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Dirus en Orclw’dmé

Agpedos Senerales.

La familia de las orquideas, por contar con aproximadamente 20.000 a
35.000 especies y por lo menos 100.000 hibridos, presenta también
una alta diversidad en los virus que la afectan y en los sintomas
ocasionados por su ataque. Se tienen registrados en la literatura
aproximadamente 25 a 27 virus, de los cuales se conoce su taxonomia,
morfologia y dimensiones de las particulas, los sintomas producidos,
los medios de transmision, las lesiones locales en hospedantes y su
distribucién geogrifica, entre otros (72, 76, 112). En la Tabla 7, se
incluye esta informacién resumida (72, 76).

Virus en (A%fya spp.

La presencia histérica de virus en cattleyas se registra gracias a la
ilustracién de una planta de Cattleya labiatavar. Alfrediana, llegada a
Inglaterra en 1890 y comparada por Schelpe (101), quien observé en
esta ilustracion sintomas de distorsion en la distribucién del color,
similares a los registrados en la literatura como caracteristicos del virus
del mosaico del tabaco raza orquideas (TMV-0), 6 virus de la mancha
anular del Odontoglossum (ORSV). Sin embargo, este mismo autor se
extrana de la falta de observacion de los cultivadores en esa época, ya
que csta sintomatologia es comparable con la virosis del tulipin, ya
conocida en Europa en el siglo XIX. S6lo hasta mediados del siglo XX
se referencié cientificamente la existencia de dos virus que afectan
nrqmdcas incluyendo a Cdm’ry 2 sp. Nobrega (95) informé sobre la
presencia 'y transmisién de un virus en Dendrobitm nobileen Brasil, y

Jensen (52) estudi6 un virus del mosaico en Cattleyay su transmision

por dfidos con resultados parciales. El virus del mosaico del Cymbidim
fue registrado por Jensen (53, 54) y ¢l virus de la mancha circular o
anular del Odontoglossum por Jensen y Gold (57). A partir de estas
publicaciones se iniciaron los trabajos para conocer la sintomatologia,
las plantas hospedantes, las propiedades fisicas y bioquimicas y la
morfologia de las particulas virales, entre muchos otros.

Jensen (55), registra en Cymbidium cuatro virus diferentes que causan

mosaicos, moteados en forma de diamante, manchas anulares
necréticas y moteados necréticos lineales o en barras, todos ellos con
capacidad de transmitirse a Cartleya. Este autor registré en forma
concreta los virus CyMV y ORSV como causantes de los dos primeros
sintomas, respectivamente.
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Los virus del mosaico del Cymbidium (Cymbidium Mosaic Virus -
CyMV Potexvirus) y de la mancha circular o anular del Odontoglossum
Odontoglossum Ring Spot Virus - ORSV Tobamovirus, éste tltimo
considerado antes como una raza o “cepa” del virus del mosaico del
tabaco (TMV-0), son los de mayor importancia econémica en el
mundo en orquideas, ya que afectan numerosos géneros y especies.
Son de alta estabilidad y de fAcil transmisién por medios mecinicos
como herramientas de corte, o por propagacién in vitro (asexual), lo
cual ha contribuido a su alta incidencia en colecciones y cultivos
comerciales en todo el mundo (16, 40, 70, 71, 74, 76, 108, 120). Las
particulas de CyMV se han encontrado en células apicales de los brotes
de Cattleya, los cuales se utilizan para obtener los meristemos para el
cultivo 7n vitro (propagacién masiva asexual), aunque resulta
verdaderamente dificil pero posible la obtencién de células sanas (70,
89). Con base en lo publicado por la American Phytopathological
Society — APS (6, 7) para Cattleya spp. Lindl., y a pesar de existir un
amplio nimero de virus que afectan a las orquideas, CyMVy ORSV,
son los inicos que hasta el momento estin registrados como patégenos
para las especies e hibridos de este género de orquideas.

Virus del Tnosaico del @m&/d/um
(Cﬂ%\fl) — Plexvirus)

Este virus de cadena sencilla de ARN con particulas alargadas flexuosas
en forma de bastén o de varilla, mide entre 415-475nm de largo por
13-18nm de ancho (26, 43, 76). Se diagnosticé por primera vez en
California en Cymbidiumspp. (53). En Hawaii, Murakishi (90) registré
un virus en Cattleya, y Jensen (55) y Jensen y Gold (57), registraron la
necrosis foliar en Cattleya ocasionada por CyMV. Posteriormente,
Lawson (69), registrd la necrosis floral causada por este mismo virus.

CyMV es un virus que probablemente esti en todos los paises
productores afectando un amplio rango de géneros de orquideas,
aproximadamente 56 o mis. Los sintomas generales en Cattleya spp.
s¢ presentan como moteados o manchas foliares necréticas o pardas,
lisas o deprimidas, de formas definidas o irregulares que avanzan
progresivamente hasta cubrir la limina foliar, arrugindola y causando
la caida prematurade la hoja. En los brotes se observan dreas cloréticas
o ligeros amarillamientos que se acentdan hasta tomar la apariencia
necrotica, y de igual forma, se puede producir deformacién de los
brotes de hojas jévenes y reduccién del crecimiento. Las formas tipicas
de las lesiones son los mosaicos y los moteados. En las flores puede
ocurrir necrosis parda o rayado necrético que pueden limitarse a las
nervaduras o expandirse por toda la flor, sintomas que pueden aparecer




entre los 5y 21 dias después de la apertura floral, ¢ incluso, después de
cortadas  para comercializarlas. No siempre las plantas afectadas
presentan sintomas, ya que la expresion de estos puede afectarse por
las condiciones ambientales predominantes, por el estado nutricional
y sanitario de la planta y debido al mancjo dado, entre otras. También
s¢ presentan diferencias en la resistencia y en la susceptibilidad de la
planta al virus, fenémeno atin no estudiado profundamente (8, 9, 10,
11,15, 53,54, 55, 56, 57, 68, 69, 72,73, 74, 75, 85, 86, 99, 119, 124).

El virus CyMV se inactiva a una temperatura entre 60 y 70°C, tienc
una longevidad iz vitrode 25 dias, es decir, su extracto sélo es infectivo
almacenado en nevera durante este periodo, y un punto final de
dilucién entre 10 a 107, lo cual equivale a que es posible causar
mfeccién contando con sélo 1ml de un extracto concentrado del virus
diluido en 1.000 litros de solvente, aproximadamente. En la actualidad
se conoce s6lo esta especie o raza de CyMV (26).

Virus de la Znancha Avlar del
Odm/eg/a«;;wﬁ
(ORS-Tobamovirus) .

Es unvirus de cadena sencilla de ARN con particulas rigidas en forma
de bastén, con dimensiones entre 280-320nm de largo, por 15-24nm
de ancho. También se registra en la literatura como el virus del mosaico
del tabaco raza o “strain” orquidea (TMV-O) (26, 72, 76). Aunque cs
similar morfolégica y bioquimicamente al virus del mosaico del tabaco
(TMV) (98) existen notables caracteristicas que lo hacen una especie
diferente de (TMV), (37). El virus ORSV se registré por primera vez
en una planta de Odontoglossum grande recibida para diagnéstico en la
Universidad de California (57). En Cartleya ocurre en detalle la
distorsion del color causada en forma independiente por (ORSV), (71).

Se considera que ¢l ORSV estd distribuido en todo el mundo debido a
que se transmite mecdnicamente, ya que afecta mas de 20 géneros de
orquideas. Los sintomas caracteristicos se observan en la flor, donde ¢l
virus puede producir distorsion o interrupcién del color y necrosis
clarade las células, alterando la distribucién normal de los pigmentos
en los sépalos y pétalos. lo cual se asemeja al fendmeno de variegacion.
Es posible visualizar lincas o manchas irregulares en las nervaduras,
de una tonalidad mis clara 0 mis oscura que la normal, especialmente
en aquellas de color lila, parpura y oscuras. En los botones florales,
especificamente en los sépalos, antes de la apertura también es posible



apreciar estas distorsiones y, en ocasiones, deformaciones de los
mismos. Los sintomas en hojas corresponden a mosaicos y/o moteados,
de formas definidas o irregulares con ligeros hundimientos de la haz
y el envés, similares a los ocasionados por CyMV (8, 9,10, 11, 15, 37,
57,78, 69,72,73, 74, 85, 86,99, 112, 120). '

Es un virus bastante estable ya que su punto termal de inactivacion es
de 90°Cy tiene un punto final de dilucién de 10, Se menciona la
existencia de una sola especic de ORSV (26). Como ejemplo de la
estabilidad de este tipo de virus, Dijkstra y De Jager (38), mencionan
que es posible obtener infecciones del virus del mosaico del tabaco
(TMV Tobamovirus) a partir de cigarros o tabacos ya procesados y
que llevan un largo perfodo de almacenamiento. Este virus se disemina
en forma sistémica y es relativamente lento dentro de la planta de
Cattleyadespués de la inoculacién, retrasindose por varios meses su
deteccion debido a su baja concentracién. Sin embargo, debe buscarse
en los 6rganos mds jévenes o recientemente formados cercanos al
lugar de inoculacién o penetracién, resultando el drea de la base dela
hoja préxima al dpice del pseudobulbo un buen sitio para detectarlo
(70). En plantas de orquideas inoculadas la aparicion de los sintomas
varfa entre 10 y 40 dfas, periodo de incubacién para el ORSV. Por ¢l
contrario, CyMV es mis ficil de detectar debido a su ripida infeccién
sistémica y alta concentracién en los tejidos nuevos (50).

La infeccién conjunta de ambos virus (CyMV y ORSV), se registré
nicialmente de una manera incipiente mediante la diferenciacién entre
lamorfologfa de las particulas virales obtenidas de muestras de Cattleya
por Newton y Rosberg (90), y posteriormente se confirmé tanto en
Cattleya (68, 69) como en Cymbidium (30), diferenciando algunas
caracteristicas entre ambos virus. Sin embargo, es verdaderamente
dificil reconocer los sintomas de uno y otro virus individual y
conjuntamente. CyMVy ORSV reducen el crecimiento de las plantas
solos 0 en combinacién, pero el efecto es mas serio cuando hay
infeccién  conjunta, llegando en ocasiones a causar la muerte. Se
aprecian también diferencias en la susceptibilidad entre los materiales
afectados (37, 96, 97). No se conoce de plantas silvestres de orquideas
y especificamente de cattleyas afectadas por estos virus, de acuerdo
con algunos trabajos de reconocimiento a partir de muestras obtenidas
de diferentes paises, principalmente del trépico americano, entre ellos
Colombia, pero es muy frecuente encontrar estos dos virus en las
distintas colecciones y cultivos de orquideas en todo el mundo (22,
40, 119, 114, 115, 120). Hasta el momento no se ha comprobado
transmision por vectores como las especies de dfidos Myzus persicacy
Cerataphis orchidearum (93), a pesar de que en uno de los primeros
trabajos en virus de orquideas se registrd la transmisién por M. persicae
en Cattleya trianaei (52). También lo registra Pirone, ez a/. (99). Tampoco
se registra transmisién por polen o semillas, (89, 112).



Diagméghw de Virus en Orc’ul’deaé

Aligual que sucede con otras familias de plantas (2), para la deteccién
de estos virus en orquideas se dispone de diversas metodologfas que
varfan en su grado de complejidad y en su efectividad en el diagnéstico,
teniendo en cuenta ademds la gran variabilidad en los sintomas y que
¢stos pueden confundirse con problemas causados por hongos,
bacterias y desérdenes fisiologicos. De esta formay gracias a los avances
se cuenta con metodologias para el diagnéstico de virus como: plantas
indicadoras, aglutinacién de cloroplastos, doble difusién en agar,
clectroforesis, ELISA, microscopia clectrénica, microscopia éptica,
citopatologfa y pruebas moleculares como PCR, entre otras. A
continuacién se presentan algunos aspectos bdsicos de las mds
conocidas metodologias empleadas para diagnosticar CyMVy ORSV,
tanto en Cattleya como en otros géneros de orquideas.

Fruebas Bioléglme.

Las plantas indicadoras son plantas por lo general herbéceas,
pertenecientes a familias diferentes a la afectada, de las cuales se conoce
su reaccién en forma de lesiones locales o sintomas sistémicos al
inocularlas con la savia de las plantas afectadas por virus. Por lo regular,
se hace inoculacién mecinica, es decir, se frota el extracto de la muestra
sobre las hojas de la planta indicadora, con o sin ayuda de abrasivos
como el carborundum, el cual causa heridas microscépicas en las
células que permiten la entrada del virus y aumentan la efectividad de
la inoculacién (106). La evaluacion de los sintomas locales o sistémicos
depende inicialmente de la planta indicadora, pudiendo tardarse entre
unos 3 o 4 dias hasta 30 o mds. Sin embargo, estas reacciones también
pueden ser afectadas por condiciones internas de la planta o externas
como ¢l climay la nutricién, afectando de por si la calidad de la prucba.
Se ha utilizado en orquideas incluyendo las cattleyas en la mayoria de
los casos (8, 9, 10, 11, 30, 36, 37, 54, 56, 57, 58, 64, 68, 69, 72,73, 74,
91,98, 112).

Brunt et al. (26) registran que Chenopodium amaranticolor, Cassia
occidentalis y Datura stramonium, son las mejores plantas para el
diagnéstico del virus CyMV y para evaluar sintomas en lesiones locales,
los cuales aparecen después de los 5, 10 y 20 dias de efectuada la
inoculacién, aproximadamente. Sin embargo, estos mismos autores
mencionan otras plantas indicadoras susceptibles como Gomphirena
globosa, Cucumis sativus, Tropacolum majus, Zinnia clegansy Oriza sativa,
De igual forma, para procesos de diagnéstico se describen especies de
plantas no susceptibles a CyMV como Beta bulgaris, Nicotiana glutinosa,
N. tabacum, Petunia liybriday Zea mays, entre otras. Para ORSV estos



MISMOs autores registran como especies susceptibles a Nicotiana
tabacum cv Xanthi-nc, Cassia occidentalss, Chenopodium amaranticolory
Ch. quinoa. También son susceptibles Gomphrena globosa, Beta vulgaris,
Nicotana clevelandii, N. glitinosa, N. tabacum, Tetragonia expansay Zinma
elegans.

fruebas 5&:‘0163!@5.

Se basan en la produccién de anticuerpos los cuales son consecuencia
de la respuesta del sistema inmune de animales como conejos, ratones,
primates, etc. Los anticuerpos son proteinas especificas que el animal
produce para contrarrestar la presencia de un agente extrafio o an tigeno
y combatirlo. Por ejemplo, al inyectarle a uno de estos animales un
virus purificado de una planta, ¢l sistema inmune desarrolla un
anticuerpo especifico para este virus, de igual manera como ocurre en
los seres humanos cuando son vacunados, inyectindoles los antigenos
adecuados con el fin de que el sistema inmune genere los anticuerpos
especificos para las distintas enfermedades. La prueba de aglutinacién
de cloroplastos es una de las pruebas serolégicas mis elementales para
detectar virus en plantas. Para ello se requicre el anticuerpo del virus
especifico, el cual se obtiene mediante purificacién de un sangrado de
conejos o ratones inoculados con el virus purificado. Este anticuerpo
o antisuero solo serd especifico para el virus en estudio. De esta forma,
al adicionar el anticuerpo a un extracto de savia de la planta por probar
y debido a las reacciones serolégicas se uniri el virus (si estd presente
en la planta muestra) con el antisuero especifico formando agregados,
aglutinados o precipitados. Si la muestra no esti infectada con virus
no se presentard aglutinacién. También existe una prueba de
precipitacién en la cual los anticuerpos se adicionan a un tubo donde
estd diluido el antigeno (savia de la planta con virus), y después de un
ligero calentamiento se pueden observar precipitados cuando la
reaccion seroldgica es positiva por la presencia del virus (73,74, 107).

Doble difusién en agar es otra prueba serolégica en la cual se aprovecha
la capacidad de las protefnas (antigenos y anticuerpos) para migrar o
difundirse a través de los poros de un gel o agar. Para ello se hacen
orificios dentro de un plato con agar, ubicados a una determinada
distancia entre ellos y se depositan en el orificio central el anticuerpo
del virus y en los demis a su alrededor, los extractos de savia de la
muestra. Si la muestra estd afectada por el virus especifico se formarn
enlaces localizados a distancias intermedias entre los sitios u orificios
donde se depositaron el anticuerpo y el antigeno (muestra) sujeto a la
prueba. Las reacciones serolégicas positivas se aprecian como
aglutinados o bandas de agregados que indican la compatibilidad de
ambas proteinas (21, 73, 74, 113, 114, 115, 119). La electroforesis
aprovecha la migracién de las proteinas dentro de un gela determinado



pH, con ayuda de cargas eléctricas positivas y negativas, basada en la
polaridad positiva de las proteinas. Las muestras de las plantas y los
controles de anticuerpos del virus se ubican en carriles independientes
en la parte superior del gel, y en los extremos de la cimara de
clectroforesis se ubican fuentes de poder eléctrico a voltajes
determinados durante un periodo de tiempo. A medida que se aplica
la carga cléctrica las distintas proteinas de la muestra (proteinas de la
planta y proteinas virales si las hay), migran y se van ubicando en
distintas posiciones de su carril en ¢l gel por su peso o tamafio
molecular, ocurriendo lo mismo para la proteina del antisuero. Las
proteinas mds pesadas quedan mis cerca del sitio de salida y las mas
livianas mds lejos. En términos generales, la identificacién de una
proteina viral dentro de la muestra se hace por comparacion, al ubicarse
su banda a la misma distancia donde se ubica la banda de la proteina
del control positivo del virus, y por comparacién con controles de
marcadores de peso o tamano molecular (42, 118). Con esta
metodologia, Frowd y Tremaine (42) registraron las propiedades
serologicas de CyMV y su pertenencia a los Potexvirus, por estar
relacionado con el Virus X de la Papa (PVX).

La prueba inmunoabsorbente de enzimas en cadena ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay), también es una prueba serolégica en
la cual los anticuerpos especificos del virus por detectar se depositan
en celdas dispuestas en un plato miltiple, para que se adhieran al fondo.
Luego, se agregan en cada celda en forma independiente los extractos
de savia de las muestras, los controles positivos del virus, los negativos
y los blancos, para que las proteinas virales, si estin presentes, se enlacen
con las delanticuerpo. Seguidamente, después de un lavado se adiciona
un conjugado enzimitico especifico parael virus, el cual en un extremo
tiene una enzima enlazada (fosfatasa alcalina o peroxidasa), y en el
otro extremo posee proteinas (globulinas) compatibles con las del virus.
De esta manera, se permite el enlace de las partes compatibles del virus
y ladisposicién libre de la enzima por el otro extremo. Finalmente, y
posterior a otro lavado, se adiciona un sustrato que reacciona con la
enzima generando color. Si las proteinas del virus estdn presentes se
producen los enlaces en cadena, pero si no lo estin, en los lavados
intermedios se retiran aquellos componentes que no se enlazaron y
se visualiza la reaccién positiva (color) y la reacciéon negativa sin el
desarrollo de color. ELISA es una prueba altamente sensible a bajas
cantidades de virus en la muestra y por ser serolégica es especifica; sin
embargo, también es susceptible de contaminacién y de sufrir
reacciones no especificas. Existen varias modificaciones a ELISA
directo de doble capa, como lo registran Converse y Martin (35), entre
ellas el ELISA indirecto, el cual posee pasos y procedimientos
intermedios que finalizan en el mismo concepto de generacién de
color por la reaccién sustrato - enzima (1, 3, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 33, 45,
49,72,74,87,96,97, 112, 120). En el mercado estin disponibles “kits”
o paquetes que incluyen todos los reactivos, los materiales y los
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procedimientos necesarios para realizar ELISA directo, compuesto,
en doble capa o “sandwich”, tanto para CyMV como para ORSV, y
algunos otros virus de orquideas como lo utilizaron en sus
investigaciones Mesnildrey ecal. (87), Elliot ez al. (40) y Angel et a/ (8,
9, 10, 11). Entre los mas conocidos estin los kits producidos por Agdia
Inc., (Estados Unidos) y por Sanofi (Francia). La prueba ELISA con
anticuerpos monoclonales es una técnica serolégica mucho mis
compleja y especifica que la ELISA bésica anterior que emplea
anticuerpos policlonales. Cuando se habla de policlonales, quicre
decir que es una mezcla que reconoce varios dominios (sectores de
aminodcidos) de las proteinas virales, y de esta forma pueden
reaccionar con diversos aislamientos de virus pertenecientes a un
mismo tipo, ¢ incluso, puede reconocer virus muy similares
pertenecientes al mismo género. Por ejemplo, anticuerpos
policlonales del virus mosaico del tabaco (TMV Tobamovirus)
pueden reconocer dominios de proteinas de este mismo virus
procedentes de diferentes fuentes y también de razas del mismo
TMV, incluso puede llegar a hacerlo con el virus de la mancha
circular o anular del Odontoglossum (ORSV Tobamovirus).

En cambio, en los anticuerpos monoclonales sélo existe un tipo de
anticuerpo y se desarrollan para reconocer dominios particulares
en una proteina. Un anticuerpo monoclonal sélo pueden reaccionar
con dominios de proteinas exactamente iguales a las utilizadas para
la produccion de éste. Como los virus pueden también mutar o
alterarse, el anticuerpo monoclonal no reconoce aislamientos virales
ni razas de virus diferentes al que fue su origen. Por ejemplo, se
desarrolla un monoclonal para el aislamiento A de un virus ORSV
obtenido de una planta procedente de Europa, ¢l cual se va a probar
contra una muestra de una planta, posiblemente con ORSV de
Colombia. Si el virus ORSV presente en la planta por probar ¢s
exactamente ¢l mismo, el monoclonal A se enlazard, pero si hay
pequenas diferencias en la proteina del virus de la muestra no
ocurrird el enlace.

El procedimiento para obtener monoclonales es complejo, ya que luego
de obtener el aislamiento de un virus determinado se Inyecta en conejos
o en huevos de gallina para obtener, por reacciones inmunes, un
antisuero normal. Las células encargadas de la produccién de la
reaccién del sistema inmune del animal se llevan a cultivos en medios
especiales con condiciones muy especificas de laboratorio para realizar
alli procesos de fusién celular o desarrollo de clones. Después de obtener
estos clones se incrementan ya sea /2 vivo en ratones o in vitro en el
laboratorio, obteniéndose asi ¢l anticuerpo para sélo un clon.

Al contar ya con el anticuerpo, se siguen los procedimientos para la

realizacién del ELISA de manera similar a los antes descritos.
Vejaratpimol er al. (109) mostraron avances en la produccién de



anticuerpos monoclonales para CyMV y Dore ez al (39), utilizaron
los anticuerpos monoclonales para diagnosticar parcialmente ORSV
de varias orquideas incluyendo Carttleya, pero esta técnica es poco
utilizada dada su complejidad. Hu et al (54) aplicaron los anticuerpos
monoclonales en la realizacién de técnicas moleculares mas avanzadas

como el “dot-blot”, “immuno-blot” ¢ “immuno tissue-blot”, para la
deteccién de CyMV, pruebas de mayor sensibilidad que ELISA.

Fruebas de Microscopia.

Esta parte esti compuesta por dos procedimientos bisicos, los de
microscopfa electrénica y los de microscopia éptica o de luz. Los
microscopios 6pticos por ¢jemplo, llegan a unos 1000 aumentos o un
poco mds, mientras que un microscopio electrénico puede aumentar
30.000, 60.000 y muchas veces mids, permitiendo medir
milmillonésimas partes de un metro, valores de 10~a 10 " metros, es
decir nanémetros (nm) y Amstrongs, (A°), respectivamente.

La microscopia electrénica, concretamente la de transmision (MET),
es una técnica sencilla pero a la vez compleja, en el sentido que requiere
un equipo altamente especializado y costoso como es el microscopio
electrénico, ademis de la experiencia para su realizacién. Se basaen el
bombardeo de electrones por un filamento dentro de una cimara de
vacio los cuales llegan a una rejilla recubierta y en la cual se encuentra
el extracto de la muestra o el tejido a observar. La muestra se tine
previamente con reactivos que se excitan al llegar los electrones
disparados por la fuente del equipo. La observacién de las particulas
de la muestra ocurre cuando ésta emite luz al reflejar los electrones,
permitiendo que estos lleguen a una lente similar a un espejo que
proyecta las imagenes sobre oculares y objetivos. Cuando se hace
tincién negativa de la muestra se hace en forma negativa, los cuerpos
oscuros se ven claros y los cuerpos claros se ven oscuros. Varios autores
han utilizado esta metodologia para el estudio de estos virus en
orquideas (8, 9, 10, 11, 36, 37, 43, 49, 57, 73, 74, 76, 94, 92, 98, 110,
112, 113).

La citopatologia o ultraestructura es una técnica histolégica que se
realiza con la ayuda de la microscopia electrénica y consiste en tomar
tejidos vegetales fijados, deshidratados e incluidos en polimero,
cortados en secciones muy delgadas (finas y ultrafinas) menores a 1
micra (10 metros de espesor), con la ayuda de micrétomos. Estos
cortes se tifien y se ubican en rejillas para observarlas en el microscopio
eléctrénico de transmisién como antes se explicé. De esta forma, puede
observarse la localizacién del virus y los efectos causados en las células
de la planta. A su vez puede detallarse, la morfologia de las inclusiones
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virales (agregados de particulas del virus) y/o viroplasmas en aumentos
considerables como 20.000 o 30.000 veces o mis (8,9,10, 11, 46, 47,
70, 110). Existe una técnica que combina la serologfa con la microscopia
electronica llamada inmunomicroscopia electrénica' o ISEM
(immunosorbent electronic microscopy). En ésta, el extracto de savia
de la muestra en proceso se trata con el anticuerpo del virus y si resulta
positiva, se forman los enlaces de complejos antigeno - anticuerpo
que reconocen las protefnas. Estos agregados pueden observarse
mediante el microscopio electrénico. Esta técnica es utilizada
especialmente cuando se desea conocer la identidad del virus. En
aquellos casos cuando hay que definir a cuil género pertenece, se
agregan anticuerpos de los posibles géneros o virus relacionados para
observar la compatibilidad serolégica. Por ejemplo, si una muestra de
orquidea estd infectada con un virus, posiblemente el del mosaico del
Cymbidium (CyMV), se le adicionan anticuerpos del virus del mosaico
del tabaco (TMV - Tobamovirus) y €sta no va a formar enlaces,
mientras que si se le adicionan anticuerpos del virus X de la papa (PVX
- Potexvirus), se presenta reaccién positiva, ya que el CyMV es un
Potexvirus similar y relacionado con el PVX. Esta técnica se puede
utilizar como complemento a la prueba de ELISA para detectar virus
en orquideas (12, 49)

La tincién en microscopia Gptica consiste en tomar los tejidos de las
muestras en proceso, los cuales se decoloran retirando la clorofila
mediante alcoholes, para luego deshidratarlos. Posteriormente se tifien
con colorantes especificos que reaccionan con los 4cidos nucleicos
que pueden estar en el niicleo, en los cloroplastos y en las inclusiones
virales. De acuerdo con lamorfologia de los cuerpos visibles, mediante
la coloracién pueden identificarse las inclusiones virales producto de
la agregacion de numerosas particulas de los virus. Cada grupo o
género de virus produce inclusiones con formas o apariencias
determinadas. Esta identificacién de inclusiones virales puede hacerse
desde 200 aumentos hasta 1.000 o 2.000 aumentos en microscopios
Opticos. Esta técnica requiere experiencia y conocimiento de los virus
en estudio (32, 64, 65, 1 13). Las pruebas inmunocitoquimicas utilizan
fundamentos de la microscopia éptica de flurorescencia y de la
inmunomicroscopia electrénica. En la primera de ellas, el extracto de
la muestra se trata con el anticuerpo del virus y se tifien con reactivos
especiales que marcan los complejos antigeno - anticuerpo. Estos
agregados, producto de reacciones serolégicas especificas, al
observarlos bajo limparas especiales excitan los reactivos fluorescentes
y se pueden observar claramente. La otra técnica toma los tejidos y se
tifien o marcan con una protefna conjugada del virus en estudio con
oro coloidal. Estos tejidos se fijan, se deshidratan y se incluyen en
resinas, para luego realizar cortes ultrafinos y llevarlos a observacién
en el microscopio electrénico de transmisién, donde se pueden apreciar
con relativa facilidad las inclusiones virales marcadas con oro. Esta
tiltima técnica se conoce como marcacién con proteina A-Oro y la
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utilizaron Ko et al. (66) para la identificacién de CyMV y ORSV en
orquideas.

fruebas Moleculares.

Las pruebas moleculares enfatizan su estudio en los componentes
principales de los organismos como los icidos nucleicos que
conforman los genes y los aminoicidos que componen las proteinas
codificadas por los genes. Los virus estin compuestos de un 4cido
nucleico, ARN (icido ribonucleico) o de ADN (icido
deoxiribonucleico), sea en cadena sencilla o doble, y por una proteina
de la cipside que los recubre. Los virus se replican dentro de la célula
insertdndose en los dcidos nucleicos, y acoplindose al metabolismo
de la misma, alterando su estructura y por ende, modificando el
funcionamiento de las células. Estos dcidos nucleicos estin formados
por cadenas de nucledtidos, ordenadas de tal manera que codifican
para la secuencia de aminodcidos los cuales componen la proteina
que conforma el virus. Para el caso de los virus CyMV y ORSV que
afectan Cattleya spp., el icido nucleico que los compone es ARN
de cadena sencilla.

Una de las técnicas moleculares empleadas para el diagnéstico de
estos dos virus es la transcripcion reversa de la reaccién en cadena de
la polimerasa RT-PCR. Como la reaccién en cadena de la polimerasa
PCR requiere como icido nucleico base o molde el ADN de doble
cadena, es necesario sintetizar a partir del ARN del virus un ADN
complementario mediante una enzima especializada llamada
transcriptasa inversa. En investigaciones anteriores se han diseniado,
fabricado y estin disponibles en el mercado «primers», cebadores o
indicadores, que son secuencias conocidas de bases de un tamano
definido, elaborados nucleétido por nucleétido especificamente para
permitir amplificar o sintetizar exponencialmente esta secuencia para
la cual fueron disefiadas. En este caso los cebadores o «primers» se
obtuvieron para posiciones especificas del ADN de la cubierta
proteinica sintetizado a partir del ARN obtenido del virus CyMV.
Después de tener el ADN complementario de la muestra se realiza
un proceso de amplificacién mediante una enzima polimerasa
resistente a alta temperatura y equipos especiales en condiciones
especificas donde se adicionan los cebadores y bases nitrogenadas
libres, con el fin de sintetizar miles de veces la secuencia especifica
(PCR). De esta forma, si el ADN complementario de la muestra
no es del virus, los cebadores especificos no se van a unir a ella y no
se amplificard ninguna secuencia. Cuando se lleva a cabo una
clectroforesis, las copias de la secuencia amplificada de
ADN se visualizan en el gel como bandas de un tamano
especifico, el cual se determina utilizando marcadores de
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peso molecular. Deben establecerse controles positivos con la secuencia
especifica del virus y controles negativos. La deteccion de CyMV
empleando la técnica de PCR la utilizaron Lim et al (78) y la
transcripcion reversa de la reaccién en cadena de la polimerasa RT-
PCR fue utilizada por Ryu etal. (100), para detectar CyMV en extractos
crudos de hojas infectadas con el virus. Esto lo hicieron a partir del
conocimiento de la secuencia de la cubierta proteinica de virus donde
diseiaron los cebadores o «primers» especificos que amplificaran
fragmentos especificos. Dentro de las prucbas moleculares empleando
los dcidos nucleicos del virus, Chia ez al (31), realizaron la deteccion
de CyMV 'y ORSV utilizando hibridacién de la impresién del tejido.
Para esto, se impregna savia directamente del corte de la muestra sobre
una membrana de nitrocelulosa, procesada con un tipo de ADN
marcado del virus por detectar. Finalmente, por procesos de
autoradiografia de la membrana impregnada se aprecian si hubo
adherencia (hibridacién) del ADN vy se identifica la presencia o la
ausencia del virus. Esta metodologia la recomienda para determinar la
infeccién por virus en distintas partes de la planta y conocer el
movimiento del mismo. Otra técnica menos conocida por ser mis
reciente pero de mayor complejidad, es la inmunocaptura de la reaccién
en cadena de la polimerasa (Immunocapture-PCR) y el anlisis de
secuencias, un acoplamiento de técnicas de biologfa molecular con
principios de inmunologia o serologia empleadas para el diagnéstico
de CyMV y ORSV por Barry er al. (14). Estos procedimientos son
altamente especificos y requieren reactivos y equipos especializados,
pero cada difa se utilizan mas en la investigacién de éstos virus.

Estudios de Reconocimiento de los Virus
CU%\U Y ORAS en Dishinlos iaises.

Los estudios de reconocimiento pretenden determinar la cantidad de
plantas de una muestra o de una poblacién que presentan los virus de
interés en este caso CyMV y ORSV. En distintos trabajos de
reconocimiento y deteccién de virus de orquideas se han encontrado
el Virus del Mosaico del Cymbidiun (CyMV - Potexvirus), como el
de mayor incidencia en los cultivos de orquideas en el mundo,
infecciones mds severas en plantas pertenecientes a la Alianza Cattleya
(especies e hibridos interespecificos e intergenéricos entre Cattleyaspp.,
y géneros afines taxonémicamente como Laelfa, Epidendrum, Brassavola,
entre otros). Para el virus de la mancha anular del Odontoglossum (ORSV
- Tobamovirus), son menores los niveles de incidencia y de forma
similar, para lainfeccién conjunta por ambos virus. Una comparacién
resumida de los resultados en el dmbito internacional para este tipo de
estudios con los dos virus puede apreciarse en la Tabla 8.
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Reconocimiento de |la Prggdmcia de los

VIrnes CB%U Y ORS1 en Colombia.
Aspm‘os Senerales

En el reconocimiento e identificacion de enfermedades y plagas en
cattleyas colombianas (8, 9, 10, 11) se presenté como uno de los
objetivos la necesidad de “Determinar cuiles disturbios de origen
patoldgico causados por hongos, bacterias, virus y nematodos, afectan
alas especies Cattleya aurea, C. mendelii, C. quadricolor, C. schroderac, C.
arianacry C. warscewiczii”. Como parte de este objetivo y de acuerdo
con los registros existentes en algunas de las publicaciones generales
sobre las enfermedades de las orquideas (28, 29, 44, 103), se planteo
para esta parte de la investigacion relacionada con virus, determinar la
presencia de los virus del mosaico del Cymbidium (CyMV Potexvirus)
y de lamancha anular del Odontoglossun (ORSV Tobamovirus), como
causantes de mosaicos y/o moteados, manchas foliares y distorsion
del color de la flor, entre otros sintomas, en las seis especies de Carttleya
mencionadas.

Dlaguéshco

Para el reconocimiento se tomaron muestras de mosaicos y/o moteados
especialmente y se agruparon y codificaron de acuerdo con los
sintomas citados en la literatura para CyMV y ORSV antes
mencionados (24, 72, 76, 112). Teniendo en cuenta que los virus
(CyMV y ORSV) que afectan a Cactleya son sélo transmitidos
mecanicamente, las muestras se cortaron con herramientas
desinfestadas con hipoclorito de sodio en soluciones superiores al 2%,
alcohol al 90% con fuego para inactivar los posibles virus en los
utensilios (48, 67). Se seleccionaron plantas con sintomas en 18
cultivos visitados en los departamentos de Antioquia (7 cultivos),
Caldas (3 cultivos), Risaralda (2 cultivos) y Valle del Cauca (6 cultivos)
(8,9). Luego se tomaron muestras en 14 cultivos adicionales ubicados
en Risaralda (5 cultivos), Caldas (1 cultivo), Santander (1 cultivo),
Valle del Cauca (4 cultivos) y Cundinamarca (3 cultivos)(10, 11). La
totalidad de los 32 muestreos para estos trabajos abarcé cultivos
comerciales y no comerciales (aficionados). en diversas condicioncs.
distintos niveles de teenificacién y diferentes tamafios, ubicados entre
los 900 y 2.250msnm, con valores promedio de humedad relativa entre
50y 90%y de temperatura entre 17y 25°C. Las metodologias utilizadas
para realizar los trabajos de reconocimiento y de diagnéstico se registran
y explican detalladamente en el capitulo del Apéndice Metodolégico.
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Sin embargo, para ilustrar un poco la forma como se hizo el estudio
se mencionan algunos aspectos generales de los métodos empleados
por estos autores y se presentan en forma resumida los principales
resultados obtenidos: Se utilizaron inicialmente las plantas indicadoras
como una prueba previa o de exploracién para el diagnéstico de los
virus y luego se usé como técnica de identificacién definitiva las
pruebas ELISA, recurriendo a kits comerciales para CyMV y ORSV
con peroxidasa y fosfatasa alcalina, siguiendo las recomendaciones de
la firma productora AgDia Inc. (Elkhart, Indiana, USA), y algunas
bases dadas en la literatura. Para muestras controles o testigos se emple6
la microscopia electrénica de transmisién (MET). Los experimentos
de plantas indicadoras y ELISA se realizaron en los laboratorios de
Fitopatologia de Cenicafé y la microscopfa electrénica en la Unidad
de Virologia del CIAT. Los procedimientos detallados se incluyen en
el Apéndice Metodolégico. Las muestras ELISA se dividieron en siete
grupos'y se procesaron con kits peroxidasa (grupos 1al 4 y la repeticién
del 5 al 7), y con fosfatasa alcalina (grupos del 5 al 7), modificando en
algunas partes los procedimientos bésicos (Tabla 9).

Microscopla Eledebnica de Yeansmision (MET)

Como técnica de apoyo confirmatoria para algunas muestras
seleccionadas y para algunos testigos utilizados en plantas indicadoras
y sobre todo en ELISA, se utilizé la microscopfa electrénica de
transmisién con la colaboracién de la Unidad de Virologfa del CIAT,
en la cual se trabajaron la tincién negativa y la citopatologia, como se
explica con mis detalles en el Apéndice Metodolégico. En el caso del
diagnéstico de virus en orquideas y concretamente de CyMVy ORSV
en Cattleya, que posee tejidos suculentos donde los virus se replican
con mayor facilidad, la microscopia electrénica es una herramienta
valiosa y relativamente ficil de aplicar. Con metodologias como “leaf-
dip”, donde se deposita la savia de la muestra

Figura 88. directamente sobre la rejilla para tedirla y
*Tincién negativa observarla, tarda un diagnéstico desde unos
de particulasdel cuantos minutos a unas pocas horas,

virus ORSV

dependiendo del titulo o concentracién del virus
y de la experiencia del investigador (72).
Mediante tincién negativa se pueden observar
principalmente las particulas virales(V); de esta
manera se encontraron dos tipos de particulas

vistas en el MET.

Figura 88. alargadas en forma de varilla o de bastén en
Tincién negativa =2 ~ .
decaiilois da muestras de Cattleya y en las lesiones locales
virus CyMV obtenidas en Gomphrena globosapor inoculacién
vistas en el mecdnica, la cual se describe en forma especifica
MET. (VI 0034, mds adelante (8,9,10,11). En estos estudios se

observaron las particulas (Figura 88 y 89) en el
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citoplasma de las células afectadas, donde las particulas rigidas
concuerdan con las descripciones realizadas para ORSV (TMV-0) (110),
con longitud cercana a los 300nm, mientras que las particulas observadas
coinciden con las descripciones efectuadas para CyMV (46, 47, 110),
con longitud aproximada de 450nm. Ambos tipos se encontraron en
gran cantidad y dispersas en el citoplasma. Asi mismo, mediante cortes
histoldgicos se observaron en el citoplasma de células del parénquima
de Cattleya sp. inclusiones virales de CyMYV, donde se aprecian las
particulas agrupadas y dispuestas en forma relativamente paralela,
similar a una empalizada o en forma de una huella digital, como lo
encontrado por varios autores (46, 47, 70, 110). Estas inclusiones
concuerdan también con lo registrado por Francki e al. (41), Milne
(88) y Lesemann (77) para Potexvirus (Figuras 90 y 91).

Las muestras representativas positivas para virus de cattleyas (ntimeros
553, 536 y 540), inoculadas en Gomphrena globosa, y de resultado
positivo en la producciéon de lesiones
locales, registraron en ELISA la presencia
de CyMV para la primera de ellas y de

Figura 90. .
a, Cékilas del parénquima ambos virus para las otras dos, lo cual se
de Cattleya trianaei con confirmé en el
particulas de CyMV. microscopio electrénico,

Fotografia del MET (VI
055, 15.000X);

mediante la observacion de
las particulas y de las
inclusiones virales.

trianaei con particulas de CyMV

agregadas en forma de huella dactilar.
Fotografia del MET (VI 0039, 30.000X).

Especificamente en esta
planta se observaron
inclusiones de ORSV,

Figura 91, donde las particulas se
a. Células del tejido foliar de Cattleya trianaei con 1 encontraban :Lgmpadas en
particulas de CyMV dispersas. Fotografia del MET 1

forma relativamente orde-
nada formando grupos o
bandas paralelas, similar a
lo registrado para ORSV
(Tobamovirus)

(VI 0044, 40.000X);

b. Células del tejido foliar de
Cattleya trianaei con

particulas de CyMV 1 (110), Y para
agregadas enformade ‘ 352 \Y
empalizada. Fotografia del b (Toba movirus)

MET (V1 053, 40.000X).

- (41, 80) (Figura
'92).
Figura 92,
a. Particulas virales e inclusiones en
Gomphrena globosainoculada con muestras
de Cattleya sp. afectadas por ORSV.
Fotografia del MET (6685, 20.000X);
b. Particulas e inclusiones virales en
Gomphrena globosainoculada con muestras
de Cattleya sp. afectadas por ORSV.
Fotografia de MET (6686. 25.000X).

" Imdgenes de la
morfologia y ¢l
tamafno  de
estas particulas se describieron
con el apoyo de la microscopia
clectrénica en varios trabajos
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para ORSV (37, 57, 68, 69,71, 94, 98), y
para CyMV (4, 36, 43, 68, 69, 71, 94).
En la Figura 93 se observa al MET el
tejido foliar de una planta de Caerleya
trianaci sana, utilizada como testigo o
control negativo.

DlASMéQHGO por sfitomas

Figura 93.

Tejido foliar de Cattleya trianaei
sp. sana. No se observan
particulas virales en el citoplasma
de las células. Fotografia del MET
(VID054, 25.000X).

Las caracteristicas de los distintos sintomas causados por los virus
CyMVy ORSV en Cattleyaspp. en Colombia se registran en algunas
mucstras, que presentaron resultados positivos en ELISA (Figura 94)
(8,9, 10, 11). Si se comparan las fotografias de las muestras afectadas
por CyMV'y ORSV con las muestras testigo de Cattleyasp. sanas, no
se observan las particulas virales ni los agregados de las mismas.

Se puede considerar para este tipo de investigaciones y segin lo
planteado anteriormente en la descripcion de sintomas ocasionados
por cada uno de los virus segtin la literatura consultada para CyMVy
ORSV (TMV-0), que ésta es una herramienta vilida para la
orientacién de diagnésticos y para el manejo de los cultivos, Es muy
importante tener en cuenta siempre que la presencia de determinados
sintomas en las plantas no significa necesariamente la presencia o
posible diagnéstico de disturbios o problemas de origen viral, y que
no siempre las plantas reflejan de una forma sintomatica la presencia
del virus. Para ello, es necesario realizar pruebas generales y especificas
como las antes descritas. Es importante tener en cuenta los resultados
obtenidos en Cenicaf¢ (8,9, 10, 11) (Tabla 7). sobre la incidencia de
los virus en Cattleya spp. en Colombia, en las cuales, entre ¢l 65 y el
70% de las muestras evaluadas resultaron positivas, restando
aproximadamente un 30 a 35% por diagnosticar su agente causante, a
pesar de haber sido colectadas por presentar una sintomatologia similar
a la descrita para los virus. Adicionalmente, debe recalearse la
importancia de este tipo de problemas fitosanitarios dentro del
reconocimiento efectuado, donde aproximadamente un 38% de las
1.119 muestras colectadas presentaron sintomatologia asociada con
mosaicos y/o moteados, posiblemente causada por virus. Este se
considera el problema mas importante en los cultivos de cattleya en
Colombia.

Elhecho de que plantas como Catrleyaspp. se propaguen por via asexual
como la division de plantas y el cultivo de tejidos y meristemos 7n
vitro, favorece la diseminacién de estos virus de transmision mecanica,
adicionado esto a que en los cultivos se exponen plantas sanas a entrar
¢n contacto con plantas enfermas y a infectarse mediante herramientas
contaminadas. Estos virus se encontraron pricticamente en todos los
cultivos de orquideas estudiados y en las distintas condiciones de

b



mancjo, debido posiblemente al amplio movimiento de material
vegetal dentro del pafs y procedente del exterior. Esta descripciéon de
sintomas aplicada en forma efectiva por los cultivadores sirve para
que permanezcan en constante alerta o adopten pricticas de
prevencion, limpieza, aislamiento y observacion detallada de materiales
sospechosos y si es posible, hagan el diagnéstico basandose en las
distintas metodologias citadas en la literatura.

Considemaciones sobre la lilizacion
de cf?ldmldé indicadoras [ ELDSA en
el reconocimiendo de Cﬂ%\U Y OR41)

Plautas Indicadomas

La literatura disponible brinda poca informacién sobre el cultivo de
plantas indicadoras de virus. Por ello, Angel y Tsubota (8, 10)
desarrollaron el proceso de cultivo y propagacion para Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa, Datura stramonium, Nicottana bentharmniana, N.
glutinosa, N. tabacum, Cassia tora, Cassia (Zenna) occidentalisy Gomphrena
globosa, algunas de las cuales se observan en la Figura 95. Las semillas
se obtuvieron de diversas fuentes nacionales y se cultivaron en una
casa de mallas en Cenicafé (Figura 96).

Se realizaron 4 pruebas con plantas indicadoras que se¢ inocularon
con la muestra en varias hojas y se evaluaron con base en la expresion
de sintomasy de lesiones (locales o sistémicas) producidas por el virus
inoculado (74, 76, 112).

Las cuatro inoculaciones se efectuaron con diferentes grupos de
muestras y en distintos estados de conservacion, como se especifica
detalladamente en ¢l Apéndice Metodolbgico.

En la primera inoculaciéon se usé C. arnaranticolor (63), dividiendo la
haz y el envés de la hoja de cattleya, frotando la limina foliar de la
muestra contra la hoja por inocular, modificando la técnica base al
“hidratar™ la muestra en buffer fosfato dibasico de potasio (K,HPO),)
al 0,5% y pH 7,4-7,6 (Figura 97). También se utilizé la metodologia
de macerado de la muestra en igual bufter fosfato para inocular el
extracto filtrado en la hoja de la planta indicadora (74, 112), con y sin
carborundum. La segunda inoculacién en G. globosa, inoculando el
extracto de la muestra de acuerdo con lametodologia de macerado en



a. Manchas circulares y
| anillados causados
por CyMV.

b. Clorosis y necrosis —
longitudinales causadas
por CyMV.

¢. Manchas pardas, clorosis,
necrosis lineal y
" punteada, deformaciones
de lamina foliar causadas por
infeccion conjunta
de CyMV y ORSV.

Figura 94. Sintomas caracteristicos de CyMV y ORSV en Cattleya spp.



d. Punteados, necrosis
circulares y moteados causados
por ORSV

f. Punteados
y anillados causados
por CyMV

e. Necrosis
irregular y moteados
causados por CyMV.

g. Moteados
causado por
CyMV.,

h. Necrosis y distorsion
del color en flores
causadas por CyMV.

Figura 94. Sintomas caracteristicos de CyMV y ORSV en Cattleya spp.



buffer fosfato, con y sin carborundum. En la tercera inoculacién se
inoculé C. amaranticolor complementando el buffer de extraccion con
algunos de los aditivos utilizados para el extracto de ELISA. En la cuarta
y tltima inoculacién se utilizé un macerado del tejido en buffer fosfato,
de pH 7,4-7,6 inoculando plantas de G. globosa, C. amaranticolory N.
glutinosa, donde se obtuvieron lesiones locales, positivas para la primera
de las especies inoculadas. Los resultados de estas inoculaciones en
plantas indicaron varios aspectos relacionados con los sintomas de las

lesiones locales, la
nutricion de las plantas
indicadoras, la
composicion del buffer
de extraccion, el estado de
las muestras y Ia
influencia de diversos
factores externos vy
propios de la planta
indicadora, entre otros.

Sintomas de lesiones
locales. Las lesiones
locales en hojas de
Gomphrena globosa
después de dos semanas
de inoculadas las plantas
se describen como
manchas pardas de forma
redondeada, de 2 a 5mm
de didmetro, visibles
tanto por la haz como por
el envés y sélo en el
costado donde se inoculé
la muestra (Figuras 98 y
99).

En los tratamientos
testigos con agua
destilada estéril y
buffer de extraccién
las hojas
permanecieron sin lesiones,
indicando el resultado positivo para las
muestras en cuanto a la alta posibilidad
de presentar un agente viral. Se utilizé
la  microscopfa electrénica y se
observaron las hojas de la planta

‘,i ; | '."L-

Figura 95.

Algunas plantas indicadoras utilizadas para
el diagnostico de los virus ORSV y CyMV.
De izquierda a derecha: Nicotiana
benthamiana, Gomphrena globosa,
Nicotiana tabacum, Chenopodium
amaranticolor, Datura stramonium

Figura 96.

Cultivo de plantas
indicadoras en casa
de mallas en
Cenicafé

Figura 97.

Inoculacion de C. amaranticolor con extracto
de savia de Catfleyasp. para indicar la
presencia de virus. Aspersion del abrasivo
carborundum e inoculacion del extracto de
savia por frotacion en la mitad derecha de la

Figura 98.

Lesiones locales producidas en G.
globosapor la inoculacion dela
muestra 536 de Cattleya sp. afectada
por CyMV y ORSV; a. en la haz de
hojas b. en el envés.

Figura 99.

Lesiones locales producidas enlas
hojas de G. globosa por la
inoculacion de la muestra 553 de
Cattleya sp. afectada por CyMV: a.
en la haz; b. en el envés




Figura100.
Lesiones producidas
en Gomphrena.
globosa por posible
deficiencia de
fosforo.

redondeadas de 1 a 4mm de didmetro con
‘ . centro de color pardo claro y margen
rojiza (Figura 100). Cuando

indicadora y de los tejidos de las lesiones, determinando la presencia
de los virus CyMV y ORSV, lo cual se corroboré posteriormente en
las prucbas ELISA (muestras 536 y 540 con ambos virus, yla 553 con
CyMV solo). Cuando se evaluaron las otras muestras inoculadas en
G. globosadespués de tres semanas se observaron sintomas de mosaicos
ligeros en hojas jévenes pero no aparecieron nuevas lesiones locales
que constituia la variable por evaluar (8, 10).

Es importante definir el periodo de evaluacién que por lo regular esta
entre 10 y 40 dias maximo, con base en ¢l periodo de incubacién que
puede tener un virus como CyMV u ORSV. Al respecto, después de
cuatro o mds semanas a partir de la inoculacién se observaron en las
plantas inoculadas con las muestras de orquideas y en los testigos
manchas rojizas referenciadas por los autores como posiblemente
producidas por deficiencias nutritivas, especificamente de fésforo,
manchas que se apreciaron en las hojas caducas y de apariencia
clorética, totalmente distintas a las obtenidas con muestras positivas.

Nutricion y Fertilizacion. La nutricién puede incidir de manera
positiva o negativa cuando se trabaja con plantas indicadoras, y se deben
evitar deficiencias o excesos que puedan enmascarar los sintomas
esperados. Se requiere un adecuado conocimiento de las condiciones
de cultivo de las plantas indicadoras, en especial, la nutricién y el
levante, ademds de la sintomatologia de las principales deficiencias
nutritivas que fueron la causa para la no aceptacién de los resultados
de la primera inoculacién en C. amaranticolor. Hubo lesiones locales
debido a la mala nutricién de las plantas indicadoras por estar sembradas
en un suelo franco arcilloso, sin adicién de materia orginica ni de
fertilizantes, desarrollindose en consecuencia plantas débiles no aptas.
En estas plantas se observé clorosis generalizada con los bordes de las
hojas de tonalidad rojiza, similares a los sintomas de deficiencia de
fosforo. Estas hojas se desprendieron con facilidad después de la

inoculacién. Esta sintomatologia no se presenté en C. arnaranticolor

cuando se aplicaron  2g por planta de fosfato di-aménico (DAP), al
menos cada 30 dias (8,10).

Consideraciones similares se hacen respecto a Gomphrena globosa,
utilizada para la segunda inoculacién de muestras de Carttleyaspp. Las
plantas inoculadas presentaron lesiones

se
compararon con las plantas testigo y las
hojas no inoculadas, también se
observaron estas lesiones lo cual condujo
a pensar que no se debfan a las
inoculaciones.

*



Mediante observaciones al estercoscopio y al microscopio no se
encontraron estructuras de hongos, ni exudados de posible origen
bacterial, lo cual llevé a plantear la hipétesis de que estas lesiones podian
ser consecuencia de deficiencias nutritivas, ya que en pruebas
consecutivas con éstas y otras plantas que recibieron la adicién de
fertilizantes entre ellos DAP no ocurri6 esta sintomatologia. Por tanto,
estos resultados relacionados con las lesiones observadas no se tuvieron
en cuenta. Posteriormente, cuando se llevaron muestras de estas
lesiones y de las plantas afectadas para su observacién en tincién
negativa en el microscopio electrénico de transmision, no se
observaron particulas virales ni otros patégenos, tanto en las hojas
afectadas como en hojas jévenes asintomaticas.

Composicion del buffer de extraccién. Otro aspecto a tener en
cuenta cuando se hacen inoculaciones mecinicas es la utilizacién de
soluciones tampén o buffer adecuadas para esta prictica, siguiendo
las recomendaciones registradas en la literatura y determinando
correctamente las funciones y caracteristicas de los reactivos utilizados.
No todos los virus ni todas las plantas pueden inocularse de la misma
formay la respuesta puede variar. Por ¢jemplo, se ensay6 en la tercera
de las inoculaciones un extracto de savia con aditivos empleados para
la extraccién de la muestra en ELISA tratando de reducir los efectos
adversos de oxidantes donde el virus probablemente podria estar atin
infectivo. Sin embargo, al inocularlo en las hojas de C. amaranticolor
ocurrié una clorosis del drea respectiva, marchitamiento y caida stibita
de la hoja, en los tratamientos con la muestra y en las plantas inoculadas
con el buffer de extraccién solo, no asi para las inoculadas con agua
destilada estéril. Por razones como ¢sta, asi se obtengan lesiones
similares a las lesiones locales registradas en la literatura, se deben
descartar los resultados.

Respecto a este dltimo aspecto, una experiencia similar con
inoculaciones en frijol* (Phaseolus vilgaris) se determing como causa
de los sintomas citados en ¢ amaranticolor, el uso de un buffer de
extraccion de caracteristicas distintas al utilizado para inocular estos
virus en orquideas registrado anteriormente (fosfato 0,5% y pH 7.4-
7,6), el cual brinda estabilidad y conserva infectivo al virus. De esta
forma el buffer usado., muy similar al de ELISA con los estabilizantes,
reductores y detergentes que lleva, posiblemente no permité mantener
infectiva la estructura del virus o la bloquearon (icido nucleico y
proteina), ya que es apropiado para prucbas seroldgicas, donde lo
importante es mantener libre la proteina de enlaces con compuestos
extrafios como taninos y materiales fenélicos, entre otros. Los
componentes de este buffer usado en ELISA incluyen antioxidantes y
dispersantes que pueden afectar los procesos bioquimicos en la hoja,

*Pineda, B. Comunicacién personal. 1997



produciendo fitotoxicidad al actuar sobre enzimas propias de la planta
como las nucleasas, fenoloxidasas, ribonucleasas, fenoles, quinonas y
taninos, entre otras. Si se pretende que estos aditivos actiien sobre
iguales componentes de la muestra vegetal también lo harin sobre la
hoja viva.

Inhibidores. Una proporcion variable de las particulas de virus puede
ser alterada en algunas formas durante el aislamiento, donde algunas
enzimas y polisaciridos pueden atacar las proteinas de envoltura y
oxidarse por fenoles, o dichas proteinas perder parte de sus enlaces
terminales disponibles y en menor posibilidad afectar su estructura
(81, 82, 83). En relacién con lo anterior, estas enzimas y polisacaridos
comunes en plantas de las familias Amaranthaceae y Chenopodiaceae,
alas cuales pertenecen Gomphrenay Chenopodium, pueden inhibir la
infeccién de algunos virus mientras que otros inhibidores pueden
enlazarse al virus, bloquearlo y evitar la traduccién del dcido nucleico,
sin que este mecanismo haya sido totalmente entendido. Ademas,
compuestos como los taninos, polifenoles, ortoquinonas y oxidasas
pueden causar inactivacion total (25, 38, 111).

En la transmisién mecinica la presencia de algunos componentes o
aditivos en los extractos por inocular puede actuar de varias formas
diluyendo, adsorbiendo, neutralizando o inactivando sustancias en la
hoja o en el inéculo, por tanto pueden inhibir la infeccién o por el
contrario, reducir el efecto de los inhibidores especificamente el de
polifenoles y las nucleasas (23, 38, 80, 81, 82, 83, 111). Ademis de las
ya mencionadas, hay gomas, mucilagos, icidos orginicos y, en
particular, ribonucleasas que afectan la infectividad del virus (81, 82,
83). Por tal motivo, es necesario adicionar a algunos de los bufters
empleados compuestos reductores, antioxidantes y estabilizadores de
proteinas debidamente probados y recomendados (25, 38).

Existen metodologias especificas para inocular virus y grupos de virus
y cuando no se adicionan reactivos antioxidantes y estabilizadores en
los procedimientos de extraccién o no son productos propiamente
recomendados en las metodologias respectivas, es muy probable que
no se obtengan los mejores resultados.

Estado de la muestra. Al macerar los tejidos vegetales, los
metabolitos de la planta y los restos celulares pueden acusar pérdida
de capacidad infectiva de algunos virus (111), aunque en el caso de
ORSVy CyMYV, dada su alta estabilidad, esto es menos frecuente pero
ocurre. La muestra de la mejor calidad es aquella totalmente frescay
donde no ha ocurrido el proceso de oxidacién antes mencionado y
son mds ttiles las hojas y tejidos jovenes que tienen menor contenido
de fenoles y de taninos, entre otros (81, 82, 83, 111). Por esta razon,
en las inoculaciones realizadas la oxidacién de las muestras y su



permanencia en almacenamiento pudo convertirse también en uno
de los factores condicionantes que afectaron la infeccién en las plantas
indicadoras.

Factores externos y propios de la planta. La utilizacién y la
respuesta de las plantas indicadoras dependen de distintos factores tanto
externos a la planta como de ella misma. Por ejemplo, temperaturas
entre 18y 26°C son usualmente recomendadas, pero cuando superan
este valor e incluso son mayores de 30°C, no se observan sintomas
como lesiones locales. También se registra la influencia de la luz, donde
altas intensidades van a formar “plantas duras” que dificultan su
infeccién y la aparicién de sintomas. Por ello, en algunos
procedimientos de inoculacién mecinica se recomienda mantener
las plantas que van a ser inoculadas durante 24 a 48 horas en oscuridad,
pero normalmente éstas deben cultivarse en ambientes sombreados.
Otro factor que influye es la nutricién aunque en este aspecto es
variable la informacién, pero regularmente las plantas bien nutridas
responden mejor en cuanto al desarrollo de la infeccién y la
manifestacién de sintomas. Por ejemplo, plantas deficientes en
nitrégeno registraron clorosis y manchas de tonalidades rojizas que
afectaron la evaluacién de sintomas (38, 111).

Laplanta, el genotipo y las caracteristicas de la especie utilizada influyen
también en la respuesta a la inoculacién de un virus o de razas de éste,
donde la planta puede tener genes de susceptibilidad o de resistencia
al virus que se reflejan en los sintomas ocasionados. Cuando se est
en procesos continuos de subcultivo de virus durante perfodos
prolongados, se puede estar realizando una seleccién por
susceptibilidad a un aislamiento determinado, seleccionando una cepa
o aislamiento del virus mds o menos patogénico. Una menor edad de
la planta favorece la infeccién, debido a que los virus dependen en
gran medida de las células epidermales superiores para penetrar ylo
logran mejor en los tejidos tiernos. Adems, las plantas indicadoras
tienen una edad determinada a partir de la cual se considera adecuada
su respuesta en las inoculaciones mecinicas, condicién que por lo
general ocurre al inicio de su periodo vegetativo, normalmente cuando
estin en el primer mes de edad (38, 111). En las plantas indicadoras
también es posible que se presenten infecciones latentes o no se
manifiesten los sintomas por cualquiera de estos u otros de los factores
relacionados. Lo anterior también esti relacionado con la
concentracién del virus (titulo) en la planta muestra, determinante
para la obtencién de sintomas locales o sistémicos en las plantas
hospedantes indicadoras, especialmente cuando las concentraciones
del virus en la muestra son bajas (59, 111). Finalmente, otra de las
consideraciones importantes al trabajar con plantas indicadoras es
conocer bien las caracreristicas de su follaje, especialmente su fragilidad
o susceptibilidad al dafio mecdnico cuando se utilizan abrasivos como
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celita (tierra diatomacea) o carborundum, con el fin de causar heridas
en las paredes celulares para que puedan entrar los virus a las células
(31, 38, 80, 83, 111). Esto ocurrié en la cuarta inoculacién donde se
empled Nicotiana glutinosa, que present6 evidentes sintomas de heridas,
desprendimicento de la epidermis y demds danos mecinicos que
terminaron en necrosis después de inocular el extracto de la muestra
con ayuda de copitos de algodén y con carborundum.

Plantas de esta especie y de otras similares, como N. benthamianay N.
tabacum, tienen hojas frigiles y si no ha habido una buena nutricién e
hidratacién, estos dafos ocurren mds ficilmente. Para el caso de la
primera de estas dos especies hubo numerosos inconvenientes con el
area foliar reducida, hojas y tallo quebradizos y frigiles, mientras que
para la segunda especie se registraron problemas de clorosis continuada
no obstante las fertilizaciones, sin que se apreciara aparentemente
respuesta a ellas (8, 10).

En conclusién, las plantas indicadoras son una herramienta méis que
debe complementarse con otras técnicas mas poderosas para el
diagnéstico e identificacién de virus. Son valiosas para propésitos de
reproduccién de sintomas en tiempos cortos, relativamente ficiles de
cultivar y son muy ftiles para el incremento de los virus
experimentalmente. Sin embargo, pueden presentar problemas por el
efecto de condiciones externas (variables climdticas) o propias de la
planta (edad, nutricién vy fisiologia) sobre la expresién o no de las
lesiones locales en la planta indicadora, como antes se registré ya que
manifestaron los sintomas esperados, luego de inocularse con
muestras positivas a virus. Un ejemplo simple de lo anterior muestra
que las plantas de C. amaranticolorinoculadas en la cuarta prueba con
plantas indicadoras no registraron en ningtin momento lesiones locales
ni mosaicos, a pesar de utilizar el mismo extracto de cada muestra con
las cuales se inoculé G. globosaque resultd positiva; no obstante haberse
hecho de la misma manera para las tres especies indicadoras inoculadas
y en igualdad de condiciones. Los virus estaban en las muestras, como
se registré en muestras positivas de G. globosarespecto a la presencia
de lesiones locales, lo cual se confirmé al llevar estas plantas al
microscopio electrénico para verificar la infeccién por ambos virus

ELISA.

Como se mencioné anteriormente, esta técnica se ha utilizado en
distintos estudios con los virus CyMV y ORSV en orquideas (1, 5,
48, 49, 72, 74, 112) y fue empleada para la determinacién o
identificacién especifica de CyMV y ORSV. En estos trabajos se utilizé
ELISA en platos miltiples (33), como prueba determinante ya que las
plantas indicadoras son un complemento en la deteccién de la presencia
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de estos virus, debido a la influencia que pueden tener distintos factores
para que se expresen los sintomas y se obtengan las lesiones.

En el reconocimiento de virus en cattleyas colombianas se utilizaron
kits comerciales ELISA de doble capa o “sandwich” de anticuerpo
(Das- Elisa) o compuesto directo para la deteccion de CyMVy ORSV,
usando platos miiltiples en los cuales emplearon las enzimas peroxidasa
y fosfatasa alcalina (8, 9, 10, 11). Se realizaron bisicamente los
procedimientos recomendados por los fabricantes, con algunas
modificaciones (35, 38, 112). Los procedimientos detallados se
incluyen en el apéndice metodoldgico. Las muestras se procesaron en
siete grupos principales y una repeticién adicional o complementaria
con peroxidasa para los grupos de muestras que se habfan trabajado
con kits con fosfatasa alcalina (grupos del 5 al 7), realizando
modificaciones y ajustes segtin su procedencia, estado de oxidacién y
tiempo de conservacién. Los resultados de la totalidad de los siete
grupos de muestras con los subgrupos, mis la repeticién o prueba
complementaria se detallan en la Tabla 10.

Criterio de Evaluaciéon. Uno de los aspectos fundamentales para
evaluar los resultados de las pruebas ELISA tiene que ver con el criterio
para definir el cardcter positivo de una muestra. Cuando se trata de la
evaluacién cualitativa se hace con base en el desarrollo de color, que
para la enzima fosfatasa alcalina es amarillo, y si se usa peroxidasa la
reaccién positiva es de color naranja (Figura 101). En Cenicafé se
utilizo la siguiente escala para la intensidad en el desarrollo de color
(8,9,10, 11):

+ Leve o Tenue,

++ Moderado,

+++ Fuerte o Intenso,

- Negativo

? “dudoso o por confirmar”.

La comparacién siempre se hace contra los blancos y contra los
controles de muestras de
plantas de la misma especie
negativas o sanas, que no
deben generar color en las
reacciones en cadena.

Para la determinacién del
umbral positivo de una
muestra en trabajos de investigacién
es mds importante usar el factor de
evaluacién cuantitativo que el
cualitativo o visual, este altimo mds
apropiado cuando se hacen

Figura 101.

Reacciones positivas para
® Cymv en ELISA en el

®  desarrolio de color; a.

. . . Fosfatasa alcalina;, b.

‘e's'e Peroxidasa.

°
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evaluaciones en condiciones limitadas tecnolégicamente o por los
cultivadores. En la evaluacién cuantitativa los valores de absorbancia
se obtienen mediante un equipo lector espectrofotométrico, provisto
de filtros que permiten cuantificar la absorbancia de la luz al pasar por
las celdas de los platos, luz que es emitida por una serie de limparas
del equipo. Esta absorbancia es medida a una determinada longitud
de onda (405nm para fosfatasa alcalina y 490nm en peroxidasa). Para
Clarky Adams (33), ¢l 0jo humano es capaz de visualizar color cuando
su absorbancia es superior a 0,100.

En este aspecto de la evaluacién cuantitativa la literatura no brinda
claridad y no hay consistencia en la utilizacién de diversos factores
para considerar una muestra positiva (35, 105). Se pueden utilizar los
factores de dos veces (Tx2) el promedio de las absorbancias de los
testigos (T) sanos (48), tres veces (Tx3) (34), y hasta cuatro veces
(Tx4) (49). También hay criterios donde se utiliza la desviacién estindar
de toda la prueba, sumandola dos (T +2s), tres (T+3s) o cuatro veces
(T+4s) al valor obtenido para el promedio de los testigos sanos (105).
Bar Joseph et al. (13), recurren a un valor de 0,150 superior al del
promedio de los testigos sanos como criterio positivo. Elliot ez 4/, (40)
por ejemplo, emplean para un trabajo de reconocimiento de virus en
orquideas los factores de dos (Tx2) y tres veces (Tx3) el promedio de
los testigos sanos. Si el valor de la muestra supera este factor ésta es
positiva. Normalmente en los anteriores trabajos se resta a cada uno
de los valores obtenidos por el equipo el valor de fondo, el cual resulta
del promedio de la absorbancia del buffer de extraccién (B.E.) ubicado
en la prueba como un blanco. De esta forma se evalda el valor de la
absorbancia real de la muestra. Para el reconocimiento se considerd
como factor de evaluacién o umbral positivo-negativo, dos veces (Tx2)
el promedio de las absorbancias de los testigos sanos o controles
negativos (Buffer de extraccién B.E.).

Este es un factor fuerte de castigo a la prueba, ya que la base de la
comparacién de acuerdo con la literatura mencionada al respecto es el
resultado del promedio de muestras de plantas testigo sanas. Sin
embargo, en la presentacién de resultados se tuvieron en cuenta otros
factores de evaluacion mds fuertes (Tx3 y Tx4), con el fin de ilustrar
c6mo puede interpretarse la informacién segiin el factor seleccionado.
También se consideraron los valores o resultados dudosos, aplicando
conceptos (48, 105), donde valores de absorbancias mayores a (0,100
pueden considerarse como positivos (para este caso “dudosos o por
confirmar”) al generar color, principalmente en la evaluacién
cualitativa, reafirmando lo conceptuado por Clark y Adams (33),
siempre y cuando se consideren los factores de evaluacién como se
menciond anteriormente, sobre todo, los valores de los testigos
negativos y de los blancos (buffer de extraccién B.E.). A continuacién
s¢ presenta el formato utilizado para el registro de los resultados
obtenidos en las pruebas ELISA:



EVALUACION ABSORBANGIA _ FACTOR DE EVALUACION

MUESTRA VISUAL B ; i
(Cédigo) (Intensidad) (390 0 405 ren) Cymv ORSV

CyMV ORSV | CyMV ORSV | T2 X ; T2 X3 Tx4

En las pruebas ELISA hay influencia de factores externos y de procesos
no detectables o definidos por las caracteristicas de la técnica que
pueden afectar negativamente los resultados obtenidos. De esta forma,
dentro de las evaluaciones realizadas pueden obtenerse valores o
registros “dudosos o por confirmar”, tanto cualitativa como
cuantitativamente. Adicionalmente, se registran reacciones o procesos
que pueden generar respuestas contrarias, como son los “falsos
positivos o falsos negativos”™. Algunos de los principales factores que
afectan la calidad de los resultados obtenidos en las pruebas ELISA
son:

Ubicacién y posibles contaminaciones. Para Clark y Adams (33),
quienes desarrollaron ELISA en platos multiples hacen énfasis en
algunos factores que pueden afectar los resultados entre ellos, la
procedencia y las caracteristicas de los platos, principalmente, la
localizacién de las muestras dentro del mismo. Son mds susceptibles
de variar o de obtener valores erréneos o reacciones no especificas en
las celdas ubicadas en los bordes del plato, todo esto llamado “efecto
de plato”. ELISA es una prueba altamente sensible al detectar bajas
cantidades del virus y de por si, es sensible a contaminaciones entre
las muestras y los controles o en el procedimiento de adicién y lavados
de los reactivos, especialmente del conjugado enzimitico. Cuando se
estan analizando los resultados obtenidos en cada celda debe
contemplarse su ubicacién en el plato y la comparacién con los valores
de las otras repeticiones. Dentro de los resultados obtenidos en una
prueba es frecuente la existencia de valores sospechosos de
contaminacién o de reaccién “no especifica”, lo cual se puede presentar
en celdas individuales o en la totalidad del plato. Un ejemplo de posible
contaminacion en celdas individuales se presenta para el primer grupo
de prucbas ELISA (Figura 102), donde la muestra testigo de Gomphirena
globosa (Gg) en el kit de ORSV presenté un valor de 0,147, ¢l cual
tiene alta posibilidad de haberse contaminado en una de las
repeticiones, alterando el promedio respectivo con relacién al
promedio del control negativo (B.E.), que fue de 0,023. Cuando se
compararon con una muestra positiva como la 240 con un valor de
1,210 o del control positivo del kit (C+) con un valor de 1,192, ¢l
resultado de Gg no se puede considerar como positivo.

En Cenicafé se registraron problemas para kits comerciales de fosfatasa
alcalina (por ejemplo, kits 22 y 30), (Figura 103a y b), en los cuales
hubo color amarillo intenso en la totalidad de las celdas del plato,
incluyendo los controles negativos o blancos (buffer de extracciéon




B.E.). y en menor grado, para kits comerciales de peroxidasa (kit 46)
(Figura 103c), con desarrollo de color naranja intenso. Esto pucde
apreciarse al comparar los valores de la evaluacion cuantitativa de los
controles negativos de ambos virus en la Tabla 11, que comparan
ademis los valores minimos y miximos de absorbancias registrados
por las muestras y los testigos de referencia (sanos y enfermos) de los
kits. Cuando ocurren este tipo de problemas donde no hay respuesta
alguna, la totalidad de los resultados entran en “duda o por confirmar”
y deben descartarse o aclararse dentro del andlisis, requiriéndose la
repeticion de la prueba (Tabla 10).

Lo anterior pudo darse hipotéticamente en los procesos de lavado,
tanto al retirar ¢l contenido de la muestra antes del primer lavado como
al efectuar el lavado del conjugado enzimitico. Una explicacion
probable es la manipulacién de los residuos cuando se realiza
manualmente y automidticamente, de acuerdo con lo mencionado
tambic¢n por Pineda™ personal, 1998). En Cenicafé, para los dos
primeros grupos de prucbas se hizo manualmente, mientras que para
los demds (del tercero al séptimo grupo) se utilizé cl cquipo
inmunolavador Biorad 1250. Dentro de esta explicacién es posible
que permanczean residuos del conjugado o queden ligeras
contaminaciones en los bordes del plato que repercuten en el desarrollo
de color. Clark y Adams (33) mencionan este aspecto del lavado de los
platos varias veces asegurando que trazas de los reactivos que no se
laven pueden ocasionar contaminacién y reacciones “no especificas”.
Esta explicacion se puede descartar porque utilizando ¢l mismo equipo
mmunolavador no se presentaron - P

contaminacioncs en los platos

siguientes de CyMV y ORSV, A1z

onsiderando ademds. que las Pl ismitdtio
GOnS g ABCIIAS, § AL con fos resultados
distintas prucbas sc realizaron en obtenidos en ELISA

forma simultinca y en las mismas del kit 1 de ORSV.
condiciones de¢ procedimientos,
detalles explicados en el Apéndice
Metodologico. También
complementan la informacion
sobre los lavados con el efecto que
puede tener ¢l origen vy las
caracteristicas del plato. No

bstante este 1l JeneE . Figura 103.
obstante este tiltimo aspecto, es Recoiing d6 SN
poco probable que exista un efecto de color oblenido por

marcado de los platos debido que posibles contaminaciones

cn el caso de los kits comerciales generalizadas
producidos por Agdia estos son los Sal ELiSApua
. S 5 ORSV;a.yb.kit22y
mismos provistos por la firma Nunc y el 20 o fosfatasa
alcalina; ¢. kit46 con
peroxidasa.

** Pineda, B. Comunicacion personal 1998
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comportamiento seria igual para kits pertenecientes a los mismos lotes,
seade CyMV o de ORSV. A medida que se incrementa el conocimiento
de la prueba y se elaboran algunos mds, se pueden eliminar algunos
de los valores de “posibles contaminaciones”, contrastantes al
compararlos con las distintas repeticiones, valores que pueden afectar
el promedio resultante.

Importancia de las repeticiones. Para reducir el efecto de los
valores “sospechosos” por contaminacién o de reacciones “no
especificas” se deben establecer varias repeticiones dentro del plato,
tanto para las muestras por procesar como para los controles positivos,
negativos y algunas muestras de referencia comprobada como testigos*
(40). En cuanto al niimero de repeticiones la literatura no brinda
parimetros definidos y se registran dos repeticiones (34, 40) y tres
repeticiones (79). Se utilizaron entonces para los tres primeros grupos
de prucbas ELISA, de 3 a 4 repeticiones aleatorias para las muestras y
de 5 a 8 repeticiones para los controles. Sin embargo, estos mismos
autores emplearon para los cuatro grupos finales 3 repeticiones dentro
de cada plato para las muestras a procesar y para los controles (+ y -),
con al menos 2 repeticiones para las muestras de referencia o testigos
de Cattleya, teniendo en cuenta que los grupos se dividieron en
subgrupos adecuados a distintos formatos o diagramas de carga. En
todas las ocasiones los promedios de absorbancias se obtuvieron a partir
de 3 lecturas en el equipo lector Biorad 3550 uv, trabajando en los
platos multiples para ELISA que contienen 96 celdas cada una con
capacidad aproximada de 350 microlitros, dispuestas en 8 filas y 12
columnas.

Valores de absorbancia obtenidos. Cuando se hacen las
evaluaciones teniendo como referencia los valores de los testigos sanos
o blancos es importante evaluar la magnitud de los valores obtenidos.
En los trabajos realizados en Cenicafé se registran varios casos al
respecto. El primero de ellos tiene que ver con los valores bajos en los
testigos que son la base para establecer el criterio o factor de evaluacion.
Por ejemplo, en el primer grupo de pruebas los testigos negativos o
blancos (B.E), registraron un valor de absorbancia promedio de 0,023,
donde la mayor parte de las muestras procesadas registraron valores
menores a 0,100. Muestras como la 328 que registré una absorbancia
de 0,121 van a resultar positivas en todos los factores de evaluacion,
resultando este valor bajo si se compara con el testigo o control positivo
de ORSV con una absorbancia de 1,192, y es un resultado considerado
“dudoso o por confirmar” al evaluar su desarrollo de color en la escala
cualitativa respecto al control positivo. El efecto de estos valores es
una alta incidencia del virus en el grupo de muestras procesadas, y

* Elliot, M. Comunicacién personal, 1998



como se presenta en la Tabla 10, la magnitud de los resultados
“dudosos” llegd a cerca del 37% cuando se traté de ORSV e infeccién
conjunta para el primer grupo de pruebas, y otra serie de valores en
algunos de los grupos de prucbas siguientes.

Un segundo caso se refiere a los valores variables entre pruebas para
¢l mismo virus o para distintos virus entre kits, para los controles y
para las muestras (Figura 104 a y b). Por ejemplo, se registré alta
variacion en los valores de absorbancia, sobre todo en los controles
negativos (B.E.), donde los promedios fueron relativamente mayores
respecto a los obtenidos en la primera prueba. Se apreciaron datos en
las repeticiones de 0,175 y 0,180 como los mayores y de 0,016 entre
los inferiores para CyMV en distintos kits. En cambio. al analizar los
datos de los kits de ORSV, encontraron como valor alto 0,087 y bajo
0,024. De esta manera, se registraron en estos experimentos valores
distantes entre los distintos kits (CyMV respecto a ORSV) y no entre
los valores obtenidos en un mismo tipo de kit, en este caso con el
conjugado enzimitico de peroxidasa. Para ¢l caso del anilisis de una
muestra vegetal individual (muestra de referencia 297), que registraron
en dos pruebas las calificaciones de resultados “por confirmar o
dudoso” para ORSV, debido al efecto sobre el promedio de un valor
mayor presentando valores de 0,263 a diferencia de las otras
repeticiones con 0,052, 0,062 y 0,039. Por tanto, la obtencién de un
determinado valor considerablemente alto o bajo en uno de los kits
puede alterar los promedios y la interpretacién de los mismos. tanto
para los controles como para las muestras. Se recomienda entonces
realizar los anilisis plato por plato, comparando los valores de las
distintas repeticiones para identificar valores con una alta variacion y
considerar su inclusién o no dentro del anilisis y no obtener los
promedios a partir de los resultados de platos independientes.

Calidad de los reactivos. Otra fuente posible de variacién en los
resultados obtenidos en las prucbas ELISA estd en la calidad de los
reactivos utilizados en los
kits comerciales,
relacionada en parte con
la procedenciay el efecto
de platos (33). Dentro de
las posibles fuentes de
error estd el
procedimiento de
cubrimiento del plato en
la compania fabricante (Agdia, Inc
en este caso), el cual al adquirirlo
yaviene cubierto con el anticuerpo
desde la firma proveedora. Asf se
utilizé para los siete grupos de

Figura 104.

Diferencias apreciables opticamente en la intensidad
del desarrollo de color en ELISA con peroxidasa: a.
Kit13 CyMV y b. Kit 14 ORSV. (Debe tenerse en
cuenta que es el mismo grupo de muestras, en igual
disposicion en el plato y en pruebas simultaneas en
el tiempo)
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pruebas, con problemas para los que emplearon conjugado enzimadtico
de fosfatasa alcalina. Tratando de evitar el posible efecto de la fijacién
del anticuerpo al fondo de las celdas, se emplearon los kits de Agdia
sin los platos pre-cubiertos con el anticuerpo especifico, realizando
este cubrimiento en Cenicafé con el anticuerpo adquirido a Agdia ¢
importado desde los Estados Unidos. Este procedimiento se utilizé
para la repeticion de los tres tltimos grupos en la prueba adicional o
complementaria con peroxidasa con resultados satisfactorios similares
alos obtenidos a las pruebas de los primeros grupos con peroxidasa, y
distintos a los resultados obtenidos con fosfatasa alcalina. Sin embargo,
se presentaron valores mayores de los controles negativos o blancos
(B.E.) cuando se traté de ORSV, la mayoria de las veces superiores a
0,100 de absorbancia, en contraste con los de CyMV realizados
simultineamente, como se explicard mas adelante.

Es posible que también exista algtin efecto de las caracteristicas del
anticuerpo utilizado, que de por si son distintas para CyMV y ORSV,
a pesar de utilizar un buffer de cubrimiento igual en los kits de Agdia
(carbonato de sodio). Se discutirfa entonces la calidad del anticuerpo,
aspecto que es de total incertidumbre y una causa probable de error
para este tipo de investigaciones donde se depende de empresas
comerciales. Sin embargo, este aspecto no se estudid ni se analizé en
detalle.

Con relacién a la enzima utilizada en el conjugado enzimitico dentro
de los kits ELISA, se registraron diferencias entre los resultados
obtenidos con peroxidasa respecto a los de fosfatasa alcalina, cuando
realizaron la repeticién de los tres dltimos grupos de pruebas (grupos
5,6y 7), como puede apreciarse en la Tabla 10. Estos grupos de pruebas
se habfan procesado inicialmente con fosfatasa alcalina pero con base
en el incremento de los resultados “dudosos o por confirmar” en ¢l
quinto y sexto grupos, especialmente para ORSV se realizé la repeticion
o prueba complementaria utilizando kits en peroxidasa sin platos pre-
cubiertos con el anticuerpo como antes se explicé, tanto para CyMV
como para ORSV. Estos autores tuvieron en cuenta siempre la
realizacion de las pruebas en forma simultinea en el tiempo y en
igualdad de condiciones del laboratorio para poder compararlas
(Figuras 105).

Se registraron diferencias debidas a valores de absorbancias mds bajos
en los controles positivos y en las muestras positivas con los Kits Agdia
de peroxidasa para ORSV, respecto a los obtenidos para CyMV. Asi
mismo, se registré variacién consistente en que blancos (B.E) y
muestras negativas para ORSV marcaron valores superiores para
ORSV con relacién a CyMV (Tabla 11). Una situacién similar ocurre
con varios de los kits de fosfatasa alcalina, donde los valores de
absorbancia de los blancos (B.E.) son superiores en los kits de ORSV
respecto a los de CyMV ¢ inclusive, se presentan valores altos
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generalizados cuando se hace la
prueba conteniendo las muestras y
los controles para ORSV. Lo
esperado es que las celdas que
contienen el blanco o control
negativo (buffer de extraccién
B.E.), produzcan valores similares l
tanto en el kit de CyMV comoen
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mismos con fosfatasa alcalina y
peroxidasa para las mismas muestras, se
trabajé con iguales disposiciones en los
formatos o diagramas de carga de los
platos. La magnitud de las diferencias en
los valores de absorbancia obtenidos
(mdximos y minimos), puede observarse en la Tabla 11
una mayor eficacia de la enzima
para el diagnéstico de
Colombia (Tabla 9).
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peroxidasa respecto a fosfatasa alcalina,
los virus CyMV y ORSV en Cattleya spp. en

La consecuencia evidente de estos valores altos, principalmente en los
kits de ORSV, es un alto ndimero de muestras registradas con resultados

“dudosos o por confirmar”, v resul
P y

tados de incidencia posiblemente

mds bajos en el reconocimiento. El posible efecto de una mayor eficacia
0 un mejor comportamiento de una enzima respecto a la otra, registra
resultados en los cuales hay diferencias en los promedios de incidencia

(porcentajes de
Tabla 10. El hecho que una
fosfatasa alcalina y nega

muestras infectadas) obtenidos, como lo resume |a
muestra resulte positiva para CyMV en
tiva o viceversa para el mismo virus en

peroxidasa, y de igual resultado o forma contraria para ORSV, también

lo atribuyen los autores a reacciones “no especificas”
posiblemente mis factibles de ocurrir en fosfatasa
peroxidasa. Como un caso concreto, al analizar las
de las pruebas ELISA presentadas por Angel er

0 “no serolégicas”,
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Tablas de resultados
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positivos en peroxidasa. Resultados similares donde no concuerdan
los resultados de ambas enzimas, en cuanto al niimero y las muestras
cvaluadas, se registran reiteradamente para los siguientes grupos de
pruebas. Los autores cuestionan parcialmente la informacion generada
por algunos de los kits comerciales de fosfatasa alcalina. en especial
los de ORSV. Es evidente que al analizar los resultados no hay
coincidencia en varias de las muestras positivas registradas con
peroxidasa, respecto a las obtenidas con fosfatasa alcalina, lo cual se
explicarfa también por reacciones “no especificas” o *no serolégicas”,
incluso cuando se efectuaron repeticiones de pruebas.

Agdia Inc. (Elkhart, Indiana U .S A.). evalué los registros de los valores
de absorbancia obtenidos en el lector de platos Biorad 355() uv, de los
kits 19 al 36 (Grupos de prucbas del 5al 7) procesados con ¢l conjugado
enzimdtico de fosfatasa alcalina por Angel eral. (9, 11), los remanentes
de los reactivos de los kits, como también tejidos de muestras controles
y referencias como la CTVE (Testigo positivo de para € yMV de Cartleya
trianaei fresca), CTE (Testigo negativo sano de Ca ttleya trianacr fresca)
y 433 (Muestra de referencia positiva para ORSV y CyMV,
almacenada). Por intermedio de Vrient*, Agdia da a entender que los
valores y los reactivos pertenecientes a los kits de CyMV, tienen
resultados adecuados, donde el buffer de extraccion presenté un valor
de 0,080, lo cual estd acorde con lo obtenido anteriormente por Angel
et al (9, 11). Sin embargo, indica que no se presentaron ni se
encontraron inconvenientes con los remanentes de reactivos enviados
por los autores desde Cenicafé para las prucbas, al igual que con las
existencias de los lotes en cuestion y los de referencia de la firma
proveedora de ellos. Consideran en Agdia que es muy probable que
estos inconvenientes fueran producto de errores de procedimiento
por parte de los investigadores o por aspectos desconocidos para ambas
partes (usuarios y proveedores).

La firma proveedora estd de acuerdo con la anormalidad de los datos
presentados de ORSV con fosfatasa alcalina, mds para unos platos que
para otros, donde los valores de los buffer de extraccion (B.E.) yde los
testigos negativos son mds altos de 1o normal (superiores a 0,500 de
absorbancia) y los valores de los testigos positivos son mds bajos de lo
que deberfan ser, dando la impresién que el conjugado enzimitico se
hubiera fijado al plato cubierto con el anticuerpo. Para los fabricantes,
los valores altos de testigos negativos no son problema al restar a los
valores de las absorbancias de las muestras este valor de fondo.
obteniendo resultados razonables para la prucba para algunos de los
platos.

Adicionalmente Agdia, envi6 a Cenicafé los registros de las prucbas
efectuadas por ellos a las muestras de referencia y testigos (sanos y

* Vrient, B, W, Comunicacién Personal. 1999



enfermos) que se remitieron desde Colombia, resultados que no
concordaron ni fueron semejantes con los obtenidos en Cenicafé
donde se evidencia la problemitica de valores altos en las muestras
procesadas para ORSV. Por ¢jemplo, obtuvieron valores de absorbancia
con fosfatasa alcalina del orden de 3,000 y mds, en muestras y en
controles positivos, lo cual en ningtin momento se obtuvo en
Colombia (Tabla 11). Muestras testigos como la CTVE (muestra de
planta viva de Cattleya trianaei), utilizada reiteradamente en las pruebas
ELISA como control positivo comprobado de CyMV sélamente, y
que se observé en el microscopio electrénico de transmisién, marcéd
en Agdia (Estados Unidos) valores altos de absorbancia (superiores a
0,900), considerados positivos para ORSV en las pruebas realizadas
por Agdia con fosfatasa alcalina.

En resumen, no se tiene explicacién técnica sobre la posible causa de
estos inconvenientes, aunque una de las hip6tesis principales apunta
ainconvenientes en la calidad de los anticuerpos de ORSV producidos
por Agdia. Diferencias entre pruebas ELISA realizadas para los virus
CyMV y ORSV mediante kits de una compaiifa, han registrado
diferencias respecto a pruebas efectuadas con kits comerciales de otro
fabricante (72)

Estado de la muestra. Otro aspecto posible como causa de variacién
de los resultados de ELISA, es el efecto de la oxidacién y degradacién
de las muestras atin en condiciones de refrigeracién y deshidratacién,
lo cual puede estar afectando la interpretacién de los valores y de los
resultados obtenidos. Es posible que para muestras almacenadas bajo
condiciones no aptas que permitan su degradacién y oxidacién, la
capacidad de ELISA se vea afectada mds para un virus que para otro.
Esto se indic6 observando, entre otros, los datos obtenidos para la
muestra 240 ya que inicialmente ésta, cuando llevaba almacenada en
nevera cerca de 11 meses resulté positiva para ambos virus y cuando
llevaba cerca de 16 meses result6 positiva para ORSV y negativa para
CyMYV, aunque con valores de absorbancia superiores a 0,100. Sin
embargo, muestras como la 310 mantuvieron su respuesta positiva en
CyMV después de los mismos 16 meses de almacenamiento. Lo
anterior puede estar relacionado con la estabilidad del virus, aspecto
no analizado en estas investigaciones pero donde siempre se menciona
que ORSV es un virus mds estable en los tejidos de la planta respecto
a CyMV, y probablemente sea una de las causas por las cuales se detecta
con mayor facilidad después de tener las muestras almacenadas,
deshidratadas y oxidadas.

Se observaron més ejemplos de estabilidad de los virus en distintas
condiciones de almacenamiento, como es el comportamiento de la
muestra testigo 433, que en pruebas realizadas durante 2 afos (48




meses) reiteradamente resultd positiva para ambos virus CyMV y
ORSYV, con valores en la mayoriade los casos superiores a los mismos
controles positivos suministrados por el kit comercial, no obstante ¢l
;1|lnaccl'ljlmicm(} de la muestra en nevera a 4°C que presentaba
oxidacion y deshidratacién (Figura 106). Una submuestra de esta
muestra 433 se envié a Agdia (Estados Unidos) para utilizarse como
testigo en prucbas confirmatorias y obtuvo valores de absorbancia entre
1,235 y 2,184 para CyMV, y valores superiores a 3,000 para ORSV.
Resultados similares se obtuvieron para las muestras 536y 540 positivas
para ambos virus despucés de 21 meses de almacenadas a -20°C y
comprobadas mediante plantas indicadoras y microscopia electrénica.

También se obtuvieron resultados positivos y consistentes para las
muestras de referencia 461 y 462 positivas para CyMV almacenadas
durante aproximadamente 24 meses a 4°C y a -20°C. Las anteriores
muestras de referencia tuvieron un comportamiento similar tanto en
fosfatasa alcalina como en peroxidasa a pesar del tiempo de
almacenamicento y estado de oxidacién (Figura 107a). Los resultados
son mds evidentes para el tercer grupo y los cuatro siguientes de
prucbas de ELISA (del 5 al 7), donde ¢l efecto de la oxidacion en las
muestras fue menor al haberse almacenado a -20°C, poco después de
su recoleccion hasta el procesamiento y macerado, inmediatamente
antes de servirlas en los platos microtitulables (Figura 107b) En estos
resultados los valores “dudosos” o por confirmar son practicamente

minimos, cuando se
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CyMV y ORSV, y estas experiencias existen y han sido positivas para
el TMV (virus del mosaico del tabaco, Tobamovirus). Elliot*
menciond que se utilizaron con éxito tejidos de orquideas almacenados
a 4°C durante varias semanas y mucho mais tiempo, previniendo la
degradacién por bacterias y/u hongos como antes se menciond,
retirando la humedad de la superficie del tejido y vigilando
constantemente que no se presenten pudriciones en las muestras. La
desecacién es menos perjudicial que la degradacién por patégenos
secundarios, y es una de las formas como se conserva material con
virus, como lo cita Bos (23) mediante cloruro de calcio.

Este aspecto de la oxidaciéon estd relacionado con los fenoles o
polifenoles contenidos en distinta cantidad segtin la planta, su edad y
el 6rgano, pudiendo reaccionar con otras proteinas y oxidarse a
quinonas (altamente reactivas), lo cual puede darse o no por vias
enzimadticas mediante las fenol-oxidasas y peroxidasas, abundantes en
las plantas y provocando la inactivacién o alteracion de los virus (82).
Los fenoles al formar quinonas pueden establecer enlaces covalentes
con las proteinas de la planta a través de grupos amino (-NH) y
sulfidrilo (-SH) libres, y estas mismas quinonas pueden tener un
segundo grupo reactivo libre para enlaces cruzados con las proteinas
virales, las cuales se verian bloquedas, afectando los procedimientos
de aislamiento y las consecuentes reacciones para las cuales son
requeridas, sin ser esto totalmente entendido (81). Para Clark y Adams
(33) las caracteristicas propias de la planta y por ende del extracto
obtenido, tienen efecto en los resultados siendo diferentes las
respuestas en las interpretaciones.

Las metodologias recomiendan procesar las muestras lo mas rapido
posible antes que se produzca oxidacion y deterioro. Por este motivo
y teniendo en cuenta que las orquideas contienen fenoles y taninos de
ripida oxidacién, los componentes del buffer de extraccién de ELISA
incluyen antioxidantes y agentes reductores como la
polivinilpirrolidona y el sulfito o metabisulfito dé sodio, detergentes
como el tween, estabilizadores como la albtimina y antimicrobiales
como la azida de sodio. La razén de su utilizacién es mantener lo mas
estable y libre posible las proteinas del virus, reducir los procesos de
oxidacién y evitar la contaminaciéon de patégenos secundarios como
hongos y bacterias. Al tratar de retirar alguna cantidad de compuestos
fendlicos de los extractos obtenidos para ELISA cuando se emplean
muestras oxidadas y deshidratadas, se filtraron a manera de ensayo
extractos obtenidos de muestras de referencia almacenadas a 4°C y
oxidadas, y muestras de testigos frescos sanos de Cattleya, filtracion
efectuada mediante exclusién molecular (102), utilizando la columna
de sepharosa Econo Pac 10DG Biorad, con base en trabajos de
laboratorio en extractos de hojas de café, segin Riafio**.

* Elliot, M. Comunicacién personal, 1998
** Riafto, N. Cenicafé. Comunicacién personal, 1998
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Se obtuvieron resultados similares para la muestra 433 que
confirmaron la alta posibilidad de la presencia de CyMV y de ORSV,
estando almacenada unos 55 dias, aproximadamente. Se logré retirar
una alta cantidad de compuestos fenélicos y demds proteinas
degradadas, quedando el filtrado con una coloracién parda mds clara
que la inicial, producto de compuestos oxidados irreversiblemente y
de tamano mis pequeno al retenido por el gel.

Para la muestra 240 que llevaba cerca de 16 meses almacenada en
nevera, oxidada y deshidratada, fue alta la cantidad retirada de estos
compuestos, pero de igual manera quedé otra alta cantidad sin ser
retenida en el gel, resultando el filtrado con una coloracién parda
oscura. Esta muestra registré valores menores de absorbancia pero la
evaluacién del resultado fue similar al obtenido en el procedimiento
normal (presencia de CyMV y ORSV), conservando el posible efecto
en las reacciones “no especificas”. Es posible que se conserven proteinas
virales que indiquen la concentracién “real” de virus (como una
manera especifica de llamarla), que pueden reaccionar con los
anticuerpos de la prueba en determinado momento, pese al estado de
oxidacién y almacenamiento de la muestra. Para el ensayo donde se
utiliz6 un extracto en buffer de ELISA de la muestra 328, almacenado
en nevera a -20°C durante aproximadamente 6 meses, los resultados
fueron positivos para la presencia de CyMV confirmando lo obtenido
en el primer grupo de pruebas, y negativos para ORSV, al no coincidir
con lo obtenido anteriormente, donde result6é “dudosa™ la presencia
de este altimo virus. El uso del extracto almacenado al parecer seria
menos adecuado que el empleo de tejidos vegetales almacenados,
deshidratados y oxidados, aspecto que deberd estudiarse
posteriormente.

Para el extracto de la muestra fresca de Cartleya trianaci (CTE) filtrada
en el gel por la columna de sepharosa, fue negativa la presencia de
ambos virus, coincidiendo con el primer grupo de pruebas y dejando
ligeras dudas respecto a los resultados de la segunda prueba para CyMV.
El filtrado resultante de esta muestra al ser procesada fresca fue
completamente transparente, lo cual indica que cuando se hace poco
después de cortarla de la planta, la oxidacién y la degradacién son
menores, y permiten que el gel filtrante retenga los compuestos
polifendlicos y demis oxidados que se hayan podido formar. En este
tema de filtracién de compuestos fendlicos en extractos de ELISA
deberi investigarse con profundidad posteriormente, con el fin de
reducir su presencia en el extracto y disminuir las reacciones “no
serolégicas™. Con el empleo de muestras adecuadas y en lo posible
frescas, se pretende reducir el efecto e identificar las reacciones “no
especificas”, complementado con la ubicacién de un buen niimero de
repeticiones de la muestra dentro del plato y sorteadas en lo posible
aleatoriamente. Asi se pueden comparar los resultados entre ellas, como
antes se manifesto.
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Resultados “falsos” y reacciones “no especificas”. Este es uno de
los principales aspectos a considerar en la evaluacién de los resultados
de ELISA celda por celda. Las reacciones “no serolégicas” o reacciones
“no especificas” (40), pueden ocurrir al obtener los extractos vegetales
y al utilizar procedimientos como ELISA, ocasionando dificultades
en la obtencién e 111t<.rprtt1c10n de los resultados antes referidos. La
diferencia entre reacciones serolégicas especificas y “no especificas”

no es posible conocerla a simple vista; por tanto, es un factor de
incertidumbre para el andlisis de los resultados. Angel et al. (8,9, 10,
11) por ¢jemplo, siempre presentan los resultados de ELISA, como
una “alta posibilidad de presencia y/o ausencia del virus estudiado™.

La reaccién “no especifica” positiva, se produce al enlazarse el
anticuerpo del virus con las proteinas de la planta, y éstas con el
conjugado enzimdtico, enzima que reacciona gencrando color ¢n
presencia del sustrato adecuado, lo cual se evalta como positivo. Lo
anterior se debe a la formacion de los compuestos de origen fenélico
en lamuestra al oxidarse y enlazarse irreversiblemente con las proteinas
virales (antigenos o anticuerpos). La reaccién negativa, se da cuando
no se logra la reaccién antigeno-anticuerpo, estando presente el virus.

Un resultado considerado como “falso negativo™ ocurriria al no poder
enlazar las proteinas virales (antigenos) con las proteinas homologas
(anticuerpos). por presentarse un bloqueo de los enlaces terminales
disponibles en los dominios especificos de estas proteinas, quedando
libres en el medio y retiradas en los procesos de lavado. Los “falsos
negativos” afectan los resultados cuando la concentracion de virus en
la muestra es baja, lo cual resulta en valores bajos de absorbancia y de
leve o ningtin desarrollo de color, al no lograr enlazar el conjugado
enzimatico lo suficiente para que reaccione con el respectivo sustrato.

Un “falso positivo” podria gencrarse al quedar bloqueados los
dominios especificos afines a los dominios del anticuerpo necesarios
para la reaccion antigeno anticuerpo, y quedar libres dominios afines
a las proteinas de la planta, enlaces que resultan de la alteracion por la
oxidacion.

Los anticuerpos son altamente especificos para las proteinas del virus
(antigenos), siempre y cuando tengan una alta pureza y calidad. Sin
embargo, pueden presentar en su composicion otros anticuerpos
contaminantes afines a otras proteinas homdélogas o compatibles con
las de la planta, las cuales serian reconocidas y enlazadas. De igual
forma los anticuerpos pueden ser bloqueados en algunos enlaces
terminales. lo que impide reconocer el antigeno del virus como antes
se menciond para el caso de “falsos negativos”, pero también pueden
tener enlaces compatibles con proteinas de la pl.mta al tener dominios
atines con otras familias de proteinas o por la alteracion de enlaces
amino y sulfidrilo antes mencionados, alteracién que puede ser causada
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por cfecto de los agentes oxidantes. Estos enlaces no especificos
permiten que de una u otramanera se unan anticuerpos con protefnas
de laplantay queden cubriendo ¢l fondo de los platos ELISA, lo cual
sc convierte en una reacccién “no serolégica” o “no especifica”. Las
globulinas que conforman parte del conjugado enzimitico utilizado
en el procedimicnto son proteinas que tienen terminales y dominios
compatibles o afines con diversas proteinas, incluyendo algunas de la
planta y las del virus (antigenos y anticuerpos), y es por cllo que se
usan como “puente de enlace” entre proteinas y enzimas, estas tiltimas
son las que reaccionan en presencia del sustrato especifico generando
color.

De esta forma, valores considerados como “falsos positivos o negativos”
pueden aumentar su influencia en los resultados de los anilisis
dependiendo del eriterio tenido en cuenta para considerar una muestra
positiva, o lo que se hallamado en este estudio factores de evaluacion.
Para Sutula ez al (105) los “falsos positivos™ en la evaluacién cuantitativa
se disminuyen en la medida que se considere un criterio o factor de
evaluacion mds exigente o de mayor valor. pero se corre el riesgo de
aumentar los “falsos negativos™.

Las reacciones “no especificas™ ocasionan diferencias notables que se
identifican en la evaluacion de los valores de las absorbancia de las
repeticiones, tanto de las muestras como los de los controles (positivos
y negativos) (Figura 107). Estas alteraciones deben eliminarse de los
cdlculos para obtener los promedios, aspecto que también se
complementa con lo descrito por Clark y Adams (33) para la ubicacién
de las muestras y el efecto de platos, donde son mis susceptibles las
celdas localizadas en los bordes del plato, como antes se menciond.
En ocasiones, s¢ recomienda no ubicar muestras en este borde vy si
llenarlas con buffer de extraccién o de lavado. Ejemplo de una posible
reaccion “no especifica” en muestra fresca, puede ser el ocurrido con
el extracto de la muestra de C. erianaci (CTE) filtrada en el gel por la
columna de sepharosa, al registrar ligeras inconsistencias (“dudas”)
para CyMV, conociendo que es una muestra comprobada negativa.
En este trabajo se fortalece esta parte de la discusion sobre reacciones
“no especificas”, con base en la literatura (40, 112), donde se menciona
que siempre es necesario utilizar en ELISA varios controles sanos o
negativos de plantas de orquideas del mismo género o de la especie de
planta evaluada.

Las reacciones “no especificas”, es decir, que no son de origen viral, se
producen frecuentemente cuando se prueban orquideas con ELISA y
¢s pricticamente imposible distinguirlas de los valores de absorbancia
de las reacciones virales. Para tl cfecto se llevaron muestras de
referencia y controles de Cattleya spp., para su observacion en el
microscopio electrénico de transmision en el CIAT (Cali, Colombia),



y asi corroborar la presencia o ausencia de particulas virales ¢
inclusiones de los virus, tanto en plantas afectadas como en sanas y
testigos (Figuras 108 y 109).

La influencia que pueden tener problemas como los antes
mencionados, se observa en la alteracién de los promedios de incidencia
del virus en las muestras, como se presenta con claridad en las Tablas
8y 9, incluyendo tanto los valores problema como los valores finales,
para los siete grupos de prucbas. También es importante considerar
las pérdidas de tipo econémico, ya que un kit de 96 celdas puede costar
en el mercado aproximadamente US$200 (valores a diciembre de
2000), sumado esto al tiempo requerido, a los insumos no provistos
por el kit, pero en consideracién mayor, al riesgo que se toma al decidir
la suerte de materiales vegetales valiosos posiblemente afectados por
virus, y al peligro de cultivar materiales enfermos en presencia de sanos.

El conocimiento de la problemitica del estado de las muestras, su
procesamiento y las caracteristicas bisicas de la técnica ELISA, es
indispensable al momento de interpretar los resultados obtenidos, al
igual que en la modificacién y mejoramiento de otros aspectos de los
métodos utilizados para muestras de Cattleyaspp. en ELISA.

La principal conclusién que genera todo este andlisis, plantea que
ELISA es una metodologfa adecuada para ¢l diagnastico de los virus
CyMV y ORSV en Cattleya spp., técnica de alta sensibilidad y de
aplicacion masiva y relativamente préctica en el momento de realizarla.
Sin embargo,
deben considerarse
y tenerse en cuenta
aspectos como son:
la calidad y el estado
de la muestra, el
riesgo de
contaminaciones,
el namero de
repeticiones, la calidad de los
reactivos empleados,
especialmente cuando se trata de
kits comerciales y la forma de
interpretar  los  resultados
obtenidos. Se recomienda en el
mcjor de los casos y en la medida
de las posibilidades, no basar el
diagnéstico en una sola técnica,
excepto cuando se trata de
microscopia clectrénica donde
pueden visualizarse las particulas
de virus presentes en la planta.
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Figura 108.

a. Comparacion de dos pruebas ELISA con
conjugado enzimatico de peroxidasa para CyMV,
usando las mismas muestras en igual disposicion
dentro de los platos. b. Notense las diferencias
en la ubicacion de las celdas coloreadas,

| Figura 10s.
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Recomendaciones Bdsicas pam el
Tnanejo Trevewlivo y Cumlive de
Enfermedades Virales

Reiteradamente se ha mencionado que el medio de transmisién de los
virus CyMV 'y ORSV es exclusivamente mecénico, es decir, que no se
conoce un vector natural que lo disemine. El ser humano es quien se
ha encargado de aumentar cada dfa su incidencia en los cultivos y
colecciones a lo largo y ancho del mundo, debido a la utilizacién de
herramientas infestadas, a la propagacién masiva asexual convencional
¢ in vitro(cultivo de tejidos) de explantes infectados, al cultivo de plantas
sanas en presencia de enfermas, y a la movilizacién de material
infectado al nivel doméstico e internacionalmente.

El objetivo de un programa de manejo de virus en un cultivo de
orquideas busca evitar al miximo la presencia del patégeno, reduciendo
las posibilidades de introduccién de material vegetal afectado y la
diseminacién del problema al resto del cultivo. A continuacién se
presentan las principales medidas requeridas para el manejo preventivo
y curativo de enfermedades con posible origen viral en Cateleyaspp. y
orquideas en general, segiin diversos autores (16, 18, 19, 20, 27. 40,
43, 67,72,73, 74, 87, 106, 112, 116, 121).

* Adquirir en lo posible plantas y materiales de origen conocido,
donde su calidad de cultivo y en especial, la sanitaria sea adecuada,
procurando obtener plantas sanas que procedan de viveros que analicen
sus progenitores. De esta forma se previene la entrada de plantas
infectadas como fuentes de inéculo para el cultivo. Las plantas
propagadas /i1 vitroa partir de semillas (reproduccién sexual), tienen
menor probabilidad de estar infectadas por los virus que aquellas
procedentes de cultivo de tejidos en laboratorio o divisién de plantas
convencional (reproduccion asexual). Para el caso de los hibridos, esta
tltima reproduccién es la necesariamente empleada, mientras que las
especies pueden propagarse mediante los dos tipos de reproduccién.

¢ Someter a cuarentena en un lugar aislado del resto del cultivo las
plantas recién adquiridas o nuevas. con el fin de observar
detalladamente y evaluar el comportamiento de las mismas, para evitar
la entrada de material que se sospecha esti infectado. La decisién sobre
la destruccién o el manejo de este material esti en poder del cultivador.

*+ Obtener informacién sobre la amplia gama de sintomas ocasionados
por los virus, sintomatologia que se ha descrito en la literatura
internacional y que cada vez es mis diversa. Si aparecen sintomas, el
cultivador puede someter las plantas que despiertan sospecha a algunas
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de las medidas de control o de mancjo que mds adelante se detallan.
Siempre se debe realizar observacién continua (hojas y flores,
principalmente) en busca de sintomas o de comportamientos
anormales. Es importante tener en cuenta que pueden existir dentro
del cultivo plantas asintomaticas, que estin afectadas, condicién que
¢s mds usual cuando las plantas se encuentran en excelentes
condiciones de cultivo. La ocurrencia de plantas asintomiticas depende
de caracteristicas propias de la especie o hibrido y de su interaccién
con el ambiente del cultivo. De igual forma, debe considerarse que
algunos sintomas como manchas necréticas, marchitamientos, lesiones
foliares, etc., pueden también ser causados por hongos, bacterias,
desérdenes fisiologicos o toxicidad, y esto s6lo se verificard mediante
un diagnéstico especializado.

¢ Siexisten plantas posiblemente infectadas dentro del cultivo, éstas
deben retirarse del cultivoy llevarse a un sitio aislado para evitar que
entren en contacto con las plantas sanas, a fin de que reciban un manejo
adecuado independiente. Debe ponerse mds atencién sobre plantas
pertenecientes a los géneros mids comerciales de orquideas cultivadas
y propagadas en todo el mundo, como lo son Dendrobium, Phalacnopsis,
Vanda, Oncidium, y en especial Cattleyay sus géneros afines (Alianza
Cattleya), que pueden ser una fuente importante de inéculo.

* Mantener los cultivos en forma adecuada desde el punto de vista
agronémico, suministrando oportunamente y en las dosis
recomendadas los fertilizantes y demds insumos requeridos. Las
aplicaciones excesivas pueden conducir a desequilibrios que debilitan
la planta y la hacen mas susceptible a problemas sanitarios.

¢ Trabajar primero en las plantas sanas cuando se estin desarrollando
las distintas labores del cultivo, con el fin de no contaminar
herramientas, utensilios, recipientes y las manos del operario con
patégenos como hongos, bacterias y virus, los cuales se pueden
transmitir mediante estos implementos y penetrar por heridas o en
ligeros contactos.

* No utilizar recipientes ni sustratos donde hayan estado sembradas
otras plantas, en especial si se sospecha de su infeccién por virus. Si se
requiere de la reutilizacién de recipientes, éstos deben recibir un
adecuado manejo lavindose con abundante agua y jabon y tratindose
con hipoclorito de sodio 2% (blanqueador casero), para retirar ¢
inactivar los posibles virus y otros patégenos.

. Eliminar las partes afectadas y los residuos vegetales,
preferiblemente mediante incineracién, ya que estos se convierten en
fuentes de inéculo y ficilmente pueden contaminar herramientas,
utensilios, recipientes, operarios, o animales que pueden habitar en
los cultivos, favoreciendo la transmisién mecanica de los virus. El




viento y la lluvia pueden transportar restos vegetales y depositarlos en
las superficies de las plantas, donde ocurre la inoculacién en el
momento de producirse heridas o contactos directos. De igual forma
las aguas de riego y de fertilizacién no deben reutilizarse, ya que pueden
contener restos de plantas infectadas e incluso, estar contaminadas
con particulas de virus.

¢ Probar mediante una o varias de las téenicas de diagndstico antes
mencionadas, aquellas plantas especiales o de interés para el cultivador,
con el fin de certificar su estado con propésitos de propagacién. Este
diagnéstico puede realizarse, dependiendo de la técnica, por los
mismos cultivadores, por asistentes técnicos o por centros y
laboratorios especializados.

+  Efectuar tratamientos fisicos que inactiven y destruyan los virus,
como el calentamiento de las herramientas de corte a una temperatura
cercana a los 100°C, mediante el flameo en mecheros de alcohol y gas
hasta observar, si es posible, el extremo rojo. Se debe recordar que el
virus ORSV (Tobamovirus) se inactiva a temperaturas superiores a
los 90°C, y el virus CyMV (Potexvirus) a mis de 70°C. El empleo de
tijeras o cuchillas esterilizadas mediante calor es 1til para cauterizar o
cicatrizar heridas y reducir el riesgo de entrada de otros patégenos.

¢ Realizar tratamientos quimicos para esterilizar las herramientas y
los utensilios, como la inmersién y limpieza con hipoclorito de sodio
del 2 al 5% (blanqueador casero), el cual se presenta comercialmente
con una concentracién de 5,25%. Este producto es oxidante, incluso
afecta el metal de las herramientas por corrosion. Mezclas de hidréxido
de sodio al 2% con formaldehido al 2% también pueden inactivar los
virus. Otro producto apropiado es el fosfato trisédico (TSP), que puede
utilizarse en dilucién en una solucién acuosa saturada. Posterior al
lavado o inmersioén en el producto, debe realizarse un enjuague con
agua limpia para retirar residuos que le puedan afectar la planta. Las
soluciones desinfestantes deben renovarse frecuentemente durante la
sesién de trabajo ya que al realizar las inmersiones sucesivas de las
herramientas quedan depésitos de savia y residuos vegetales, se
descompone el reactivo y se puede perder la efectividad. Estos
productos en solucién pueden emplearse para el lavado de recipientes
y de las mesas o instalaciones donde se cultivan las plantas.

¢ Procurar el uso de guantes de caucho o de litex, ya que la piel se
afecta con la alcalinidad de las soluciones esterilizantes y es necesario
lavar frecuentemente las manos del operario sin perjuicio de su salud.
De esta forma también se evita que particulas de virus y residuos
vegetales permanezcan infectivos y sean fuente de inéculo.

¢ Incinerar las plantas afectadas dependiendo del valor y de la
importancia que ésta tenga para el cultivador, quien es el directo
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responsable de la sanidad de su cultivo. Si se comprueba infeccién se
recomienda incineracién.

¢ Teniendo en cuenta que estos virus no se transmiten por semilla
ni por polen, los cultivadores avanzados pueden utilizar plantas
enfermas como padres o madres en los cruzamientos para obtener
hibridos. Sin embargo, cuando se manipulan los 6rganos reproductivos
y las plantas es muy ficil contaminarse y transmitir mecinicamente el
virus a las plantas involucradas y otras plantas del cultivo.

* Mantener las plantas libres de éfidos o pulgones, aunque no se
conoce de la transmisién de los virus CyMV y ORSV por medio de
nsectos. Los dfidos pueden llevar residuos de savia e incluso particulas
de los virus que pueden adherirse a la superficie de sus aparatos bucales
y otros 6rganos que introducen dentro de las plantas donde se
alimentan (atin no comprobado para el caso de estas orquideas). De
esta forma pueden llegar particulas de virus desde una planta infectada
a una sana. Cualquier causante de heridas y su contacto con fluidos
de la planta puede causar transmision sin ser necesariamente un vector
natural.

Una de las metodologias mas empleadas para la propagacién masiva
de orquideas, es el cultivo de tejidos in vitro, en especial, de tejidos
meristematicos. Sin embargo, dada la circulacién sistémica de los virus
dentro de todos los tejidos de la planta, una gran parte de las células
pueden estar afectadas, pero existe la posibilidad de que algunas células
de activo o continuo crecimiento y divisién como las ubicadas en los
meristemos, permanezcan libres del virus o los contengan en
concentraciones muy bajas. Si se toman células del punto de
crecimiento, se llevan a medios de cultivo con toda la asepsia y el
cuidado de no contaminarlas con implementos del laboratorio, existe
una alta posibilidad de obtener explantes y por tanto, plantas libres de
virus. Todo esto requiere destreza y habilidad para ubicar estas células
y no contaminarlas con savia de los tejidos adyacentes ya infectados
(89). Trabajos como el realizado por Lawson (70) en Cattleya, mostraron
la localizacién de particulas de CyMV en forma subcelular en los
meristemas obtenidos para el cultivo de tejidos, siendo un factor
inconveniente el tamano del domo apical con 0,5 a 1,0mm, lo cual es
muy grande para la técnica, siendo mayor el riesgo de contaminacién
en infeccién. Esta es una técnica de poca aplicabilidad en cultivos
comerciales.

Dado que es verdaderamente dificil y en muchas ocasiones imposible,
erradicar los virus de un explante con el fin de propagarlo masivamente,
la anterior metodologia se ha complementado con un procedimiento
de quimioterapia en el cual se adiciona al medio de cultivo un producto
de caracteristicas antivirales. Albouy eral. (3), registran la erradicacién
exitosa de CyMV y ORSV y la obtencién de plantas de Cymbidium



libres del virus, mediante el empleo de Virazole (Ribavirin) en dosis
de 25ppm, adicionado al medio de cultivo sélido con carbén activado.
Requirieron para ello 5 subcultivos sucesivos con intervalos cortos
(cada 18 dias).

Desde inicios de la década de los 90, el avance de las técnicas de
ingenierfa genética y transformacién de plantas ha planteado la
alternativa de realizar procesos biotecnolégicos en las orquideas y
buscar resistencia o tolerancia a los virus. En efecto y como parte del
proceso metodolégico Belarmino y Mii (17), obtuvieron plantas de
Phalaenopsis transformadas genéticamente mediante Agrobacterium.
Estos autores también citan dentro de su trabajo algunos estudios de
otros autores sobre transformacién de protocormos mediante
bombardeo de particulas con material genético, donde obtuvieron bajas
frecuencias de regeneracién de plantas transformadas de Phalacnopsis,
Dendrobium'y Vanda. Sin embargo, atin no se conocen materiales
resistentes o tolerantes obtenidos por esta via. El hecho de no conocerse
materiales resistentes o con tolerancia comprobada a estos virus,
justifica en gran medida la adaptacién y el empleo de metodologias
para la transformacién genética de orquideas de importancia comercial,
lo cual abre la gran posibilidad de introducir genes que brinden éstas
y otras caracteristicas deseadas en estas valiosas plantas. No tardard
mucho tiempo en conocerse la existencia de plantas transgénicas
portadoras de genes de resistencia o tolerancia a los virus, teniendo en
cuenta que son el principal problema fitosanitario en el mundo. Es
posible que ya existan estas plantas, pero atin no se dispone de esa
informacién.
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