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La fiiiilia de las orquIdcas, por contar con aproximadamente 20.000 a 
35.000 cspccies y por lo menos 100.000 hIbridos, prescnta también 
una alta divcrsidad en los virus quc la afcctan y en los sIntomas 
ocasionados por su ataque. Sc ticncn registrados en la literatura 
aproximadamcnte 25 a 27 virus, dc los cuales Sc conoce su taxonomla, 
morfologIa y dimcnsiones dc las partIculas, los sIntornas producidos, 
los mcdios dc transmisión, las lcsioncs locales en hospedantcs y su 
distribución gcográfica, entre otros (72, 76, 112). En la Tabla 7, se 
incluyc esta información rcsurnida (72, 76). 

La prcScncia histórica de virus en catticyas se registra gracias a la 
ilustración dc una planta de Gatticya Jabthta var. Alfrcdiana, llcgada a 
Inglaterra en 1890 y comparada por Schclpc (101), quien observó en 
esta ilustración sIntomas de distorsidn en la distribución del color, 
similares a los registrados en la litcratura como caracterIsticos del virus 
del mosaico del tabaco raza orquIdcas (TMV-0), ó virus de la mancha 
anular del Oa'ontoglossuin (ORSV). Sin embargo, este mismo autor se 
cxtrafla dc Ia falta de obscrvación dc los cultivadores en esa época, ya 
quc esta sintomatologIa es comparable con Ia virosis del tulipán, ya 
conocida en Europa en cl siglo XIX. Solo hasta mcdiados del siglo XX 
se rcfcrcnció cientIficamente la cxistcncia de dos virus quc afectan 
orquIdcas incluycndo a C'atticya sp. Nobrega (95) informó sobrc la 
presencia y transmisión dc un virus en Dcnclrobiujn nobileen Brasil, y 
Jensen (52) cstudió un virus del mosaico en C'artleyay su transmisión 
por áfidos con resultados parciales. El virus del mosaico del Gym bia'iuin 
fuc rcgistrado por Jensen (53, 54) y cl virus dc la mancha circular o 
anular del Odontoglossum por Jensen y Gold (57). A partir de estas 
publicacioncs se iniciaron los trabajos para conocer la sintomatologIa, 
las plantas hospedantes, las propicdadcs fIsicas y bioqulmicas y la 
morfologIa de las partIculas viraics, cntrc muchos otros. 

Jensen (55), registra en C'yrnbidiumcuatro virus diferentes que causan 
mosaicos, moteados en forma de diamante, manchas anulares 
nccrOticas y motcados nccróticos lincalcs o en barras, todos ellos con 
capacidad dc transmitirse a Cittleya. Estc autor rcgistro en forma 
concrcta los virus CyMVy ORSV corno causantcs de los dos prirneros 
sIntomas, rcspcctivamente. 
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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. Sc 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 transmisión, las lesiones locales en hospedantes y su 
distribución geográfica, entre otros (72, 76, 112). En la Tabla 7, se 
inciuye esta información resumida (72, 76). 
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La prcsencia histórica de virus en cattleyas se registra gracias a la 
ilustración de una planta de Catticya Jabiata var. Alfrediana, llegada a 
Inglaterra en 1890 y comparada por Schelpe (101), quien observó en 
esta ilustración sIntomas de distorsión en la distribución del color, 
similares a los registrados en la literatura como caracterIsticos del virus 
del mosaico del tabaco raza orquIdeas (TMV-O), ó virus de la mancha 
anular del Oclontoglossum (ORSV). Sin embargo, este mismo autor se 
extraña de la falta de observación de los cultivadores en esa época, ya 
que esta sintomatologla es comparable con la virosis del tulipán, ya 
conocida en Europa en ci sigloXJlX. Solo hasta mediados del sigloXX 
se referenció cientIficamente la existencia de dos virus que afectan 
orquIdeas incluyendo a Catticya sp. Nobrega (95) informó sobre la 
presencia y transmisión de un virus en Denc/robium nobiieen Brasil, y 
Jensen (52) estudió unvirus del mosaico en Cattieyaysu transmisiOn 
por áfidos con resultados parciales. El virus del mosaico del Cymbidium 
fue registrado por Jensen (53, 54) y el virus de la mancha circular o 
anular del Ociontoglossurn por Jensen y Gold (57). A partir de estas 
publicaciones se iniciaron los trabajos para conocer la sintomatoiogIa, 
las piantas hospedantes, las propiedades fIsicas y bioquImicas y la 
morfologIa de las partIculas virales, entre muchos otros. 

Jensen (55), registra en Cymbidiurn cuatro virus diferentes que causan 
mosaicos, moteados en forma de diamante, manchas anulares 
necróticas y moteados necróticos lineales o en barras, todos elios con 
capacidad de transmitirse a Cattleya. Este autor registro en forma 
concreta los virus CyMVy ORSV como causantes de los dos primeros 
sIntomas, respectivamente. 
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Los virus del mosaico del Cymbiclium (Cymbidium Mosaic Virus - 
CyMV Potcxvirus) y de la mancha circular o anular del Ociontoglossum 
Odontogiossum Ring Spot Virus - ORSV Tobamovirus, éste ültimo 
considerado antes como una raza o "cepa" del virus del mosaico del 
tabaco (TMV-0), son los de mayor importancia económia en el 
mundo en orquIdeas, ya que afectan numerosos géneros y especies. 
Son de alta estabilidad y de fácii transmisión por medios mccánicos 
como herramientas de corte, o por propagación in vitro (asexual), lo 
cual ha contribuido a su aita incidencia en colecciones y cultivos 
comerciales en todo el mundo (16, 40, 70, 71, 74, 76, 108, 120). Las 
partIculas de CyMVse han encontrado en células apicales de los brotes 
de Catticya, los cuales se utilizan para obtener los meristemos para ci 
cultivo in vitro (propagación masiva asexual), aunque resuita 
verdaderamente difIcil pero posible la obtención de células sanas (70, 
89). Con base en lo publicado por la American Phytopathological 
Society APS (6, 7) para Cattieya spp. Lindl., y a pesar de cxistir un 
ampiio nñmero de virus que afectan a las orquIdeas, CyMVy ORSV 
son los finicos quc hasta ci momento están registrados como patógenos 
para las especies e hIbridos de este género de orquIdeas. 
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Este virus de cadcna sencilla de ARN con partIculas alargadas flexuosas 
en forma de bastón o de varilla, mide entre 415-475nm de largo por 
13-18nm de ancho (26, 43, 76). Se diagnostico por primera vez en 
California en Cymbiciiumspp. (53). En Hawaii, Murakishj (90) registró 
un virus en Cattleya, yJensen (55) yJensen y Gold (57), registraron la 
necrosis foliar en Cattieya ocasionada por CyMV. Posteriormente, 
Lawson (69), registró la necrosis floral causada por este mismo virus. 

CyMV es un virus que probablcmente está en todos los palses 
productores afectando un amplio rango de géneros de orquIdeas, 
aproximadamente 56 o más. Los sIntomas generales en Cattieya spp. 
se  presentan como moteados o manchas foliares necróticas o pardas, 
lisas o deprimidas, de formas definidas o irregulares que avanzan 
progresivamente hasta cubrir la !ámina foliar, arrugándola y causando 
ia caIda prematura de la hoja. En los brotes se observan areas cioróticas 
o ligeros amarillamientos que se acentfian hasta tomar la apariencia 
necrótica, y de igual forma, se puede producir deformación de los 
brotes de hojasjóvenes y reducción del crecimiento. Las formas tIpicas 
de las lesiones son los mosaicos y los moteados. En las fibres puede 
ocurrir necrosis parda o rayado necrótico que pueden limitarse a las 
nervaduras o expandirse por toda Ia for, sIntomas que pueden aparecer 

entre los 5 y 21 dIas después de la apertura floral, e incluso, después de 
cortadas para comercializarlas. No siempre las plantas afectadas 
presentan sIntomas, ya que la expresión de estos puede afectarse por 
las condiciones ambientales predominantes, por el cstado nutricional 
y sanitario de la planta y debido al manejo dado, entre otras. También 
se presentan diferencias en la resistencia y en la susceptibilidad de la 
planta al virus, fenómeno aim 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, tiene 
una longevidad in vitro de 25 dIas, es decir, su extracto solo es infectivo 
almacenado en nevera durante este perIodo, y un punto final de 
dilución entre 10-6  a 10, lo cual equivale a que es posible causar 
infccción contando con solo i ml de un extracto concentrado del virus 
diluido en 1.000 litros de solvente, aproximadamente. En la actualidad 
se conoce solo esta especie o raza de CyMV (26). 
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Es un virus de cadena sencilla de ARN con partIculas rIgidas en forma 
de bastón, 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-0) (26, 72, 76). Aunquc es 
similar morfolOgica 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 registro por primera vez 
en una planta de Ociontoglossumgrancierecibida para diagnóstico en la 
Universidad de California (57). En Cattleya ocurre en dctalle la 
distorsión del color causada en forma independiente por (ORSV), (71). 

Se considera que el ORSV está distribuido en todo el mundo debido a 
que se transmite mecánicamente, ya que afecta mas de 20 géncros de 
orquIdcas. Los sintomas caracterIsticos se observan en la for, donde el 
virus puede producir distorsión o interrupcion del color y necrosis 
clara de las células, alterando la distribución normal de los pigmentos 
en los sépalos y pétalos, lo cual se asemeja al fenómeno de variegación. 
Es posible visualizar lIneas o manchas irrcgulares en las nervaduras, 
de una tonahdad más clara o mfs oscura que la normal, especialmente 
en aquellas de color lila, pfirpura y oscuras. En los botones florales, 
especIficamente en los sépalos, antes de la apertura también es posible 



Los virus del Inosaico del ymhidiurn (Cymbidium Mosaic Virus - 
CyMVPotexvirus) yde la mancha circular o anular del Odontoglossiuji 
Odontogiossum Ring Spot Virus - ORSV Tohamovirus, éste ultino 
considerado antes como una raza o "cepa" del virus del mosaico del 
tabaco (TMV-0), son los de mayor importancia económica Cu ci 
mundo en orqufdcas, ya que afcctan numerosos gneros y especies. 
Son de aita cstabilidad y dc fácil transmisjdn por medios mecnicos 
como berramientas de corte, o por propagacidu in vitro (asexual), lo 
coal ha contribujdo a so aita incidencja en colecciones y cultivos 
coinercjales en todo el mundo (16, 40, 70, 71, 74, 76, 108, 120). Las 
partIculas de CyMVse han encontrado en células apicaics de los brotes 
dc CIttleYd, los cuales se utilizan para obtener los Incristemos para ci 
cuitivo in vitro (propagacidn masiva asexual), aunque resuita 
verdaderamente difIcil pero posible Ia obtencidn de células sanas (70, 
89). Con base en lo publicado por Ia American Phytopathological 
Socie - APS (6, 7) para art!cya spp. Lindi., y a pesar dc existir un 
ampho nümero de virus que afectan a las orquIdeas, CyMVy ORSV 
son los ünicos que hasta ci monlento están registrados corno patdgenos 
para las cspecics c hIbridos de este género de orquIdeas. 
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Este virus de cadena sencilla de ARM con partIculas alargadas flexuosas 
en forma de bastón ode varilia, mide entre 415-475nm de largo por 
13-18nm de ancho (26, 43, 76). Se diagnostico por primera vez en 
California en ynibithiirnspp. (53). En Hawaii, Murakishj (90) rcgistrd 
un virus en (]atticya, yJenscn (55) yjcnscn y Gold (57), registraron la 
necrosis foliar en C'attleya ocasionada por CyMV Posteriormente, 
Lawson (69), registrd la necrosis floral causada por este mismo virus. 

CyMV es un virus que prohahiernente está en todos los paIses 
productores afectando un amplio rango de géncros de orquIdeas, 
aproximadameite 56 o más. Los sIntomas gcnerales en C'attieya spp. 
se  presentan como moteados o manchas foliares nccróticas o pardas, 
lisas o deprimidas, de formas definidas o irregulares que avanzan 
progresivamente hasta cubrir Ia lámina foliar, arrugándola y causando 
Ia caIda prematura de Ia hoja. En los brotes se obscan areas cloróticas 
o ligeros amarillamientos que se accntan hasta tomar la aparidncia 
necrótica, y de igual forma, se puede producir dcformación de los 
brotes de hojasjóvenes y reducciOn del crecimiento. Las formas tIpicas 
de las lesiones son los mosalcos y los motcados. En las fibres pucdc 
ocurrir necrosis parda o rayado nccrdtico quc pucden limitarse a las 
nci-vaduras o expandirse por toda la for, sIntomas quc pueden aparcccr 

entre los 5 y 21 dIas dcspués dc la apertura floral, c incluso, después de 
cortadas para comcrciahzarlas. No sicinpre las plantas afectadas 
presentan sIntomas, ya que la cxprcsidn de cstos puede afectarsc por 
las condiciones ainhientales prcdoininantcs, por ci cstado nutricional 
y sanitario de la planta y dehido al inanejo dado, entre otras. Tamhién 
sc presentan diferencias en la resistcncia y en la susccptibilidad de la 
planta al virus, fcnOmcno afln no cstudiado profundainente (8, 9, 10, 
11, 15, 53, 54, 55, 56, 57, 68, 69, 72, 73, 74, 75, 85, 86, 99, 119, 124). 

El virus CyMV Sc inactiva a una tcinperatura cntrc 60 y 70°C, tienc 
una longcvidad in vitrodc 25 dIas, es decir, su extracto sdlo es infectivo 
almaccnado en nevcra durante cstc perfodo, y un punto final dc 
dilución entre 10 a 10-7, lo coal cquivalc a quc es posible causar 
infccción contando con solo lml dc no cxtracto concentrado del virus 
diluido en 1.000 litros de solvente, aproxi nadamente. En Ia actualidad 
se conoce sOlo esta especic o raza dc CyMV (26). 
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Es un virus de cadcna scncilla dc ARM con partIculas rIgidas en forma 
de bastón, con diniensiones entre 280-320nm dc largo, por 15-24nin 
dc ancho. Tamhién se registra en la litcratura como ci virus del mosaico 
del tabaco raza o "strain" orquIdca (TMV-0) (26, 72, 76). Aunquc es 
similar morfolOgica y bioquImicamentc al virus del mosaico del tabaco 
(TMV) (98) existen notables caractcrIsticas que lo hacen una especic 
difcrcntc dc (TMV), (37). El virus ORSV se rcgistrO por primera vcz 
en una planta de Oclonto gloss urn giinderecibida para diagnostico en Ia 
Universidad de California (57). En Gattleyd ocurrc en dctalle la 
distorsión del color causada en forma indcpcndientc por (ORSV), (71). 

Sc considera quc ci ORSV cstá distribuido en todo ci mundo debido a 
que se transmitc mecánicamcnte, ya que afecta mas dc 20 gfneros de 
orquideas. Los sintoinas caracterIsticos Sc observan en la flor, donde ci 
virus puede producir distorsiOn o intcrrupción del color y necrosis 
clara de las células, altcrando la distrihuciOn normal dc los pigmentos 
en los sépalos y pétalos, lo cual se asemeja al fenómcno de variegaciOn. 
Es posible visualizar IIneas o manchas irregulares en las nervaduras, 
dc una tonalidad mSs clara o mas oscura que la normal, cspecialmcntc 
en aquellas dc color lila, p6rpura y oscuras. En los hotones fiorales, 
cspccIficamentc en los sépalos, antcs de Ia apertura tai1ihi6n es posible 



apreciar estas distorsiones y, on ocasiones, deforrnacjones de los 
mismos. Los sIntomas on hojas corresponden a mosaicos y/o moteados, 
dc formas dcfinidas o irregulares con ligeros hundirnientos de la haz 
y ci cnvés, 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 estahic ya que su punto tcrmai dc inactivación Cs 
dc 90°C y tienc un punto final de diiucián de 10. Se menciona Ia 
existencia de una sola especic dc ORSV (26). Como ejemplo dc Ia 
estahilidad dc cstc tipo de virus, Dijkstra y DcJager (38), mdncionan 
quc es posible ohtcncr infecciones dci virus dcl mosaico dci tabaco 
(TMV Tohamovirus) a partir de cigarros o tabacos ya proccsados y 
quc llcvan un largo perIodo de ainlacenamiento. Estc virus se disemina 
on forma sistémica y es rciativamentc lento dentro dc la planta de 
catt!cya dcspues de la inocuiación, rctrasándose por varios mescs su 
detccción debido a su baja conccntracián. Sin embargo, debc buscarsc 
on los órganos rnisjóvcncs o rccientcrncntc formados ccrcanos al 
lugar dc inoculación o pcnctración, resuitando ci area de la base de la 
hoja próxima al apicc dci pseudobulbo on bucn sitio para dctcctarlo 
(70). En plantas de orquIdcas inoculadas la aparición de los sIntomas 
varIa cntrc 10 y 40 dIas, perIodo dc incubación para ci ORSV Por ci 
contrario, CyMV es más fácii dc detectar debido a so rápida infección 
sisténiica y aita concentración on los tcjidos nucvos (50). 

La iii fección conjunta dc ambos virus (CyMV y ORSV), se registró 
iniciaimcnte de una manera incipicnte mcdiantc la difcrcnciación entrc 
Ia morfologIa de las partIculas viraics obtenidas de muestras dc Cattleya 
por Newton y Roshcrg (90), y posteriorrnentc sc conflrmó tanto en 
cattleya (68, 69) corno en CyinhidJzmi (30), difercnciando algunas 
caracterIsticas cntrc ambos virus. Sin embargo, es verdaderamente 
difIcil recoflocer los sIntomas de uno y otro virus individual y 
conjuntamcntc. CyMVy ORSV rcduccn ci crecimicnto de las plantas 
solos o on combinación, pero ci efecto es más scrio cuando hay 
infccción conjunta, ilegando on ocasiones a causar la muerte. Sc 
aprecian también diferencias en la susceptibilidad entre los materiales 
afectados (37, 96, 97). No se conoce de plantas silvcstrcs de orquIdcas 
y espccIflcainente dc catticyas afectadas por estos virus, dc acuerdo 
con aigunos trabajos de reconocimiento a partir de muestras obtenidas 
de diferentes palses, principalmcntc del trópico americano, cntrc elios 
Colombia, pero es muy frecuente encontrar estos dos virus en las 
distintas coicccioncs y cultivos de orquIdeas on todo ci mundo (22, 
40, 119, 114, 115, 120). Hasta cI momento no se ha comprobado 
transmisión porvcctores como las cspecics de áfidosMyzuspei-sicaey 

erataphis oi-chidearurn (93), a pesar de que on uno de los primeros 
trabajos en virus dc orquIdeas se registró Ia transmisión por!V.persicae 
on Cirtleya trthnaei(52). También lo registra Pironc, eta! (99). Tainpoco 
se registra transmisión por polen o sernillas, (89, 112). 

NA yóco ee 	et DCJIAOCA!~ 

Al igual que succde con otras famihas de plantas (2), para la dctccción 
de estos virus en orquidcas se disponc de diversas mctodologIas quc 
varlan en su grado de complejidad yen su efectividad en ci diagiiostico, 
tcniendo en cuenta adcmás la gran variabilidad on los sIntomas y que 
éstos puedcn confundirse con problemas causados por bongos, 
bactcrias y dcsórdcnes fisiologicos. Dc csta forina y gracias a los avances 
se cucnta con mctodologias para ci diagnostico de virus como: plantas 
indicadoras, aglutinacion de cloroplastos, doble difusión on agar, 
elcctroforcsis, ELISA, microscopla cicctrónica, flhicroscopfa optica, 
citopatologIa y pruebas inolccularcs como PCR, cntre otras. A 
continuación sc presentan algunos aspcctos básicos de las más 
cotiocidas metodologIas cmp!eadas para diagnosticar CyMVy ORSV, 
tanto on (]atticya corno on otros g6ncros de orquIdeas. 

ffue.W NoLojc. 

Las plantas indicadoras son plantas por In general Iicrbaccas, 
pertcnecicntes a familias difcrentcs ala afcctada, de las cuales sc conoce 
su reaccion en forma dc lesioncs locales o sintomas sistémicos al 
inocularlas con la savia de las plantas afectadas por virus. Por in regular, 
se hace lnocu!ación mecánica, es dccir, sc frota l cxtracto de Ia niucstra 
sobre las hojas dc la planta indicadora, con o sin ayuda de abrasivos 
como ci carborundum, ci cual causa heridas microscópicas en las 
células quc perrnitcn la entrada dcl virus y aumentan Ia cfectividad de 
la inoculación (106). La evaluación de los sIntomas locales o sistémicos 
depende iniciahncnte de la planta indicadora, pudicndo tardarse entre 
unos 3 o4 dias hasta 30 o más. Sin embargo, estas reacciones también 
puedcn scr afectadas por condicioncs internas de la planta o extcrnas 
corno ci ciima y la nutrición, afcctando de por Si la calidad de Ia prueba. 
Sc ha utilizado en orquidcas incluyendo las catticyas on la inayorIa dc 
los casos (8, 9, 10, 11, 30, 36, 37, 54, 56, 57, 58, 64, 68, 69, 72, 73, 74, 
91,98, 112). 

Brunt et a! (26) registran que (Jiciiopodiinii aiiiminticoIoj (]assi 
occiclejitalis y Datizi-a stiumonium, son las mcjores plantas para ci 
diagnostico dci virus CyMVy para evaivar sIntomas cu lcsiones locales, 
los cuales aparcccn después de los 5, 10 y 20 dIas de efectuada Ia 
inoculación, aproximadamcnte. Sin embargo, estos mismos autores 
mencionan otras plantas indicadoras susceptibics COIflO Goiiiphreiia 
globosa, 11c11InJcsatJv1,s, 7ivpaeoliiin fiLyiLs; .Z'mziia eIe.iaiisv Oriza 5arJl l. 

Dc igual forma, para proccsos de diagnóstico sc dcscrihcn espccics de 
plantas no susccptib!cs a CyMV como Beta bulgaris, ATicoriaiiaiutinosa, 
JV. rabacwn, Petuiith !iybricla y Zea iiias, cntrc otras. Para ORSV estos 



Al igual que sucede con otras famiiias de plantas (2), para la dctccción 
de estos virus en orquIdeas se dispone de diversas mctodologIas que 
varIan en su grado de complejidad yen su efectividad en el diagnostico, 
teniendo en cuenta además la gran variabilidad en los sIntomas y que 
éstos pueden confundirse con problemas causados por hongos, 
bactcrias y desórdenes fisiolOgicos. Dc esta forma y gracias a los avances 
Sc cuenta con metodologlas para el diagnostico de virus como: plantas 
indicadoras, aglutinacion de cloroplastos, doble difusión en agar, 
elcctroforcsis, ELISA, microscopIa electrOnica, microscopla optica, 
citopatologIa y pruebas rnolccularcs como PCR, entre otras. A 
continuación Sc presentan algunos aspcctos básicos de las más 
conocidas mctodologIas cmpleadas para diagnosticar CyMVy ORSV 
tanto en Cattleya como en otros géneros de orquIdeas. 

fht4',A6 NoLój&. 

Las plantas indicadoras son plantas por to general hcrháccas, 
pertenecientes a familias difcrcntes a la afectada, de las cuales se conoce 
su rcacción en forma de lesiones locales o sIntomas sistémicos at 
inocularlas con Ia savia de las plantas afectadas por virus. Por to regular, 
se hace inoculaciOn mecánica, es decir, se frota cl extracto de la muestra 
sobre las liojas de la planta indicadora, con o sin ayuda de abrasivos 
como el carborundum, ci cual causa hcridas nuicroscópicas en las 
células que permiten la entrada del virus y aumentan Ia cfcctividad de 
la inoculación (106). La cvaluación de los sintomas locales o sistémicos 
dcpcnde inicialmente de la planta indicadora, pudiendo tardarse entre 
unos 3 o 4 dIas hasta 30 o inás. Sin embargo, estas reacciones también 
pueden scr afectadas por condicioncs internas de la planta o externas 
como ci clima y la nutrición, afcctando de por si la calidad de la prueba. 
Sc ha utilizado en orquIdcas incluycndo las catticyas 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 C'Iieiiopodiiiin aiiiarantjcoioi; C'assth 
occidejitalis y Datura stramoniuni, son las niejores plantas para el 
diagndstico del virus CyMVy para evaluar sIntomas en lcsioncs locales, 
los cuales aparecen dcspués de los 5, 1() y 20 dIas de cfectuada la 
inoculacidn, aproximadarncnte. Sin embargo, estos misrnos autorcs 
rncncionan otras plantas indicadoras susccptibles como Goiriplircna 
giobosa, cucuinissativus, 7iopaeohiiri Iny1is, Zinnia e1eansy Orisa sativa. 
Dc igual forma, para proccsos de diagndstico se describcn especics de 
plantas no susceptiblcs a CyMV coino Beta bulgaris, IVicorianaglurinosa, 
N rabacuni, Petunia hybrida y Zea Jays, crutrc otras. Para ORSV estos 

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 
ye! 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 inactivación es 
de 90°C y tiene un punto final de dilución de 10'. Se menciona la 
existencia de una sola especie de ORSV (26). Como ejemplo de la 
estabilidad de este tipo de virus, Dijkstra y DeJager (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 lievan un largo perIodo de almacenamiento. Este virus se disemina 
en forma sistémica y es relativamente knto dentro de la planta de 
Cattleya después de la inoculación, retrasándose por varios meses su 
detección debido a su baja conccntración. Sin embargo, debe buscarse 
en los drganos másjóvenes o recientemente formados cercanos at 
lugar dc inocuiación o penetración, resultando el area de la base de la 
hoja próxima at ápicc del pseudobuibo un buen sitio para detectarlo 
(70). En plantas de orquIdcas inoculadas Ia aparición de los sIntomas 
varIa entre 10 y 40 dIas, perIodo de incubación para el ORSV Por ci 
contrario, CyMV es más fácil de detectar debido a su rápida infección 
sistémica y alta conccntración en los tcjidos nuevos (50). 

La infección conjunta de ambos virus (CyMV y ORSV), se registró 
inicialmente de una manera incipicntc mediante la difcrenciación entre 
la rnorfologIa de las partIculas virales obtcnidas de muestras de Cattleya 
por Newton y Rosbcrg (90), y posteriormente se confirmó tanto en 
cattleya (68, 69) como en C)zmbicliurn (30), diferenciando algunas 
caracterIsticas entre ambos virus. Sin embargo, es verdaderamente 
difIcil reconocer los sIntomas de uno y otro virus individual y 
conjuntamentc. CyMVy ORSV reduccn el crecimiento de las plantas 
solos o en combinación, pero el efecto es más serio cuando hay 
infccción conjunta, llegando en ocasiones a causar la muerte. Se 
aprecian también diferencias en la susceptibilidad entre los materiales 
afectados (37, 96, 97). Nose conoce de plantas silvestres de orquIdeas 
y espccIflcainente de cattleyas afectadas por estos virus, de acuerdo 
con algunos trabajos de reconocimiento a partir de muestras obtenidas 
de difcrentes paIses, principalmente del trópico americano, entre ellos 
Colombia, pero es rnuv frecuentc encontrar estos dos virus en las 
distintas colecciones y cultivos de orquIdcas en todo ci rnundo (22, 
40, 119, 114, 115, 120). Hasta el mornento no se ha comprobado 
transfusion por vectores como las especics de áfidosMyzuspersicaey 
6eratapJiis orchidearurn (93), a pesar de que en uno de los primeros 
trabajos en virus de orquIdeas se registró la transmisión porM.persicae 
en C'atticya trianaei(52). También to registra Pironc, eta] (99). Tainpoco 
Sc registra transmisión por polen o semillas, (89, 112). 



mismos autores registran como especies susceptibies a I'./icotiana 
tabacum cvXiiitlii-nc, Cissii occidciihJi, Chenopoc/ium amaranticolory 
ch. qwnoa. Tamhién son susceptibics Goinphi ma globosa, Beta vulgath, 
Nicothina cJeveJanc/i, N gluthiosa, N tahacuin, Tetragoithi expansayZinnii 
elegans 

h&4' 

Sc hasan en Ia produccion de anticuerpos los cuales son consecuencia 
de la respuesta del sistema inmunc de animates como conejos, ratones, 
primates, etc. Los anticuerpos son protelnas especIficas que el animal 
produce para contrarrestar la presencia de un agentc extraflo o antIgeno 
y combatirlo. Por ejemplo, al inyectaric a uno de cstos animales un 
virus purificado de una planta, ci sistema inmune desarrolia un 
anticuerpo espccIfico para este virus, de igual manera como ocurre en 
los seres humanos cuando son vacunados, inyectándoics los antIgenos 
adecuados con ci fin de que ci sistema inmune genere los anticuerpos 
especIficos para las distintas cnfcrmedades. La prueba de aglutinación 
de cioroplastos es una de las pruebas serologicas más elementales para 
detectar virus en piantas. Para ello se requiere ci anticuerpo del virus 
cspecIfico, ci cual sc obtiene mediante purificación de un sangrado de 
conejos 0 ratones inoculados con ci virus purificado. Este anticuerpo 

antisuero solo será especIfico para ci virus en estudio. Dc esta forma, 
al adicionar ci anticuerpo a un extracto de savia de la planta por probar 
y debido a las reacciones scrolOgicas se unirá ci virus (si está presente 
en la planta muestra) con ci antisuero especIfico formando agregados, 
aglutinados o precipitados. Si la muestra no está infectada con virus 
no se presentará aglutinacion. También existe una prueba de 
precipitaciOn en la cual los anticuerpos se adicionan a un tubo donde 
está diluido ci antIgcrio (savia de la planta con virus), y despufs de un 
ligero calentamiento se pueden observar precipitados cuando la 
reacción scrologica es positiva por la presencia del virus (73, 74, 107). 

Doble difusión en agar es otra prueba serologica en la cual se aprovecha 
la capacidad de las protelnas (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 ci orificio central ci anticuerpo 
del virus y en los demás a su alrededor, los extractos de savia de la 
muestra. Si la Irluestra está afectada por ci virus especIfico se formarán 
enlaces localizados a distancias intermedias entre los sitios u orificios 
donde se depositaron ci anticuerpo y el antIgeno (muestra) sujeto a la 
prueba. Las reacciones serologicas 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 Ia migración de las proteInas dentro de un gel a detcrminado 

pH, con ayuda de cargas eléctricas positivas y negativas, basada en la 
polaridad positiva de las protcinas. Las mucstras de las plantas y los 
controles de anticuerpos del virus se ubican en carriles indepcndientes 
en la parte superior del gel, y en los extremos de Ia cárnara de 
electroforesis se ubican fuentes de podcr cléctrico a voltajes 
determinados durantc un perIodo de tiempo. A rncdida que se aplica 
la carga clfctrica las distintas protcInas de la muestra (proteInas de la 
planta y proteInas virales si las hay), rnigran y se van ubicando en 
distintas posiciones de su carril en ci gel por su peso o tamaño 
molecular, ocurriendo lo mismo para Ia proteIna del antisuero. Las 
proteInas más pesadas quedan más cerca del sitio de salida y las más 
livianas más lejos. En tfrminos generales, la identiIIcación de una 
proteIna viral dentro de la muestra se hace por colnparación, al ubicarse 
su banda a la misma distancia donde se ubica la banda de la proteIna 
del control positivo del virus, y por comparaclOn con controles de 
marcadores de peso o tamaño molecular (42, 118). Con esta 
metodoiogIa, Frowd y Tremaine (42) registraron las propiedades 
serolOgicas de CyMV y su pertenencia a los Potexvirus, por estar 
rclacionado con el Virus X de la Papa (PVX). 

La prueba inmunoabsorbente de enzimas en cadena ELISA (Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay), también es una prueba serolflgica en 
la cual los anticuerpos cspccIficos del virus por dctcctar sc depositan 
en celdas dispuestas en un plato mfiltiple, para que se adhicran al fondo. 
Lucgo, se agregan en cada celda en forma independiente los extractos 
de savia de las mucstras, los controles positivos del virus, los negativos 
ylos blancos, para que las proteInas viraics, si están prcsentcs, se cnlacen 
con las del anticuerpo. Seguidamentc, despufs de un lavado se adiciona 
un conjugado enzimático cspecIfico para el virus, el cual en un extremo 
tiene una enzima enlazada (fosfatasa alcahna o peroxidasa), y en el 
otro extrcmo posee proteInas (globulinas) compatibles con las del virus. 
Dc esta manera, sc permite ci enlace de las partes compatibles del virus 
y la disposición libre de la cnzima por el otro extremo. Finaimente, y 
posterior a otro lavado, se adiciona un sustrato que reacciona con la 
enzima generando color. Si las proteInas del virus cstán presentes se 
producen los cnlaces en cadena, pero si no lo están, en los lavados 
intermedios se retiran aquellos componentes que no se enlazaron y 
se visualiza la reacción positiva (color) y la reaccidn negativa sin ci 
desarrollo de color. ELISA es una prueba aitamcnte sensible a bajas 
cantidades de virus en la muestra y por ser scrolOgica es especIfica; sin 
embargo, también es susceptible de contarninaclOn y de sufrir 
reacciones no especIficas. Existen varias modificaciones a ELISA 
directo de doble capa, como lo registran Converse y Martin (35), entre 
ellas ci ELISA indirecto, el cual posee pasos y procedimientos 
intermedios que finalizan en ci rnismo concepto de generacidn de 
color por la reacción sustrato - enzima (1,3, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 33, 45, 
49, 72, 74, 87, 96,97, 112, 120). En el mercado están disponibles "kits" 

paquctes que incluycn todos los reactivos, los materiales y los 



pH, con ayuda de cargas eléctricas positivas y negativas, basada en la 
polaridad positiva de las proteInas. Las mucstras de las plantas y  los 
controles de anticuerpos del virus se ubican en carriics independicntes 
en la parte superior del gel, y en los extremos de la cámara de 
eiectroforesis se ubican fucntes de poder cléctrico a voitajes 
determinados durante un perIodo de tiempo. A medida que se aphca 
la carga ciéctrica las distintas proteInas de la muestra (proteInas de la 
pianta y proteInas viraies si las hay), migran y se van ubicando en 
distintas posicioncs de su carril en ci gel por su peso o tamaño 
molecular, ocurriendo io mismo para la proteIna del antisucro. Las 
protelnas más pesadas quedan más ccrca del sitio de salida y las más 
hvianas más lcjos. En términos generaics, la identificación de una 
protcIna viral dentro de la muestra se hace por comparación, ai ubicarse 
su banda a la misma distancia donde se ubica la banda de la proteIna 
del control positivo del virus, y por comparaciOn con controics de 
marcadores de peso o tamaño molecular (42, 118). Con esta 
mctodoiogIa, Frowd y Tremainc (42) registraron las propiedadcs 
seroiOgicas de CyMV y su pertencncia a los Potcxvirus, por estar 
reiacionado con ci Virus X de la Papa (PVX). 

La prueba inmunoabsorbentc de enzimas en cadena ELISA (Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay), también es una prueba seroiogica en 
la cual los anticuerpos especIficos del virus por detectar se depositan 
en ceidas dispuestas en un plato mOitipic, para que se adhieran ai fondo. 
Luego, se agregan en cada ceida en forma independiente los extractos 
de savia de las muestras, los controics positivos del virus, los negativos 
y los blancos, para que las proteInas viraies, si están presentes, se enlacen 
con las del anticuerpo. Seguidamente, dcspués de un iavado se adiciona 
un conjugado enzimático especIfico para ci virus, ci cual en un extremo 
tienc una cnzima eniazada (fosfatasa alcahna o peroxidasa), y en ci 
otro extremo posee proteInas (giobuhnas) compatibles con las del virus. 
Dc esta manera, se permite ci enlace de las partes compatibies del virus 
y la disposición hbre de la cnzima por ci otro extremo. Finalmente, y 
posterior a otro lavado, se adiciona un sustrato que reacciona con la 
enzima generando color. Si las proteInas del virus están presentes se 
producen los enlaces en cadena, pero Si no lo están, en los iavados 
intermedios se retiran aquellos componentes que no se enlazaron y 
se visuahza la reacciOn positiva (color) y la reacciOn negativa sin ci 
desarroHo de color. ELISA es una prueba aitamentc sensible a bajas 
cantidades de virus en la muestra y por ser scrolOgica es especIfica; sin 
embargo, también es susceptible de contaminaciOn y de sufrir 
reacciones no especIficas. Existen varias modificaciones a ELISA 
directo de doble capa, como io registran Converse y Martin (35), entre 
eiias ci ELISA indirecto, ci cual posee pasos y procedimientos 
intermedios que finaiizan en ci mismo concepto de gcneraciOn de 
color por la reacciOn sustrato - enzima (1, 3, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 33, 45, 
49,72,74,87, 96,97, 112, 120). En ci mercado están disponibles "kits" 

paquetcs que inciuycn todos los rcactivos, los materiales y los 

mismos autores registran como especies susceptibics a Nicotiana 
tibacum cvXrnthi-nc, Cassia occidenta1j, Clienopocliuin amaranticolory 
CYi. quinoa. También son susceptibles Gomphrena globosa, Beta vuJgari, 
Nicothna cJeveJaiic/ii N glutinosa, N tabacurn, 7btragonii epansayZthnii 
ekzris 

hteji 	6erot6jca. 

Sc basan en la producción de anticuerpos los cuales son consecuencia 
de la respuesta del sistema inmune de animaies como conejos, ratones, 
primates, etc. Los anticuerpos son proteInas especIficas que ci animal 
produce para contrarrestar Ia presencia de un agente extraño o antIgeno 
y combatirlo. Por ejemplo, al inyectarie a uno de estos animales un 
virus purificado de una pianta, ci sistema inmunc desarrolla un 
anticuerpo espccIfico para este virus, de igual manera como ocurre en 
los seres humanos cuando son vacunados, inycctándoles los antigenos 
adecuados con ci fin de que ci sistema inmune genere los anticuerpos 
cspecIficos para las distintas enfermedades. La prueba de aglutinacion 
de cioroplastos es una de las pruebas serologicas más clementales para 
detectar virus en piantas. Para ello se requiere ci anticuerpo del virus 
especIfico, el cual se obtiene mediante purificación de un sangrado de 
conejos o ratones inoculados con ci virus purificado. Este anticuerpo 

antisucro solo será especIfico para ci virus en estudio. Dc esta forma, 
al adicionar ci anticuerpo a un extracto de savia de la planta por probar 
y debido a las reacciones seroiogicas se unirá ci virus (si cstá presente 
en la pianta muestra) con ci antisucro especIfico formando agregados, 
agiutinados o precipitados. Si la muestra no está infectada con virus 
no se prescntara aglutinacion. Tambifn existc una prueba de 
precipitación en la cual los anticuerpos Sc adicionan a un tubo donde 
está diluido ci antIgeno (savia de la pianta con virus), y después de un 
ligero calcntamiento se pueden observar precipitados cuando la 
reacciOn seroiogica es positiva por la presencia del virus (73, 74, 107). 

Doble difusión en agar es otra prueba seroiogica en la cual se aprovecha 
Ia capacidad de las proteInas (antIgenos y anticuerpos) para migrar o 
difundirse a través de los poros de un gel o agar. Para clio se hacen 
orificios dentro de un plato con agar, ubicados a una dcterminada 
distancia entre clios y se depositan en ci orificio central ci anticuerpo 
del virus y en los demás a su airededor, los extractos de savia de la 
muestra. Si la muestra está afectada pore! virus especIfico se formarán 
eniaces iocalizados a distancias intermedias entre los sitios u orificios 
donde se depositaron ci anticuerpo y ci antIgeno (muestra) sujeto a la 
prueba. Las reacciones seroiOgicas positivas se aprccian como 
aglutinados o bandas de agregados que indican Ia compatibilidad de 
ambas proteInas (21, 73, 74, 113, 114, 115, 119). La ciectroforesis 
aprovecha Ia migración de las proteInas dentro de un gel a determinado 	 P 



procedirnictitos nccesarios para realizar ELISA dirccto, cornpucsto, 
en doblc capa o "sandwich", tanto para CyMV como para ORSV, y 
algunos otros virus de orquIdeas como Jo utilizaron en sus 
investigaciones Mesnildrcy etal. (87), Elliot etal. (40) yAngel ctal(8, 
9, 10, Il). Entre los más conocidos cstn los kits producidos porAgdia 
Inc., (Estaclos Unidos) y por Sanof (Francia). La prueba ELISA con 
anticuerpos monoclonaics es una tédflica ScrolOgica lTluChO ms 
compleja y espCCifiCa que la ELISA básica anterior quc emplea 
anticuerpos policlonales. Cuando se habla de policlonales, quicre 
dccir que es una mezcla que reconoce varios dominios (sectorcs dc 
arninoácidos) de las protcInas virales, y de csta forrna puedcn 
reaccionar con diversos aisialnientos de virus pertenecientes a un 
misrno tipo, e incluso, puede rn reconocer virus 	uy similares 
pertenccientes al mismo género. Por ejcinplo, anticucrpos 
policlonales del virus mosaico del tabaco (TMV Tobarnovirus) 
pueden reconocer dominios dc proteInas de este Inisino virus 
procedentes dc diferentes fuentes y tamhién dc razas del misnio 
TMV incluso puede Ilegar a hacerlo con ci virus de la manclia 
circular o anular del Odoiitoglosswn (ORSV Toharnovirus). 

En cambio, en los anticuerpos nionoclonales solo existe un tipo de 
anticucrpo y se desarroilan para reconocer dominios particulares 
cii una protcina. Un anticuerpo monoclonal solo pueden reaccionar 
con dominios de protelnas cxactamente iguales a las utilizadas para 
la producción de éste. Como los virus puedcn también mutar o 
alterarse, ci anticucrpo monoclonal no reconoce aislamientos virales 
ni razas de virus diferentes al que fue su origdn. Por ejemplo, se 
desarrolla un monoclonal para el aislamiento A de tin virus ORSV 
obtenido de una planta procedcntc de Europa, el cual se va a prohar 
contra una muestra de una planta, posibleniente con ORSV de 
Colombia. Si el virus ORSV prcsente en la planta por probar es 
cxactamerite el mismo, Cl monoclonal A se cnlazará, pero si hay 
pequeflas diferencias en la proteIna del virus de la mucstra no 
ocurrirS el enlace. 

El procedimiento para obtener inonoclonales es complejo, ya que lucgo 
de obtener el aislamiento de un virus determinado se inyecta en concjos 
o en huevos dc gallina para obtener, por reacciones inmunes, un 
antisuero normal. Las células encargadas de la producción dc la 
reacciOn del sistema inmune del animal se ilevan a cultivos en medios 
cspeciales con condiciones muy cspccIficas dc Iaboratorio para realizar 
allI procesos dc fusion celular o desarrollo de clones. Dcspués de obtener 
estos clones se increnlentan ya sea in vivo en ratones o in iitro en el 
laboratorio, ohtcniéndose asI el ailticuerpo para solo un con. 

Al contar ya con el antiduerpo, sc siguen los proccdimientos para Ia 
realizaciOn del ELISA de manera similar a los antes descritos. 
Vejaratpimol etal. (109) mostraron avances en Ia produccion de 

anticuerpos monocloriales para CyMV y Dore et al. (39), utilizaron 
los anticuerpos inonoclonales para diagnosticar parcialinente ORSV 
dc varias orquIdcas incluyendo (att!eya, pero esta técnica es poco 
utilizada dada su coinplejidad. Hu etal. (54) aplicaron los anticuerpos 
monoclonales en la realización de tOcnicas moleculares mSs avanzadas 
como ci "dot-blot", "immuno-hiot" e "immuno tissue-blot", para Ia 
detección de CyMV, pruebas de mayor sensibilidad que ELISA. 

fhte 4e  

Esta parte está compuesta por dos procedimientos básicos, los dc 
microscopIa clectrónica y los de microscopIa optica o de luz. Los 
rnicroscopios Opticos por ejemplo, llcgan a unos 1000 aumentos o un 
poco más, mientras que un microscopio electrOnico puede aurnentar 
30.000, 60.000 y muchas veces más, perinitiendo medir 
milmillonésimas partes de un metro, valores de 10 - a 1010  metros, es 
dccir nanómetros (inn) yAmstrongs, (A°), respectivainente. 

La Inicroscopla electrónica, concretamente la de transmisión (MET), 
es una técnica sencilla pero a la vez compleja, en ci sentido que requicre 
un equipo altarnentc especializado y costoso como es el microscopio 
electrónico, adcmás de la experiencia para su realizaciOn. Se basa en ci 
bombardeo de electrones por un uilamento dentro dc una cámara 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 cxcitan al llegar los electrones 
disparados por la fuente del equipo. La observación dc las partIculas 
de la muestra ocurre cuando ésta ernite luz al rcflejar los electrones, 
permitiendo que estos lleguen a una lente similar a un espejo que 
proyecta las lmágcneS sobre oculares y objetivos. Cuando se hace 
tinción negativa de Ia muestra se hace en fornia negativa, los cuerpos 
oscuros seven claros y los cuerpos claros seven 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 cs una técnica histolOgica que se 
realiza con la ayuda de la microscopIa electrónica y  consiste en toInar 
tejidos vegetales fijados, deshidratados e incluidos en polImnero, 
cortados en secciones muy delgadas (finas y ultrafinas) menores a I 
micra (10-6  metros de espesor), con la ayuda de micrOtomos. Estos 
cortes se tiñen y se ubican en rejillas para observarias en ci inicroscoplo 
elfctrónico de transmisión como ames se explicó. Dc esta formna, puede 
ohscrvarse la localizaciOn del virus y los efectos causados en las células 
de la planta. A su vcz puede detallarse, la morfología de las inclusioncs 



procedimientos necesarios para realizar ELISA directo, compuesto, 
en doble capa o "sandwich", tanto para CyMV como para ORSV y 
algunos otros virus de orquIdeas corno lo utilizaron en sus 
investigaciones Mcsnildrey etal. (87), Elliot etal. (40) yAngel etal(8, 
9, 10, 11). Entre los más conocidos están los kits producidos por Agdia 
Inc., (Estados Unidos) y por Sanofi (Francia). La prueba ELISA con 
anticuerpos monoclonales es una técnica serologica mucho más 
compleja y especIfica que la ELISA básica anterior que emplea 
anticuerpos policlonales. Cuando se habla de policlonales, quiere 
decir que es una rnezcla que reconoce varios dominios (sectores de 
aminoácidos) de las proteInas virales, y de esta forma pueden 
reaccionar con diversos aislamientos de virus pertenecientes a un 
mismo tipo, e 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 liegar a hacerlo con el virus de la mancha 
circular o anular del Odontoglossuin (ORSV Tobamovirus). 

En cambio, en los anticuerpos nionoclonales solo existe un tipo de 
anticuerpo y se desarrollan para reconocer dominios particulares 
en una proteIna. Un anticuerpo monoclonal solo pueden reaccionar 
con dominios de proteInas exactamente iguales a las utilizadas para 
la producción 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 ci aislamiento A de un virus ORSV 
obtenido de una planta procedente de Europa, el cual se va a probar 
contra una muestra de una planta, posiblernente con ORSV de 
Colombia. Si el virus ORSV presente en la planta por probar es 
exactamente el mismo, el monoclonal A se enlazará, pero si hay 
pequenas diferencias en la proteIna del virus de la muestra no 
ocurrirá ci enlace. 

El procedirniento 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 
antisucro normal. Las células encargadas de la producción de la 
reacción del sistema inmune del animal se llevan a cultivos en mcdios 
especiales con condiciones muy especIficas de laboratorio para realizar 
aill procesos de fusion ceiular o desarrollo de clones. Después de obtener 
estos clones se incrementan ya sea in vivo en ratones o in vitro en el 
laboratorio, obteniéndose asI el anticuerpo para solo un con. 

Al contar ya con el anticuerpo, se siguen los procedimientos para la 
rcalización del ELISA de manera similar a los antes descritos. 
Vejaratpimol etal. (109) mostraron avances en la producción de 

anticuerpos monoclonales para CyMV y Dore et al. (39), utihzaron 
los anticuerpos monoclonales para diagnosticar parcialrnentc ORSV 
de varias orquIdeas incluyendo Cattieya, pero esta técnica es poco 
utilizada dada su complejidad. Hu etal. (54) aplicaron los anticuerpos 
monoclonales en la realizaciOn de técnicas moleculares rnás avanzadas 
como ci "dot-blot", "immuno-blot" e "immuno tissue-blot", para la 
detecciOn de CyMV, pruebas de mayor sensibilidad que ELISA. 

ffwI,x6 e 

Esta parte está compucsta por dos procedimientos básicos, los de 
microscopIa electrónica y los de microscopIa optica o de luz. Los 
microscopios Opticos por ejemplo, llegan a unos 1000 aumentos o un 
poco más, mientras que un microscopio electrOnico puede aurnentar 
30.000, 60.000 y muchas vcces más, permitiendo medir 
milmillonésimas partes de un metro, valores de 10 'a 10 ° metros, es 
decir nanómetros (urn) y Amstrongs, (A°), respectivamente. 

La microscopIa electrónica, concretamente la de transrnisiOn (MET), 
es una técnica sencilla pero ala vez compleja, en el sentido que requiere 
un equipo altamente especializado y costoso como es ci microscopio 
electrónico, adernás de la experiencia para su realizaciOn. Sc basa en el 
bombardeo de electrones por un filamento dentro de una cámara de 
vacIo los cuales ilegan a una rejilla recubierta yen la cual se encuentra 
el extracto de la muestra o ci tejido a observar. La muestra se tine 
previamente con reactivos que se excitan al llegar los electrones 
disparados por la fuente del equipo. La observaciOn 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 imágenes sobre oculares y objetivos. Cuando se hace 
tinción negativa de la muestra se hace en forma negativa, los cuerpos 
oscuros seven claros ylos cuerpos claros se yen 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 histológica que se 
realiza con la ayuda de la microscopIa electrónica y consiste en tomar 
tejidos vegetales fijados, deshidratados e incluidos en polImero, 
cortados en secciones muy delgadas (finas y ultrafinas) menores a 1 
micra (10-6  metros de espesor), con la ayuda de micrótomos. Estos 
cortes se tiñen y se ubican en rejillas para observarlas en el microscopio 
eléctrOnico de transmisión como antes se explicO. Dc esta forma, puede 
observarse la localización del virus y los efectos causados en las células 
de la planta. A su vcz puede detallarse, la morfologla de las inclusiones 



virales (agregados de partIculas del virus) y/o viroplasmas en aumentos 
considerabies como 20.000 030.000 veces o más (8, 9, 10, 11, 46, 47, 
70, 110). Existe una técnica que combina la serologIa con la microscopla 
eiectrónica liamada inmunomicroscopla electrónicao 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 proteInas. Estos agrcgados pueden observarse 
mediante el microscopio elcctrónico. Esta tfcnica es utilizada 
especialmente cuando se desea conocer la identidad del virus. En 
aquellos casos cuando hay que definir a cuái género pertenece, se 
agregan anticuerpos de los posibles géneros o virus relacionados para 
observar la compatibilidad serologica. Por ejemplo, si una muestra de 
orquIdca está infectada con un virus, posiblemente ci del mosaico del 
Cymbidium (CyMV), se le adicionan anticuerpos del virus del mosaico 
dcl tabaco (TMV - Tobamovirus) y ésta no va a formar enlaces, 
micntras quc si se le adicionan anticuerpos del virus X de la papa (PVX 
- Potexvirus), se presenta reacción positiva, ya quc el CyMV es un 
Potexvirus similar y relacionado con el PVX. Esta técnica se puedc 
utilizar como complemento a la prueba de ELISA para detectar virus 
en orquIdeas (12, 49) 

La tinción en microscopla óptica consiste en tomar los tejidos de las 
muestras en proceso, los cuales se decoloran retirando Ia clorofila 
mediante aicoholes, para luego deshidratarlos. Posteriormente se tiñen 
con colorantes especIficos que reaccionan con los ácidos nucleicos 
que pueden estar en el nñcleo, en los cloroplastos yen las inclusiones 
virales. De acuerdo con la morfologla de los cuerpos visibles, mediante 
la coioración pueden identificarse las inclusiones virales producto de 
la agregación de numerosas partIculas de los virus. Cada grupo o 
género de virus produce inclusiones con formas o apariencias 
determinadas. Esta identificación de inclusiones virales puedc hacerse 
desde 200 aumentos hasta 1.000 o 2.000 aumentos en microscopios 
ópticos. Esta técnica requiere experiencia y conocimiento de los virus 
en estudio (32, 64, 65, 113). Las pruebas inmunocitoquImicas utilizan 
fundamentos de la microscopIa óptica de flurorescencia y de Ia 
inmunomicroscopla electrónica. En la primera de elias, ci extracto de 
la muestra se trata con el anticuerpo del virus y se tiñen con reactivos 
especiales que marcan los complejos antIgeno - anticuerpo. Estos 
agregados, producto de reacciones serológicas especIficas, al 
observarlos bajo lámparas cspeciales excitan los reactivos fluorescentes 
y se pueden observar claramente. La otra técnica toma los tejidos y se 
tiñen o marcan con una proteIna 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 llcvarlos a observación 
en el microscopio eiectrónico de transmisión, donde se pueden apreciar 
con relativa facilidad las inclusiones virales marcadas con oro. Esta 
tultima técnica se conoce como marcación con proteIna A-Oro y la  

utilizaron Ko etal. (66) para la identificación de CyMV y ORSV en 
orquIdeas. 

'oLecvt[ote. 

Las prucbas molecularcs enfatizan su estudio en los componentes 
principales de los organismos como los ácidos nucleicos quc 
conforman los genes y los aminoácidos que componen las protelnas 
codificadas por los genes. Los virus están compuestos de un ácido 
nucleico, ARN (ácido ribonucleico) o de ADN (ácido 
deoxiribonucleico), sea en cadena sencilla o doble, y por una protelna 
de la cápside que los recubre. Los virus se repiican dentro de la célula 
insertándosc en los ácidos nucleicos, y acoplándose al metabolismo 
de la misma, alterando su estructura y por ende, modificando ci 
funcionamicnto de las células. Estos ácidos nucleicos están formados 
por cadenas de nucleótidos, ordenadas de tai manera que codifican 
para la secuencia de aminoácidos los cuales componen la proteIna 
que conforma ci virus. Para el caso de los virus CyMV y ORSV que 
afectan C'attleya spp., ci ácido nucleico que los compone es ARN 
de cadena sencilla. 

Una de las técnicas moleculares empleadas para ci diagnostico de 
estos dos virus es la transcripción reversa de la reacción en cadena de 
la polimerasa RT-PCR. Como la reaccidn en cadena de la polimerasa 
PCR requiere como ácido nucleico base o moide ci 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 diseñado, 
fabricado y están disponibles en el mercado primers>>, cebadores o 
indicadores, que son secuencias conocidas de bases de un tamaño 
definido, elaborados nucleótido per nucicótido cspecIficamente para 
permitir amplificar o sintetizar exponencialmente esta secuencia para 
la cual fueron disefladas. 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 amplificación mediante una enzima polimerasa 
resistente a alta temperatura y equipos especiales en condiciones 
especIficas donde se adicionan los cebadores y bases nitrogenadas 
libres, con ci fin de sintetizar miles de veces la secuencia especIfica 
(PCR). Dc 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 amplificará ninguna secuencia. Cuando se ileva a cabo una 
electroforesis, las copias de la secuencia amplificada de 
ADN se visualizan en ci gel como bandas de un tamaflo 
especIfico, el cual se determina utilizando marcadores de 



virales (agregados de partIcuias del virus) y/o viroplasmas en aumentos 
considerabics como 20.000 o 30.000 vcces o más (8,9, 10, 11, 46, 47, 
70, 110). Existe una técnica que combina la serologIa con la microscopIa 
electrónica Ilamada inmunomicroscopla electrónicao ISEM 
(immunosorbent electronic microscopy). En ésta, ci extracto de savia 
de la muestra en proceso se trata con el anticuerpo del virus y si resulta 
positiva, se forman los enlaces de complcjos antIgeno - anticuerpo 
que reconocen las proteInas. Estos agregados pueden observarse 
mediante el microscopio electrónico. Esta técnica es utilizada 
especialmente cuando se desea conocer la idcntidad del virus. En 
aquellos casos cuando hay que definir a cuál gdncro pertenece, se 
agrcgan anticuerpos de los posibles géneros o virus relacionados para 
observar la compatibilidad serologica. Por ejemplo, si una muestra de 
orquIdea cstá infectada con un virus, posiblementc ci del mosaico del 
Cymbidium (CyMV), se le adicionan anticuerpos del virus del mosaico 
del tabaco (TMV - Tobamovirus) y ésta no va a formar enlaccs, 
mientras quc si se le adicionan anticuerpos del virus X de la papa (PVX 
- Potexvirus), se presenta reacción positiva, ya que ci CyMV es un 
Potexvirus similar y relacionado con el PVX. Esta técnica se puede 
utilizar como compiemento a la prueba de ELISA para detectar virus 
en orquIdeas (12, 49) 

La tinción en microscopIa óptica consiste en tomar los tcjidos de las 
mucstras en proceso, los cuales se decoloran retirando la clorofila 
mediante alcoholes, para luego deshidratarlos. Posteriormente se tiflen 
con colorantes especIficos que reaccionan con los ácidos nucleicos 
que pueden cstar en el nñcleo, en los cloroplastos y en las inclusiones 
virales. Dc acuerdo con la morfo!ogIa de los cuerpos visiblcs, mediante 
la coloración pueden identificarse las inclusiones virales producto de 
la agregación de numerosas partIculas de los virus. Cada grupo o 
géncro de virus produce inclusiones con formas o apariencias 
determinadas. Esta identificación de inclusiones virales puede hacerse 
desde 200 aumentos hasta 1.000 o 2.000 aumentos en microscopios 
ópticos. Esta técnica rcquierc experiencia y conocimiento de los virus 
en estudio (32, 64, 65, 113). Las pruebas inmunocitoquImicas utilizan 
fundamentos de la microscopIa óptica de flurorescencia y de la 
inmunomicroscopla eiectrónica. En la primera de ellas, el extracto de 
la muestra se trata con el anticuerpo del virus y se tiñen con reactivos 
especiales que marcan los complejos antIgeno - anticuerpo. Estos 
agregados, producto de reacciones serologicas especIficas, al 
observarlos bajo lámparas cspeciales excitan los reactivos fluorescentes 
y se pueden observar claramente. La otra técnica toma los tejidos y se 
tiñen o marcan con una proteIna 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 llcvarios a observación 
en ci microscopio electrónico de transmisión, donde se pueden apreciar 
con relativa facilidad las inclusiones virales marcadas con oro. Esta 
tltima técnica se conoce como marcación con proteIna A-Oro y la  

utilizaron Ko eta1. (66) para la identificación de CyMV y ORSV en 
orquIdeas. 

ht4' %oleculme.6. 

Las pruebas moiecularcs enfatizan su estudio en los componentes 
principales de los organismos como los ácidos nucleicos que 
conforman los genes y los aminoácidos que componen las protcInas 
codificadas por los genes. Los virus están compuestos de un ácido 
nucleico, ARN (ácido ribonucleico) o de ADN (ácido 
deoxiribonucleico), sea en cadena sencilla o doble, y por una proteIna 
de la cápside que los recubre. Los virus se replican dentro de la célula 
inscrtándose en los ácidos nucleicos, y acopiándose al metabolismo 
de la misma, alterando su estructura y por ende, modificando el 
funcionamiento de las células. Estos ácidos nucleicos están formados 
por cadenas de nucleótidos, ordenadas de tal manera que codifican 
para la secuencia de aminoácidos los cuales componen la protelna 
que conforma ci virus. Para el caso de los virus CyMV y ORSV que 
afectan Cattleya spp., ci ácido nucleico que los componc es ARN 
de cadena sencilla. 

Una de las técnicas moleculares empleadas para el diagnóstico de 
estos dos virus es la transcripción reversa de la rcacción en cadena de 
la polimerasa RT-PCR. Como la reacción en cadena de la polimerasa 
PCR requiere como ácido nucleico base o molde ci ADN de doble 
cadena, es necesario sintetizar a partir del ARN del virus un ADN 
complementario mediante una enzima especializada ilamada 
transcriptasa inversa. En invcstigaciones anteriores se han diseñado, 
fabricado y están disponibles en ci mercado <<primers>>, cebadores o 
indicadores, que son seduencias conocidas de bases de un tamaflo 
definido, elaborados nucleótido por nucicótido cspecIficamente para 
permitir amplificar o sintetizar exponencialmente esta secuencia para 
la cual fueron disenadas. En estc caso los cebadores o <<primers>> se 
obtuvicron para posiciones especIficas del ADN de la cubicrta 
proteInica sintetizado a partir del ARN obtenido del virus CyMV. 
Después de tener el ADN complementario de la muestra se realiza 
un proceso de amplificación mediante una enzima polimerasa 
resistente a alta temperatura y equipos especiales en condiciones 
cspecIficas donde se adicionan los cebadores y bases nitrogenadas 
libres, con ci fin de sintetizar miles de veces la secuencia especIfica 
(PCR). Dc 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 ampiificará ninguna secuencia. Cuando se Ileva a cabo una 
electroforesis, las copias de la secuencia amplificada de 
ADN se visualizan en ci gel como bandas de un tamaño 
especIfico, ci cual se detcrmina utilizando marcadores de 
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peso molecular. Deben establecerse controles positivos con la seduencia 
especIfica del virus y controles negativos. La detección de CyMV 
empleando la técnica de PCR la utilizaron Lim et a]. (78) y la 
transcripción reversa de la rcacción en cadena de la polimerasa RT-
PCR fue utilizada por Ryu eta]. (100), para detectar CyMVenextractos 
crudos de hojas infectadas con ci virus. Esto lo hicicron a partir del 
conocimiento de la secuencia de la cubierta proteInica de virus donde 
discflaron los cebadores o <<primers>> cspecIficos que amplificaran 
fragmentos especIficos. Dentro de las pruebas moleculares empleando 
los ácidos nucleIcos del virus, Chia etaL (31), realizaron la detección 
de CyMV y ORSV utilizando hibridación de la impresión del tejido. 
Para esto, Sc impregna savia directamente del corte de la mucstra sobre 
una membrana de nitrocciulosa, procesada con un tipo de ADN 
marcado del virus por detectar. Finaimente, por procesos de 
autoradiografla de la membrana impregnada se aprecian si hubo 
adherencia (hibridación) del ADN y se identifica la presencia o la 
ausencia del virus. Esta metodologla la recomienda para determinar la 
infccción por virus en distintas partes de la pianta y conocer ci 
movimiento del mismo. Otra técnica menos conocida por ser más 
reciente pero de mayor complejidad, es la inmunocaptura de la reacción 
en cadena de la polimerasa (Immunocapture-PCR) y el anáhsis de 
Secuencias, un acopiamiento de técnicas de bioiogIa molecular con 
principios de inmunologIa o serologla empleadas para ci diagnostico 
de CyMV y ORSV por Barry ct a]. (14). Estos procedimientos son 
aitamente cspecIficos y requicren reactivos y equipos cspecializados, 
pero cada dIa se utilizan mas en la invcstigación de éstos virus. 
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Los estudios de reconocimiento pretcnden determinar la cantidad de 
plantas de una muestra o de una población que presentan los virus de 
interés en este caso CyMV y ORSV En distintos trabajos de 
reconocimiento y detección de virus de orquIdeas se han encontrado 
ci Virus del Mosaico del Cymbidium (CyMV - Potcxvirus), como el 
de mayor incidencia en los cultivos de orquIdcas en ci mundo, 
infecciones más severas en plantas pertenecientes a la Alianza Cattleya 
(especies e hIbridos interespecIficos c intergenéricos entre Cattieyaspp., 
y géneros afines taxonómicamente como Laeiia, Epidendrurn, Brassavo]a, 
entre otros). Para el virus de la mancha anular del Odontoglossum (ORSV 
- Tobamovirus), son menores los niveles de incidencia y de forma 
similar, para la infección conjunta por ambos virus. Una comparación 
resumida de los resultados en el ámbito internacional para este tipo de 
estudios con los dos virus puede apreciarse en la Tabla 8. 
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peso molecular. Deben establecerse controles positivos con Ia seduencia 
especIfica del virus y controles negativos. La detección de CyMV 
empleando la técnica de PCR la utilizaron Lim et al. (78) y la 
transcripción reversa de la reacción en cadena de la polimerasa RT-
PCR fue utilizada por Ryu eta! (100), para detectar CyMVen extractos 
crudos de hojas infectadas con ci virus. Esto lo hicieron a partir del 
conocimiento de Ia secuencia de la cuhierta protcInica de virus donde 
discñaron los cebadorcs o <<primers>> especIficos que amplificaran 
fragmentos especIfIcos. Dentro de las pruebas moleculares empleando 
los ácidos nucicIcos del virus, Chia eta! (31), realizaron Ia detección 
de CyMVy ORSV utilizando hihridación de la impresión del tejido. 
Para esto, se impregna savia directamente del corte de Ia muestra sobre 
una membrana de nitrocelulosa, procesada con un tipo de ADN 
marcado del virus por detectar. Finaimente, por procesos de 
autoradiografla de la rnembrana impregnada se aprecian si hubo 
adherencia (hibridaciOn) del ADN y se identifica la presencia o la 
ausencia del virus. Esta rnetodoIogIa la recomienda para determinar la 
infccción por virus en distintas partes de la planta y conocer ci 
movimicnto del mismo. Otra técnica menos conocida por ser más 
reciente pero de mayor complejidad, es la inmunocaptura de la rcacción 
en cadca de la pohnicrasa (Immunocapturc_PCR) y ci análisis de 
secucnci 

n

as, un acoplamicnto de técnicas de biologla molecular con 
principios de inmunologIa o seroiogIa empleadas para ci diagnostico 
de CyMV y ORSV por Barry eta! (14). Estos procedimientos son 
aitamente especIficos y requicren reactivos y equipos cspecializados, 
pero cada dIa se utihzan mas en Ia invcstigación de fstos virus. 
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Los estudios de reconocimiento pretenden determinar la cantidad de 
plantas de una muestra o de una población que presentan los virus dc 
interés en este caso CyMV y ORSV. En distintos trabajos de 
reconocimiento y detección de virus de orquIdeas se han cncontrado 
ci Virus del Mosaico del C).'mbidiutn (CyMV - Potcxvirus), como ci 
de mayor incidencia en los cultivos de orquIdeas en ci mundo, 
infecciones más severas en plantas pertenecientes a la Alianza Cattieya 
(especies c hibridos interespecIficos e intergenéricos entre Ctt!eyaspp., 
y gfncros afines taxonómicamcntc como LaeJLi, Epia'en c/rum, Brassa vola, 
entre otros). Para ci virus de la mancha anular del Odontoglossum (ORSV 
- Tobamovirus), son menores los niveles de incidencia y de forma 
similar. para Ia infección conjunta por ambos virus. Una comparacion 
resumida de los resultados en ci ámbito internacional para este tipo de 
cstudios con los dos virus puede apreciarse en la Tabla 8. 
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En ci reconocimiento c idcntificación de enfcrmcdades y piagas en 
cattieyas colombianas (8, 9, 10, 11) se prescntó conio uno de los 
objetivos la ncccsidad de "Determinar cuáles disturbios de origen 
patoiógico causados por hongos, bactcrias, virus y nematodos, afectan 
a las cspecics att1cya aurca, C menclelii, C quadricolor, C schrodci C 
trianaeiy C warsccwiczn". Como parte de estc objctivo y de acuerdo 
con los registros existentes en algunas de las publicaciones generales 
sobrc las cnfcrmcdades de las orquIdcas (28, 29, 44, 103), se planted 
Para esta parte de la invcstigación relacionada con virus, determinar Ia 
presencia de los virus del mosaico del Cvinbic1iuin (CyMVPotexvirus) 
y de Ia mancha anular del Oa'ontoglossuzii (ORSV Tobamovirus), como 
causantes de mosaicos y/o moteados, manchas fohares y distorsión 
del color de la for, entre otros sfntomas,c n las seis cspccies de (ittIcya 
mencionadas. 

óTko 

Para el rcconocimiento se tomaron muestras de 11osaicos y/o motcados 
especialmente y se agruparon y codiiIcaron dc acuerdo con los 
sIntomas citados en Ia litcratura para CyMV y ORSV antes 
mcncionados (24, 72, 76, 112). Tenicndo en cucnta quc los virus 
(CyMV y ORSV) quc afectan a C'atticya son solo transrnitidos 
rnecánicamentc, las muestras se cortaron con herramicutas 
dcsinfestadas con hipociorito de sodio en soluciones superiores at 2%, 
alcohol al 90% con fucgo para inactivar los posibles virus en los 
utensihos (48, 67). Se scleccionaron plantas con sIntomas en 18 
cultivos visitados en los departamentos de Antioquia (7 cultivos), 
Caldas (3 cultivos), Risaralda (2 cultivos) yValle 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), 
Vaile del Cauca (4 cultivos) y Cundinamarca (3 cultivos)(10, ii). La 
totalidad de los 32 muestreos para estos trabajos abarcó cultivos 
comerciales y no comerciales (aficionados), en diversas condiciones, 
distnitos nivcles de tecnificacifln y diferentes taniaños, ubicados entre 
los 900 y 2.250msnm, con valores prornedio de humedad relativa cntrc 
SOy 90% y de temperatura entre 17y 25°C. Las metodologIas utilizadas 
Para realizar los trabajos de reconocimiento y de diagnOstico se registran 
y cxplican detalladamente en el capItulo del Apéndice Metodológico. 

Sin embargo, para ilustrar Un POCO Ia forma como se hizo ci cstudio 
se mcncionan algunos aspectos generates de los métodos cmplcados 
por estos autores y  se presentan en forma resurnida los principaics 
rcsultados obtenidos: Sc utilizaron micialinente las plantas indicadoras 
como una prueba previa o de exploracidn para ci diagndstico de los 
virus y luego se usó como técnica de idcntificación definitiva las 
pruebas ELISA, rccurricndo a kits comerciales para CyMV y ORSV 
con peroxidasa y  fosfitasa alcalina, siguiendo las rccomcndacioncs de 
Ia firma productora AgDia Inc. (Elkhart, Indiana, USA), y algunas 
bases dadas en la literatura. Para muestras controles 0 testigos se emplcd 
Ia microscopla electrdnica de transmisidn (MET). Los experimentos 
de plantas indicadoras y  ELISA se rcalizaron en los laboratorios de 
Fitopatologla de Cenicafé y la microscopIa electrónica en la Unidad 
de Virologla del CIAT. Los proccdirnientos detallados se incluycn en 
el Apéndice Metodoldgico. Las muestras ELISA se dividieron en sicte 
grupos y se procesaron con kits peroxidasa (grupos 1 al 4 y la rcpetición 
del 5 al 7), y con fosfatasa alcalina (grupos del 5 al 7), modificando en 
algunas partes los procedimientos bIsicos (Tahla 9). 
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Como tfcnica de apoyo confirmatoria para algunas muestras 
seleccionadas y para algunos testigos utilizados en plantas indicadoras 
y sobre todo en ELISA, se utilizó la microscopIa electrónica de 
transmisión con Ia colaboracidn de la Unidad de Virologla del CIAT, 
en la cual se trabajaron Ia tincldn negativa y la citopatologla, como se 
explica con más detalles en el Apéndice Metodológico. En el caso del 
diagndstico de virus en orqufdeas y concretamente de CyMVy ORSV 
en C'attleya, quc posec tejidos suculentos donde los virus se replican 
con mayor facilidad, Ia microscopIa cicctrónica es una herramienta 
valiosa y  relativarnente fácil de aplicar. Con metodologIas como "leaf- 

______ 	dip", donde se deposita Ia savia de la muestra 

	

Figura88. 	 directamente sobre la rejilla para tcñirla y 

	

Tincionnegativa 	 observarla tarda un diagnostico desde unos 

	

de particulas del 	 cuantos minutos a unas pocas horas, 

	

virus ORSV 	 dependiendo del tItulo o concentración del virus 

	

vistas en el MET. 	 . 
y de la experiencia del investigador (72). 
Mediante tinción negativa se pueden observar 
principalmente las partIculas virales(V); de esta 
manera se encontraron dos tipos de partIculas 

	

Figura 89. 	 alargadas en forma de varilla o de bastdn en 
TinciOn negativa 

	

departiculasdel 	 mucstras de Catticya y en las lesiones locales 

	

virus CyMV 	 obtenidas en Goznp/irciia globosa por inoculacidn 

	

vistas en el 	 mecánica, la cual se describe en forma especIfica 

	

MET. (VI 0034. 	 was adelante (8,9,10,11). En estos estudios se 
obscrvaron las particulas (Figura 88 y 89) en el 



Corno técnica de apoyo confirmatoria para algunas muestras 
seleccionadas y para algunos testigos utilizados en plantas indicadoras 
y sobre todo en ELISA, se utilizO la microscopIa electrónica de 
transmisiOn con la colaboración de la Unidad de Virologla del CIAT, 
en la cual se trabajaron la tinción negativa y la citopatologIa, como se 
explica con más detalles en el Apéndice Metodologico. En ci caso del 
diagnostico de virus en orquIdeas y concretamente de CyMVy ORSV 
en Catticya, que posee tejidos suculentos donde los virus se replican 
con mayor facilidad, la microscopIa electrónica es una herramienta 
valiosa y relativamente fácil de aplicar. Con metodologIas como "leaf- 

dip", donde se deposita la savia de la muestra 
directamente sobre la rejilla para tcñirla y 
observarla, tarda un diagndstico desde unos 
cuantos minutos a unas nocas horas. 
dependiendo del tftulo o concentraciOn del virus 
y de la experiencia del investigador (72). 
Mediante tincifln negativa se pueden observar 
principalmente las particulas virales(V); de esta 
manera se encontraron dos tipos de partIcuias 
alargadas en forma de variila o de bastfln en 
muestras de C'attleya y en las lesiones locales 
obtenidas en Gomphrenagiobosa por inoculaciOn 
mecánica, la cual se describe en forma especIiica 
más adelante (8,9,10,11). En estos estudios se 
observaron las partIculas (Figura 88 y 89) en el 
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En el reconocimiento e identificación de enfermedades y plagas en 
cattleyas colombianas (8, 9, 10, 11) se prescntó como uno de los 
objetivos la necesidad de "Determinar cuáles disturbios de origen 
patológico causados por hongos, bacterias, virus y nematodos, afectan 
alas especies Cattleyaaurea, C mciideJh C quaciricolor, C scilroc/crae, C 
trianaciy 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 planteó 
para esta parte de la investigación relacionada con virus, determinar la 
presencia de los virus del mosaico del Cyrnbia'ium (CyMV Potexvirus) 
y de la mancha anular del Ociontog/ossuin (ORSVTobamovirus), como 
causantes de mosaicos y/o moteados, manchas foliares y distorsión 
del color de la for, entre otros sIntomas, en las seis especies de Cattieya 
mencionadas. 

Sin embargo, para ilustrar un poco la forma coino 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: Sc utilizaron inicialmente las plantas indicadoras 
como una prueba previa o de exploración para ci diagnostico de los 
virus y luego se usO como técnica de identificaciOn 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 empleO 
Ia microscopIa electrónica de transmisiOn (MET). Los experimentos 
de plantas indicadoras y ELISA se realizaron en los laboratorios de 
FitopatologIa de Cenicafé y la microscopla electrónica en la Unidad 
de Virologla del CIAT. Los procedimientos detallados se incluyen en 
el Apéndice MetodolOgico. Las muestras ELISA se dividieron en siete 
grupos y se procesaron con kits peroxidasa (grupos 1 al 4y Ia repetición 
del 5 al 7), y con fosfatasa alcalina (grupos del 5 al 7), modificando en 
algunas partes los procedimientos básicos (Tabla 9). 
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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 duenta que los virus 
(CyMV y ORSV) que afectan a Cattieya son solo transmitidos 
mecánicamente, 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), Risaralcla (2 cultivos) yValle del Cauca (6cultivos) 
(8, 9). Luego se tomaron muestras en 14 cultivos adicionales ubicados 
en Risaralda (5 cultivos), Caldas 0 cultivo), Santander (1 cultivo), 
Valle del Cauca (4 cultivos) y Cundinamarca (3 cultivos)(10, 11). La 
totalidad de los 32 muestreos para estos trabajos abarcó cultivos 
comerciales y no comerciales (aficionados), en diversas condiciones, 
distintos niveles de tecnificaciOn y diferentes tamaños, ubicados entre 
los 900y 2.250msnm, con valores promedio de humedad relativa entre 
50y 90% y de temperatura entre 17 y 25°C. Las rnetodologIas utilizadas 
para realizar los trabajos de reconocimiento y de diagnóstico se registran 
y explican detalladamente en el capItulo del Apéndice Metodologico. 
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citoplasma de las c6lulas afcctadas, donde las partIcuias rIgidas 
concuerdan con las descripcioncs realizadas para ORSV (TMV-0) (110), 
con longitud cercana a los 300nrn, mien tras que las partIculas obscrvadas 
coinciden COfl las dcscripciones cfectuadas para CyMV (46. 47, 110), 
con longitud aproximada de 450nrn. Ambos tipos Sc cncontraron en 
gran cantidad y  dispersas en ci citoplasma. AsI mismo, mcdiantc cortcs 
histológicos se observaron en ci citoplasina de células del parénquima 
de Cattleya sp. inclusiones virales dc CyMV, donde se aprecian las 
partIcuias agrupadas y  dispuestas en forma rclativamcnte paralela, 
similar a una crnpalizada o en forma de una buella digital, como lo 
encontrado por varios autores (46, 47, 70, 110). Estas inclusiones 
concuerdan también con lo registrado por Francki et aI. (41), Milne 
(88) y Lesemann (77) para Potcxvirus (Figuras 90 y 91). 

Las rnuestras represcntativas positivas para virus de catticyas (n6meros 
553, 536 y 540), inoculadas en Gomplirena çclol,osa, y de resultado 

positivo en la producción de lesiones 

	

— 	 locales registraron en ELISA la presencia 

	

4 	• de CyMV para la primera de ellas y de 
Figura 90. 
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b. Celulas del tejido foliar de Cattleya 	 j7 

	

tr/anaei con particulas de CyMV 	 V - - 	- 

	

agregadas en forma de huella dactilar. 	 Espccificarncnte en esta 

	

Fotografia del MET (VI 0039, 30.000X). 	 planta se observaron 
inclusiones de ORSV, 

Figura 91. • 	donde las partIculas se 
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b. COlulas del tejido foliar de 
Cattleya trianaei con 
particulas de CyMV 

agregadas en forma de 
empalizada. Fotograf Ia del 

MET (VI 053. 40.000X(. 

Figura 92. 
Particijlas virales e inclusiones en 

Gomphrena globosainoculada con muestras 
de Cattleya sp. afectadas por ORSV. 
Fotograf ía del MET (6685, 20.000X(; 

Particulas e inclusiones virales en 
Gomphrenaglobosainocuiada con rnuestras 

de Cattleya sp. afectadas por ORSV. 
Fotograf ía de MET (6686. 25.000X(. 
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citoplasma de las células afectadas, donde las partIculas rIgidas 

concuerdan con las descripciones realizadas para ORSV (TMV-O) (110), 

con longitud cercana a los 300nm, rnicntras quc las partIculas observadas 

coinciden con las descripciones efcctuadas para CyMV (46, 47, 110), 

con longitud aproxiniada de 450nm. Ambos tipos se encontraron en 

gran caritidad y dispersas en ci citoplasma. Asi mismo, mediante cortes 

histológicos se observaron en el citoplasma de células del parénquima 

de Cattleya sp. inclusiones virales de CyMV, donde se aprecian las 

partIculas agrupadas y  dispuestas en forma relativameiite paralela, 

similar a una ernpaiizada o en forma de una huella digital, como lo 

encontrado por varios autores (46, 47, 70, 110). Estas iiiciusioncs 

concuerdan también con lo registrado por Fi-ancki et al. (41), Miliie 

(88) y Lesernann (77) para Potexvirus (Figuras 90 y 91). 

Las muestras representativas positivas para virus de cattleyas (ndmeros 

553, 536 y 540), inoculadas en Go;iiphretia globosa, y de resultado 

positivo en la producción de iesiones 

locales registraron en ELISA la preseflcia 

• 
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055, 15.000X(; 	
las partIculas y de las 

( 	inclusiones virales. 
b. Celulas del tejido foliar de Cattleya 

	

trianaei con particulas de CyMV 	 V 

	

agregadas en forma de huella dactilar. 	 Especificamente en esta 

	

Fotografia del MET (VI 0039. 30.000X). 	 planta se observaron 

inclusiones de ORSV 
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para CyMV (4, 36, 43, 68, 69, 71, 94). 
para ORSV (37, 57, 68, 69, 71, 94, 98), y 

En la Figura 93 se ohscrva ai MET ci 	 Figura 93. 

tejido fohar de una planta de 	attJcya 	 Teildo foliarde Catt/eyatrianaej 
sp. sana, Nose observan trñinaci sana, utilizada como testigo 0 	/ 	
particulas virales en el citoplasma control flegativo. 	 de las células. Fotograf ía del MET 
(V10054, 25.000X). 
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Las caractcrIstjcas de los distintos sIntomas causados por los virus 
CyMV y ORSV en attJeya spp. cii Colombia se registran en algunas 
muestras, que presentaron resultados positivos en ELISA (Figura 94) 
(8,9, 10, 11). Si se comparan las fotografias de las niuestras afectadas 
por CyMVy ORSV con las muestras testigo de 6'atticyasp .sanas, no 
se observan las partIculas virales in los agregados de las mismas. 

Sc pucdc considerar para este tipo de investigaciones y scg6n lo 
In planteado anterlorrncntc en la dcscripción de stomas ocasionados 

por cada uno de los virus seg6n Ia htcratura consultada para CyMVy 
ORSV (TMV-O), que ésta es una herramicuta vSlida para la 
oricntación de diagnósticos y para cI manejo de los cultivos. Es rnuy 
importante tcncr en cuenta siempre que la presencia de determinados 
sintomas en las plantas no significa necesariamcntc la presencia o 
posible diagnostico de disturhios o problemas de origen viral, y que 
no siempre las plantas reflejan de una forma sintomStica la presencia 
del virus. Para ello, es neccsario realizar pruebas gencrales y cspcclficas 
como las antes descritas. Es importantc tener en cudnta los resultados 
obtenidos en Cenicafé (8, 9, 10, 11) (Tabla 7), sobre la incidencia de 
los virus en CttIcya spp. en Colombia, en las cualcs, entre ci 65 y ci 
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 sintomatologla similar 
a la descrita para los virus. Adicionalmente, debe recalcarse Ia 
importancia de este tipo de problernas fitosanitarios dentro del 
reconocimiento efcctuado, donde aproximadarnente un 38% de las 
1.119 muestras colectadas presentaron sintomatologla asociada con 
mosaicos y/o moteados, posiblemente causada por virus. Este se 
considera el problema rnás importante en los cultivos de catticya en 
Colombia. 

El hecho de que plantas como (]atticya spp. se  propaguen por via asexual 
como la division de plantas y ci cultivo de tejidos y meristemos in 
vitro, favorece la diseminacjón de cstos virus de transmisión mecánica, 
adicionado esto a que en los cultivos se cxponcn plantas sanas a entrar 
en contacto con plantas enfcrmas y a infectarse mediante herramientas 
contaminadas. Estos virus se encontraron prácticamente en todos los 
cultivos de orquIdeas estudiados y en las distintas condieioncs de 

manejo, debido posihlementc al amplio movimiento de material 
vcgctal dcntro del pals y procedentc del exterior. Esta dcscripción de 
sIntomas aplicada en forma cfcctiva per los cultivadores sirve para 
que permanezcan en constante alerta 0 adopten prácticas de 
prcvenclón, limpieza, aislamiento y observación detallada de materialcs 
sospcchosos y si es posible, liagan ci diagnéstico basándose en las 
distintas metodologlas citadas en Ia literatura. 
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La literatura disponible brinda poca informaciOn sobre el cultivo de 
plantas indicadoras de virus. Por cilo, Angel y Tsubota (8, 10) 
dcsarrollaron el proceso de cultivo y propagacián para C'heziopoa'i'um 
an7amnticolol; 6 qulnoa, Datim? stralnonluni, I'./;cotjana bun tllaznjana, JV 
ghitinosa, N tibacuin, Oassth torn; Ca.ssth (Zenna) occic-kntaiisy Gomplirena 
globosa, algunas de las cualcs se observan en la Figura 95. Las semillas 
se obtuvieron de diversas fucntes nacionales y se cultivaron en una 
casa de mallas en Cenicafé (Figura 96). 

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

Las cuatro inoculaciones sc efectuaron con diferentes grupos de 
muestras y en distintos estados de conscrvación, como se especifica 
dctalladamentc en el Apéndice Metodológico. 

En la primera inoculación se usó C aniaran6color(63), dividiendo la 
haz y el envés de la hoja de cattleya, frotando la iSinina foliar de la 
muestra contra la hoja por inocular, modificando Ia tfcnica base al 
"hidratar" la muestra en buffer fosfato dibásico de potasio (K.,HPO4) 
al 0,5% y pH 7,4-7,6 (Figura 97). También se utilizó Ia mctodologla 
de macerado de la muestra en igual buffer fosfato para inocular el 
extracto filtrado en la hoja de la planta indicadora (74, 112), cony sin 
carborundum. La scgunda inoculación cii C. .çtlohosa, inoculando el 
extracto de Ia muestra de acuerdo con la mctodologIa de macerado en 



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 Cattieya 
trianaeisana, utilizada como tcstigo o 
control negativo. 
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Figura 93. 
Tejido foliar de Cattleya trianaej 
sp. sana, Nose observan 
particulas virales en el citoplasma 
de las cOlulas. Fotografia del MET 
(V10054, 25.000X). 

manejo, debido posiblcmente aI amplio movimiento de material 
vegetal dcntro del pals y procedente del exterior. Esta descripción de 
sintomas aplicada en forma efectiva por los cultivadores sirve para 
que permanczcan en constante alcrta o adopten practicas de 
prevención, limpieza, aislamiento y observación detallada de matcrialcs 
sospechosos y  si es posible, hagan el diagnostico basándose en las 
distintas metodologias citadas en la literatura. 

Las caracterIsticas de los distintos sIntomas causados por los virus 
CyMVy ORSV en C,7ttIcp spp. en Colombia se registran en algunas 
muestras, que presdntaron resultados positivos en ELISA (Figura 94) 
(8,9, 10, 11). Si sc comparan las fotografIas de las muestras afcctadas 
por CyMVy ORSV con las muestras testigo de (tt1cyasp. Sanas, no 
se observan las partIculas virales in los agregados dc las mismas. 

Se puede considerar para eSte tipo de investigacioncs y segfin lo 
planteado anterlormente en Ia descripción dc sIntornas ocasionados 
por cada uno dc los virus segin la literatura consultada para CyMVy 
ORSV (TMVO), que ésta es una herramienta válida para la 
orientación de diagnásticos y para el manejo dc los cultivos. Es muy 
importantc tcner en cuenta siemprc que la presencia dc determinados 
sIntomas en las plantas no significa necesariamente la presencia o 
posiblc diagnostico de disturbios o problemas de origen viral, y que 
no siempre las plantas rcflcjan de una forma sintomática la presencia 
del virus. Para ello, es neccsario realizar pruebas gencrales y cspccIficas 
como las antes descritas. Es irnportantc tencr en cuenta los resultados 
obtenidos en Cenicafé (8, 9, 10, 11) (Tabla 7), sobre la incidencia de 
los virus en (]attleya spp. en Colombia, en las cuales, entre el 65 y ci 
70% dc las muestras evaluadas rcsultaron positivas, restando 
aproximadamente un 30 a 35% por diagnosticar su agente causante, a 
pcsar de habcr siclo colectadas por prescntar una sintomatologIa similar 
a la descrita para los virus. Adicionalmentc, dcbe recalcarse Ia 
importancia de este tipo de problemas fitosanitarios dcntro del 
reconocimiento efectuado, donde aproximadamente un 38% de las 
1.119 muestras colcctadas presentaron sintomatologla asociada con 
mosaicos y/o moteados, posiblcmcnte causada por virus. Este se 
considera cI problema más importante en los cultivos de cattleya en 
Colombia. 

El hecho de que plantas como C'attieya spp. se  propaguen por via asexual 
como la division de plantas y el cultivo de tejidos y meristemos 112 
vitro, favorcce la diseminación de estos virus de transmisión mccánica, 
adicionado esto a que en los cultivos se exponen plantas sanas a entrar 
en contacto con plantas enfermas y a infectarse mediante herramicntas 
contaminadas. Estos virus se encontraron prácticamente en todos los 
cultivos de orquIdeas estudiados y en las distintas condiciones de 
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La literatura disponible brinda poca inforrnación sobre ci cultivo de 
plantas indicadoras de virus. Por ello, Angel y Tsubota (8, 10) 
desarrollaron el proceso dc cultivo y  propagación para cheiiopothum 
amaranticoloi; C. qizinoa, Datura strarnoniurn, J\/icothna benthaIniaI7a N. 
glutinosa, N tbacwn, (7assth tora, C'assia (Zemia) occicleniali:cy Gornpbrcna 
globosa, algunas de las cuales se observan en la Figura 95. Las semillas 
se obtuvieron de diversas fuentes nacionales y sc cultivaron en una 
casa de mallas en Cenicafé (Figura 96). 

Se rcahzaron 4 pruebas con plantas indicadoras que se inocularon 
con la muestra en varias hojas y se evaluaron con base en la expresión 
de sIntomas y 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 conscrvación, como se especifica 
detalladamente en el Apfndice Mctodologico. 

En la primera inoculación sc usó C. asnaranticolor(63), dividiendo la 
haz y ci envés dc la hoja de cattieya, frotando la lárnina foliar de la 
muestra contra la hoja por inocuiar, modificando la tfcnica base al 
"hidratar" la muestra en buffer fosfato dibásico de potasio (K,HPO4) 
al 0,5% y pH 7,4-7,6 (Figura 97). Tambifn se utilizó Ia metodologla 
de macerado de la muestra en igual buffer fosfato para inocular ci 
extracto filtrado en la hoja de la planta indicadora (74, 112), cony sin 
carborundum. La segunda inoculación en G. globosa, inoculando ci 
extracto de la muestra de acuerdo con la metodologia dc maccrado en 
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Figura 94. Sintomas caracteristicos de CyMV y ORSV en Catlleya spp. 



Figura 95. 

Algunas plantas indicadoras utilizadas para 
11 diagnOstico de los virus ORSV y CyMV. 

Dv izquierda a derecha: Nicotiana 
nenthamiana, Gomphrena globosa, 
Nicotiana tabacum, Chenopodium 
amarantico for, Datura stramonium 

buffer fosfato, con y sin carborundum. En Ia terccra inocuiación se 
inocuió C. arnarwtJcoJorcomplcmcntand o ci buffer de extracción con 
aigunos de los aditivos utilizados para ci extracto de ELISA. En la cuarta 
y filtima inoculación se utilizó 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 cspccies inoculadas. Los rcsultados de estas inoculacioncs en 
plantas inclicaron varios aspectos relacionados con los sIntomas de las 
icsiones locales, Ia 
nutrición de las plantas 
indicadoras, 	- 	iI 

composición del buffer  
de extracción, ci estado d 
las muestras y la 	.7 

 

cliversos  
ractorcs externos y 
propios de la planta 
indicadora, entre otros. 

indicadora y de los tejidos de las lesiones, determinando la presencia 
de los virus CyMV y ORSV, lo coal se corroboró posteriormente en 
las pruebas ELISA (muestras 536 y 540 con ambos virus, y la 553 con 
CyMV solo). Cuando se evaluaron las otras muestras inoculadas en 
G. globosa después de tres semanas se observaron sIntomas de mosaicos 
ligeros en hojasjóvencs pero no aparecieron nuevas lcsioncs locales 
que constituIa la variable por evaluar (8, 10). 

Es importante definir ci perIodo de evaluación que por lo regular cstá 
entre 10 y 40 dIas máximo, con base en ci perfodo de incubación que 
puede tener un virus corno CyMV u ORSV Al respecto, después de 
cuatro o más semanas a partir de la inoculación 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 fósforo, 
manchas que se apreciaron en las hojas caducas y de apariencia 
clorótica, totalmente distintas a las obtenidas con muestras positivas. 

testigos con agua 
dcstilada cstéril y 
buffer de extraccjdn 
las 	hojas 
permanccieron sin lesiones, 
indicando ci resultado positivo para las 
muestras en cuanto a la alta posibilidad 
de presentar un agente viral. Se utilizd 
la microscopIa cicctrónica y se 
observaron las hojas de la planta 

En los tratarnientos 

SIntomas de lesiones 
locales. Las lesiones 
locales en hojas dc 
Gornplircna glohosa 
después de dos semanas 
de inoculadas las plantas 
se dcscrjben corno 
manchas pardas de forma 
redondcada, de 2 a 5 
dc diámetro, visil 
tanto por la haz come 
ci envés y solo ci 
costado donde se inoc 
la muestra (Figuras 
99). 

Figura 98. 
Lesiones locales producidas en G. 
globosa por la inoculaciOn de la 
muestra 536 de Cattfeya sp. afectada 
por CyMV y ORSV; a. en la haz de 
hojas b. en el envOs. 

Nutrición y Fertilización. La nutrición puede incidir de mancra 
positiva o negativa cuando se trabaja con plantas indicadoras, y se deben 
evitar deficiencias o excesos que puedan enmascarar los sIntomas 
esperados. Sc requiere un adecuado conocimiento de las condiciones 
de cultivo de las plantas indicadoras, en especial, Ia nutrición y ci 
levante, además de Ia sintomatologIa de las principales deficiencias 
nutritivas que fueron la causa para la no aceptación de los resultados 
de la primera inocu!ación en C. ainai-anticolor. Hubo lesiones locales 
debido a la mala nutricián de las plantas indicadoras por estar sembradas 
en un suelo franco arcilloso, sin adición de materia orgánica ni de 
fertilizantes, dcsarrollándose en consecuencia plantas déhiles no aptas. 
En estas plantas se observó clorosis generaiizada con los bordes de las 
hojas de tonalidad rojiza, similares a los sIntomas de defIciencia de 
fósforo. Estas hojas se desprendieron con facilidad después de la 
inoculación. Esta sintomatoiogIa no se presentó en C. ainaranticolor 
cuando se aplicaron 2g por planta de fosfato di-amónico (DAP), al 
menos cada 30 dIas (8,10). 

Consideraciones similares se hacen respecto a Gornphrcna globosa, 
utilizada para la segunda inoculación de muestras de Catticya spp. Las 

plantas inoculadas presentaron lesiones 
redondeadas de 1 a 4mm dc diámetro con 

rojiza (Figura 100). Cuando se 
centro de color pardo claro y margen 

compararon con las plantas testigo y las 
' hojas no inoculadas, también se 

observaron estas lesiones lo cual condujo 
a pensar que no se debIan a las 
inoculaciones. 

Figura 96. 
Cultivo de plantas 
indicadoras en casa 
de mallas en 
Cenicafé 

Figura 97. 
noculaciOn de C. amaranficoforcon extracto 

de savia de Cattfeyasp. para indicar la 
presencia de virus. Aspersion del abrasivo 
carborundum e inoculaciOn del extracto de 
savia por frotaciOn en la mitad derecha de la 
hoja. 

Figura 99. 
Lesiones locales producidas en ias 
hojas de G. globosa por la 
noculaciOn de la muestra 553 de 
Cattleya sp. afectada por CyMV: a. 
en la haz: b. en el envés 

FiguralOO. 
Lesiones producidas 

en Gomphrena. 
gfobosapor posible 

deficiencia de 
fOsforo. 
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buffer fosfato, con y sin carborundum. En Ia terccra inoculación se 
inoculó C. arnarantico/orcomplcincntando of buffer dc cxtracción con 
aigunos dc los aditivos utilizados para ci extracto de ELISA. En la cuarta 
y tiltima inocuiación se utilizó un macerado del tejido en buffer fosfato, 
dc pH 7,4-7,6 inoculando plantas dc G. globosa, C. aniaranticolory N. 
glutinosa, dondc se obtuvieron lesiones locales, positivas para la primera 
dc las espccics inoculadas. Los rcsultados dc estas inoculaciones on 
plantas indicaron varios aspectos rclacionados con los sIntomas dc las 
lesiones locales, la 
nutrición dc las plantas

Figura  95. indicadoras, 	la 	
Algunas plantas indicadoras utilizadas para 

cornposición del buffer Y. 	 el diagnOstico de los virus ORSV y CyMV. 
dc cxtracción, ci estado de 	 De izquierda a derecha: Nicotiana 
las 	mucstras 	y 	la 	 bentham/ana, Gomphrenaglobosa, 

- 	 - Nice (lana tabacum, Chenopodium influencia de divcrsos _________________________ 
amaranticolor, Daturastramonjum factores externos y 

propios dc la planta 
indicadora, cntre otros. 

indicadora y dc los tejidos de las lesiones, determinando Ia presencia 
dc los virus CyMV y ORS\'ç lo cual se corroboró posteriormente en 
las pruebas ELISA (muestras 536 y540 con ambos virus, y Ia 553 con 
CyMV solo). Cuando se evaluaron las otras muestras inoculadas on 
G. globosa dcspués de tres semanas sc observaron sIntomas de mosaicos 
ligeros en hojasjóvencs pero no aparecieron nuevas lesiones locales 
que constituIa Ia variable por evaluar (8, 10). 

Es importante definir el perlodo de cvaluación que por in regular está 
entre 10 y 40 dIas máximo, con base on el perIodo de incuhaciOn que 
puede tener un virus como CyMV u ORSV. Al respecto, dcspués dc 
cuatro o más semanas a partir de la inoculaciOn 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, espccIficamentc de fósforo, 
manchas que se apreciaron en las hojas caducas y de apariencia 
clordtica, totalmente distintas a las obtenidas con muestras positivas. 

En los tratamientos 
tcstigos con agua 
dcstilada estéril y 
buffer de cxtracción 
las 	hojas 
perrnanecjct-on sin lCsioncs, 
indicando ci resultado positivo para las 
muestras en cuanto a la alta posibilidad 
dc presentar un agentc viral. Se utiliz6 
la rnicroscopIa electrónica y se 
observaron las hojas de la planta 

SIntomas de lesiones 
locales. Las iesioncs 
locales on hojas dc 
Goznphrcna globosa 
después dc dos semanas 
dc inoculadas las plantas 
Sc descrihen como 
manchas pardas de forma 
rcdondeada, de 2 a 5mm 
dc diámctro, visibics 
tanto por Ia haz como por 
ci cnvés y solo en ci 
costado dondc se inocui6 
Ia muestra (Figuras 98 
99). 

Figura 98. 
Lesiones locales producidas en G. 
globosa por la inoculaciOn de la 
muestra 536 de Cattleyasp. afectada 
por CyMV y ORSV: a. en la haz de 
hojas b. en el envés. 

Nutrición y Fertilización. La nutriciOn puede incidir de manera 
positiva o negativa cuando se trabaja con plantas indicadoras, y se deberi 
evitar deficiencias o excesos quc puedan enmascarar los sIntomas 
esperados. Se requiere un adecuado conocimiento de las condiciones 
de cuitivo de las plantas indicadoras, en especial, la nutricidn y ci 
levante, además de la sintomatologIa de las principales dcuiciencias 
nutritivas que fueron la causa para la no aceptaciOn de los resultados 
de la primera inoculacidn on C. amaranticoJoj: Hubo lesiones locales 
debido a la mala nutricidn de las plantas indicadoras por estar sembradas 
en un suelo franco arcilloso, sin adiciOn de materia orgánica ni de 
fertilizantes, dcsarrollándosc en consecuencia plantas dfbiles no aptas. 
En estas plantas se observO clorosis generalizada con los bordes de las 
hojas de tonalidad rojiza, similares a los sIntomas de deficiencia dc 
fdsforo. Estas hojas se desprendicron con facilidad dcspués de la 
inoculaciOn. Esta sintomatologla no se presentó on C. ainaranticolor 
cuando se aplicaron 2g por planta de fosfato di-amdnico (DAP), al 
mcnos cada 30 dIas (8,10). 

Consideraciones similares se hacen respecto a Gomplirena globosa, 
utilizada para la segunda inoculación de muestras de C'atticya spp. Las 

plantas inoculadas presentaron lesiones 
redondeadas de 1 a 4mm de diárnetro con 
ccntro de color pardo claro y margen 
rojiza (Figura 100). Cuando sc 
compararon con las plantas testigo y las 

-.. 	hojas no inoculadas, tamhién se 
observaron estas lesiones lo cual condujo 
a pcnsar que no se deblan a las 
inoculaciones. 

Figura 96. 
Cultivo de plantas 
indicadoras en casa 
de mallas en 
Cenicafe 

Figura 97. 
lnoculaciOn deC. amarantjco/orcon extracto 
de savia de Cattleyasp. para indicar la 
presencia de virus. Aspersion del abrasivo 
carborundum e inoculaciOn del extracto de 
savia por frotaciOn en la rnitad derecha de la 
hoja. 

Figura 99. 
Lesiones locales producidas en las 
hojas de G. globosa por la 
inoculaciOn de la muestra 553 de 
Cattleya sp. afectada por CyMV; a. 
en la haz: b. en el envds 

Figural 00. 
Lesiones producidas 

en Gomphreria 
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Mediante observaciones al estercoscopio y al microscopio no se 
encontraron estructuras de hongos, ni exudados de posibic origen 
bacterial, lo cual llevó a plantear la hipótesis de que estas lesiones podIan 
ser consecueflcja de deficiencias nutritivas, ya que en pruebas 
consecutivas con éstas y otras plantas que recibieron la adición de 
fertilizantes entre ellos DAP no ocurriá esta sintomatologla. Por tanto, 
estos resultados relacionados con las lesiones observadas no se tuvieron 
en cuenta. Posteriormente, cuando se lievaron muestras de estas 
lesiones y de las plantas afectadas para su observación en tinción 
negativa en el microscopio electrónico de transmisión, no se 
observaron partIculas virales ni otros patógenos, tanto en las hojas 
afectadas como en hojasjóvenes asintomáticas. 

Composición del buffer de extracción. Otro aspecto a teiier en 
cuenta cuando se hacen inoculaciones rnecánicas es la utilizacjón de 
soluciones tampon o buffer adecuadas para esta práctica, siguiendo 
las recomendaciones registradas en Ia literatura y determinando 
correctamente las funciones y caracterIstjcas de los reactivos utilizados. 
No todos los virus ni todas las plantas pueden inocularse de Ia misma 
forma y Ia respuesta puede variar. Por ejemplo, se ensayó en la tercera 
de las inoculaciones un extracto de savia con aditivos empleados para 
Ia extracción de la muestra en ELISA tratando de reducir los efectos 
adversos de oxidantes donde ci virus probablernente podrfa estar afln 
infectivo. Sin embargo, al inocularlo en las hojas de C. ainaranticolor 
ocurrió una clorosis del area respectiva, marchitainiento y caIda sübita 
de la hoja, en los tratamientos con la muestra yen las plantas inoculadas 
con el buffer de extracción solo, no asI para las inoculadas con agua 
destilada estéril. Por razones como ésta, asI se obtengan lesiones 
similares a las lesiones locales registradas en Ia literatura, se deben 
descartar los rcsuitados. 

Respecto a este flltimo aspecto, una experiencia similar con 
inoculaciones en frIjol* (Pliaseolus vuJaris) se detcrminó como causa 
de los sIntornas citados en C amaranticofor, ci uso de un buffer de 
extracción de caracterIsticas distintas al utilizado para inocular estos 
virus en orqufdeas registrado anteriormente (fosfato 0,5% y pH 7,4-
7,6), el cual brinda estabilidad y conserva infectivo al virus. Dc esta 
forma ci buffer usado, muy similar al de ELISA con los estabilizantes, 
reductores y detergentes que lleva, posiblemente no perrnitó mantener 
infectiva Ia estructura del virus o la bloquearon (ácido nucleico y 
protelna), ya que es apropiado para pruebas serologicas, donde lo 
importante es mantener libre la proteIna de enlaces con compuestos 
extraños corno taninos y materiales fenólicos, entre otros. Los 
componentes de este buffer usado en ELISA incluyen antioxidantes y 
dispersantes que pueden afectar los procesos bioquImicos en la hoja, 
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produciendo fitotoxicidad al actuar sobre enzimas propias de la planta 
corno las nucleasas, fenoloxidasas, ribonucleasas, fenoles, quinonas y 
taninos, entre otras. Si se pretende que estos aditivos actéien sobre 
iguales componentes de la muestra vegetal también lo harán sobre la 
hoja viva. 

Inhibidores. Una proporción variable de las partIculas de virus puede 
scr alterada en algunas formas durante el aislamiento, donde algunas 
enzimas y polisacáridos pueden atacar las protelnas de envoltura y 
oxidarse por fenoles, o dichas proteInas perder parte de sus enlaces 
terminales disponibles y en inenor posibilidad afcctar su estructura 
(81, 82, 83). En relación con lo anterior, estas enzimas y polisacáridos 
cornunes en plantas de las familias Amaranthaceae y Chenopodiaceae, 
alas cuales pertenecen Goinplirenay Chcnopodiuni, pueden inhibir la 
infección de algunos virus mientras que otros inhibidores pueden 
enlazarse al virus, bloqucarlo y evitar la traducción del ácido nucleico, 
sin que este mecanismo haya sido totalmente entendido. Adernás, 
compuestos como los taninos, polifenoles, ortoquinonas y oxidasas 
pueden causar inactivación total (25, 38, lii). 

En Ia transmisión mecánica la presencia de algunos componcntes o 
aditivos en los extractos por inocular puede actuar de varias formas 
diluyendo, adsorbiendo, neutralizando o inactivando sustancias en la 
hoja o en el inóculo, por tanto pueden inhibir la infección o por ci 
contrario, reducir el efecto de los inhibidores especIficamente el de 
polifenolesy las nucleasas (23, 38, 80, 81, 82, 83, lii). Además de las 
ya mencionadas, hay gomas, mucIlagos, ácidos orgánicos y, en 
particular, ribonucleasas que afectan la infectividad del virus (81, 82, 
83). Por tal motivo, es necesario adicionar a algunos de los buffers 
empleados compuestos reductores, antioxidantes y cstabilizadores 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 extracción o no son productos propiamente 
recomendados en las metodologIas respcctivas, 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 puedcn acusar pérdida 
de capacidad infectiva de algunos virus (111), ãunque en ci caso de 
ORSVy CyMV, dada su alta estabilidad, esto es menos frecuente pero 
ocurre. La muestra de la mejor calidad es aquella totalmente fresca y 
donde no ha ocurrido el proceso de oxidación antes mencionado y 
son más ñtiles las hojas y tejidosjóvenes que tienen menor contenido 
de fenoles y de taninos, entre otros (81, 82, 83, III). Por esta razón, 
en las inoculaciones realizadas la oxidación de las muestras y su 
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Mediante observaciones al estcreoscopio y al microscopio no se 
encontraron estructuras de hongos, ni exudados de posible origen 
bacterial, lo cual llevó a plantear la hipótesis de que estas lesiones podIan 
ser consecuencia de deficiencias nutritivas, ya que en pruebas 
consedutivas con éstas y otras plantas que recibieron la adición de 
fertilizantes entre clios DAP no odurrió esta sintomatoiogIa. Por tanto, 
estos resultados relacionados con las lesiones observadas no se tuvicron 
en duenta. Posteriormente, cuando se lievaron muestras de estas 
lesiones y de las plantas afectadas para su observación en tinción 
negativa en ci microscopio electrónico de transmisión, no se 
observaron partIculas virales ni otros patógenos, tanto en las hojas 
afectadas como en hojasjóvenes asintomáticas. 

Composición del buffer de extracción. Otro aspecto a tener en 
cuenta cuando se hacen inoculaciones mecánicas es la utilizacidn de 
soluciones tampon o buffer adecuadas para esta práctica, 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 
forma y !a respuesta puede variar. Por ejemplo, se ensayó en la tercera 
de las inoculaciones un extracto de savia con aditivos empleados para 
la extracción de la muestra en ELISA tratando de reducir los efectos 
adversos de oxidantes donde ci virus probablemente podrIa estar afin 
infectivo. Sin embargo, al inocularlo en las hojas de C. arnaranticolor 
ocurrió una dlorosis dcl area rcspectiva, marchitamiento y caIda sfibita 
de la hoja, en los tratamientos con la muestra yen las plantas inoculadas 
con el buffer de extracción solo, no asI para las inoculadas con agua 
destilada estéril. Por razones como ésta, asI se obtengan lesiones 
similares a las lesiones locales registradas en la literatura, se deben 
descartar los resultados. 

Respecto a este Oltimo aspecto, una expericncia similar con 
inoculaciones en frIjoi* (Phaseolus vuigaris) se dcterminó como causa 
de los sIntomas citados en C amaranticolor, ci 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. Dc esta 
forma ci buffer usado, muy similar al de ELISA con los estabilizantes, 
reductores y detergentes que Ileva, posiblemente no permitO mantener 
infectiva la estructura dcl virus o la bloquearon (ácido nucleico y 
proteIna), ya que es apropiado para pruebas seroiogicas, donde lo 
importante es mantener libre la proteIna de enlaces con compuestos 
cxtraños como taninos y materiales fenólicos, entre otros. Los 
componentes de este buffer usado en ELISA inciuyen antioxidantes y 
dispersantes que pueden afectar los procesos bioquImicos en la hoja, 
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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 actOen sobre 
iguales componentes de la muestra vegetal también lo harán sobre la 
hoja viva. 

Inhibidores. Una proporción variable de las partIculas de virus puede 
ser alterada en aigunas formas durantc ci aislamiento, donde algunas 
enzimas y polisacáridos pueden atacar las proteInas de envoltura y 
oxidarse por fenoles, o dichas proteInas perdcr parte de sus cnlaces 
terminales disponibles y en menor posibilidad afectar su estructura 
(81, 82, 83). En relacidn con lo anterior, estas enzimas y polisacáridos 
comunes en plantas de las familias Amaranthaceac y Chcnopodiaceac, 
alas cuales pertenecen Gomphrenay Chenopodiurn, pueden inhibir la 
infccciOn de algunos virus mientras que otros inhibidores pueden 
enlazarse al virus, bloqucarlo y evitar la traducciOn dcl ácido nucleico, 
sin que este mecanismo haya sido totaimente entendido. Adcmás, 
compuestos como los taninos, polifenoles, ortoquinonas y oxidasas 
pueden causar inactivaciOn total (25, 38, 111). 

En la transmisidn mecánica la presencia de algunos componentes o 
aditivos en los extractos por inocular puede actuar de varias formas 
diluyendo, adsorbiendo, ncutralizando o inactivando sustancias en la 
hoja o en ci inOculo, por tanto pueden inhibir la infección o por ci 
contrario, reducir el cfccto de los inhibidores espedIficamente el de 
polifenoles y las nucleasas (23, 38, 80, 81, 82, 83, 111). Además de las 
ya mencionadas, hay gomas, mucIlagos, ácidos orgánicos y,  en 
particular, ribonucleasas que afectan la infectividad dcl virus (81, 82, 
83). Por tal motivo, es neccsario adicionar a algunos de los buffers 
empicados compuestos reductores, antioxidantes y estabilizadores de 
protcInas dcbidamcntc probados y recomendados (25, 38). 

Existen mctodologIas cspccIficas para inocular virus y grupos de virus 
y cuando no se adicionan reactivos antioxidantes y cstabilizadorcs en 
los proccdimicntos de extracciOn o no son productos propiamente 
rccomendados en las metodologIas respectivas, es muy probable que 
no se obtengan los mcjores resultados. 

Estado de la muestra. Al macerar los tejidos vegetaics, los 
metabolitos de la planta y los restos celulares pueden acusar pérdida 
de capacidad infectiva de algunos virus (111), aunque en ci caso de 
ORSVy CyMV, dada su alta estabilidad, esto es menos frecuente pero 
ocurre. La muestra de la mejor calidad es aqucila totalmcnte fresca y 
donde no ha ocurrido el proceso de oxidacidn antcs mencionado y 
son más Otilcs las hojas y tcjidosjdvenes que tienen menor contcnido 
de fenoies y de taninos, entre otros (81, 82, 83, 111). Por esta razdn, 
en las inoculaciones realizadas la oxidacidn de las muestras y su 



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

Factores externos y propios de la planta. La utilización 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 recomcndadas, 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 
infección y la aparición de sIntomas. Por ello, en algunos 
procedimientos de inocuiación mecánica se recomienda mantener 
las plantas que van a ser inoculadas durante 24 a 48 horas en oscuridad, 
pero normaimente éstas deben cultivarse en ambientes sombreados. 
Otro factor que influye es la nutrición aunque en este aspecto es 
variable la información, pero regularmente las plantas bien nutridas 
responden mejor en cuanto al desarrollo de la infección y la 
manifestación de sIntomas. Por ejemplo, plantas deficientes en 
nitrógcno registraron ciorosis y manchas de tonaiidades rojizas que 
afectaronlaevaluacjón de sIntomas (38, 111). 

La planta, el genotipo y las caracterIsticas de la especie utilizada influyen 
también en la respuesta a la inocuiación 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 está 
en procesos continuos de subcultivo de virus durante perIodos 
prolongados, se puede estar realizando una selección por 
susceptibilidad a un aislamiento determinado, selcccionando una cepa 

aislamiento del virus más o menos patogénico. Una menor edad de 
la planta favorece la infección, debido a que los virus dependen en 
gran medida de las células epidermales superiores para penetrar y lo 
logran mejor en los tejidos tiernos. Además, las plantas indicadoras 
tienen una edad determinada a partir de la cual se considera adecuada 
su respuesta en las inoculaciones mecánicas, condición que por lo 
general ocurre al inicio de su perIodo vegetativo, normalmente cuando 
están en el primer mes de edad (38, 111). En las plantas indicadoras 
también es posibie que se presenten infecciones latentes o no se 
manifiesten los sIntomas por cuaiquiera de estos u otros de los factores 
relacionados. Lo anterior también está relacionado con la 
concentración del virus (tItuio) en la planta muestra, determinante 
para la obtención de sIntomas locales o sistémicos en las plantas 
hospedantes indicadoras, especialmente cuando las concentraciones 
del virus en la muestra son bajas (59, 111). Finaimente, otra de las 
consideraciones importantes al trabajar con plantas indicadoras es 
conocer bien las caracerIsticas de su foliaje, especialmente su fragilidad 

susceptibilidad al daflo mecánico cuando Sc utilizan abrasivos como 

celita (tierra diatomácca) 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 ocurrió en la cuarta inocuiación donde se 
emplcó Nicotianagluthiosa, que presentó evidentes sIntomas de heridas, 
desprcndimiento de la epidermis y demás daños mccánicos que 
terminaron en necrosis después de inocular Cl extracto de la muestra 
con ayuda de copitos de algodon y con carborundum. 

Piantas de esta especie y de otras similares, como JV bentharniana y IV. 
tabacurn, tienen hojas fragiles y si no ha habido una buena nutrición c 
hidratación, estos daños ocurren más fácilmentc. Para el caso de la 
primera de estas dos especies hubo numerosos inconvenientes con ci 
area fohar reducida, hojas y taflo quebradizos y frágiles, mientras que 
para la segunda especie se registraron problemas de clorosis continuada 
no obstante las fertilizaciones, sin que se apreciara aparcntemcntc 
respuesta a ciias (8, 10). 

En conclusion, las plantas indicadoras son una herramicnta más que 
debe complementarse con otras técnicas más poderosas para el 
diagnostico e identificación de virus. Son vahosas para propositos de 
reproducción de sIntomas en tiempos cortos, reiativamente fáciles de 
cuitivar y son muy Otiles para ci incremento de los virus 
experimentaimente. Sin embargo, pueden presentar problemas por el 
efecto de condiciones externas (variables climáticas) o propias de la 
planta (edad, nutriciOn y  fisiologIa) sobre la expresiOn o no de las 
lesiones locales en la planta indicadora, como antes se registro 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 ningOn momento lesiones locales 
ni mosaicos, a pesar de utilizar ci mismo extracto de cada muestra con 
las cuales se inoculó G. giobosa que resuitO 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 registro en muestras positivas de G. globosa respecto a la presencia 
de lesiones locales, lo cuai se confIrmó al ilevar estas plantas al 
microscopio electrOnico para verificar la infección por ambos virus 

LJ6A. 

Como se mencionó anteriormente, esta técnica se ha utilizado en 
distintos estudios con los virus CyMV y ORSV en orquIdcas (1, 5, 
48, 49, 72, 74, 112) y fue empleada para la determinaciOn o 
identificaciOn especIfica de CyMVy ORSV En estos trabajos se utilizó 
ELISAen platos mOltiples (33), como prueba determinanteya que las 
plantas indicadoras son un coniplemento en la detecciOn de la prescncia 



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

Factores externos y propios de la planta. La utilización 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 rcgistra la inhluencia de la luz, donde 
altas intensidades van a formar "plantas duras" que dificultan su 
infccción y la aparición de sIntomas. Por ello, en algunos 
procedimicntos de inoculación mecánica se recomienda mantener 
las plantas que van a ser inoculadas durante 24 a 48 horas en oscuridad, 
pero normalmente hstas debcn cultivarse en ambientes sombrcados. 
Otro factor que influye es la nutrición aunque en este aspecto es 
variable la información, pero regularmente las plantas bien nutridas 
respondcn mejor en cuanto al desarrollo de la infección y la 
manifestación de sIntomas. Por ejemplo, plantas deficientes en 
nitrógeno registraron clorosis y manchas de tonalidades rojizas que 
afectaron la evaluación de sIntomas (38, 111). 

La planta, el genotipo y las caracterIsticas de la especie utilizada influyen 
también en la respuesta a la inoculación 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 está 
en procesos continuos de subcultivo de virus durante perlodos 
prolongados, se puede estar realizando una selección por 
susceptibilidad a un aislamiento determinado, seleccionando una cepa 

aislamiento del virus más o menos patogénico. Una menor edad de 
la planta favorece la infección, debido a que los virus dependen en 
gran medida de las células epidermales superiores para penetrar y lo 
logran mejor en los tejidos tiernos. Además, las plantas indicadoras 
tienen una edad determinada a partir de la cual se considera adecuada 
su respuesta en las inoculaciones mecánicas, condición que por lo 
general ocurre al inicio de su perlodo vegetativo, normalmente cuando 
están 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 tambihu está relacionado con la 
concentracjón del virus (titulo) en la planta muestra, determinante 
para la obtención 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 caracterIsticas de su follaje, especialmente su fragilidad 

susceptibilidad al dano mecánico cuando se utilizan abrasivos como 

cclita (tierra diatomácca) o carborundum, con ci fin de causar heridas 
en las parcdes celulares para que puedan cntrar los virus a las células 
(31, 38, 80, 83, 111). Esto ocurrió en la cuarta inoculación donde se 
cmplcó Nicotianaglutinosa, que presentó evidentcs sIntomas de heridas, 
desprendimiento de la epidermis y demás daños mecánicos que 
terminaron en necrosis despuhs de inocular el cxtracto de la muestra 
con ayuda de copitos de algodon y con carborundum. 

Plantas de esta especie y de otras similarcs, como N bcnthamiana y JV. 
rabacum, tiencn hojas fragiles y si no ha habido una buena nutrición e 
hidratacián, estos daños ocurren más fácilmentc. Para el caso de la 
primera de estas dos especies hubo numerosos inconvenientes con el 
area foliar reducida, hojas y tallo quebradizos y fragiles, mientras que 
para la scgunda especie se rcgistraron problemas de clorosis continuada 
no obstante las fertilizaciones, sin que se apreciara aparentemente 
respuesta a ellas (8, 10). 

En conclusion, las plantas indicadoras son una herramienta más que 
debe complcmentarse con otras técnicas más poderosas para el 
diagnostico e identificación de virus. Son valiosas para propositos de 
reproducción de sIntomas en tiempos cortos, relativamente fáciles de 
cultivar y son muy ñtiics para el incremento de los virus 
experimentalmente. Sin embargo, pueden presentar probiemas por el 
efecto de condiciones externas (variables climáticas) o propias de la 
planta (edad, nutrición y  fisiologIa) sobre la expresiOn o no de las 
lesiones locales en la planta indicadora, como antes se registro 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 ningfin momento lesiones locales 
ni mosaicos, a pesar de utilizar el mismo extracto de cada muestra con 
las cuales se inoculó C. globosa que resultó positiva; no obstante haberse 
hecho de la misma manera para las tres especies indicadoras inoculadas 
yen igualdad de condicioncs. Los virus estaban en las muestras, como 
se registro en muestras positivas de G. globosa respecto a la presencia 
de lcsiones locales, lo cual se confirmó al lievar estas plantas al 
microscopio electrOnico para verificar la infección por ambos virus 

tLJ6A. 

Como se mcncionó 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 hue empleada para la determinación o 
idcntificación especIfica de CyMVy ORSV En estos trabajos se utilizO 
ELISA en platos mñltiples (33), como prueba determinante ya que las 
plantas indicadoras son un complemento en la detección de la presencia 



U) 
CO 

de estos virus, dcbido a la influencia que pueden tener distintos factorcs 
para que se exprescn los sIntomas y se obtengan las lcsiones. - 	a 	a 

(0 0) 00000 Co 0(0000 0000 	0 	00000000 
CoCo 	 Co 	 Co 

8 

n NJ 	 Co a 	CO Co (0 CC) 	0a a CO Co LI) 	LCD 	CO (0 0 
0a00000 	 NCo00 - 	Co 

ICo 	 C0000 	 CoLO 

00000000 Co 	 Co 	 a 
0 (00000000 OCO 0 00 OCo 

Co 	 Co 8 	 o 	o 
Co 	 Co 

Co 	a LI) 0 N- Co a 	o 	Co o CC 

0(000000 'i0 (0 (0 CoCoN- 0)0(5 o 
(5 	 2 

co 
Co 	Co 

Co 	Co 	Co Co 	•CI 0 	Co Co 	a 
0CoCo0L00CoCo000CoCOO 000 

Co 	 0 Co Co N- 	Co Co 	 0 	0 

0000000 C 

+ .2 

> ± CD 
> Co 

C-) 
') 0 .2 

co co 
C- > 

2 
Lo 
cli (5 

(5 

> 

>-8 
> 
U) 

CC 
8 CoO U) a) 

Co or Co 
-0 > a- a) 

UDt 0 - 
C

co 

0 0- 
CC 

LO  

1) 

22  
Co 

0CC) 

a,
Co 

8 0 Va) 

(0 
oU) 

-Z5 
- 
a) CO 

N- 0)0(C) 6 Co - - a) 
=> 

(0 CC 	a) >.C( 
-55 C >- 2 Co Nd 	CC -> 

C (0 Co C 
.o 0 P=0 

N- 

En ci reconocimicnto de virus en cattleyas colombianas se utilizaron 
kits comerciales ELISA de doble capa o "sandwich" de anticuerpo 
(Das- Elisa) o compuesto directo para la dctección de CyMVy ORS\ 
usando platos mfnitiples en los cuales cmpiearon las enzimas peroxidasa 
y fosfatasa alcalina (8, 9, 10, 11). Se rcalizaron básicamente los 
proccdimientos recomendados por los fabricantes, con algunas 
modificaciones (35, 38, 112). Los procedimientos dctallados se 
inc!uyen en cI apéndice metodológico. Las muestras se procesaron en 
siete grupos principales y una repcticion adicional o complementaria 
con peroxidasa para los grupos de muestras que se habIan trabaj ado 
con kits con fosfatasa alcalina (grupos del 5 al 7), realizando 
modificacioncs y ajustes segñn su procedencia, estado de oxidación y 
tiempo dc conservación. Los resultados de la totalidad de los siete 
grupos de muestras con los subgrupos, más la repetición o prueba 
complementaria se detallan en la Tabla 10. 
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Figura 101. 
Reacciones positivas para 

000 	0 Cymv en ELISA en el 
••• 	0 	desarrollo de color; a. 
'' 	.- 0 	. Fosfatasa alcalina;, b. 

0 0 	Peroxidasa. 

Criterio de Evaluación. Uno de los aspectos fundamentales para 
cva!uar los resultados de las pruebas ELISA tiene que ver con ci criterio 
para definir ci carácter poSitivo de una muestra. Cuando se trata de la 
evaluación cualitativa se hace con base en ci desarrollo de color, que 
para la enzima fosfatasa alcalina es amarillo, y si se usa peroxidasa la 
reacción positiva es de color naranja (Figura 101). En Cenicafé se 
utilizó la siguiente escala para la intensidad en ci desarrollo de color 
(8,9, 10, 11): 

+ LeveoTenue, 
+ + Moderado, 
+ + + Fuerte o Intenso, 
- Negativo 
? "dudoso o por confirmar". 

La comparación siempre se hace contra los blancos y contra los 
controles de muestras de 
plantas de la misma especie 
negativas o sanas, que no 	 a 

deben generar color en las 
reacciones en cadena. 

Para la determinación del 
umbral positivo de una 
muestra en trabajos de invcstigación 
es más importante usar ci factor de 
evaluación cuantitativo que el 
cualitativo o visual, este dltimo más 
apropiado cuando se hacen 
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dc cstos virus, debido a la influencia que pucdcn tencr distintos factorcs 
para que se cxprescn los sIntomas y  se obtcngan las lesiones. 

En ci rcconocimicnto de virus en catticyas colombianas se utihzaron 
kits comerciales ELISA dc dobic capa o "sandwich" de anticuerpo 
(Das- Elisa) o compuesto directo para la dctccción dc CyMVy ORSV 
usando piatos multiples en los cuales cmplcaron las enzimas peroxidasa 
y fosfatasa alcalina (8, 9, 10, 11). Sc rcalizaron básicamentc los 
proccdimicntos recomendados por los fabricantes, con algunas 
modificaciones (35, 38, 112). Los proccdimicntos detailados se 
inciuycn en ci apéndice metodologico. Las mucstras se procesaron en 
sictc grupos principales y una repctición adicional o complementaria 
con peroxidasa para los grupos dc mucstras que se habIan trabajado 
con kits con fosfatasa alcalina (grupos del 5 a! 7), realizando 
mod Wicaciones y ajustes segiiIn su proccdcncia, estado de oxidación y 
ticmpo dc conservación. Los resultados dc Ia totalidad de los siete 
grupos dc mucstras con los subgrupos, más la repetición o prueba 
complcmcntaria se detallan en la Tabia 10. 

Criterio de Evaluación. Uno dc los aspectos fundamentales para 
evaivar los resultados dc las pruebas ELISA tienc que ver con ci criterio 
para dcfinir ci carácter positivo dc una muestra. Cuando se trata de la 
evaluación cualitativa se hace con base en ci desarroilo de color, que 
para la enzima fosfatasa alcalina es amarillo, y si se usa peroxidasa la 
reacción positiva es de color naranja (Figura 101). En Cenicafé se 
utilizó la siguiente escala para la intensidad en el desarroilo de color 
(8,9, 10, 11): 

+ Levc o Tcnue, 
+ + Moderado, 
+ + + Fuerte o Intenso, 
- Ncgativo 
? "dudoso o por confirmar". 

La comparación siempre se hace contra los biancos y contra los 
controles de muestras de  
plantas de Ia misma especic  
negativas o sanas, que no 	 a 
deben generar color en las 
reacciones en cadena. 	 . .. 

Para la determinación del 
umbral positivo de una 	' 
muestra en trabajos de investigac-lon 	 Figura 101. 

es mas importante usar ci tactor de Reacciones positivas para 

evaluacion cuantitativo que el 	
Cymv en ELISA en el

.000 	desarrollo de color; a. 
cuaiitativo o visual, este (iitimo más 	 0• 	0 . . Fosfatasa alcalina;, b. 
apropiado cuando se hacen 	 Peroxidasa. 
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evaluaciones en condiciones limitadas tecnológicamente o por los 
cultivadores. En la evaluación cuantitatjva los valores dc absorbancia 
se obtienen mediante un equipo lector espectrofotométrico, provisto 
de filtros que permiten cuantificar la absorbancia de la luz al pasar per 
las celdas de los platos, luz que es emitida por una serie dc lámparas 
del equipo. Esta absorbancia es medida a una determinada longitud 
de onda (405nm para fosfatasa alcalina y 490nm en peroxidasa). Para 
ClarkyAdams (33), ci ojo humano es capaz de visualizar color cuando 
su absorbancia es superior a 0,100. 

En este aspecto de la evaluación cuantitativa la literatura no brinda 
ciaridad y no hay consistcncia en la utilización dc diversos factores 
para considcrar una muestra positiva (35, 105). Sc pueden utilizar los 
factores dc dos veces (Tx2) ci 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 desviación estándar 
detodalaprueba, sumándoiados (T+2s), tres (T+3s) oduatroveces 
(T+4s) al valor obtenido para ci promedio de los testigos sanos (105). 
Bar Joseph etaL (13), recurren a un valor de 0,150 superior al del 
promedio de los testigos sanos como critcrio positivo. Elliot etal. (40) 
por ejemplo, emplean para un trabajo de reconocimiento de virus en 
orquIdcas los factores de dos (Tx2) y tres veces (Tx3) ci promedio de 
los testigos sanos. Si ci valor de la muestra supera este factor ésta es 
positiva. Normaimente en los antcriores trabajos se resta a cada uno 
de los valores obtenidos por el equipo ci valor de fondo, ci cual resulta 
del promedio de la absorbancia del buffer de cxtracción (B.E.) ubicado 
en ia prucba como un blanco. Dc esta forma se evalña ci valor de la 
absorbancia real dc la muestra. Para ci reconocimjento se consideró 
como factor de evaluación o umbral positivo-negativo, dos veces (Tx2) 
el promedio de las absorbancias dc los testigos sanos o controles 
negativos (Buffer de extracción B.E.). 

Este es un factor fucrte de castigo a la prueba, ya que la base dc la 
comparación de acucrdo con la Iitcratura mencionada al rcspecto es ci 
rcsuitado del promedio de muestras de plantas testigo sanas. Sin 
embargo, en la presentación de resultados se tuvieron en duenta otros 
factores de evaluación más fuertes (Tx3 y Tx4), con el fin de iiustrar 
cómo puedo interpretarse la información scgñn ci factor seleccionado. 
Tambjén se consideraron los valores o resultados dudosos, aplicando 
conceptos (48, 105), donde valores dc absorbancias mayoros a 0,100 
pueden considerarse como positivos (para este caso "dudosos o por 
confirmar") al gencrar color, principalmente en la cvaivación 
cualitativa, reafirmando lo conceptuado por Clark y Adams (33), 
siempre y cuando se consideren los factores dc evaluación como se 
mencionó anteriormente, sobre todo, los valores dc los testigos 
negativos y dc los blancos (buffer de extracción B.E.). A continuación 
se prescnta ci forrnato utihzado para ci registro de los resultados 
obtenidos en las pruebas ELISA: 

En las pruebas ELISA hay influencia de factores externos y de procesos 
no detcctables o definidos por las caractcrIsticas dc la técnica que 
pueden afectar negativamonte los resultados obtenidos. Dc esta forma, 
dentro de las cvaluaciones realizadas pueden obtenerse valores o 
registros "dudosos o por confirmar", tanto cualitativa como 
cuantitativamente. Adicionalmente, se rogistran rcacciones o procesos 
que pueden gencrar respuestas contrarias, como son los "faisos 
positivos o falsos negativos". Algunos de los principaics factores que 
afectan la calidad de los resultados obtenidos en las pruebas ELISA 
son: 

Ubicación y posibles contaminaciones. Para Clark y Adams (33), 
quienes dcsarroliaron ELISA en platos multiples bacon énfasis en 
aigunos factores que pueden afectar los resultados entre cUbs, la 
procedencia y las caracterIsticas de los platos, principalmcnte, la 
localización de las muestras dcntro del mismo. Son más susceptibles 
de variar o de obtener valores erróneos o reacciones no cspecIficas en 
las celdas ubicadas en los bordes del plato, todo osto Ilamado "efecto 
de plato". ELISA es una prueba altamente sensible al dctectar bajas 
cantidades del virus y de per si, es sensible a contaminaciones entre 
las muestras y los controles o en ci procedimiento de adición y lavados 
de los reactivos, especialmente del conjugado enzimático. Cuando se 
estan analizando los resultados obtenidos en cada cclda debe 
contemplarse su ubicación en ci plato y la comparación con los valores 
de las otras repeticiones. Dentro dc los resultados obtenidos en una 
prueba es frecuentc la existencia de valores sospechosos de 
contaminación o de reacción "no especIfica", lo cual se puede presentar 
en celdas individuales o en la totalidad del plato. Un ejemplo de posible 
contaminación en celdas individuales se presenta para ci primer grupo 
de pruebas ELISA (Figura 102), donde la muostra testigo de Gornphrena 
globosa (Gg) en el kit de ORSV presentó un valor de 0,147, ci cual 
tiene alta posibilidad de habcrsc contaminado en una de las 
repeticiones, alterando el promedio respectivo con relación 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, ci 
resultado de Gg no se puode considorar como positivo. 

En Ccnicafé se rogistraron problemas para kits comerciales de fosfatasa 
alcalina (por ejemplo, kits 22 y 30), (Figura 103a y b), en los cualos 
hubo color amarillo intenso en Ia totalidad de las celdas del plato, 
incluyendo los controles negativos o blancos (buffer dc extracción 



evaluaciones en condicioncs limitadas tecnoiógicamcnte o por los 
cultivadores. En la evaivación cuantitatjva los valores de absorbancia 
se obtienen mediante un equipo lector espectrofotometrico, provisto 
de filtros que permiten cuantificar la absorbancia de Ia iuz al pasar por 
las celdas de los platos, luz que es emitida por una serie de lámparas 
del equipo. Esta absorbancia es medida a una determinada longitud 
de onda (405nm para fosfatasa aicalina y 490nm en peroxidasa). Para 
Clark y Adams (33), ci ojo humano es capaz de visualizar color cuando 
su absorbancia es superior a 0,100, 

En este aspecto de Ia evaivación duantitativa Ia literatura no brinda 
ciaridad y no hay consistencia en la utilización de diversos factores 
para considcrar una muestra positiva (35, 105). Sc pueden utilizar los 
factores de dos veces (Tx2) ci 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 desviación estándar 
de toda la prucba, sumándoia dos (T+2s), tres (T+3s) o cuatro veces 
(T+4s) al valor obtenido para ci promedio de los testigos sanos (105). 
Bar Joseph etal. (13), recurren a un valor de 0,150 superior ai del 
prornedio de los testigos sanos como criterio positivo. Elliot etal. (40) 
por ejemplo, emplean para un trabajo de reconocimiento de virus en 
orquIdeas los factores de dos (Tx2) y tres veces (Tx3) ci promedio de 
los testigos sanos. Si ci 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, ci cual resulta 
del promedio de la absorbancia del buffer de extracción (B.E.) ubicado 
en la prueba como un blanco. Dc esta forma se evalüa el valor de la 
absorbancia real de la muestra. Para ci reconocimiento se consideró 
como factor de evaluación o umbral positivo-negativo, dos veces (Tx2) 
el promedio de las absorbancias de los testigos sanos o controles 
negativos (Buffer de extracción BE.). 

Este es un factor fuerte de castigo a la prueba, ya que la base de la 
comparación de acuerdo con la literatura mencionada al respecto es ci 
resultado del promedio de muestras de plantas testigo sanas. Sin 
embargo, en la presentación de resultados se tuvieron en cuenta otros 
factorcs de evaluación más fuertes (Tx3 y Tx4), con ci fin de ilustrar 
cómo puede interpretarse la información segilin ci 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 evaluación 
cualitativa, reafirmando lo conceptuado por Clark y Adams (33), 
sicmprc y cuando se consideren los factores de evaluación como se 
rncncjonó anteriormente sobre todo, los valores de los testigos 
negativos y de los blancos (buffer de cxtracción BE.). A continuación 
se presenta el formato utilizado para ci registro de los resultados 
obtenidos en las pruebas ELISA: 

En las pruebas ELISA hay influencia de factores externos y de procesos 
no detectables o dcfinidos por las caracteristicas de la técnica que 
pueden afectar negativamentc los resultados obtenidos. Dc csta forma, 
dcntro de las evaluaciones realizadas pueden obtenerse valores o 
registros "dudosos o por confirmar", tanto cualitativa como 
cuantitativamentc. Adicionalmente, se rcgistran reacciones o procesos 
que pueden generar respuestas contrarias, como son los "falsos 
positivos o falsos negativos". Algunos de los principales factores que 
afectan Ia calidad de los resultados obtenidos en las pruebas ELISA 
son: 

Ubicación y posibles contaminaciones. Para Clark y Adams (33), 
quicnes dcsarroilaron ELISA en platos multiples haccn énfasis en 
algunos factores que pueden afectar los resultados cntrc clios, la 
proccdcncia y las caracterIsticas de los platos, principalmente, la 
localización de las muestras dentro del mismo. Son más susccptibles 
de variar o de obtener valores erróneos o reacciones no especIficas en 
las celdas ubicadas en los bordes del plato, todo esto liamado "cfecto 
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 ci procedimiento de adición y lavados 
de los reactivos, espccialmcnte del conjugado enzimático. Cuando se 
estan analizando los resultados obtenidos en cada celda debe 
contemplarse su ubicación en ci plato y la comparación con los valores 
de las otras repeticiones. Dentro de los resultados obtenidos en una 
prueba es frecuente la cxistcncia de valores sospechosos de 
contaminación o de reacción "no cspecIfica", lo cual se puede presentar 
en celdas individuales o en la totalidad del plato. Un ejemplo de posible 
contaminación en celdas individuales se presenta para ci primer grupo 
de pruebas ELISA (Figura 102), donde la muestra tcstigo de Gomphrena 
globosa (Gg) en ci kit de ORSV presentó un valor de 0,147, ci cual 
tiene alta posibilidad de haberse contaminado en una de las 
repeticiones, alterando ci promedio respectivo con relación 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, ci 
resultado de Gg no se puede considerar como positivo. 

En Cenicafé se registraron problemas para kits comcrciales de fosfatasa 
alcalina (por ejemplo, kits 22 y 30), (Figura 103a y b), en los cuales 
hubo color amarillo intcnso en la totalidad de las celdas del plato, 
incluyendo los controles negativos o blancos (buffer de extracción 
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B.E.), y en mcnor grado, para kits comerciales de peroxidasa (kit 46) 
(Figura 103c), con desarrollo dc color naranja intenso. Esto puede 
apreciarse at coinparar los valores de Ia evaluación cuantitativa dc los 
controles negativos de ambos virus en Ia Tabla 11, quc comparan 
ademis los valores mIniinos y maximos de absorhancias registrados 
por las mucstras y los testigos de referencia (sanos y enfermos) dc los 
kits. Cuando ocurren este tipo dc problemas dondc no hay rcspuesta 
alguna, Ia totalidad de los resultados entran en "duda o por confirmar" 
y deheii descartarse o aclararse dentro del análisis, requiriéndose Ia 
repctición de Ia prueba (Tahla 10). 

Lo anterior pudo darsc hipotéticainente en los procesos de lavado, 
tanto al rctirar el contenido de Ia muestra antcs del primer lavado como 
al efectuar el lavado del conjugado cnzimático. Una explicacióii 

- 

probable Cs la manipulación de los residuos cuando se realiza a 
manualmente y automáticamente, dc acuerdo con lo niciicionado 
taiyibiii por I'ineda 	personal, 1998). En Cenicafé, para los dos 
primeros grupos dc pruchas se hizo manualmente, mientras que para CD 

los dems (del tercero al séptimo grtipo) 	se utilizó el equipo 
inmunolavador Biorad 1250. Dentro de esta explicacidn es posible 

I que permanezcan residuos del conjugado o quedeii ligeras 
contaminaciones en los hordes 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 contamiiiación y reacciones "no cspecI6cas". 
Esta explicación se puede dcscartar porque utilizando el mismo equipo 
inmunolavaclor no se presentaron 	 - 
contain inaclones en los platos 	ri;.0i"640".  - 
siguientes de CyMV y ORSV 	 Figura 102. 

Plato microtitulable considerando ademas, quc las : 
con los resultados distint is prueh is se rc ihz iron en * obtenidos en ELISA 

forma siniultánea y en las mismas 	 del kit ide ORSV. 
condiciones de procedimientos, 	 - 
dctallcs cxplicados en ul Apcndicc 	4. 

	 0 
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B.E.), y en menor grado, para kits comerciales de peroxidasa (kit 46) 
(Figura 103c), con desarrollo de color naranja intenso. Esto puede 
apreciarse al comparar los valores de la cvaluación cuantitativa de los 
controles negativos de ambos virus en la Tabla 11, que comparan 
además los valores mInimos y máximos de absorbancias registrados 
por las muestras y los testigos de referencia (sanos y enfermos) dc 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 análisis, rcquiriéndose la 
repetición de la prueba (Tabla 10). 

Lo anterior pudo darse hipotéticamente en los procesos de lavado, 
tanto al retirar ci contenido de Ia mucstra antes del primer lavado como 
al efectuar ci lavado del conjugado enzimático. Una explicación 
probable es la manipuiación de los residuos cuando se realiza 
manualmente y automáticamcnte, de acucrdo con lo mencionado 
tambifn por Pineda personal, 1998). En Cenicafé, para los dos 
primeros grupos de pruebas se hizo manualmente, mientras que para 
los demás (del tercero al sfptirno grupo) se utilizó ci equipo 
inmunolavador Biorad 1250. Dentro de esta explicación es posible 
que permanczcan residuos del conjugado o queden hgeras 
contaminaciones en los bordes del plato que repercuten en ci desarrollo 
de color. Clark y Adams (33) mcncionan este aspccto del lavado de los 
platos varias veces asegurando que trazas de los reactivos que no se 
laven pueden ocasionar contarninación y reacciones "no especIficas". 
Esta explicación se puede descartar porque utili7aildo ci mismo equipo 
inmunolavador no se presentaron 
contaminaciones en los platos 

	

siguientes de CyMV y ORSV 	 IN, 	Fiura 102 

	

considerando ademas, que las 	 S 	Plato microtitulable
conlosresultados 

	

distintas pruebas se realizaron en 	 obtenidos en ELISA 

	

forma simultánea y en las mismas 	 del kit ide ORSV. 
condiciones de procedimientos, 

	

detalles exphcados en ci Apcndice 	4 
Metodologico 	Tambien 
complementan la informacion 
sobre los lavados con ci efecto que 

	

puede tencr ci origen y las 	U 

	

caracterIsticas del plato. No 	
© FiguralO3. obstante este ultimo aspecto C5 

Reacciones de desarrollo 

	

poco probable que exista un cfccto 	 de color obtenidopor 

	

rnarcado de los platos dcbido que 	 posibles contaminacrones 

	

en ci caso de los kits comcrciaics 	 generalizadas 

	

producidos porAgdiaestos son los 	 en kits ELlSApara 
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comportamiento serIa igual para kits pertenecientes a los mismos lotes, 
sea de CyMV o de ORSV A medida que se incrementa ci conocimiento 
de la prueba y se elaboran algunos más, se pucden ehminar algunos 
de los valores de "posibics contaminaciones", contrastanteS al 
compararlos con las distintas repeticiones, valores que puedcn afectar 
ci promcdio rcsultantc. 

Importancia de las 	repeticiones. Para reducir ci cfecto dc los 
valores "sospcchosos" por contaminación o de reacciones "no 

CO especIficas" se debcn establecer varias repeticiones dentro del plato, 
EJ 
Iz 

tanto para las muestras por procesar como para los controles positivos, 
CL negativos y aigunas muestras de referencia comprobada como testigos* 

CD (40). En cuanto al ndmero de repeticiones la literatura no brinda 
CD parámetros definidos y se registran dos repeticiones (34, 40) y trcs 
Ca 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 controlcs. 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 controics (+ y 

con al menos 2 repeticiones para las muestras de referencia o testigos 
de C'attleya, teniendo en cuenta que los grupos se dividieron en 

distintos formatos o diagramas de carga. En subgrupos adecuados a 
todas las ocasiones los promedios de absorbancias se obtuvieron a partir 
de 3 lecturas en ci equipo lector Biorad 3550 uv; trabajando en los 

platos mflltiples para ELISA que contienen 96 celdas cada una con 
capacidad aproximada de 350 microiitros, dispuestas en 8 filas y 12 

CU  columnas. 
>0)> 00(J) 
aa 0110 

2 
a Valores de absorbancia obtenidos. Cuando se hacen las 

evaluaciones teniendo como referencia los valorcs de los testigos sanos 
blancos es importante evaluar la magnitud de los valores obtenidos. 

En los trabajos realizados en Cenicaff 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 ci criterio o factor de evaluación. 
Por ejemplo, en ci primer grupo de prucbas los testigos negativos o 
blancos (B.E), registraron un valor de absorbancia promedio de 0,023, 
donde la mayor partc de las muestras procesadas registraron valores 
menores a 0,100. Muestras como la 328 que registró una absorbancia 

15 de 0,121 van a resuitar positivas en todos los factores de evaluación, 
resultando este valor bajo si se compara con ci testigo o control positivo 
de ORSV con una absorbancia de 1,192, yes un resultado considerado 
"dudoso o por confirmar" al evaluar su desarroilo de color en la escala 
cualitativa respecto al control positivo. El efecto de estos valores es 
una aita incidencia dcl virus en ci grupo de muestras proccsadas, y 

* Elliot, M. Comunicación personal, 1998 
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como se prcscnta en la Tabla 10, Ia magnitud dc los rcsultados 
"dudosos" llcgo a ccrca del 37% cuando se trató dc ORSV c infección 
conjunta para ci primer grupo dc pruebas, y otra scric de valores en 
algunos dc los grupos de pruebas siguicntcs. 

Un segundo caso se refiere a los valores variables entre pruebas para 
ci mismo virus o para distintos virus entre kits, para los controles y 
para las muestras (Figura 104 a y b). Por ejemplo, se rcgistró alta 
variación en los valores de absorbancia, sobre todo en los controles 
negativos (B.E.), donde los promcdios fueron reiativamcntc mayores 
respecto a los obtenidos en la primcra prueba. Se aprcciaron datos en 
las repeticioncs dc 0,175 y 0,180 como los mayorcs y dc 0,016 entre 
los inferiorcs para CyMV en distintos kits. En cambio, al anahzar los 
datos dc los kits dc ORSV,cncontraron como valor alto 0,087 y bajo 
0,024. Dc csta mancra, se registraron en estos cxperimcntos valores 
distantes entre los distintos kits (CyMV respecto a ORSV) y no entre 
los valores obtenidos en un mismo tipo de kit, en cstc caso con el 
conjugado cnzimático de peroxidasa. Para ci caso del anáiisis dc una 
muestra vcgctal individual (mucstra dc refcrencia 297), que registraron 
en dos pruebas las califlcacioncs dc rcsultados "por confirmar o 
dudoso" para ORSV debido al cfccto sobre ci promcdio dc un valor 
mayor prcscntando valores de 0,263 a diferencia dc las otras 
repeticiones con 0,052, 0,062 y 0,039. Por tanto, la obtcnción de un 
dcterminado valor considerablcmcntc alto o bajo en uno de los kits 
pucde alterar los prorncdios y la intcrprctación dc los mismos, tanto 
para los controles como para las mucstras. Se recomicnda entonces 
realizar los análisis plato por plato, comparando los valores de las 
distintas repeticiones para identificar valores con una alta variación y 
considerar su inclusion o no dcntro del análisis y no obtcncr los 
promedios a partir de los resultados dc platos indcpcndicntcs. 

Calidad de los reactivos. Otra fucntc posible de variación en los 
rcsultados obtenidos en las pruebas ELISA está en Ia cahdad dc los 
reactivos utilizados en los 
kits 	comcrcialcs, 	, •,•• 
rc lacionada en partc con 

' la procedcncia y ci cfecto OVISOISMS Diferencias apreciables opticamerite en la rntensidad 

dc platos (33). Dcntro dc 
• 

ói 
del desarrollo de color en ELISA con peroxidasa;a. 

i Kiti 3 CyMV yb. Kit 14 ORSV. (Debe tenerse en 
las 	osibles fucntcs de p • cuenta que es el mismo grupo de nluestras, en igual 
error 	esta 	ci - disposiciOn en el plato yen pruebas simultáneas en 

procedimiento 	de eltiempo) 

cubrimiento del nLtn en  r 
Ia compaflIa fabricante (Agdia, Inc 
en este caso), cI cual al adquirirlo 

 
ya viene cubicrto con ci anticuerpo 
desde la firma provecdora. AsI se 
utilizó para los siete grupos de 

prucbas, con prohlcmas para los quc emplcaron conjugado enzimático 
dc fosfatasa alcalina. Tratando de evitar ci posible efecto de la fijación 
del anticuerpo al fondo de las celdas, se emplearon los kits dc Agdia 
sin los platos prc-cubiertos con ci anticuerpo especIfico, rcalizando 
este cubrimicnto en Cenicafé con ci anticuerpo adquirido a Agdia c 
importado dcsdc los Estados Unidos. Estc procedimiento se utilizó 
para la repeticion dc los trcs flitimos grupos en la prueba adicional o 
complementaria con peroxidasa con rcsultados satisfactorios sirnilares 
a los obtenidos a las pruebas de los prirneros grupos con peroxidasa, y 
distintos a los resultados obtenidos con fosfatasa alcalina. Sin embargo, 
se presentaron valores mayores de los controles ncgativos o blancos 
(B.E.) cuando sc trató de ORSV la mayorIa de las veccs superiores a 
0,100 de absorbancia, en contrastc con los de CyMV rcalizados 
simultáncamentc, como se explicará más adelante. 

Es posible que también exista algfln cfccto dc las caractcrIsticas del 
anticuerpo utilizado, quc de por sí son distintas para CyMV y ORSV 
a pesar dc utilizar un buffer de cubrimiento igual en los kits dc Agdia 
(carbonato de sodio). Se discutirfa cntonccs la calidad del anticuerpo, 
aspecto que es de total incertidumbre y una causa probable de error 
para este tipo de investigaciones dondc se depende dc cmpresas 
comcrciales. Sin embargo, este aspccto no se cstudió ni se analizó en 
dctalle. 

Con relación a la cnzima utilizada en ci conjugado cnzimático dentro 
de los kits ELISA, se registraron diferencias entre los resultados 
obtenidos con peroxidasa respecto a los de fosfatasa alcalina, cuando 
realizaron la rcpcticion de los trcs filtimos grupos de pruchas (grupos 
5, 6y 7), como puede apreciarse en la Tabla 10. Estos grupos de pruebas 
se habIan procesado inicialmente con fosfatasa alcalina pero con base 
en ci incremerito dc los resultados "dudosos o por confirmar" en ci 
quinto y sexto grupos, especialmcntc para ORSV se realizó Ia rcpetición 
o prueba complementaria utiiizando kits en peroxidasa sin platos pre-
cubiertos con ci anticuerpo como antcs se cxplicó, tanto para CyMV 
como para ORSV. Estos autorcs tuvicron en cuenta siempre la 
rcahzación de las pruebas en forma simultánea en ci ticmpo y en 
igualdad de condiciones del laboratorio para poder compararlas 
(Figuras 105). 

Sc registraron difcrcncias debidas a valores de absorbancias más bajos 
en los controles positivos yen las rnucstras positivas con los Kits Agdia 
de peroxidasa para ORSV respecto a los obtenidos para CyMV AsI 
mismo, Sc rcgistrO variaciOn consistcnte en que blancos (B.E) y 
muestras ncgativas para ORSV marcaron valores superiorcs para 
ORSV con relaciOn a CyMV (Tabla 11). Una situación similar ocurrc 
con varios dc los kits de fosfatasa alcalina, donde los valores de 
absorbancia de los blancos (B.E.) son superiorcs en los kits de ORSV 
respecto a los dc CyMV e inclusive, se presentan valores altos 



como se presenta en la Tabia 10, la magnitud de los resultados 
"dudosos" llcgo a ccrca del 37% cuando se trató de ORSVe infección 

pruebas, con probiemas para los que emplearon conjugado enzimático 

conjunta para ci primer grupo de pruebas, y otra serie de valores en 
de fosfatasa alcalina. Tratando dc evitar ci posible efecto de la fijación 
del anticuerpo al fondo de las celdas, se emplearon los kits de Agdia algunos de los grupos de pruebas siguientes. sin los platos pre-cubiertos con ci anticuerpo especIfico, rcalizando 

Un segundo caso Sc refierc a los valores variables entre pruebas para 
este cubrimiento en Cenicafé con ci anticuerpo adquirido a Agdia e 

Cl mismo virus o para distintos virus entre kits, para los controles y 
importado desde los Estados Unidos. Este procedimicnto se utiiizó 

para las muestras (Figura 104 a y b). Por ejemplo, se rcgistró aita 
para la repeticion dc los tres 61timos grupos en la prueba adicionai o 
complementaria con peroxidasa con resultados satisfactoriossimiiarcs 

variación en los valores de absorbancia, sobrc todo en los controles 
negativos (B.E.), dondc los promedios fucron relativamente mayores 

a los obtenidos a las pruebas dc los primeros grupos con peroxidasa, y 

respecto a los obtenidos en la primera prueba. Se apreciaron datos en 
distintos a los resultados obtenidos con fosfatasa alcalina. Sin embargo, 
se presentaron valores mayores de los controles negativos o blancos las repeticiones dc 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 
(B.E.) cuando se trató de ORSV la mayorIa de las veces superiores a 

datos de los kits de ORSV, cncontraron como valor alto 0,087 	bajo y 
0,100 dc absorbancia, en contraste con los de CyMV reahzados 

0,024. Dc esta manera, se registraron en estos experimentos valores 
simultáneamcnte, como se ehcará más adeiante. 

distantes entre los distintos kits (CyMVrespccto a ORSV) y no entre 
los valores obtenidos en un mismo tipo de kit, en este caso con ci 

Es posibie que también exista algn efecto de las caractcrIsticas del 

conjugado enzimático de peroxidasa. Para ci caso del análisis de una 
anticuerpo utilizado, que de por sí son distintas para CyMV y ORSV, 
a pesar de utihzar un buffer de cubrimiento igual en los kits de Agdia 

muestra vegetal individual (muestra de referencia 297), que registraron 
en dos pruebas las calificaciones de 	"por 

(carbonato de sodio). Se discutirIa entonces la calidad del anticuerpo, 
resultados 	confirmar o 

dudoso" para ORSV,debido al efecto sobre el promedio de un valor 
aspecto que es de total incertidumbre y una causa probable de error 

mayor presentando valores de 0,263 a diferencia de las otras 
para este tipo de investigaciones donde se depende de empresas 
comerciales. Sin embargo, este aspccto no se estudió ni se anaiizó en repeticiones con 0,052, 0,062 y 0,039. Por tanto, Ia obtención de un detalie. determinado valor considerabiemente alto o bajo en uno de los kits 

puede alterar los promedios y  la interpretación de los mismos, tanto 
para los controles como para las muestras. Se recomjenda entonces 

Con reiación a la enzima utilizada en ci conjugado enzimático dentro 

realizar los anáiisis plato por plato, comparando los valores de las 
de los kits ELISA, se registraron diferencias entre los resultados 
obtenidos con peroxidasa respecto a los de fosfatasa alcalina, cuando 

distintas repeticiones para identificar valores con una alta variación y 
considerar su inclusion o no dentro del reahzaron la repcticion de los tres 61timos grupos de pruebas (grupos 

anáhsis y no obtener los 
promedios a partir de los resultados de platos independientes. 5, 6 y 7), como puede apreciarse en la Tabla 10. Estos grupos de pruebas 

se habIan procesado inicialmente con fosfatasa alcalina pero con base 
en ci incremento de los resultados "dudosos o por confirmar" en ci 

Calidad de los reactivos. Otra fuente posibie de variacjOn en los quinto y sexto grupos, especialmente para ORSV se reaiizó la rcpeticiOn 
resultados obtenidos en las pruebas ELISA está en la calidad de los o prueba compiementaria utihzando kits en peroxidasa sin platos pre- 
rcactivos utilizados en los cubiertos con el anticuerpo como antes se expilco, tanto para CyMV 
kits 	comerciaics, 

Figura 104 
como para ORSV Estos autores tuvieron en cuenta siempre la 

relacionada en parte con 	 © 
la proccdencia 	ci efecto 	

:ncias 	
: 

:Lamente en la ::ad 
realizacion de las pruebas en forma simultanea en ci tiempo y en 

y 	 color 
de platos (33) Dentro de 	 Kit13 

igualdad de condiciones del iaboratorio para poder compararlas 
CyMV yb Kit 14 ORSV (Debe tenerse en 

las posibics fucntes de 	
:` 	

cuenta que es el mismo grupode muestras en igual 
(Figuras 105) 

errorestá 	ci 	 diSPOsiciOnenei plato yen pruebas smultaneasen 
e 	empo) Sc registraron diferencias debidas avalores de absorbancias rnas bajos 

pro ced im i en to 	de en los controles positivos yen las muestras positivas con los Kits Agdia 
cubrimiento del plato en de peroxidasa para ORSV respecto a los obtenidos para CyMV Asi 
ia compañia fabricante (Agdia Inc mismo se registro variacion consistente en que biancos (B.E) y 
en este caso) 	ci cual al adquirir!o muestras negativas para ORSV marcaron valores superiores para 
yaviene cubierto con el anticuerpo 	7 
desde la firma 

ORSV con reiacion a CyMV(Tabla 11) Una situaclon similar ocurre 
proveedora Asi se con varlos de los kits de fosfatasa alcalina, dondc los valores de 

utilizo para los slete grupos de absorbancia de los biancos (B.E.) son superiores en los kits de ORSV 
respecto a los de CyMV e inclusive, se prcscntan valores altos 



ComparaciOn de pruebas pares 
ELISA para un mismo grupo 5  
muestras en fosfatasa alcalina( 
c) y peroxidasa (by d). NOtens5 
las diferencias en las posicione 
las celdas coloreadas. a. Kit 19 
CyMV; b. Kit 37 CyMV; C. Kit 2 
ORSV; d. Kit 38 ORSV 

gcneralizados cuando se hace la 
prueba conteniendo las muestras y 
los controics para ORSV. Lo 
esperado es que las ceidas que 
contienenci blanco o control 
ncgativo (buffer de extracción 
B.E.), produzcan valores similares 
tanto en ci kit de CyMV como en 
el 	de 	ORSV, 
conociendo que es ci 	#Ae - 

mismo buffer de 	 C 

cxtracción, ci extracto 	' 
de Ia muestra es ci  
mismo para ambos 
virus 	y 	los 
procedimnentos son of 	 Ficiura 105  
prácticamcnte los 
mismos con fosfatasa alcalina y 
peroxidasa para las mismas muestras, se 
trabajó con iguales disposiciones en los 
formatos o diagramas de carga de los 
platos. La magnitud de las diferencias en 
los valores de absorbancia obtenidos 
(máxirnos y mInimos), puede observarse en Ia Tabla 11, plaiitcindose 
una mayor eficacia de la enzima peroxidasa respecto a fosfatasa alcalina, 
para ci diagnostico de los virus CyMV y ORSV en Catt!eya spp. en 
Colombia (Tabla 9). 

La consecuencia evidente de estos valores altos, principalmente en los 
kits de ORSV, es un alto nñmero de muestras registradas con resultados 
"dudosos o por confirmar", y resultados de incidencia posiblemente 
más bajos en ci reconocimiento. El posible efecto de una mayor eficacia 
o un mejor comportamiento de una enzima respecto a la otra, registra 
resultados en los cuales hay diferencias en los promedios de incidencia 
(porcentajes de muestras infectadas) obtenidos, como lo resume la 
Tabia 10. El hecho que una muestra resulte positiva para CyMV en 
fosfatasa alcalina y negativa o viceversa para ci mismo virus en 
peroxidasa, y de iguai resuitado o forma contraria para ORSV, también 
lo atribuycn los autores a reacciones "no especIficas" o "no serologicas", 
posiblemente más factibles de ocurrir en fosfatasa alcalina respecto a 
peroxidasa. Como un caso concreto, al analizar las Tabias de resultados 
de las pruebas ELISA presentadas por Angel etal. (9, 11) para cada 
muestra en su comparacion de las pruebas efectuadas con fosfatasa 
alcalina y con peroxidasa, registran lo siguiente: Para ci primer 
subgrupo del quinto grupo, en fosfatasa alcalina apareció negativa para 
CyMV Ia muestra 737 mientras que en peroxidasa es positiva, y en 
fosfatasa alcalina aparecieron positivas para ORSV las muestras 729, 
741, 745 y 749, con Ia 725 "dudosa", mientras que no se produjeron 

positivos en peroxidasa. Resultados similares donde no concuerdan 
los resultados de ambas enzimas, en cuanto al nfimcro y las muestras 
evaluadas, se registran rciteradamente para los siguientes grupos de 
pruebas. Los autores cuestionan parciaimentc la información gencrada 
por algunos de los kits comercialcs 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 
explicarIa también por reacciones "no especIficas" o "no seroiógicas", 
inciuso cuando se efectuaron rcpeticiones de pruebas. 

Agdia Inc. (Elkhart, Indiana U.S.A.), evaiuó los registros de los valores 
de absorbancia obtenidos en ci lector de platos Biorad 3550 uv; de los 
kits 19 al 36 (Grupos de pruebas dcl 5a1 7) procesados con el conjugado 
enzimático de fosfatasa alcalina por Angel etal. (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 CyMV de Catt!eya 
tr.thnaeifrcsca), CTE (Testigo negativo sano de Cattleya trñrnaeifrcsca) 
y 433 (Muestra de referencia positiva para ORSV y CyMV 
almacenada). Por intermedio de Vricnt*, Agdia da a entender que los 
valores y los reactivos pertenecicntcs a los kits de CyMV tiencn 
resultados adccuados, donde ci buffer de extracción prcsentó unvalor 
de 0,080, lo cual está acorde con lo obtenido anteriormente por Angel 
etal. (9, 11). Sin embargo, indica que no se presentaron ni se 
encontraron inconvenjentes con los remanentes de reactivos enviados 
por los autores desde Cenicafé para las pruebas, al igual que con las 
existencias de los lotes en cuestión y los de referencia de Ia firma 
proveedora de ellos. Consideran en Agdia que es muy probable que 
estos inconvenientes fueran producto de errores de procedimiento 
por parte de los investigadorcs o por aspcctos desconocidos para ambas 
partes (usuarios y proveedores). 

La firma proveedora está de acuerdo con la anormahdad de los datos 
presentados de ORSV con fosfatasa alcalina, más para unos platos que 
para otros, donde los valores de los buffer de extracción (B.E.) y de los 
testigos negativos son más altos de lo normal (superiores a 0,500 de 
absorbancia) y los valores de los testigos positivos son más bajos de lo 
que deberIan ser, dando la impresión que ci conjugado enzimático se 
hubiera fijado al plato cubierto con ci antiduerpo. Para los fabricantes, 
los valores altos de testigos negativos no son probicma al restar a los 
valores de las absorbancias de las muestras este valor de fondo, 
obteniendo resultados razonables para la prueba para aigunos de los 
platos. 

Adicionalmente Agdia, envió a Cenicafé los registros de las pruebas 
cfectuadas por ellos a las muestras de referencia y testigos (sanos y 

* Vrient, B, W Comunicación Personal. 1999 
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Figura 105. 
Comparación de pruebas pares 
ELISA para un mismo grupod5  
muestras en fosfatasa aIcalina 
c) y peroxidasa (by d). Ndt 5  
as diferencjas en las posicion5, 

las celdas coloreadas a. Kit 19 
CyMV: b. Kit 37 CyMV: C. Kit 
ORSV; d. Kit 38 ORSV 

gencralizados cuando se hacc Ia 
prueba contcnicndo las muestras y 
los controics para ORSV. Lo 
csperado cs quc las ccldas quc 
contiencu ci hlanco 0 control 
ncgativo (buffer dc cxtracción 
RE.), produzcan valores similarcs 
tanto cn ci kit dc CyMV como cn 
ci dc ORSV, 
conocicndo quc cs ci 
mismo buffer dc 
extracción, ci cxtracto 

proccdjmjcntos son 	40 
prácticamente los 	

© mismos con fosfatasa alcalina y 
peroxidasa para las mismas rnucstras, se 
trabajó con iguaics disposicioncs cn los 
formatos o diagramas dc carga dc los 
platos. La magnitud dc las difcrencias en 
los valores dc absorbancja obtenjdos 
(máximos y minimos), pucde obscniarsc en Ia Tabla 11, plantcándosc 
una mayor eficacia dc la enzima peroxidasa respccto a fosfatasa alcalina, 
Para ci diagnóstico dc los virus CyMV y ORSV en cirticya spp. en 
Colombia (Tabia 9). 

La consccucncja cvidcnte dc cstos valorcs altos, principalmcntc cn los 
kits de ORSV,cs tin alto nfimcro dc muestras rcgistradas con resultados 
"dudosos o por confirmar", y resultados dc incidcncja posihlcmcntc 
was bajos en ci reconocimiento El posibic cfccto dc twa mayor cflcacia 
o un mcjor comportamiento dc una cnzima respccto a la otra, rcgistra 
resultados cn los cuales hay difercncias en los promedios dc incidcncia 
(porcentajes de muestras infectadas) ohtenidos,c iio Jo rcsumc Ia 
Tabla 10. El hecho quc una mucstra rcsultc positiva para CyMV cn 
fosfatasa alcalina y negativa o vicevcrsa para ci mismo virus en 
peroxidasa, y dc igual resultado o forma contraria para ORSV también 
lo atribuycn los autores a rcaccioncs "no espccIficas" o "no scrológicas", 
posibiemente más factibies dc odurrir en fosfatasa alcalina rcspccto a 
peroxidasa. Como un caso concreto, al analizar las Tablas de resultados 
dc las pruebas ELISA prcsentadas por Angel er al. (9, 11) para cada 
muestra en su comparación dc las pruebas efcctuadas con fosfatasa 
alcalina y con peroxidasa, rcgistran lo siguicntc: Para ci prirncr 
subgrupo dci quinto grupo, cii fosfatasa alcalina aparcció ncgativa para 
CyMV la muestra 737 micntras quc cii peroxidasa cs positiva, y en 
fosfatasa alcalina aparecieron positivas para ORSV las muestras 729, 
741, 745 y 749, con la 725 "dudosa", micntras quc no se produjeron 

positivos en peroxidasa. Resultados sirniiarcs dondc no concuerdan 
los resultados de ambas enzimas, en cuanto ai n6mero y las muestras 
evaluadas, se registran reiteradamente para los siguientes grupos dc 
pruebas. Los autores cuestionan parcialmcntc la infrmación generada 
por algunos de los kits cornerciales de fosfatasa alcalina, en especial 
los de ORSV Es cvidcnte que al analizar los resultados no bay 
coincidencia en varias de las muestras positivas rcgistradas con 
peroxidasa, respecto a las obtenidas con fosfatasa alcalina, lo cual se 
explicarfa tambifn por reacciones "no especificas" o "no scrologicas", 
incluso cuando se efectuaron repeticiones de pruebas. 

Agdia Inc. (Elkhart, Indiana U.S.A.), evaluó los registr(s de los valores 
de absorbancia obtenidos en el lector de platos Biorad 3550 uv, de los 
kits 19 ai 36 (Grupos de prucbas del Sal 7) proccsados con ci conjugado 
enzimático de fosfatasa alcalina por Angel eta! (9, 11), los remanentes 
de los reactivos de los kits, corno tambifn tejidos de muestras controics 
y refcrencias corno la CTVE (Testigo positivo de para CyMV de ittJcya 
rrianaeifresca), CTE (Testigo negativo sano dc Cattleya trianaeifresca) 
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 dc CyMV, tienen 
resultados adecuados, donde el buffer de extracción presentó unvalor 
de 0,080, lo cual está acorde con lo obtenido anteriormcnte por Angel 
et al. (9, 11). Sin embargo, indica quc no se presentaron ni sc 
cncontraron inconvenientes con los remanentes de reactivos enviados 
por los autores desde Cenicafé para las pruebas, al igual quc con las 
existencias de los lotes en cuestión y los de rcfercncia dc Ia firma 
proveedora de ellos. Consideran cn Agdia que es muy probable quc 
estos inconvenientes fueran producto de errorcs dc procedimiento 
por parte de los investigadores o por aspectos dcsconocidos para ambas 
partes (usuarios y proveedores). 

La firma proveedora está de acuerdo con la anormalidad de los datos 
presentados de ORSV con fosfatasa alcalina, was para unos platos que 
para otros, donde los valores de los buffer de cxtracción (B.E.) y de los 
testigos negativos son rnás altos dc lo normal (superiores a 0,500 de 
absorbancia) y los valores de los testigos positivos son was bajos de lo 
quc deberlan scr, dando la impresión que ci conjugado enzimatico se 
hubiera fijado ai plato cubierto con ci anticuerpo. Para los fabricantes, 
los valores altos de testigos negativos no son problema al restar a los 
valores de las absorbancjas dc las muestras estc valor de fondo, 
obteniendo resultados razonables para la prueba para algunos dc los 
platos. 

Adicionalniente Agdia, envió a Cenicafé los rcgistros dc las pruebas 
efectuadas por ellos a las muestras de referencia y testigos (sanos y 

* Vrierit. B. W Comunicación Personal. 1999 
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meses) reiteradamente resultó positiva para ambos virus CyMV y 
ORSV con valores, en la mayorIa de los casos superiores a los mismos 
controles positivos suministrados por ci kit comercial, no obstante ci 
aimaccnimiento de la muestra en nevera a 4°C que presentaba 
oxidación y dcshidratación (Figura 106). Una submucstra de esta 
muestra 433 se envió a Agdia (Estados Unidos) para utilizarse como 
testigo en pruebas 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 después de 21 meses de almacenadas a -20°C y 
comprobadas mediante plantas indicadoras y microscopIa cicctrOnica. 

También se obtuvieron resultados positivos y consistentes para las 
muestras de refcrencia 461 y 462 positivas para CyMV almacenadas 
durante aproximadamente 24 meses a 4°C y a -20°C. Las anteriores 
muestras de referencia tuvicron un comportamiento similar tanto en 
fosfatasa alcalina como en peroxidasa a pesar del tiempo de 
aimacenamiento y estado de oxidación (Figura 107a). Los resultados 
son más evidentes para ci tercer grupo y los cuatro siguicntes de 
pruebas de ELISA (del 5 a! 7), donde ci efecto de la oxidación en las 
muestras fue menor ai haberse almacenado a -20°C, poco después de 
su recolección hasta ci procesamiento y macerado, inmediatamente 
antes de servirias en los piatos microtitulabies (Figura 107b) En estos 
resultados los valores "dudosos" o por confirmar son prácticamente 
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enfermos) que se remitieron desde Colombia, resultados que no 
concordaron ni fueron semejantes con los obtenidos en Cenicafé 
donde se evidencia la problemática de valores altos en las muestras 
procesadas para ORSV Por ejemplo, obtuvieron valores de absorbancia 
con fosfatasa alcalina del orden de 3,000 y  más, en muestras y  en 
controles positivos, lo cual en ningñn momento se obtuvo en 
Colombia (Tabla 11). Muestras testigos como la CTVE (muestra de 
planta viva de Catticya trianaci), utilizada reiteradamente en las pruebas 
ELISA como control positivo comprobado de CyMV sólamcnte, y 
que se obscrvó en el microscopio electrónico de transmisión, marco 
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 explicación técnica sobre la posible causa de 
estos inconvenientes, aunque una de las hipótesis principales apunta 
ainconvenientes en la calidad de los anticuerpos de ORSVproducidos 
por Agdia. Diferencias entre pruebas ELISA realizadas para los virus 
CyMV y ORSV mediante kits de una companIa, han registrado 
diferencias respecto a pruebas efectuadas con kits comerciales de otro 
fabricante (72) 

Estado de la muestra. Otro aspecto posible como causa de variación 
de los resultados de ELISA, es ci efecto de la oxidación y degradacion 
de las muestras afin en condiciones de refrigeracion y deshidratación, 
lo cual puede estar afectando la interpretación de los valores y de los 
resultados obtenidos. Es posible que para muestras almacenadas bajo 
condiciones no aptas que permitan su degradacion y oxidación, la 
capacidad de ELISA se yea afectada más para un virus que para otro. 
Esto se indicO observando, entre otros, los datos obtenidos para la 
muestra 240 ya que inicialmente ésta, cuando ilevaba almacenada en 
nevera cerca de 11 meses resuitO positiva para ambos virus y cuando 
llevaba cerca de 16 meses resultó positiva para ORSV y negativa para 
CyMV 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 más estable en los tejidos de la pianta respecto 
a CyMV y probabiemente sea una de las causas por las cuales se detecta 
con mayor facilidad después de tener las muestras almacenadas, 
deshidratadas y oxidadas. 

Se observaron más e,jemplos de estabilidad de los virus en distintas 
condiciones de aimacenamiento, como es ci comportamiento de la 
muestra testigo 433, que en pruebas realizadas durante 2 aflos (48 



cnfcrrnos) quc se remitieron dcsdc Colombia, resultados quc no mcscs) rciteradamcnte rcsultó positiva para ambos virus CyMV y 
concordaron ni fueron scmcjantcs con los obtcnidos en Ccnicafé ORSV, con valorcs on la mayorIa dc los casos superiores a los mismos 
dondc se cvidcncia Ia problcmática dc valores altos en las mucstras controles positivos suministrados por ci kit comercial, no ohstantc ci 
proccsadas para ORSV Por cjcrnplo, obtuvicron valores dc absorbancia almacenmicnto dc la mucstra on nevera a 4°C que prcscntaba 
con fosfatasa alcalina del ordcn dc 3,000 y más, en muestras y  on oxjdacjdn y deshjdratacjdn (Figura 106). Una submucstra dc csta 
controics positivos, lo cual en ningün momento se obtuvo en muestra 433 se envió a Agdia (Estados Unidos) para utilizarse como 
Colombia (Tabla 11). Muestras tcstigos como la CT 	(muestra dc testigo en pruebas conflriiiatorias y obtuvo valores de absorbancia entrc 
pianta viva de Cqttleyi trL?naeJ, utilizada reiteradamente en las pruebas 1,235 y 2,184 para CyMV, y valores superiores a 3,000 para ORSV 
ELISA como control positivo comprohado de CyMV sólamcnte, y Resultados similarcs se obtuvicron para las muestras 536 y 540 positivas 
quc se obscrvó on ci microscopio clectrénico de transmisión, marco para ambos virus después dc 21 meses de almacenadas a -20°C y 
en Agdia (Estados Unidos) valores altos dc absorbancia (superiores a comprobadas mediante plantas indicadoras y microscopIa cicctrónica. 
0,900), considerados positivos para ORSV on las pruebas realizadas 
por Agdia con fosfatasa alcalina. También se obtuvieron resultados positivos y COflsistcfltcs para las 

muestras de rcfcrcncia 461 y 462 positivas para CyMV almacenadas 
En rcsumcn, no se tienc cxplicación técnica sobre la posibic causa dc durante aproximadamcntc 24 mcses a 4°C y a -20°C. Las antcriorcs 
cstos inconvenientes, aunquc una de las hipótesis principales apunta muestras dc referencia tuvieron un comportamiento similar tanto on 
a inconvenientes en la calidad de los anticuerpos de ORSVproducidos fosfatasa alcalina como en peroxidasa a pesar del ticmpo de 
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fabricante (72) muestras fue menor al habcrse alrnaccnado a -20°C, POCO dcspués de 

su recolección hasta cI procesamiento y macerado, inmediatamnente 
antes de servirlas en los platos microtitulabies (Figura 107b) En estos 

Estado de la muestra. Otro aspecto posihie como causa de variacion resultados los valores "dudosos" o por confirmar son practicamcnte 

de los resultados de ELISA, es el efccto de la oxidación y degradacion mInimos cuando se 

dc las muestras aun en condiciones dc rcfrigeracion y deshidratacion Figura 106 	 trabajaron los kits con la 

lo cual puede estar afectando la mntCrprctacion de los valores y de los Reacciories positivas para 	 enzirna 	PC roxiasa 

resultados obtenidos Es posiblc quc para muestras almacenadas bajo 
ORSV en ELI SA con 	 lmentc especia 

 conjugado de peroxidasa, 
condiciones no aptas que perrnitan su degradacion y oxidacion la para controles positivos 	

Al 	respecto 	Angel capacidid de ELISA se yea afectadi mas para un virus que para otro (PossG2E5yC9)y 	
0 	

y 

Esto sc indico observando cntrc otros los datos obtenidos para la de referencia 	 Tsubota (8 9 	10 	11) on 

mucstra 240 ya que imcialmentc esti cuando lievaba almacenada on almacenadas. su 	discusion 	de 

nevera ccrca deli meses resultó positiva para ambos virus ycuando 1 	 r 	e 	s 	u 	1 	t 	d 	o 	s 

llcvaba cerca de 16 meses resultó positiva para ORSVy negativa para complernentan 	lo 

CyMV aunquc con valores de absorbancia superiores a 0,100. Sin mencionado por Elliot 

cmbrgo muestras como la 310 mantuvicron su respuesta positiva on (comunicacionpersonil 1998) 

CyMV despues de los mismos 16 meses de almacenamiento Lo S SS. 	quien plantea quc CstOs virus 
S 

anterior puede estar relacionado con la estabilidad del virus, aspecto 
e 	 puedenserdetectadoscntcjidos 

1*0 	• 	. no analizado en estas investigaciones pero donde siempre se mcnciona f 	t dos o 

quc ORSV es un virus mas estable on los tcjidos de la planta respccto eo 	degradados por bacterias y/o por 

a CyMV y probablemente sea una de las cau sas por las cuales se detecta Figura 107 	 0 	hongos. Las reacciones en este 

con mayor facilidad despues de tener las muestras almacenadas, Comparacion delestadode 	 tipo de tejidos pueden verse 

deshidratadas y oxidadas. 
oxdaciOn del extractode 	 reducidas si se comparan con las quc 

	

muestrasdeCae/eya 	 ocurrenentejidosfrescos Sin embargo 

	

relrigeradas;a.A4C.yb.A- 	 I Se observaron mas ejemplos de estibilidad de los virus en distintas 200 	 el virus puede detectarse fácilmente, 

condiciones de almacenamiento, como es ci comporta m iento de la perienc aunque no hay e ias cspecificas 

mucstra testigo 433, que en pruebas realizadas durante 2 aflos (48 corresponden al buffer de 	 .' 	de almacenar en condiciones de nevera 
1 extracciónB.E.) 	 o congeladas las hojas infectadas con 

: 



CyMV y ORSV, y estas experiencias existen y han sido positivas para 
ci TMV (virus del mosaico del tabaco, Tobamovirus). Eiliot* 
mencionó que se utilizaron con éxito tejidos de orquIdeas aimacenados 
a 4°C durante varias semanas y mucho más tiempo, previniendo la 
degradacion por bacterias y/u bongos corno antes se mencionó, 
rctirando la humedad de la superficic del tejido y vigilando 
constantemente que no se presenten pudriciones en las muestras. La 
desecación es menos perjudicial que la dcgradación por patógcnos 
secundarios, y es una de las formas como se conserva material con 
virus, como lo cita Bos (23) mediante cioruro de calcio. 

Este aspecto de la oxidación cstá relacionado con los fenoles o 
polifenoles contenidos en distinta cantidad segün la planta, su edad y 
el órgano, pudiendo reaccionar con otras protelnas y oxidarse a 
quinonas (altamente reactivas), lo cual puede darse o no por vIas 
enzimáticas mediante las fenol-oxidasas y peroxidasas, abundantes en 
las plantas y provocando la inactivación o alteración de los virus (82). 
Los fenoles al formar quinonas pueden establecer enlaccs covalentes 
con las protcInas 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 conseduentes rcacciones para las cuales son 
requeridas, sin ser esto totalmente entendido (81). Para Clarky 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 metodologlas recomiendan procesar las muestras lo más rápido 
posible antes que se produzca oxidación y  deterioro. Por este motivo 
y teniendo en cuenta que las orquIdcas contienen fenoles y  taninos de 
rápida oxidación, los componentes del buffer de extracción de ELISA 
incluycn antioxidantes y agentes reductores como la 
polivinilpirrolidona y el sulflto o metabisulfito dé sodio, detergentes 
como el tween, estabilizadores como la albñmina y antimicrobiales 
como la azida de sodio. La razón de su utilización es mantener lo más 
estable y libre posible las proteInas del virus, reducir los procesos de 
oxidación y evitar la contaminación de patogcnos sccundarios como 
bongos y bacterias. Al tratar de retirar alguna cantidad de compuestos 
fenólicos 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 C'att!cya, filtración 
efectuada mediante exclusion molecular (102), utilizando la columna 
de sepharosa Econo Pac 1ODG Biorad, con base en trabajos de 
laboratorio en extractos de hojas de café, segOn Riafio**. 

* Elliot, M. Comunicación personal, 1998 
** Riano, N. Cenicafé. Cornunicación personal, 1998 

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 logrd retirar 
una alta cantidad de compuestos fenOlicos y demás proteInas 
degradadas, quedando el filtrado con una coloración parda más clara 
que la inicial, producto de compuestos oxidados irreversiblemente y 
de tamaño más 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 quedo otra alta cantidad sin ser 
retenida en ci gel, resultando el filtrado con una coloración parda 
oscura. Esta muestra registro valores menores de absorbancia pero la 
evaluaciOn del resultado fue similar al obtenido en el procedimiento 
normal (presencia de CyMVy ORSV), conservando el posible efecto 
en las reacciones "no especIficas". Es posible que se conserven proteInas 
virales que indiquen la concentración "real" de virus (como una 
manera especIfica de Ilamarla), que pueden reaccionar con los 
anticuerpos de la prueba en determinado momento, pese al estado de 
oxidación y almacenamiento de la muestra. Para el ensayo donde se 
utilizO 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 resultó "dudosa" la presencia 
de este Oltimo virus. El uso del extracto almacenado al parecer serIa 
menos adecuado que ci empleo de tejidos vegetales almacenados, 
deshidratados y oxidados, aspecto que deberá estudiarse 
posteriormente. 

Para ci extracto de la muestra fresca de Cattleya trianaei(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 oxidación y la degradaciOn son 
menores, y permiten que ci gel filtrante retenga los compuestos 
polifenolicos y demás oxidados que se hayan podido formar. En este 
tema de fiitracidn de compuestos fendlicos en extractos de ELISA 
deberá investigarse con profundidad posteriormente, con ci fin de 
reducir su presencia en el extracto y disminuir las reacciones "no 
seroldgicas". Con el empleo de muestras adecuadas y en lo posible 
frescas, se pretende reducir ci efecto e identificar las reacciones "no 
especIficas", complementado con la ubicación de un buen nOmero 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. 



CyMV y ORSV, y estas experiencias cxistcn y han sido positivas para 
el TMV (virus del mosaico del tabaco, Tobamovirus). Elliot* 
mcncionó que se utilizaron con éxito tejidos de orquIdeas almacenados 
a 4°C durantc varias semanas y mucho más tiempo, previniendo la 
degradacion por bacterias y/u hongos como antes se mcncionó, 
retirando la humedad de la superficie del tejido y vigilando 
constanternente que no se presenten pudriciones en las muestras. La 
desecación es menos per,judicial que la degradación por patogenos 
secundarios, y es una de las formas como se conserva material con 
virus, como lo cita Bos (23) mediantc cloruro de calcio. 

Este aspecto de la oxidación está relacionado con los fenoles o 
polifenoles contenidos en distinta cantidad segñn la planta, su edad y 
ci órgano, pudiendo reaccionar con otras proteInas y oxidarse a 
quinonas (altamente reactivas), lo cual puede darse o no por vIas 
enzimáticas mediante las fenol-oxidasas y peroxidasas, abundantes en 
las plantas y provocando la inactivación o alteración de los virus (82). 
Los fenoles al formar quinonas pueden establcccr enlaces covalentes 
con las protcInas de la planta a través de grupos amino (-NH) y 
sulfidrilo (-SH) libres, y cstas 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 totalmentc entendido (81). Para ClarkyAdams 
(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 mctodologIas recomiendan procesar las muestras lo más rápido 
posible antes que se produzca oxidación y deterioro. Por este motivo 
y tenicndo en cuenta que las orquIdeas contiencn fenoles y taninos de 
rápida oxidación, los componentes del buffer de extracción de ELISA 
incluyen antioxidantes y agentes reductores como la 
polivinilpirrolidona y ci sulfito o metabisulfrto dé sodio, detcrgentes 
como ci tween, estabilizadores como la albümina y antimicrobiales 
como la azida de sodio. La razón de su utilización es mantener lo más 
estable y  libre posible las protelnas del virus, reducir los procesos de 
oxidación y evitar la contaminación de patogcnos secundarios como 
hongos y bacterias. Al tratar de retirar alguna cantidad de compuestos 
fenólicos 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, filtración 
efectuada mediante exclusion molecular (102), utilizando Ia columna 
de sepharosa Econo Pac 1ODG Biorad, con base en trabajos de 
laboratorio en extractos de hojas de café, seg6n Riaño**. 

* Elliot, M. Comunicacián personal, 1998 
** Riaño, N. Cenicafé. Comunicación personal, 1998 

Se obtuvieron resultados similares para la muestra 433 que 
confirmaron la alta posibilidad de la presencia de CyMVy de ORSV 
estando almacenada unos 55 dIas, aproximadamente. Se logró retirar 
una alta cantidad de compuestos fenólicos y dcmás proteInas 
degradadas, quedando ci filtrado con una coloración parda más clara 
que la inicial, producto de compuestos oxidados irreversiblcmente y 
de tamaño más pequeño al retenido por ci gel. 

Para la muestra 240 que ilevaba cerca de 16 meses almacenada en 
nevera, oxidada y deshidratada, fue alta la cantidad retirada de estos 
compuestos, pero de igual manera quedó otra alta cantidad sin ser 
retenida en el gel, resultando ci filtrado con una coioración parda 
oscura. Esta muestra rcgistro valores menores de absorbancia pero la 
evaluación del resultado fue similar al obtenido en el procedimiento 
normal (presencia de CyMVy ORSV), conservando ci posible efecto 
en las reacciones "no especIficas". Es posible que se conserven protelnas 
virales que indiquen la concentración "real" de virus (como una 
manera especIfica de liamarla), que pueden reaccionar con los 
anticuerpos de la prueba en determinado momento, pese al estado de 
oxidación y almacenamiento de la muestra. Para el ensayo donde se 
utilizó un extracto en buffer de ELISA de la muestra 328, aimacenado 
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 resuitó "dudosa" la presencia 
de este ültimo virus. El uso del extracto almaccnado al parecer serIa 
menos adecuado que ci empleo de tejidos vegetales almacenados, 
deshidratados y oxidados, aspecto que deberá estudiarse 
posteriormente. 

Para el extracto de la muestra fresca de Cattleya rrianaei(CTE) flitrada 
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 oxidación y la degradacion son 
menores, y permiten que ci gel filtrante retenga los compuestos 
polifcnólicos y demás oxidados que se hayan podido formar. En este 
tema de filtración de compuestos fenólicos en extractos de ELISA 
debcrá invcstigarse con profundidad posteriormente, con ci fin de 
reducir su presencia en el extracto y disminuir las reacciones "no 
serológicas". Con el empleo de muestras adecuadas y en lo posible 
frcscas, se prctende reducir el efecto e identificar las reacciones "no 
especIficas", complementado con la ubicación de un buen nümcro de 
repeticioncs de la muestra dentro del plato y sorteadas en lo posible 
alcatoriamente. AsI se pueden comparar los resultados entre ellas, como 
antes se manifesto. 

H . 



Resultados "falsos" y reacciones "no especIficas". Este es nub de 
los principales aspectos a considerar en Ia evaluación de los resultados 
de ELISA celda por celda. Las reacciones "no serológicas" o reaccioncs 
"no especIlicas" (40), pucden ocul-rir al ohtcncr los extractos vegctales 
y al utilizar procedimientos Conib ELISA, ocasionando dilIcultades 
cii Ia ohtcnción e interpretacion dc los resultados antes refcridos. La 
diferencia entre reacciones scrologicas espccIficas y "no especIficas" 
HO CS posibic conocerla a simple vista; por tanto, CS Ufl factor dc 
incertidurnbre para el análisis de los resultados. Angel eraL (8, 9, 10, 
11) por ejemplo, siempre presentan los resultados de ELISA, como 
una "alta posihilidad de presencia y/o ausencia del virus estudiado". 

La reacción "no especIfica" positiva, se produce al enlazarsc ci 
anticuerpo del virus con las protefnas de Ia planta, y éstas con el 
conjugado cnzirnático, enzima que reacciona generando color en 
prcscncia del sustrato adecuado, lo cual se evahi'ia como positivo. Lo 
anterior se debe a la formación dc los compuestos de origen fcnólico 
en la muestra al oxidarsc y enlazarse irrcvcrsiblcrnente con las proteInas 
virales (antIgenos o anticuerpos). La reacción negativa, se da cuando 
no se logra Ia reacción antigeno-anticucrpo, estando presente el virus. 

Un resultado considerado como "falso negativo" ocurrirIa al no podcr 
enlazar las proteinas virales (antIgenos) con las proteInas homólogas 
(anticuerpos), por presentarse Un hloc1ueo de los enlaces terminalcs 
disponibles en los dominios especIiIcos dc estas proteInas, qucdando 
libres en el medio y retiradas en los procesos de lavado. Los "fiuisos 
negativos" afectan los resultados cuando la concentración de virus en 
la muestra es baja, lo cual resulta en valores bajos de absorbancia y de 
leve o ningün desarrollo dc color, al no lograr enlazar Cl conjugado 
enzimatico lo suficiente para que reaccione con el respectivo sustrato. 

Un "falso positivo" podrIa generarse al quedar bloqueados los 
dominios cspecIficos afines a los dominios del anticuerpo necesarios 
para la reacción antIgeno antiduerpo, y quedar libres dominios afines 
a las proteInas de la planta, enlaces que resultan de la alteración por la 
oxidac ion. 

Los anticuerpos son altarnente especIficos para las proteInas del virus 
(antIgenos), siempre y cuando tengan una alta pureza y calidad. Sin 
embargo, pueden prcscntar en so coniposición otros anticuerpos 
contarninantes afines a otras protelnas homólogas o compatibles con 
las de la planta, las cuales serIan reconocidas y cnlazadas. Dc igual 
forma los anticuerpos pueden ser bloqueados en algunos enlaces 
terminales, lo que impide reconocer ci antIgeno del virus como antes 
se mencionó para el caso de "falsos negativos", pero también pueden 
tener enlaces compatibles con proteInas de la planta al tener dominios 
afines con otras familias de protefnas o por la alteración de enlaces 
anlino y sulfidrilo antes mencionados, alteración que puede ser causada 

por efecto de los agentes oxidantes. Estos enlaces no especIficos 
permiten que de una u otra inancra se unan anticuerpos con proteInas 
de la planta y queden cubriendo el fondo de los platos ELISA, To cual 
se convierte en una reaccción "no serologica" o "no espccIfica". Las 
glohulinas quc conforman partc del conjugado enzimtico utilizado 
en el procedimiento son protelnas quc tienen terminales y dominios 
compatibles o afines con diversas proteInas, incluycndo algunas de la 
planta y las del virus (antIgenos y anticuerpos), y es por ello que se 
usan como "puente de enlace" entre proteInas y enziinas, estas filtimas 
son las que reaccionan en presencia del sustrato especIfico gencrando 
color. 

Dc esta forma, valores considcrados como "falsos positivos o negativos" 
pueden aumcntar su iniluencia en los resultados de los análisis 
dependiendo del critcno tcnido en cuenta para considerar una muestra 
positiva, o lo quc se ha Ilamado en este cstudio factores de evaluación. 
Para Sutula eta]. (105) los "falsos positivos" en Ia evaluación cuantitativa 
se disminuycn en la medida quc se considere un critcrio o factor de 
evaluación rns exigcnte o dc mayor valor, pero se corre el ricsgo de 
aumentar los "falsos negativos". 

Las reacciones "no cspecIficas" ocasionan difcrencias notables quc se 
identifican en la cvaluación de los valores de las absorbancia dc las 
repeticiones, tanto de las muestras como los de los controles (positivos 
y negativos) (Figura 107). Estas alteraciones deben climinarse de los 
cálculos para ohtcner los promcdios, aspecto que tamhién se 
complementa con lo descrito por Clark y Adams (33) para la uhicación 
de las muestras y el efecto de platos, donde son was susccptihlcs las 
ccldas localizadas en los hordes del plato, como antes Sc mcncionó. 

En ocasiones, se recomienda no ubicar muestras en este horde y si 
llenarlas con buffer de extracción o de lavado. Ejemplo de una posible 
rcacción "no especIfica" en muestra fresca, puede ser el ocurrido con 
ci cxtracto de la mucstra de C'. trthnaei(CTE) filtrada en el gel por Ia 
columna de sepharosa, al registrar ligeras inconsistencias ("dudas") 
para CyMV conocicndo que es una muestra comprohada negativa. 
En este trahajo se fortalecc csta parte de Ia discusión sobre rcaccioncs 
"no especIficas", con base en la literatura (40, 112), donde se menciona 
que siempre es necesario utilizar en ELISA varios controles sanos 0 

negativos de plantas de orquideas del mismo gfncro o de la cspccic de 
planta evaluada. 

Las reacciones no especIficas", es decir, que no son de brigen viral, se 
producen frccucnteniente cuando se prueban orquIdeas con ELISA y 
es prácticamente imposible distinguirlas de los valores de absorbancia 
de las reaccioncs virales. Para tal efecto se llevaron niucstras de 
referencia y controles de C'atticva spp., para su observación en el 
microscopio electrónico de transinisión en el CIAT (Cali, Colombia), 



Resultados "falsos" y reacciones "no especIficas". Lic cs 0110 cic por cfecto dc los agcntcs oxidantes. Estos cnlaccs no especIficos 
los principaics aspectos a considerar en Ia cvaluación de los rcsultados perrnitcn que dc una u otra ITlancra SC unan aflticucrpos con proteInas 
lc ELISA ccida por cclda. Las reaccioncs "no scroldgicas" o rcaccioncs dc Ia planta y qucdcn cubriendo ci fondo de los piatos ELISA, lo cual 

"no cspccIficas" (40), pucdcn ocurrir al obtcncr los extractos vegetaics se convicrtc en una rcaccción "no scrológica" o "no cspccIfica". Las 
.il utilizar proccdimicntos corno ELISA, ocasionando dificultadcs glohulinas quc conforman partc dcl conjugado cnzimático utilizado 

en la obtcnción c intcrprctación dc los resultados antes referidos. La en ci proccdiinicnto son protcInas quc tiencn terminaics y dominios 
diIrencia ciitrc rcaccioncs serologicas cspccIficas y "no cspccIficas" compatiblcs o afines con divcrsas protcInas, incluycndo algunas dc la 
no cs posible conoccrla a simple vista; por tanto, cs un factor dc planta y his dcl virus (antIgcnos y anticuerpos), y cs por cllo quc Sc 
ii icertidumhrc para Cl análisis dc los rcsultados. Angel etal. (8, 9, 10, usan como "pucnte de enlace" cntrc protcInas y euzimas, cstas filtimas 

I) por cjcmplo, siempre prescntan los resultados de ELISA, como son las que rcaccionan en presencia dcl sustrato cspccIflco gencrando 
nna "alta posihilidad dc prcscncia y/o ausencia dcl virus cstudiado". color. 

1.1 rcacción "no cspccIfIca" positiva, sc produce al cnlazarsc ci Dc esta forma, valores considerados como "falsos positivos 0 ncgativos" 
Iliticuerpo dci virus con las protcInas de Ia planta, y éstas con ci pucdcn aumentar su influcncia en los rcsultados dc los análisis 
conjugado cnZirnático, cnzima quc reacciona gcncrando color en depcndicndo dcl critcrio tcnido en cucnta para considerar una mucstra 
presencia dcl sustrato adccuado, lo cual Sc cvalfla como positivo. Lo positiva, o lo quc sc ha Ilamado en estc cstudio fictorcs dc cvaluación. 
utcrior sc dcbc a Ia forrnación dc los compucstos de origcn fcnólico Para Sutula etal. (105) los "falsos positivos" en Ia cvaluación cuantitativa 
en Ia muestra al oxidarsc y cnlazarsc irrcvcrsibicmcnte con las protcInas sc disrninuycn en la rncdida que sc considcrc un critcrio o factor de 
virales (antIgcnos o anticucrpos). La rcacción ncgativa, se da cuando cvaluación más cxigcnte o dc mayor valor, pero sc corrc ci ricsgo dc 
no se logra Ia rcacción antIgcno-anticucrpo, cstando prescntc ci virus. aumcntar los "falsos ncgativos". 

Un resultado considcrado como "falso negativo" ocurrirIa al no podcr Las rcaccioncs "no cspccIficas" ocasionan diferencias notables que Sc 
enlazar las protcInas viralcs (antIgcnos) con las proteInas hoinologas idcntifican en la evaluación dc los valores de las absorbancia de las 
(antiducrpos), por prcscntarsc un hIoqueo dc los enlaces tcrminalcs rcpcticioncs, tanto de las mncstras como los de los controics (positivos 
disponibles en los dominios especIficos dc cstas proteInas, qucdando y negativos) (Figura 107). Estas aitcracioncs dehen clirninarsc de los 
libres en ci mcdio y retiradas en los procesos dc lavado. Los "falsos cálculos para obtcncr los promedios, aspccto quc también se 
ncgativos" afcctan los rcsultados cuando la concentracián dc virus en complementa con lo dcscrito por Clark yAdams (33) para la uhicación 
la muestra es baja, lo cual resulta en valores bajos de absorhancia y de de las mucstras y cI cfccto de platos, donde son más susceptibics las 
leve o ningr'in desarrollo dc color, al no lograr enlazar ci conjugado ceidas localizadas en los hordes dcl plato, como antes SC mcncionó. 
cnzirnático lo suficicntc para quc rcaccione con el respectivo sustrato. 

En ocasioncs, sc recomicnda no uhicar mucstras en estc horde y si 
Un "falso positivo" podrIa gcnerarsc al qncdar bloqucados los llenarlas con buffer de cxtracción o dc lavado. Ejemplo dc una posiblc 
dominios cspccIficos afines a los dominios dcl antiduerpo necesarios reacción "no cspecIfica" en muestra fresca, puede scr ci ocurrido con 
para la rcaccián antIgdno anticuerpo, y qucdar libres dominios afines ci cxtracto dc la mucstra de C triaiiaei(CTE) filtrada en ci gel por la 
a las protelnas de la planta, enlaccs quc resultan dc la alteración por la columna de scpharosa, al registrar ligcras inconsistcncias ("dudas") 
oxidación. para CyMV, conocicndo quc cs una inucstra comprobada ncgativa. 

En cstc trahajo Sc fortalccc esta partc dc Ia discusión sobrc rcacciones 
Los anticucrpos son altarnentc cspccIficos para las protelnas dcl virus "no especIficas", con base cn la litcratura (40, 112), donde se mcnciona 
(antigenos), siempre y cuando tengan una alta purcza y calidad. Sin quc sicmprc es necesario utihzar en ELISA varios controlcs sanos o 
cmbargo, pueden prcscntar en su composieión otros anticuerpos ncgativos dc plantas dc orqufdeas dcl mismo g6ncro o de la cspceie dc 
contaminantes afincs a otras protcinas homologas o compatibles con planta evaluada. 
las de la planta, las cualcs scrIan rcconocidas y  cnlazadas. Dc igual 
forma los anticucrpos pueden scr bloqueados en algunos cnlaccs Las reaccioucs "no espccIficas", cs decir, quc no son de origcn viral, se 
terminales, lo que impidc reconoccr ci antIgeno dcl virus como antes producen frecuentemente cuando Sc prueban orquIdcas con ELISA y 
sc mencionó para el caso dc "falsos ncgativos", pero también pucden cs prácticamcntc imposibic distinguirlas de los valores dc absorbancia 
tcncr cnlaccs compatihlcs con protcInas de la planta al tcncr dominios dc las rcacciones viraics. Para tal cfccto se Ilcvaron mucstras dc 
afines con otras familias dc protcInas o por Ia altcración dc cnlaccs 	 Ii rcfcrcncia y controlcs dc CittJeya spp., para su obscrvación en cl 
amino y suifidrilo antes iicncionados, aiteración quc puedc ser causada microscopio cicetrónieo dc transmisión en ci CIAT (Cah, Colombia), 
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a. Comparacióri de dos pruebas ELISA con 
conjugado enzimático de peroxidasa para CyMV, 
usando las mismas muestras en igual disposicion 
dentro de los platos. b. Nótense las diferencias 
en la ubicaciOn de las celdas coloreadas, 
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Figura 109. 
Particulas de CyMV en 
planta testigo positiva de 
Catt/eya trianaci 
(GIVE). Fotograf ía del 
MET. 

y asI corrohorar la presencia o ausencia de partIcuias virales e 
inclusiones de los virus, tanto en plantas afectadas como en sanas y 
testigos (Figuras 108 y 1(9). 

La influencia que pueden tener probiemas como los antes 
mencionados, sc observa en Ia aiteración de los promedios de incidencia 
del virus en las muestras, como se presenta con claridad en las Tabias 
8 y 9, inciuycndo tanto los valores problema como los valores finales, 
para los siete grupos de pruebas. Tambifn cs importantc considerar 
las pérdidas de tipo cconórnico, ya que un kit de 96 celdas puedc costar 
en ci mercado aproximadamente US$200 (valores a diciembre de 
2000), surnado esto al tiempo requerido, a los insumos no provistos 
por el kit, pero en consideración mayor, al riesgo quc se toma al decidir 
la suerte de materiales vegetates valiosos posibiemente afectados por 
virus, y al peiigro de cuitivar rnateriaies enfermos en presencia de sanos. 

El conocimiento de la probiemática del estado de las muestras, su 
procesamiento y las caracterIsticas bsicas de la tfcnica ELISA, es 
indispensable al momento de interpretar los resuitados obtenidos, al 
igual que en Ia modillcación y mejoramiento de otros aspectos de los 
métodos utilizados para muestras dc CattJcya spp. en ELISA. 

La principal conclusion quc genera todo este análisis, piantea que 
ELISA es una metodologIa adecuada para ci diagnostico de los virus 
CyMV y ORSV en Cdtticyq spp., técnica de aita sensibilidad y de 
apiicaciOn masiva y rciativamente práctica en ci momento de reaiizaria. 
Sin 	embargo, 
deben considerarse 	 © 	Figura 108. 
y tenersc en cuenta 
aspectos como son: 
Ia cahdad y ci estado 
de la muestra, ci 
riesgo 	de 
Contaminaciones, 
ci nfimero de 
repeticiones, Ia calidad de los 
reactivos 	empleados, 
especialmente cuando se trata de 
kits comercjaies y Ia forma de 
interpretar los resultados 
obtenidos. Sc recomienda en ci 
mejor de los casos y en la mcdida 
de las posibilidades, no basar ci 
diagnostico en una soia técnica. 	7 
excepto cuando se trata de 
rnicroscopIa ciectrónica donde 
pueden visualizarse las partIculas 
de virus prescntcs en la planta. 

Recovoie 
~'AAHCtO FfC\)CVfi\) 	CafAVO 

+&e4e k(e 

Rcitcradamentc se ha mcncionado quc el medio de transmisión de los 
virus CyMVy ORSVcs cxclusivamentc mecánico, es decir, quc no se 
conoce un vector natural que lo disemine. El ser humano es quicn se 
ha cncargado dc aumentar cada dIa su incidcncia en los cultivos y 
colecciones a lo largo y ancho del mundo, dcbido a la utilizaciOn de 
herramientas infcstadas, a la propagación masiva asexual convencional 
e in vitro (cuitivo de tcjidos) de cxplantes infcctados, al cultivo de plantas 
sanas en presencia de enfermas, y a Ia movilizaciOn de material 
infectado al nivel doméstico c internacionalmcnte. 

El objetivo de un prograrna de mancjo de virus en un cultivo de 
orquIdeas busca cvitar al máximo la presencia del patogcno, rcducicndo 
las posibilidades dc introducción de material vegctal afcctado y la 
discminaciOn del problcma al resto del cultivo. A continuación sc 
prcscntan las principales medidas requcridas para ci manejo preventivo 
y curativo de enfcrmcdades con posible origcn viral en catticyaspp. y 
orquIdeas en general, seg6n diversos autores (16, 18, 19, 20, 27, 40, 
43, 67, 72, 73, 74, 87, 106,112, 116, 121). 

Adquirir en lo posiblc plantas y rnatcriaics de origen conocido, 
dondc su cahdad de cultivo y cn especial, la sanitaria sea adecuada, 
procurando obtcner plantas .sanas quc proccdau de vivcros quc analicen 
sus progcnitorcs. Dc esta fornia se previenc la cntrada de plantas 
infcctadas conm fucntcs de inOculo para ci cultivo. Las plantas 
propagadas in vitro a partir de scmillas (reproducciOn sexual), ticncn 
menor probabilidad de cstar infectadas por los virus quc aqucllas 
procedentes de cultivo de tejidos en laboratorio o division dc plantas 
convencional (reproducciOn asexual). Para ci caso de los hibridos, csta 
ditirna rcproduccifln es la neccsariamcnte emplcada, mientras que las 
espccies pueden propagarse rnediante los dos tipos dc reproducción. 

Someter a cuarentena en un lugar aisiado del resto del cultivo las 
plantas recién adquiridas o nuevas, con el fin de observar 
detailadamente y cvaluar cl comportamicnto de las rnismas, para evitar 
la cntrada dc material que se sospccha estd inft'ctado. La decisiOn sobre 
la dcstrucciOn o el rnanejo de este material cstá en poder del cultivador. 

Obtener informaciOn sobrc Ia amplia garna de sIntomas ocasionados 
por los virus, sintomatologla que sc ha descrito en la literatura 
internacional y que cada vcz es más divcrsa. Si aparccen sIntomas, ci 
cultivador pucdc sometcr las plantas que dcspiertan sospccha a algunas 
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y asI corroborar la presencia o ausencia de partIculas virales e 
inclusjones de los virus, tanto en plantas afectadas como en sanas y 
testigos (Figuras 108 y 109). 

La infiuencia que pueden tener problemas como los antes 
n iencionados, se observa en la alteración de los promedios de incidencia 

del virus en las muestras, como se presenta con claridad en las Tablas 
8 y 9, incluyendo tanto los valores problema como los valores finales, 
para los siete grupos de pruebas. También es importante considerar 
las pérdidas de tipo económico, ya que un kit de 96 celdas puede costar 
en ci mercado aproximadamente US$200 (valores a diciembre de 
2000), sumado esto al tiempo requerido, a los insumos no provistos 
por el kit, pero en consideración mayor, al riesgo que se toma a! decidir 
la suerte de materiales vegetales valiosos posiblemente afectados por 
virus, y al peligro de cuitivar materiales enfermos en presencia de sanos. 

El conocimiento de la problemática del estado de las muestras, su 
procesamiento y las caracterIsticas básicas de Ia técnica ELISA, es 
indispensable al momento de interpretar los resultados obtenidos, al 
igual que en la modificación y mejoramiento de otros aspectos de los 
métodos utilizados para muestras de Cattleya spp. en ELISA. 

La principal conclusion que genera todo este análisis, piantea que 
ELISA es una metodologIa adecuada para ci diagnostico de los virus 
CyMV y ORSV en Cattleya spp., técnica de aita sensibilidad y de 
aplicaciOn masiva y relativamente prictica en el momento de realizarla. 
Sin 	embargo, 
deben considerarse 	j 	 @ 	Fiqura 108 
y tenerse en cuenta 
aspectos como son 
la calidad y el estado J 
de Ia muestra el 
riesgo 	de 
contaminaciones L - 
el nOmero 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 ci 
mejor de los casos y en la medida 
de las posibilidades, no basar el 
diagnostico en una sola técnica, 
excepto cuando se trata de 
microscopIa electrónica donde 
pueden visualizarse las partIculas 
de virus presentes en la planta. 
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Reiteradamente se ha mencionado que ci medio de transmisión de los 
virus CyMV y ORSV es exclusivamente mecánico, es decir, que no se 
conoce un vector natural que lo disemine. El ser humano es quien se 
ha encargado de aumentar cada dIa su incidencia en los cultivos y 
colecciones a lo largo y ancho del mundo, debido a la utilizaciOn de 
herramientas infestadas, a la propagación masiva asexual convencional 
e in vitro (cultivo de tejidos) de explantes infectados, al cultivo de plantas 
sanas en presencia de enfcrmas, y a la movilización de material 
infectado al nivei doméstico e internacionalmente. 

El objetivo de un programa de manejo de virus en un cultivo de 
orquIdeas busca evitar al mIximo la presencia del patógeno, reduciendo 
las posibilidades de introducción de material vegctal afectado y la 
diseminación del problema al resto del cultivo. A continuación se 
presentan las principales medidas requeridas para ci manejo preventivo 
y curativo de enfermedades con posible origen viral en Catticya spp. y 
orquIdeas en general, segfln 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. Dc esta forma se previenc la entrada de plantas 
infectadas como fuentes de inOculo para ci cultivo. Las plantas 
propagadas in vitro a partir de semillas (rcproduccion sexual), tienen 
menor probabilidad de estar infectadas por los virus que aquellas 
procedentes de cultivo de tejidos en laboratorio o division de plantas 
convencional (reproduccion asexual). Para el caso de los hibridos, esta 
(iltima rcproduccion es la necesariamente empleada, mientras que las 
especies pueden propagarse mediante los dos tipos de rcproducción. 

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 está infectado. La decisiOn sobre 
la destruccidn o ci manejo de este material está en poder del cuitivador. 

Obtener informaciOn sobre la amplia gama de sIntomas ocasionados 
por los virus, sintomatologIa que se ha descrito en la literatura 
internacional y que cada vez es más diversa. Si aparecen sIntomas, el 
cultivador puede someter las plantas que despiertan sospecha a algunas 



dc las medidas de control o de manejo que más adelante se detailan. 
Siempre se debe rcalizar obscrvación continua (hojas y flores, 
principaimente) en busca dc sIntomas o de comportamientos 
anormales. Es importante tener en cuenta quc pueden existir dentro 
dci cultivo plantas asintomáticas, que están afcctadas, condición quc 
es rnás usual cuando las plantas se encuentran en excelentes 
condiciones dc cultivo. La ocurrencia dc plantas asintomáticas depende 
de caractcrIsticas propias de la especie o hIbrido y dc su interacción 
con ci ambiente dcl cultivo. Dc igual forma, debe considerarse que 
algunos sIntomas corno manchas necróticas, marchitamientos, lesiones 
foliares, etc., pueden también ser causados por bongos, bacterias, 
dcsórdenes fisiológicos o toxicidad, y cSto solo se verificará mediante 
un diagnostico especializado. 

Si existen plantas posiblemente infectadas dentro dci cultivo, fstas 
deben rctirarse dcl cultivo y ilevarse a un sitio aislado para evitar que 
entren en contacto con las plantas sanas, a fin de que rcciban un manejo 
adccuado indcpendicnte. Debe ponerse más atención sobre plantas 
pertenecientes a los géneros rnás corncrciaies dc orquIdeas cuitivadas 
y propagadas en todo ci mundo, como Jo son Den drobiujn, Pha1aenopsi, 
Vancla, Oncidliurn, yen especial C'atticyay sus géncros afines (Alianza 
Cattieya), que pueden scr una fuentc importantc dc inócuio. 

Mantener los cuitivos en forma adccuada desdc ci punto de vista 
agronórnico, suministrando oportunamente y en las dosis 
recomendadas los fcrtihzantes y dcmás insumos requeridos. Las 
aphcaciones excesivas pueden conducir a desequiiibrios que debilitan 
la planta y la hacen rnás susceptible a problemas sanitarios. 

Trahajar primero en las plantas sanas cuando se están desarroliando 
las distintas laborcs dcl cultivo, con ci fin de no contaminar 
herrarnicntas, utensilios, recipientes y las manos dcl operario con 
patógenos como hongos, bacterias y virus, los cuales se pueden 
transrnitir mediante estos implementos y penetrar por heridas o en 
ligeros contactos. 

No utihzar recipientes ni sustratos donde hayan estado sembradas 
otras plantas, en especial si se sospecha de su infección por virus. Si se 
requiere de la reutilización de recipientes, éstos deben recibir un 
adecuado manejo iavándose con abundante agua yjabon y tratándose 
con hipoclorito de sodio 2% (blanqucador casero), para retirar e 
inactivar los posibles virus y otros patógenos. 

Eliminar las partes afectadas y los residuos vegetales, 
preferibiemente mediante incineraciOn, ya que estos se convierten en 
fuentes de inóculo y fácilmente pueden contarninar herramientas, 
utensilios, recipientes, operarios, o anirnales que pueden habitar en 
los cultivos, favoreciendo la transmisión mecánica de los virus. El 

viento y Ia iluvia pueden transportar restos vegetales y depositarlos en 
las superfIcies de las plantas, donde ocurre la inoculación en ci 
momento de producirse heridas o contactos directos. Dc igual forma 
las aguas de riego y de fertilizaciOn no deben reutilizarse, ya que pueden 
contener restos de plantas infectadas e inciuso, estar contaminadas 
con partIculas de virus. 

Probar mediante una o varias de las técnicas de diagnostico antes 
mencionadas, aqucilas plantas especiales o de interés para ci cultivador, 
con ci fin de certificar su estado con propositos de propagaciOn. Este 
diagnOstico puede realizarse, dependiendo de la técnica, por los 
mismos cultivadores, por asistentes técnicos o por ccntros 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 ci flameo en mecheros de alcohol y gas 
hasta observar, 51 CS posibic, ci extremo rojo. Se debe recordar que ci 
virus ORSV (Tobamovirus) se inactiva a ternperaturas superiores a 
los 90°C, y ci virus CyMV (Potexvirus) a más de 70°C. El empleo de 
tijeras o cuchullas esterilizadas mediante calor es uitil para cauterizar o 
cicatrizar heridas y reducir ci riesgo de entrada de otros patogenos. 

Realizar tratarnientos qulmicos para esteriiizar las herramientas y 
los utcnsilios, como la inmersiOn y limpieza con hipoclorito de sodio 
dcl 2 al 5% (bianqueador cascro), ci cual se prescnta cornercialmente 
con una concentraciOn de 5,25%. Este producto es oxidante, incluso 
afecta ci mctai de las herramientas por corrosion. Mezcias de hidrOxido 
de sodio ai 2% con formaldehido al 2% tarnbiOn pueden inactivar los 
virus. Otro producto apropiado es ci fosfato trisOdico (TSP), que puede 
utilizarse en diluciOn en una soiución acuosa saturada. Posterior al 
lavado o inniersión en ci producto, debe realizarse un enjuague con 
agua limpia para retirar residuos que le pucdan afcctar la planta. Las 
soiuciones desinfestantes deben renovarse frecuentemente durante la 
sesiOn de trabajo ya que al reahzar las inmersioncs sucesivas de las 
herramientas quedan depósitos de savia y residuos vegetales, se 
descomporie ci reactivo y se puede perder la efcctividad. Estos 
productos en soluciOn pueden empiearse para ci iavado de recipientes 
y de las mesas o instalacioncs donde se cuitivan las plantas. 

Procurar el uso de guantes de caucho o de latex, ya que la piel se 
afecta con la alcahnidad de las solucioncs estcrilizantcs y es neccsario 
lavar frecuentemente las manos dcl operario sin perjuicio de su salud. 
Dc csta forma también se cvita que partIculas de virus y residuos 
vegetales permanczcan infectivos y  sean fuente de inOculo. 

Incincrar las plantas afectadas dependiendo dcl valor y de la 
importancia que ésta tenga para el cultivador, quicn es ci directo 



de las medidas de control o de manejo que más adelante se detallan. viento y la iluvia pueden transportar restos vegetales y depositarlos en 
Siempre se debe realizar observación continua (hojas y Ilorcs, las superficies de las plantas, donde ocurre la inocuiación en ci 
principalmcnte) en busca de sIntomas o de comportamicntos momento de producirse heridas o contactos directos. Dc igual forma 
anormales. Es importante tener en duenta que pueden existir dentro las aguas de riego y de fertiiización no deben reutilizarse, ya que pueden 
del cultivo plantas asintomáticas, que estári afectadas, condición que contener restos de plantas jnfectadas c inciuso, estar contaminadas 
es más usual cuando las plantas se cncuentran en excelentes con partIculas de virus. 
condiciones de cultivo. La ocurrencia de plantas asintomáticas dcpende 
de caractcrIsticas propias de la especiC o hIbrido y de su interacción Probar mediante una o varias de las técnicas de diagnostico antes 
con el ambicnte del cultivo. Dc igual forma, debe considerarsc que mencionadas, aquellas plantas especiales o de interés para ci cultivador, 
aigunos sIntomas como manchas nccróticas, marchitamientos, lesiones con ci fin de certificar su estado con propósitos de propagación. Este 
foliares, etc., pueden también ser causados por hongos, bacterias, diagnostico puede realizarse, 	dependiendo de la técnica, 	por los 
desórdcnes fisiológicos o toxicidad, y esto solo se verificará mediante mismos cultivadores, por asistentes técnicos o por centros y 
un diagnOstico especializado. laboratorios especializados. 

Si cxisten plantas posiblemente infectadas dentro del cultivo, éstas Efectuar tratamientos fIsicos que inactiven y dcstruyan los virus, 
deben rctirarsc del cultivo y ilevarse a un sitio aislado para evitar que como ci calentamiento de las herramientas de corte a una temperatura 
entren en contacto con las plantas sanas, a fin de que reciban un manejo cercana a los 100°C, mediante el Ilameo en mechcros de alcohol y gas 
adecuado independiente. Debe ponerse más atcnciOn sobre plantas hasta observar, si es posible, ci extremo rojo. Se debe recordar que el 
pertenecientes a los géncros más comerciales de orquIdeas cultivadas virus ORSV (Tobamovirus) se inactiva a temperaturas superiores a 
ypropagadas en todo ci mundo, como lo son Dendrobium, Phaiacnopsis, los 90°C, y ci virus CyMV (Potexvirus) a más de 70°C. Ei empieo de 
Vancla, Onciclium, yen especial Catticya y sus géneros afines (Alianza tijeras o cuchilias esterilizadas mediante calor es Otii para cauterizar 0 

Catticya), que pueden ser una fuentc importante de inócuio. cjcatrizar heridas y reducir ci ricsgo de entrada de otros patogenos. 

Mantener los cultivos en forma adecuada desde el punto de vista Realizar tratamicntos quImicos para esterilizar las herramientas y 
agronórnico, suministrando oportunamente y en las dosis los utensilios, como la inmersión y hmpieza con hipoclorito de sodio 
recomendadas los fertilizantes y dcmás insumos requeridos. Las del 2 al 5% (blanciueador casero), el cuai se presenta comercialmente 
aplicaciones excesivas pueden conducir a desequihbrios que debilitan con una concentración dc 5,25%. Este producto es oxidante, incluso 
la planta y la hacen más susceptible a problemas sanitarios. afecta el metal de las herramientas por corrosion. Mezclas de hidróxido 

de sodio al 2% con formaidehido al 2% también pueden inactivar los 
Trabajar primero en las plantas sanas cuando se están desarrollando virus. Otro producto apropiado es el fosfato trisódico (TSP), que puede 

las distintas labores del cultivo, con el fin de no contaminar utilizarse en diiuciOn en una soluciOn acuosa saturada. Posterior al 
herramientas, utensilios, recipientes y las manos del operario con iavado o inmersión en el producto, debe reahzarse un enjuague con 
patógenos como hongos, bacterias y virus, los cuaies se pueden agua limpia para retirar residuos que ic puedan afectar la pianta. Las 
transmitir mediante estos implementos y pcnetrar por heridas o en soiuciones desinfestantes deben renovarsc frecuentemente durante la 
ligeros contactos. sesiOn de trabajo ya que al realizar las inmersiones sucesivas de las 

herramientas quedan depOsitos de savia y residuos vegetaies, se 
No utihzar recipientes ni sustratos donde hayan estado scmbradas descomporie ci reactivo y se puede perder la efectividad. Estos 

otras plantas, en especial si se sospecha de su infecciOn por virus. Si se productos en soluciOn pueden cmpiearse para ci lavado de recipientes 
requicre de la reutihzacidn de recipicntes, éstos deben recibir un y de las mesas o instalaciones donde se cultivan las plantas. 
adecuado manejo lavándose con abundante agua yjabdn y tratándosc 
con 	hipociorito de sodio 2% (blanqucador casero), para retirar e Procurar el uso de guantes de caucho o de latex, ya que la pie1 se 
inactivar los posibles virus y otros patOgcnos. 	

I 
afecta con la alcalinidad de las soiuciones esterilizantes y es necesario 
lavar frecuentemente las manos del operario sin perjuicio de su salud. 

Ehminar las partes afectadas y los residuos vegetales, 	 I Dc esta forma también se evita que partIcuias de virus y residuos 
preferiblemente mediante incincraciOn, ya que estos se convierten en 	 I vegetaies permanczcan infectivos y sean fuente de inOcuio. 
fucntes de inOculo y fácilrnente pueden contaminar herramientas, 	 I 
utensilios, recipientes, operarios, o animalcs que pueden habitar en 	 I Incinerar las plantas afectadas dependiendo del vaior y de la 
los cultivos, favoreciendo la transmisjfln mecánica de los virus. El 1 	 importancia que ésta tenga para el cuitivador, quien es el directo 

low 	 i 



responsable de la sanidad de su cultivo. Si se comprueba infección se libres del virus, mediante ci empleo de Virazole (Ribavirin) en dosis 
recomienda incineración. de 25ppm, adicionado al medio de cultivo sólido con carbon activado. 

Requirieron para ello 5 subcultivos sucesivos con intervalos cortos 
Teniendo en cuenta que estos virus no se transmiten por semilla (cada 18 dIas). 

in por polen, los cultivadores avanzados pueden utilizar plantas 
enfermas como padres o madres en los cruzamientos para obtener Desde inicios de la década de los 90, ci avance de las técnicas de 
hIbridos. Sin embargo, cuando se manipulan los órganos reproductivos ingenierla genética y transformación de plantas ha planteado la 
y las plantas es muy fácil contaminarse y transmitjr mecánicamente ci alternativa de realizar procesos biotecnologicos en las orquIdeas y 
virus a las plantas involucradas y otras plantas del cultivo. buscar resistencia o tolerancia a los virus. En efecto y como parte del 

proceso metodológico Belarmino y Mu (17), obtuvieron plantas de 
Mantener las plantas libres de áfidos o pulgones, aunque no se Phaiaenopsistransformadas genéticamente medianteAgrobactcrium. 

conoce de la transmisión de los virus CyMV y ORSV por medio,  de Estos autores también citan dentro de su trabajo algunos estudios de 
insectos. Los áfidos pueden flevar residuos de savia e incluso partIculas otros autores sobre transformación de protocormos mediante 
de los virus que pueden adherirse a la superficie de sus aparatos bucales bombardeo de partIculas con material genético, donde obtuvierori bajas 
y otros órganos que introducen dentro de las plantas donde se frecuencias de regeneración de plantas transformadas de Phalaenopsis, 
alimentan (afln no comprobado para ci caso de estas orquIdeas). Dc Dendrobiumy Vane/a. Sin embargo, An no se conocen materiales 
esta forma pueden llegar partIculas de virus desde una planta infectada resistentes o tolerantes obtenidos por esta via. El hecho de no conocerse 
a una sana. Cuaiquier causante de heridas y su contacto con fluidos materlales resitentes o 	con 	tolerancia comprobada a estos virus, 
de la planta puede causar transmisión sin ser necesariamente un vector justifica en gran medida la adaptación y el empleo de metodologIas 
natural. para la transformación genetica de orquideas de importancia comercial, 

lo cual abre la gran posibilidad de introducir genes que brinden éstas 
Una de las metodologlas más empleadas para la propagación masiva y otras caracteristicas deseadas en estas valiosas plantas. No tardará 
de orquIdeas, es el cultivo de tejidos ii vitro, en especial, de tejidos mucho tiempo en conocerse la existencia de plantas transgenicas 
meristemáticos. Sin embargo, dada la circulacjón sistémica de los virus portadoras de genes de resistencia o tolerancia a los virus, teniendo en 
dentro de todos los tejidos de la planta, una gran parte de las células cuenta que son ci principal problema fitosanitario en ci mundo. Es 
pueden estar afectadas, pero existe la posibilidad de que algunas células posible que ya existan estas plantas, pero afln no se dispone de esa 
de activo o continuo crecimiento y division como las ubicadas en los información. 
meristemos, permanezcan libres del virus o los contengan en 
concentraciones muy bajas. Si se toman células del punto de 
crecimiento, se Ilevan 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 	tanto, 	libres de y por 	plantas 

IL__I I 	 C WA 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 ci realizado por Lawson (70) en Cattieya, mostraron I 	1 	ADAMS, EM.; ALLISON, A.V The specificity of ELISA for strains of TMV 

la localización de partIculas de CyMV en forma subcelular en los I 	 Phytopatholo 	71(1): 103. 1981. 

meristemas obtenidos para el cultivo de tejidos, siendo un factor 
inconveniente el tamaño del domo apical con 0,5 a 1,0mm, lo cual es 	 i 
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la anterior metodologIa se ha complementado con un procedimiento 	 i presence of Cymbidium mosaic virus and Odontoglossum ring spot virus. 

de quim ioterapia en ci cual se adiciona al medio de cultivo un producto 	 I 
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responsable de la sanidad de su cultivo. Si se comprueba infección se libres del virus, mediante el empleo de Virazole (Ribavirin) en dosis 
recomienda incineración. de 25ppm, adicionado al medio de cultivo sólido con carbon activado. 

Requirieron para ello 5 subcultivos sucesivos con intervalos cortos 
Teniendo en cuenta que estos virus no sc transmiten por semilia (cada 18 dIas). 

ni por polen, los cultivadores avanzados pueden utilizar plantas 
enfermas como padres o madres en los cruzamientos para obtener Desde inicios de la década de los 90, ci avance de las técnicas de 
hIbridos. Sin embargo, cuando se manipulan los órganos reproductivos ingenierla genetica y transformación de plantas ha pianteado la 
y las plantas es muy fácil contaminarse y transmitir mecánicamente el alternativa de realizar procesos biotecnologicos en las orquIdeas y 
virus a las plantas involucradas y otras plantas del cultivo. buscar resistencia o tolerancia a los virus. En efecto y como parte del 

proceso metodologico Belarmino y Mu (17), obtuvieron plantas de 
Mantener las plantas libres de áfidos o pulgones, aunque no se Phalaenopsistransformadas genéticamente mediantcAgrobactcrium. 

conoce de la transmisión de los virus CyMV y ORSV por medio de Estos autores también citan dentro de su trabajo aigunos estudios de 
insectos. Los áfidos pueden lievar residuos de savia e incluso partIculas otros autores sobre transformación de protocormos mediante 
de los virus que pueden adherirse a la superficie de sus aparatos bucales bombardeo de partIculas con material genético, donde obtuvieron bajas 
y otros órganos que introducen dentro de las plantas donde se frecuencias de regeneración de plantas transformadas de Phaiaenopsis, 
alimentan (ann no comprobado para ci caso de estas orquIdeas). Dc Den cirobium y Vane/a. Sin embargo, An no se conocen materiales 
esta forma pueden liegar partIcuias de virus desde una planta infectada resistentes o tolerantes obtenidos por esta via. El hccho de no conocerse 
a una sana. Cualquier causante de heridas y su contacto con fluidos materiales resistentes o 	con 	tolerancia comprobada a estos virus, 
de la planta puede causar transmisión sin ser necesariamente un vector justifica en gran medida la adaptación y el emplco de mctodologIas 
natural. para la transformación genetica de orquIdeas de importancia comercial, 

lo cual abre la gran posibilidad de introducir genes que brinden éstas 
Una de las metodologIas más empleadas para la propagación masiva y otras caracterIsticas deseadas en estas vahosas plantas. No tardará 
de orquIdeas, es el cultivo de tejidos in vitro, en especial, de tejidos mucho tiempo en conocerse la existencia de plantas transgénicas 
meristemáticos. Sin embargo, dada la circulación sistémica de los virus portadoras de genes de resistencia o tolerancia a los virus, teniendo en 
dentro de todos los tejidos de la planta, una gran parte de las células cuenta que son el principal problema fitosanitario en ci mundo. Es 
pueden estar afectadas, pero existe la posibilidad de que algunas células posible que ya existan estas plantas, pero An no se dispone de esa 
de activo o continuo crecimiento y division como las ubicadas en los información. 
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 aft a posibilidad de obtener explantes 	tanto, 	libres de y por 	plantas 'Lht'r~ 01AJA  e 
virus. Todo esto requiere destreza y habilidad para ubicar estas células 
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