a 0.5 kb. Por lo tanto, cuando los 
dsRNAs objetivo están dentro de este rango, se re-
comienda la digestión con nucleasa S1. Después de 
esto, se puede realizar el análisis de los dsRNAs en 
geles de poliacrilamida al 6 %, lo cual proporciona 
un alto poder de resolución en los dsRNAs subge-
nómicos, o, de manera más simple, se pueden utili-
zar geles de agarosa al 1.2-1.5 %. Tradicionalmen-
te, el bromuro de etidio ha sido la tinción preferida, 
aunque también se ha utilizado la tinción de nitrato 
de plata. Más recientemente, se ha vuelto más co-
mún la tinción con Gel RedTM (Huang et al., 2010). 
GelRed no implica riesgos para la salud como los 
riesgos asociados con el bromuro de etidio y tiene 
mayor sensibilidad. En otras fuentes se ha publi-
cado información detallada y datos que muestran 
algunas de las aplicaciones de la metodología que 
desarrollaron Morris y Dodds (1979) (Dodds et al., 
1984; 1988; Valverde et al., 1986; 1990b).

Inicialmente, los protocolos de extracción de 
dsRNA se enfocaban en el análisis electroforético 
y la evaluación de los patrones de bandas para de-
tectar los virus y, en algunos casos, identificarlos. 
Aunque todavía sigue utilizándose el análisis de ds-
RNAs virales mediante electroforesis con gel, hoy 
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alternative is to purify dsRNAs that can be used 
for probe preparation, RT-PCR, molecular cloning, 
and sequencing.

In general, different families of RNA viruses 
infecting plants or fungi yield characteristic 
electrophoretic dsRNA banding patterns that 
differentiate them (Dodds et al., 1984; Valverde 
et al., 1986). DsRNA electrophoretic profiles 
have been reported for members of the families 
Closteroviridae (Dodds and Bar-Joseph, 1983), 
Potyviridae (Valverde et al., 1986), Bromoviridae 
(Valverde and Glascock, 1991), Endornaviridae 
(Fukuhara et al., 2006) and the genera Comovirus 
(Valverde et al., 1995), Tobamovirus, Potexvirus, 
and Carlavirus (Valverde et al., 1986). As 
mentioned earlier, dsRNA profiles generally 
consist of one (in the case of monopartite viruses), 
two (bipartite) or more (multipartite) full-length 
genomic bands (or RFs) and several other bands 
corresponding to subgenomic replicative forms 
of RNA viruses (Condit and Fraenkel-Conrat, 
1979; Osman and Buck, 1990). Figures 2 and 3 
show dsRNA profiles of different plant viruses 
resolved in polyacrylamide and agarose gels. In 
the case of fungal viruses, dsRNA electrophoretic 
profiles have not been evaluated as extensively as 
a tool to differentiate between families or genera. 
Nevertheless, as in the case of plant RNA viruses, 
electrophoretic profiles vary depending upon the 
virus species and mixed infections are common 
(Figure 4).

Extraction and electrophoretic analyses of 
dsRNA has been used widely to study important 
viruses such as Citrus tristeza virus (CTV) (Dodds 
and Bar-Joseph, 1983; Dodds et al., 1993) and 
viruses of C. parasitica, the causal agent of 
chestnut blight (Casthano et al., 1978; Day et 
al., 1977; Hansen et al., 1985; Lee et al., 2006). 
In the literature, there are numerous examples 
of the use of viral dsRNA to detect, identify, and 

en día la mayoría de las aplicaciones se hacen en 
RT-PCR, clonación molecular, secuenciación, en-
samblado genómico e identificación de virus. 

Detección e identificación de virus

En muchos casos, particularmente con los virus 
ARN que infectan plantas que contienen grandes 
cantidades de compuestos fenólicos y carbohi-
dratos, es difícil para los expertos en diagnóstico 
y los investigadores obtener preparaciones puras 
de ARN o de virus que puedan ser utilizadas en la 
identificación o caracterización. Una opción es pu-
rificar dsRNAs que puedan ser utilizados en la pre-
paración de sondas, RT-PCR, clonación molecular 
y secuenciación.

En general, las diferentes familias de virus RNA 
que infectan plantas u hongos producen patrones 
característicos de bandas electroforéticas de dsR-
NA que los diferencian (Dodds et al., 1984; Val-
verde et al., 1986). Se han reportado perfiles elec-
troforéticos de dsRNA en miembros de las fami-
lias Closteroviridae (Dodds y Bar-Joseph, 1983), 
Potyviridae (Valverde et al., 1986), Bromoviridae 
(Valverde y Glascock, 1991), Endornaviridae 
(Fukuhara et al., 2006) y de los géneros Comovirus 
(Valverde et al., 1995), Tobamovirus, Potexvirus, y 
Carlavirus (Valverde et al., 1986). Como se men-
cionó anteriormente, los perfiles de dsRNA gene-
ralmente constan de una (en el caso de los virus 
monopartitas), dos (bipartita) o más (multipartita) 
bandas genómicas de longitud completa (o RF) y 
varias otras bandas que corresponden a las formas 
subgenómicas replicativas de los virus RNA (Con-
dit y Fraenkel-Conrat, 1979; Osman y Buck, 1990). 
En las Figuras 2 y 3 se muestran perfiles de dsRNA 
de diferentes fitovirus resueltos en geles de polia-
crilamida y agarosa. En el caso de los micovirus, 
los perfiles electroforéticos de dsRNA no se han 
evaluado extensamente como una herramienta para 
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Figure 2.  Polyacrylamide (6 %) gel electrophoresis  of dsRNA extracted from plants infected with different viruses. Lane 1, Potato 
virus X; lane 2, Cucumber mosaic virus; lane 3, Tobacco mild green mosaic virus; lane 4, Tobacco necrosis virus; and lane 
5, Alfalfa mosaic virus.

Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (6%) de dsRNA extraído de plantas infectadas con diferentes virus. Carril 1, Virus 
de la papa X; carril 2, Virus del mosaico del pepino; carril 3, Virus del mosaico verde suave del tabaco; carril 4, Virus de 
la necrosis del tabaco; carril 5, Virus del mosaico de la alfalfa.

study viruses, satellites, and DIs infecting plants 
(Aboughanem-Sabanadzovic et al., 2016; De la 
Torre, et al., 2014; 2016; Demler and Zoeten, 1989; 
Dodds, 1982; Falk et al., 1979; Okada et al., 2011; 
Valverde and Dodds, 1986; Valverde et al., 1986; 
Valverde et al., 1995; Ward et al, 2009) and fungi  
(Azzam and Gonsalves, 1999; Deng and Boland, 
2004; Kousik et al., 1994; Feldman et al 2012; 
Pecina et al., 2000; Shamoun et al, 2008).

In plants, mixed viral infections often go 
undetected and can result in inadequate disease 
diagnoses. An advantage of dsRNAs analysis is 
that, unlike other virus diagnostic techniques, is 
nonspecific and therefore it is possible to visualize 
mixed viral infections (Figure 5). In fungi, mixed 
infections of mycoviruses are commonly detected 

diferenciarlos entre familias y géneros. No obstan-
te, igual que en el caso de los micovirus RNA, los 
perfiles electroforéticos varían dependiendo de la 
especie del virus, y son comunes las infecciones 
mixtas (Figura 4).

La extracción y los análisis electroforéticos de 
dsRNA se han utilizado extensamente para estu-
diar importantes virus como el Virus citrus tristeza 
(CTV) (Dodds y Bar-Joseph, 1983; Dodds et al., 
1993) y el virus de C. parasitica, agente causante 
del cancro del castaño (Casthano et al., 1978; Day 
et al., 1977; Hansen et al., 1985; Lee et al., 2006). 
En la literatura existen numerosos ejemplos del uso 
de dsRNA viral para detectar, identificar y estudiar 
los virus, los satélites y los DIs que infectan plan-
tas (Aboughanem-Sabanadzovic et al., 2016; De la 
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by electrophoretic analysis of their dsRNAs (Chu 
et al., 2004; Herrero et al., 2012; Kousik et al., 
1994). Another advantage of this technique is 
that in some cases, strains of the same virus can 
be differentiated by the mobility or the number of 
dsRNA fragments after gel electrophoresis. This 
has been shown with various strains of Tobacco 
mosaic virus satellite (Valverde and Dodds, 1987). 
Moreover, gel electrophoretic profiles of viral 
dsRNA have been used to differentiate strains of 
Tomato mosaic virus (Valverde et al., 1986), CMV 
(Valverde et al., 1990a), and CTV (Dodds et al., 
1987). Nevertheless, in plants, members of the viral 

Torre, et al., 2014; 2016; Demler y Zoeten, 1989; 
Dodds, 1982; Falk et al., 1979; Okada et al., 2011; 
Valverde y Dodds, 1986; Valverde et al., 1986; 
Valverde et al., 1995; Ward et al, 2009) y hongos 
(Azzam y Gonsalves, 1999; Deng y Boland, 2004; 
Kousik et al., 1994; Feldman et al 2012; Pecina et 
al., 2000; Shamoun et al, 2008).

En las plantas, las infecciones mixtas virales no 
son fácilmente detectables y, en consecuencia, se 
hacen diagnósticos inadecuados. Una ventaja del 
análisis de dsRNAs es que, a diferencia de otras 
técnicas de diagnóstico de virus, no es específica y, 
por tanto, se pueden visualizar las infecciones virales 
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Figure 3. Agarose (1.2 %) gel electrophoresis  of dsRNAs extracted from plants infected with different viruses. Lane 1, Molecular 
weight DNA ladder; lane 2, Tobacco necrosis virus; lane 3, Panicum mosaic virus and satellite virus; lane  4, Japanese 
holly  fern mottle virus; lane 5, Tobacco mosaic virus, Alfalfa mosaic virus and  Cucumber mosaic virus  mixed infection; 
lane 6, Cucumber mosaic virus; lane 7,TMV; lane 8, Tomato mild green mosaic virus.

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa (1.2 %) de dsRNAs extraídos de plantas infectadas con diferentes virus. Carril 1, Peso 
molecular de la escalera de ADN; carril 2, Virus de la necrosis del tabaco; carril 3, Virus del mosaico del pasto y virus 
satélite; carril 4, Virus del moteado del helecho japonés; carril 5, infección mixta Virus del mosaico del tabaco (TMV), 
Virus del mosaico de la alfalfa y Virus del mosaico del pepino; carril 6, Virus del mosaico del pepino (CMV); carril 7, 
TMV; carril 8, Virus del mosaico verde suave del tomate.



Publicación en línea,  enero 2017 93

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Mexican JouRnal of PhytoPathology

1 2 3 4 5 6 7 8

- 7

Kb

- 2

- 20

- 3

- 5

Figure 4. Agarose (1.2 %) gel electrophoresis  of dsRNAs extracted from fungi. Lane 1, Penicillium digitatum (orange); lane 2, 
Corn smut; lane 3, Penicillium digitatum (mandarin); lane 4, Diaporthe phaseolorum isolate  B; lane 5, an unidentified 
totivirus from D. phaseolorum isolate C; lane 6, Penicillium chrysogenum virus; lane 7, an unidentified virus from 
Penicillium stoloniferum; and lane 8, 1 kb molecular weight DNA ladder.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa (1.2 %) de dsRNAs extraídos de hongos. Carril 1, Penicillium digitatum (naranja); carril 
2, tizón del maíz; carril 3, Penicillium digitatum (mandarina); carril 4, virus aislado de Diaporthe phaseolorum B; carril 
5, totivirus no identificado de un aislado de Diaphorthe phaseolorum C; carril 6, Virus Penicillium chrysogenum; carril 
7, virus no identificado de Penicillium stoloniferum; y carril 8, peso molecular 1 kb de una escalera de ADN.

families Potyviridae and Luteoviridae generate low 
amounts of RF and subgenomic dsRNAs (Creamer 
and Falk, 1989; Dale et al., 1986; Valverde et al., 
1986) making their detection by electrophoretic 
analysis impractical.

Molecular probes

Radioactive and non-radioactive probes have 
been produced by using dsRNA to generate and 
label ssRNA or cDNAs (Enebak et al., 1994; 
Jelkmann et al., 1989; Jordan and Dodds, 1983; 
Rosner et al., 1983; Valverde and Dodds, 1986; 

mixtas (Figura 5). En los hongos, las infecciones 
mixtas de micovirus comúnmente se detectan me-
diante el análisis electroforético de sus dsRNAs 
(Chu et al., 2004; Herrero et al., 2012; Kousik et 
al., 1994). Otra ventaja de esta técnica es que en 
algunos casos se pueden diferenciar las cepas del 
mismo virus por la movibilidad o el número de 
fragmentos de dsRNA después de la electroforesis 
en gel. Esto se ha observado con varias cepas del sa-
télite del Virus del mosaico del tabaco (Valverde and 
Dodds, 1987). Además, los perfiles electroforéticos 
en gel de dsRNA viral se han utilizado para diferen-
ciar cepas del Virus del mosaico del tomate (Valverde 
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Valverde et al., 1994; Valverde et al., 1990b). Jordan 
and Dodds used TMV dsRNA to develop P32 end-
labelled ssRNA probes and used them successfully 
in molecular hybridization experiments. Non-
radioactive probes have also been prepared by 
direct labelling ssRNA using dsRNA as the 

Figure 5.  Polyacrylamide (6 %) gel electrophoresis  showing 
dsRNAs extracted from plants with mixed 
viral infections. Lane 1,  Potato virus X (PVX), 
Cucumber mosaic virus (CMV) and satellite RNA 
of CMV;  lane 2, Dandelion latent virus (DLV), 
CMV and satellite RNA of CMV; and  lane 3, 
Tobacco mosaic virus (TMV and CMV. Bands are 
labelled with letters according to the virus they 
belong; a, PVX; b, CMV, c, Satellite RNA of CMV; 
d, DLV, and e, TMV.

Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida (6 %) 
que muestra dsRNAs extraídos de plantas con 
infecciones virales mixtas. Carril 1, Virus X de la 
papa (PVX), Virus del mosaico del pepino (CMV) 
y RNA satélite; carril 2, Virus latente del diente de 
león (DLV), CMV y RNA satélite; y carril 3, Virus 
del mosaico del tabaco (TMV) y CMV. Las bandas 
de DsRNA están marcadas con letras de acuerdo 
con el virus al que pertenecen; a, PVX; b, CMV, c, 
RNA satélite; d, DLV, y e, TMV.

et al., 1986), CMV (Valverde et al., 1990a), y CTV 
(Dodds et al., 1987). No obstante, en las plantas, 
los miembros de las familias virales Potyviridae 
y Luteoviridae generan bajas cantidades de RF y 
dsRNAs subgenómicos (Creamer and Falk, 1989; 
Dale et al., 1986; Valverde et al., 1986), lo cual 
hace que su detección mediante análisis electrofo-
réticos resulte impráctica.

Sondas moleculares

Se han producido sondas radioactivas y no 
radioactivas utilizando dsRNA para generar y eti-
quetar ARN y cDNAs (Enebak et al., 1994; Jelk-
mann et al., 1989; Jordan y Dodds, 1983; Rosner et 
al., 1983; Valverde y Dodds, 1986; Valverde et al., 
1994; Valverde et al., 1990b). Jordan y Dodds utili-
zaron TMV dsRNA para preparar sondas marcadas 
radiactivamente con  P32, que utilizaron con buenos 
resultados en experimentos de hibridación mole-
cular. También se han preparado sondas mediante 
etiquetado directo de ARN utilizando dsRNA como 
materia prima (Valverde et al., 1994). Estas sondas 
no radiactivas se utilizaron para detectar (Oryza 
sativa endornavirus), Physalis mottle virus, Pe-
pper cryptic virus 1, y micovirus no identificados 
del patógeno del cancro del tallo de la soya (Dia-
porthe phaseolorum). Se han utilizado extractos de 
dsRNA que son transferidos a las membranas para 
detectar el Virus del enanismo clorótico del camote 
(SPCSV) en (Pio-Ribeiro et al., 1996), Fiji virus 
(Karan et al., 1994), el Virus satélite del mosaico 
del tabaco (Valverde y Dodds, 1986), y un hipovi-
rus 12 kb de C. parasitica (Enebak et al., 1994) en 
ensayos Northern de hibridación.

PCR en transcripción reversa, clonación y se-
cuenciación 

Los dsRNAs se han utilizado para clonar y se-
cuenciar fitovirus y micovirus de ARN (Abougha-
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starting material (Valverde et al., 1994). These 
non-radioactive probes were used to detect Oryza 
sativa endornavirus, Physalis mottle virus, Pepper 
cryptic virus 1, and an unidentified mycovirus from 
the soybean stem canker pathogen (Diaporthe 
phaseolorum). DsRNA extracts blotted onto 
membranes have been used to detect Sweet potato 
chlorotic stunt virus (SPCSV) in (Pio-Ribeiro et 
al., 1996), Fiji virus (Karan et al., 1994), Satellite 
tobacco mosaic virus (Valverde and Dodds, 1986), 
and a 12 kb hypovirus from C. parasitica (Enebak 
et al., 1994) in northern hybridization assays.

Reverse transcription PCR, cloning, and 
sequencing

Viral dsRNAs have been used to clone 
and sequence plant and fungal RNA viruses 
(Aboughanem-Sabanadzovic et al., 2016; Antoniw 
et al., 1986; Bar-Joseph et al., 1983; Enebak et al., 
1994; Herrero et al., 2009; Khalifa and Pearson, 
2014; Kim et al., 2005; Okada et al. 2011; Rott 
and Jelkmann, 2001; Jelkmann et al., 1989; 
Valverde and Sabanadzovic, 2009; Valverde and 
Sabanadzovic; Valverde et al. 1986; 1990; 2011; 
Zhang and Rowhani, 2000). Virus specific primers 
have been developed for RT-PCR detection of most 
plant and fungal viruses reported to date. After heat 
denaturation, purified viral dsRNA has been used 
extensively as the template for reverse transcription 
PCR (RT-PCR) in plant virus testing (Rott and 
Jelkmann, 2001; Sabanadzovic and Valverde, 2011; 
Valverde and Sabanadzovic, 2009; Valverde et al., 
2011; Tzanetakis et al 2005). Winter et al. (1992) 
and Hoyer et al. (1996) characterized Sweet potato 
chlorotic stunt virus using dsRNA as reagent for 
RT-PCR, cloning, and labeling. Zhang and Rowhani 
(2000) developed a rapid cDNA cloning method 
from dsRNA templates to partially characterized 
grape viruses. Random cDNA clones from CTV 

nem-Sabanadzovic et al., 2016; Antoniw et al., 
1986; Bar-Joseph et al., 1983; Enebak et al., 1994; 
Herrero et al., 2009; Khalifa y Pearson, 2014; Kim 
et al., 2005; Okada et al. 2011; Rott y Jelkmann, 
2001; Jelkmann et al., 1989; Valverde y Sabanad-
zovic, 2009; Valverde y Sabanadzovic; Valverde et 
al. 1986; 1990; 2011; Zhang y Rowhani, 2000). Se 
han creado iniciadores según el tipo de virus para 
detectar mediante RT-PCR la mayoría de los fito-
virus y los micovirus reportados a la fecha. Des-
pués de someterlo a desnaturalización por calor, 
el dsRNA viral purificado se ha utilizado extensa-
mente como molde para la transcripción reversa de 
PCR (RT-PCR) en pruebas con fitovirus (Rott and 
Jelkmann, 2001; Sabanadzovic y Valverde, 2011; 
Valverde y Sabanadzovic, 2009; Valverde et al., 
2011; Tzanetakis et al 2005). Winter et al. (1992) 
y Hoyer et al. (1996) caracterizaron el Virus del 
enanismo del camote utilizando un reactivo para 
la RT-PCR, la clonación y el etiquetado. Zhang y 
Rowhani (2000) desarrollaron un método rápido de 
clonación de cDNA a partir de moldes de dsRNA 
para caracterizar parcialmente virus de uva. Se ob-
tuvieron clones de cDNA al azar de CTV mediante 
el uso de dsRNA de tejido de corteza de cítricos 
purificado y desnaturalizado (Albiach-Marti et al., 
2010). La clonación molecular de fitovirus se ha 
realizado a partir de pequeñas cantidades de dsR-
NA viral después de purificarlo en gel (Jelkmann et 
al., 1989). Utilizando dsRNA extraído aplicando el 
método de De Paulo y Powell (1995), Kunta et al. 
(2007), se realizó la RT-PCR y fue posible detectar, 
clonar y secuenciar el genoma completo del viroide 
de los cítricos. De manera similar, De la Torre et 
al. (2009; 2015) detectaron viroides en durazno y 
aguacate utilizando dsRNA extraído con el método 
de Valverde et al., (1990), después de realizar la 
RT-PCR. Este método ha sido particularmente útil 
cuando se hacen pruebas en plantas que se sabe que 
producen ARN de baja calidad.
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were obtained using denatured viral dsRNA purified 
from citrus bark tissue (Albiach-Marti et al., 
2010).  Molecular cloning of plant viruses has been 
accomplished from small amounts of viral dsRNA 
after gel purification (Jelkmann et al., 1989). Using 
dsRNA extracted using the method of De Paulo and 
Powell (1995), Kunta et al. (2007) conducted RT-
PCR and were able to detect, clone, and sequence 
full-length viroids in citrus. Similarly, De la Torre 
et al. (2009; 2015) detected viroids in peach and 
avocado using dsRNA extracted by the method of 
Valverde et al., (1990) followed by RT-PCR. This 
approach has been particularly useful, when testing 
plants species known to yield low quality ssRNA.

DsRNA extraction and purification has 
been suggested as an approach to increase viral 
sequences in sample preparation for NGS (Wu et 
al., 2015). In a metagenomics study of viruses in 
environmental samples, Roossinck (2012) used 
dsRNA-enriched samples and detected high levels 
of persistent viruses in plants. De novo assembly of 
RNAseq results has been accomplished to identify 
new species of endornaviruses and mycoviruses 
(Espach et al., 2012; Jo et al., 2015; Khalifa et al., 
2016). Using viral dsRNAs, in combination with 
deep sequencing, researchers have been able to 
obtain complete genomic sequences of plant and 
fungal viruses (Al Rwahnih et al., 2011; Candresse 
et al., 2013; Coetzee et al., 2010; Deker and Parker, 
2014; Espach et al., 2012; Quito-Avila et al., 2011; 
Magae, 2012) and to identify virus-like elements in 
aquatic microbial populations (Nerva et al., 2016). 
Deep sequencing from a single grapevine revealed 
a virome dominated by mycoviruses (Al Rwahnih 
et al., 2011).

Field surveys 

Surveys of RNA viruses in plants and fungi have 
been conducted by extracting dsRNAs, analyzing 

Se ha sugerido la extracción y purificación de 
dsRNA como un método para aumentar las secuen-
cias virales en la preparación de muestras de NGS 
(Wu et al., 2015). En un estudio metagenómico de 
virus en muestras ambientales, Roossinck (2012) 
utilizó muestras concentradas  con dsRNA viral y 
detectó altos niveles de virus persistentes en plan-
tas. El ensamble De novo comparando con secuen-
cias de genomas de virus disponibles en la base de 
datos del NCBI ha permitido identificar nuevas es-
pecies de endornavirus y micovirus (Espach et al., 
2012; Jo et al., 2015; Khalifa et al., 2016). Utilizan-
do dsRNAs virales, en combinación con secuencia-
ción profunda, los investigadoress han podido ob-
tener secuencias genómicas completas de fitovirus 
y micovirus (Al Rwahnih et al., 2011; Candresse 
et al., 2013; Coetzee et al., 2010; Deker y Parker, 
2014; Espach et al., 2012; Quito-Avila et al., 2011; 
Magae, 2012), e identificar elementos que semejan 
virus en poblaciones microbianas acuáticas (Ner-
va et al., 2016). La secuenciación profunda de una 
sola vid reveló un viroma dominado por micovirus 
(Al Rwahnih et al., 2011).

Estudios de campo

Estudios de campo de virus ARN en plantas y 
hongos se han realizado mediante la extracción de 
dsRNAs, analizándolos en geles de agarosa o po-
liacrilamida y utilizándolos en RT-PCR y secuen-
ciación. Los dsRNAs, aislados de 44 vides de un 
viñedo infectado en Sudáfrica, se utilizaron en un 
análisis de secuenciación profunda, a fin de realizar 
un censo de la población viral (Al Rwahnih et al., 
2011). En estudios de campo de virus de hongos 
asociados con la planta parásita (Cuscuta cuspi-
data) y su planta huésped (Ambrosia psilostach-
ya) en el hábitat de una pradera de hierbas altas en 
Oklahoma, los investigadores extrajeron dsRNA 
para detectar micovirus (Feldman et al., 2012). Los 
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them in agarose or polyacrylamide gels, and using 
them for RT-PCR and sequencing. DsRNAs, 
isolated from 44 vines from a diseased South 
African vineyard, were used in a deep sequencing 
analysis to build a census of the viral population 
(Al Rwahnih et al., 2011). In a survey for viruses 
from fungi associated with a parasitic plant 
(Cuscuta cuspidata) and its host plant (Ambrosia 
psilostachya) in a tallgrass prairie habitat in 
Oklahoma, researchers extracted dsRNA to detect 
fungal viruses (Feldman et al., 2012). The detected 
viruses were further characterized using reverse 
transcription-PCR and sequence analysis. A survey 
for endornaviruses in wild plant species of South 
Louisiana was conducted using a combination 
of dsRNA extraction and RT-PCR (Rodrigues de 
Souto et al., 2015). Of 140 species belonging to 
58 plant families, seven were found infected with 
putative endornaviruses. In Mexico, Piedra et 
al., (2005) conducted surveys to identify viruses 
infecting a weed Leonotis nepetifolia (Lamiaceae) 
commonly present near cultivated fields. Using 
dsRNA extraction as a complementary tool, the 
authors were able to identify infections of Alfalfa 
mosaic virus (AMV), CMV, satellite RNA of 
CMV, and TMV in this plant species. In a survey 
for viruses infecting tree tobacco in Southern 
California, electrophoretic analysis of viral dsRNA 
was used for virus detection (Valverde and Dodds, 
1986). Using dsRNA extraction and electrophoretic 
analysis, Herrero et al., 2009 conducted a survey 
of mycoviruses in a collection of 103 isolates 
belonging to 53 different species of endophytic 
fungi of grasses and detected dsRNA in 12 isolates.

Plant diseases of unknown etiology

There are several examples of economically 
important plant diseases of unknown etiology 
in which the causal agent was elucidated using 

virus que se detectaron fueron caracterizados utili-
zando PCR de transcripción reversa y análisis de 
secuencia. Se llevó a cabo un estudio de campo de 
endornavirus en especies de plantas silvestres del 
sur de Luisiana utilizando una combinación de ex-
tracción de dsRNA y RT-PCR (Rodrigues de Souto 
et al., 2015). De 140 especies pertenecientes a 58 
familias de plantas, se encontraron siete infectadas 
con supuestos endornavirus. En México, Piedra et 
al., (2005) realizaron estudios de campo para iden-
tificar el virus que infecta la maleza Leonotis ne-
petifolia (Lamiaceae), comúnmente presente cerca 
de los campos de cultivo. Utilizando extracción de 
dsRNA como una herramienta complementaria, 
los autores identificaron infecciones del Virus del 
mosaico de la alfalfa (AMV), CMV, ARN satélite 
de CMV y TMV en dicha especie de plantas. En 
un estudio de campo de virus que infectan el ár-
bol del tabaco, en el sur de California, se realiza-
ron análisis electroforéticos de dsRNA viral para 
la detección de virus (Valverde y Dodds, 1986). 
Mediante extracción de dsRNA y análisis electro-
foréticos, Herrero et al., 2009 realizaron un estudio 
de micovirus en una colección de 103 aislamientos 
pertenecientes a 53 especies diferentes de hongos 
endofíticos de pastos, y detectaron dsRNA en 12 
aislamientos.

Enfermedades de plantas de etiología descono-
cida

Existen varios ejemplos de enfermedades de 
plantas de importancia económica de etiología des-
conocida en las que el agente causal fue elucidado 
utilizando dsRNA. El agente causal de la palido-
sis, una enfermedad de la fresa cuya etiología se 
desconocía anteriormente, fue identificado como 
un luteovirus utilizando dsRNA purificado (Tza-
netakis et al., 2004; 2005). De manera similar, 
se determinó que la enfermedad de etiología 
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dsRNA. The causal agent of pallidosis, a disease 
of strawberry of previously unknown etiology, 
was identified to be a luteovirus by using purified 
dsRNA (Tzanetakis et al., 2004; 2005). Similarly, 
a disease of unknown etiology affecting Japanese 
holly fern and leather leaf fern was determined to 
be caused by a new plant virus species from dsRNA 
that was used for cloning and sequencing the virus 
which was later named Japanese holly fern mottle 
virus (Valverde and Sabanadzovic, 2009). Lettuce 
big vein disease was first shown to be caused by a 
virus by detection of dsRNAs (Mirkov and Dodds, 
1985). In Mexico, the causal agent of a disease of 
husk tomato (Physalis ixocarpa) which consists of 
foliar yellow mottle was unknown until 2003 when 
it was confirmed to be AMV by dsRNA analyses 
(De la Torre et al., 2003).

Persistent plant viruses

Persistent plant viruses, which are often present 
in asymptomatic plants, have dsRNA banding 
profiles that could be confused with that of disease 
causing acute viruses (Roossinck, 2010; Valverde 
and Dodds, 1986; Valverde et al., 1990). Persistent 
plant viruses reported to date belong to the families 
Amalgaviridae, Chrysoviridae, Endornaviridae, 
Totiviridae, and Partitiviridae, which include 
members that infect plants and fungi. There is no 
evidence that these viruses cause disease in plants. 
The molecular characterization of most persistent 
plant viruses has been accomplished by starting 
with genomic or RF dsRNA purification (Fukuhara, 
1999; Pfeiffer, 1998; Okada, et al., 2011; 2013; 
Sabanadzovic and Valverde, 2011; Sabanadzovic et 
al., 2016; Sabanadzovic et al., 2010; Sabanadzovic 
et al., 2009). Using a combination of electrophoretic 
analysis of viral dsRNA and RT-PCR, Khankhum 
et al. (2015) demonstrated that two endornaviruses 
showed differential infection patterns between gene 

desconocida que afecta la hoja del helecho de cue-
ro era causada por una especie nueva de fitovirus. 
See utilizó dsRNA para clonar y secuenciar el virus 
que posteriormente se denominó Virus del motea-
do del helecho japonés (Valverde y Sabanadzovic, 
2009). En un principio, mediante la detección de 
dsRNAs, se descubrió que la enfermedad de las ve-
nas grandes de la lechuga era causada por un virus 
(Mirkov y Dodds, 1985). En México no se conocía 
el agente causal de la enfermedad de la hoja del to-
mate (Physalis ixocarpa), que consiste en manchas 
amarillentas en las hojas; fue hasta 2003 cuando 
mediante análisis de dsRNA se confirmó que era 
AMV (De la Torre et al., 2003).

Virus persistentes en plantas

Los virus persistentes en plantas, que suelen es-
tar presentes en plantas asintomáticas, tienen perfi-
les de bandas de dsRNA que podrían confundirse 
con los perfiles de virus agudos causantes de en-
fermedades (Roossinck, 2010; Valverde y Dodds, 
1986; Valverde et al., 1990). Los virus persistentes 
en plantas reportados a la fecha pertenecen a las 
familias Amalgaviridae, Chrysoviridae, Endorna-
viridae, Totiviridae y Partitiviridae, que incluyen 
miembros que infectan plantas y hongos. No existe 
evidencia de que estos virus causen enfermedades 
en las plantas. La caracterización molecular de mu-
chos de los virus persistentes en plantas se ha rea-
lizado a partir de material genómico o purificando 
RF dsRNA (Fukuhara, 1999; Pfeiffer, 1998; Oka-
da, et al., 2011; 2013; Sabanadzovic y Valverde, 
2011; Sabanadzovic et al., 2016; Sabanadzovic et 
al., 2010; Sabanadzovic et al., 2009). Utilizando 
una combinación de análisis electroforéticos de 
dsRNA viral y RT-PCR, Khankhum et al. (2015) se 
demostró que dos endornavirus tenían patrones di-
ferenciales de infección entre los dos centros de do-
mesticación del frijol común (Phaseolus vulgaris). La 



Publicación en línea,  enero 2017 99

Fully Bilingual
Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA

Mexican JouRnal of PhytoPathology

pools of common bean (Phaseolus vulgaris). The 
presence of persistent viruses in some crop cultivars 
and wild plant species emphasizes the importance 
of including samples from symptomless (assumed 
to be healthy) plants when using the dsRNA 
technique to detect and identify acute viruses. The 
dsRNA profiles of three persistent viruses and 
nucleic acid extracts from two healthy plants are 
shown in Figure 6. 

presencia de virus persistentes en algunos grupos 
de cultivos y especies de plantas silvestres destaca 
la importancia de incluir muestras de plantas asin-
tomáticas (supuestamente sanas) cuando se aplique 
la técnica dsRNA para detectar e identificar virus 
agudos. En la Figura 6 se muestran los perfiles de 
dsRNA de tres virus persistentes y extractos de áci-
do nucleico de dos plantas sanas. 
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Figure 6. Agarose (1.2 %) gel electrophoresis of dsRNAs extracted from symptomless plants. Lane 1, healthy Phaseolus vulgaris; lane 2, 
healthy Capsicum annuum; lanes 3-5 plants infected with persistent viruses; lane 3, Persea americana infected with a putative 
chrysovirus; lane 4, Solanum lycopersicum infected with Southern tomato virus; lane 5 Capsicum annuum infected with Bell 
pepper endornavirus lane 6 DNA ladder.

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa (1.2 %) de dsRNAs extraídos de plantas asintomáticas. Carril 1, Phaseolus vulgaris sana; 
carril 2, Capsicum annuum sana; carriles 3-5 plantas infectadas con virus persistentes; carril 3, Persea americana infectada con 
un supuesto chrysovirus; carril 4, Solanum lycopersicum infectado con el Virus sureño del tomate; carril 5 Capsicum annuum 
infectado con endornavirus del pimiento; carril 6 escalera de ADN. 
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CONCLUSIÓN

Aunque el protocolo basado en celulosa para la 
extracción y purificación de dsRNA viral de plantas 
y hongos infectados con virus RNA se ha utilizado 
por más de 40 años, sigue siendo una herramienta 
práctica para los especialistas en diagnóstico y los 
investigadores en el estudio, detección e identifica-
ción de virus. Dada la simplicidad y versatilidad de 
la técnica, combinada con modificaciones que han 
mejorado la producción y la calidad del dsRNA, 
y disminuido los costos globales, hace que resul-
te práctica en los laboratorios con pocos recursos. 
Como se señaló anteriormente, en un principio esta 
técnica se aplicó en el análisis electroforético de 
dsRNAs virales y el uso de los patrones de bandas 
(perfiles electroforéticos) para detectar, y en algu-
nos casos, identificar los virus. Sin embargo, hoy 
en día, se pone mayor énfasis en el uso de dsR-
NA viral para RT-PCR, clonación y secuenciación 
para la identificación de virus. Es posible que los 
métodos de extracción de dsRNAs virales lleguen 
a utilizarse en la implementación de NGS para la 
detección e identificación de virus. Esto ha sido 
demostrado con el uso de dsRNAs para realizar la 
secuenciación completa de genomas de RNA de 
plantas y hongos, e identificar elementos que se-
mejan virus en poblaciones microbianas acuáticas 
utilizando NGS (Nerva et al., 2016), análisis de se-
cuenciación profunda de virus que afectan a la vid 
(Al Rwahnih et al., 2011; Coetzee et al., 2010), y 
un estudio metagenómico de muestras ambientales 
(Roossinck, 2012).
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CONCLUSIONS

Although the cellulose-based protocol for the 
extraction and purification of viral dsRNA from 
plants and fungi infected with RNA viruses has 
been around for over 40 years, it still provides 
diagnosticians and researchers with a practical 
tool for the study, detection, and identification 
of viruses. The simplicity and versatility of the 
technique, combined with modifications that have 
improved dsRNA yield, quality, and lowered the 
overall costs, makes it practical for laboratories with 
limited resources.  As pointed out before, the earlier 
use of this technique was on the electrophoretic 
analysis of viral dsRNAs and the use of the banding 
patterns (electrophoretic profiles) to detect, and in 
some cases, identify the viruses. However, today, 
the emphasis is more on the use of viral dsRNA for 
RT-PCR, cloning, and sequencing which leads to 
virus identification. It is possible that methods for 
the extraction of viral dsRNAs will have a place in 
future implementation of NGS for virus detection 
and identification. This has been demonstrated 
with the use of dsRNAs to conduct the complete 
sequencing of viral RNA genomes from plants 
and fungi and to identify virus-like elements in 
aquatic microbial populations using NGS (Nerva 
et al., 2016), deep sequencing analysis of viruses 
infecting grapevines (Al Rwahnih et al., 2011; 
Coetzee et al., 2010), and a metagenomics study of 
environmental samples (Roossinck, 2012).
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