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RESUMEN

El Cymbidium mosaic potexvirus (CymMV) y Odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV),
constituyen dos de los virus méas prevalecientes y econémicamente importantes en el cultivo de
orquideas. Ambos virus han ocasionado incalculables pérdidas a los cultivadores, convirtiéndose en
patdgenos severos que reducen el vigor de la planta, calidad de las flores y lo que es peor no pueden
ser controlados por ningin método. El método de diagndstico basado en la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion reversa (RT-PCR) fue aplicado en la presente investigacion para la
deteccién de CymMV y ORSV. Se realiz6 un estudio comparativo mediante la realizacion de pruebas
seroldgicas (método ELISA) y RT-PCR, con los resultados se pudo certificar plantas libres de virus a
través de la selecciéon de meristemos destinados a la micro-propagacion y obtencién de plantas sanas.
Se evaluaron muestras de hojas, flores, bulbos y plantulas reproducidas in vitro de distintas especies
de Catleya de plantas saludables o con sefiales clinicas de infeccion. Los ensayos se realizaron en
Laboratorio de Biotecnologia Molecular de la Empresa Concepto Azul SA en Guayaquil, Ecuador.
Los resultados obtenidos mostraron que la técnica de RT-PCR aplicada al diagnéstico de ambos virus
es mas sensible que el ELISA. Por lo cual, la RT-PCR fue mas eficiente para detectar infecciones por
CymMV y ORSV. El CymMYV fue detectado preferencialmente en hojas, flores y en menor grado en
bulbos, mientras que el ORSV solo fue detectado en hojas y bulbos, pero no en flores. Esto condujo a
describir sintomatologias asociadas con cada tipo de infeccion.

Palabras clave: Cymbidium mosaic potexvirus (CymMV), Odontoglossum ringspot tobamovirus
(ORSV), RT-PCR, ELISA.

ABSTRACT

Cymbidium mosaic potexvirus (CymMV) and Odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV) are the
most prevalent pathogens affecting worldwide the cultivation of orchids, causing incalculable losses in
revenue. They reduce growth vigor and quality, and what is most problematic they are not curable
once infected. A diagnostic method, based on the chain reaction reverse transcription polymerase (RT-
PCR), was developed to detect both viruses. The method consists of the extraction of nucleic acids of
infected plants and applying the RT-PCT method, similar to the ELISA (enzyme linked immuno-
sorbent assay) virus indexing technique. Leave, flower and bulb samples of different species of in
vitro reproduced healthy and affected Cattleya orchids were analyzed in the molecular biotechnology
laboratory of Concept Blue Corporation in Guayaquil, Ecuador. The comparative analysis revealed
that RT-PCR is more effective in the detection of CymMV and ORSV viruses than the ELISA
technique. Furthermore the study revealed that CymMV was preferentially detected in leaves, flowers
and small bulbs, while the ORSV virus was only detected in leaves and bulbs. The latter permitted to
describe the symptoms associated to each type of infection and the propagation of virus-free plants
applying the meristem-tip culture.

Keywords: Cymbidium mosaic potexvirus (CymMV) and Odontoglossum ringspot tobamovirus, RT-
PCR, ELISA.
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1. INTRODUCCION

Actualmente las orquideas se constituyen en uno de los principales cultivos ornamentales gracias a la
belleza y exoticidad de sus flores. Ecuador es el segundo pais en el mundo en términos de cantidad de
especies de orquideas. La mayoria de cultivos de orquideas son afectados por enfermedades virales.
Maés de 50 virus han sido reportados que afectan a este cultivo (Chang y col., 2004); sin embargo,
Cymbidium mosaic potexvirus (CymMV) y Odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV) son los dos
virus mas prevalecientes y econémicamente importantes. Ambos tipos de virus reducen el vigor de la
planta, rango de crecimiento y calidad de las flores (Wong y col., 1996; Navalinskienél y col., 2005).
Las infecciones virales debilitan las plantas haciéndolas méas susceptibles a otras formas de dafio; dos
de los efectos mas notables son el amarillamiento (clorosis) por inhibicion de la formacion de
cloroplastos y muerte de tejidos (necrosis).

Debido a la diversidad genética de orquidaceas, la observacion de sefiales clinicas de CymMV es
altamente variable y no puede ser considerada como base de diagnostico. Frecuentemente huéspedes
tolerantes han sido contaminados con CymMV y no presentan sintomas. Por tanto el nimero de
plantas infectadas pueden inconcientemente ser multiplicadas por propagacion vegetativa
(Vejaratpimol y col., 1998). Orquideas infectadas con CymMV pueden mostrar varias sefiales clinicas
tales como: enanismo, estriado clorético a puntos negros o patrones de lineas necroticas con parches
hundidos, deformacién en las flores en algunas especies importantes como Cattleya y Dendrobium;
hojas con mosaicos, manchas necréticas, brotes enroscados y hojas con estriamientos cloréticos
(Vejaratpimol, 1998). El virus ORSV produce puntos cloréticos o necréticos, estriados y anillos a
nivel foliar (Lawson y Hsu, 1995). Lesiones hendidas clordticas o necréticas en hojas y
descoloramientos en flores (Zettler y col., 1990). La Biotecnologia molecular se ha convertido en una
via atil que permit identificar virus de una manera rapida, efectiva, confiable mediante la
implementacion de metodologias de diagnostico eficientes.

La reaccion en cadena polimerasa (PCR) es una herramienta poderosa para amplificar pequefias
cantidades de ADN para varios analisis moleculares. La combinacién de la reversa trascripcion (RT)
con subsecuentes amplificaciones por PCR (RT-PCR) ha sido usada en el diagnostico de distintos
virus con genoma acido ribonucleico (ARN) (De Blas, 1994; Bateson y Dale, 1995).

2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevd a cabo en 5 etapas:

1. Evaluacidn de los iniciadores seleccionados para deteccion de los virus CymMV y ORSV.

2. Analisis de muestras sintomaticas y asintomaticas mediante PCR y ELISA en la que se evalud la
capacidad de deteccion por ambas técnicas.

3. Evaluacién de material micropropagado de plantas infectadas con CymMV, con el propésito de
indexacion del nuevo material vegetativo obtenido.

4. Andlisis comparativo de los resultados de RT-PCR y ELISA.

5. Evaluacion a insectos posibles vectores de virus.

Las muestras se recolectaron en el campo (Plantaciones Tosi Cuenca, Plantaciones Ecuagenera,
Gualaceo) un dia anterior al analisis en laboratorio. Se recolectaron muestras de hojas, de flores,
pseudobulbos de plantas que presentaron sefiales clinicas de enfermedad. Para la deteccion de
CymMV y ORSV mediante la Técnica de RT-PCR; se utilizaron primers especificos proveidos por
IDT (Integrated DNA Technologies, Inc.) y siguiendo protocolos de extraccion de ARN. Los primers
0 iniciadores se seleccionaron mediante el Programa Vector NTI Advance® 11.5. Los iniciadores nos
permitieron la amplificacién de la region del gen que codifica para capside con la obtencién de un
producto de 757 pb para el CymMV y otro producto de 477 pb para ORSV. Las secuencias utilizadas
se describen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Las secuencias de CymMV y ORSV.

Para Cymbidium mosaic virus Para Odontoglossum ringspot virus

Secuencia CymMV CPFw Secuencia OCP u ORSV Fw

5-TAG CTA TAG GCC CCT GGC -3’ 5-ATG TCT TACACT ATTACAGACC-¥
Secuencia CymMV CPRev Secuencia OCP u ORSV Rev

5-CTT TAG AAAACC ACACGC -3 5-TTA GGA AGA GGT CCA AGT AAG -3’

La retrotranscripcion cuyo principio indica que la enzima transcriptasa inversa utiliza el ARN
como molde para sintetizar una cadena complementaria de DNA de alli el nombre de ADNc
(complementario), en el presente estudio se utilizd la enzima reverse transcriptasa M-MLV RT buffer.
Para la amplificacion de CymMV y ORSV se evalu0 los protocolos de amplificacion (Tabla 2).

Tabla 2. Protocolos de amplificacion.

Ciclo CymMV ORSV
1 ciclo Desnaturalizacion: 94°C por min Desnaturalizacion: 94°C por 5 min
Desnaturalizacion: 94°C por 30seg
40 ciclos Hibridacion: 50, 52 0 55°C por 45 seg Hibridacion: 50°C por 45 seg.

Polimerizacion: 72°C por 45 seg

Polimerizacion: 72°C por 10 min

1ciclo .,
4°C para su conservacion

La temperatura de hibridacién es variable depende de la temperatura de fusion (Tesisn) de los
primers del virus (+0 -5°C de la Tguion). Para el analisis de resultados por RT-PCR se realizd
migracion por electroforesis horizontal a 100 Volts durante 30 minutos en geles de agarosa, preparar al
1,5% en buffer TAE 1X, con un MPM de 100 Kb y visualizacion de los fragmentos amplificados en
los geles tefiidos con Bromuro de Etidio (0,5 mg ml™) en un transiluminador TFX-20M.

Para la deteccién de virus por la técnica de ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay, Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) se siguié el protocolo
suministrado por Agdia Inc. utilizando anticuerpo de captura anti-Cymbidium mosaic virus (CymMV
1:200 v/v CAB 89500) y el anticuerpo anti-raton para CymMYV conjugado con fostatasa alcalina
producido en conejo (1:200 v/iv ECA 89500), los controles positivos (CymMV, Agdia Inc.) y
negativos (hojas sanas Agdia Inc.). En la evaluacion de resultados se utilizé el lector de densidad
Optica o espectro para microplacas de ELISA (LabSystems Multiskan); para cada muestra se
consideraron los valores obtenidos en las lecturas asi positivas cuyo valor de absorbancia a 405 nm fue
mayor al valor del control negativo. Negativas cuando el valor de absorbancia a 405 nm fue menor o
igual al control negativo, se utilizaron placas de fondo plano tipo Immunolon 2B (Dynex
Technologies, Estados Unidos).

Para la deteccion de Odontoglossum ringspot Virus se siguid el protocolo ELISA suministrado
por Agdia Inc. utilizando anticuerpo de captura anti-Odontoglossum ringspot virus (ORSV 1:200 v/v
CAB 54300) y anticuerpo anti-Odontoglossum conjugado con fostatasa alcalina (1:200 v/iv ECA
54300), ambas producido en conejo. Los controles positivos (ORSV, Agdia Inc.) y negativos (hojas
sanas Agdia Inc.). Para la evaluacion de resultados se utilizd el lector de densidad dptica o espectro
para microplacas de ELISA.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

La evaluacién de los iniciadores seleccionados para la deteccion de los virus, CymMV y ORSV, se
realizd en muestras que presentaron sefiales clinicas; hojas, flores y bulbos. Para el analisis de
resultados se realizd la migracion de los productos para el virus CymMV en gel de agarosa cuyos
resultados se muestran en la Fig. 1. Los productos migrados en gel de Agarosa para el virus de ORSV
son ilustrados en la Fig. 2.
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Figura 1. Deteccion por RT-PCR del ARN viral de CymMV. Fila 1-3 Muestras de hojas totalmente
sanas; Fila 5-6 muestras de flores con apariencia viral; Fila 4, 8-14 hojas con sefiales clinicas; Fila 15
y 18 muestras de bulbos con sefiales clinicas; Fila 16, 17, 19-21 muestras de hojas con sefiales
clinicas; MPM marcador de peso molecular; pb pares de base, los nimeros a la derecha corresponden
a la escala del marcador de peso molecular. La flecha de la izquierda indica el tamafio del fragmento
de 757 pb obtenido en este trabajo, correspondiente al ARN viral de CymMV.
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Figura 2. Deteccion por RT-PCR del ARN viral de ORSV.Fila 1-3: Muestras de hojas totalmente
sanas , Fila 5-7: muestras de flores con sefiales clinicas, Fila 4, 8-14: hojas con sefales clinicas, Fila
15 y 18: muestras de bulbos con sefiales clinicas, Fila 16, 17, 19-21: muestras de hojas con sefiales
clinicas, MPM: marcador de peso molecular, pb: pares de base, los nimeros a la derecha
corresponden a la escala del marcador de peso molecular. La flecha de la izquierda indica el tamafio
del fragmento de 477 pb obtenido en este trabajo, correspondiente al ARN viral de Odontoglossum
ringspot virus.
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Los protocolos de extraccion de ARN viral, los pardmetros de PCR y los primers seleccionados
permitieron obtener productos de PCR de tamarfio especifico para cada uno de los virus en muestras
con sintomatologia de presuncién. Los resultados confirman la presencia de los virus, con un amplicon
de 757 pb que corresponde al virus de Cymbidium mosaic virus y un amplicon de 477 pb
correspondiente a Odontoglossum ringspot virus. La flor positiva para CymMYV presenté mosaico en
los pétalos y la muestra de hoja positiva para el ORSV tenia manchas circulares necroticas. Las otras
muestras, a pesar de presentar sintomatologias de infeccion, no resultaron positivas. Sin embargo, no
se descarta que pudieran haber sido positivas para el virus no analizado, o que la infeccion fuese de
otro origen.

La segunda etapa correspondio al analisis de muestras sintomaticas y asintomaticas mediante
PCR y ELISA en la que se evalub la capacidad de deteccion por ambas técnicas; el material
seleccionado corresponde a muestras de diferentes 6rganos (hojas, flores, bulbos) de diferentes plantas
con el objetivo de valorar si la deteccion es posible en cualquier muestra, ademas se utilizaron hojas de
plantas aparentemente sanas para verificar su sanidad. Las diferentes muestras presentan sefiales
clinicas de infeccion viral. Para determinar si las muestras presentan los virus CymMV y ORSV en los
diferentes 6rganos de la planta mediante RT-PCR, se realizd la extraccion de ARN viral y los
productos fueron migrados en gel de agarosa, los resultados se muestran en la Figs. 1y 2 (RT-PCR) y
la Fig. 3 (ELISA).

ORSV

Figura 3. Diagnéstico ORSV y CymMV mediante ELISA. Parte superior: Fila 1-3 muestras de hojas
totalmente sanas; Fila 5 muestra de flor con sefiales clinicas; Fila 4, 6-10 hojas con sefiales clinicas;
Fila 11 y 13 muestras de bulbos con sefales clinicas; Fila 12, 14, 15 muestras de hojas con sefiales
clinicas. Las filas correspondientes a la parte inferior corresponden al diagnéstico del virus CymMV
distribuidas de la misma forma que para el virus ORSV.

Tabla 1. Resultados obtenidos en muestras de diferentes 6rganos aplicando RT-PCR y ELISA.

Analisis RT-PCR Analisis ELISA
; Cym Cym
Planas  1P0 Sy M ops - oRs M/ o O oRs ORs V)
\ . V+ V- ORs Y V+ V- ORS
V Vv
3 sanas Hojas 0 3 0 3 0 0 3 0 3 0
Total 0 3 0 3 0 0 3 0 3 0
Hojas 5 7 5 7 3 5 9 3 11 1
18 Flores 3 0 0 3 0 3 0 0 3 0
sintomatica  Bulbos 0 1 1 0 1 0 2 1 1 0
Total 8 8 6 10 4 8 11 4 15 1
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La microplaca ELISA exhibe los resultados producto de los extractos depositados en los posos.
La coloracion intensa amarilla corresponde a las muestras que resultaron positivas para los virus. Se
observan 3 muestras positivas para CymMYV (2 hojas con sefiales clinicas y 1 flor) y 3 positivas para
ORSV (2 hojas con sefiales clinicas y 1 bulbo). No se registr6 muestras contaminadas por ambos virus.
Los controles positivos para ELISA correspondieron a hojas de Cymbidium contaminados con los dos
virus, éstos siempre se manifestaron positivos. Del analisis de muestras utilizando las dos técnicas se
obtuvo los siguientes resultados (Tabla 1). La deteccion del ORSV por RT-PCR resulté mas eficiente
ya que 6 plantas (60%) fueron positivas contra 4 (40%) mediante la palicacion del ELISA.

Las 3 plantas de las cuales se tomaron muestras de hojas sanas resultaron ser 100% negativas para
ambos virus por ambas técnicas empleadas. De las 18 plantas con sefiales clinicas se pudo detectar por
RT-PCR, un 27,8% de hojas, un 16,7% de flores positivas para CymMV; asi mismo se detectd un
27,8% de hojas, un 5,6% de bulbos positivos para ORSV y no se detecté muestras positivas de flores.
También se pudo detectar un 16,7% de hojas y un 5,6% de bulbos con infecciones combinadas (ver
Fig. 4).
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Figura 4. Nimero de muestras y % respectivos que dieron positivo para ambos virus tanto para hojas,
flores, bulbos, evaluados por RT-PCR y ELISA.

Con ELISA, se obtuvo el mismo resultado que la RT-PCR para la deteccion del CymMV,
excepto que el bulbo con doble infeccion no salié positivo. El virus ORSV fue detectado solo en 4
hojas de las 6 positivas por RT-PCR, y 1 bulbo de los 2 positivos. Una sola planta result6 positiva por
ELISA contra 4 positivas por RT-PCR.

La técnica RT-PCR pudo detectar exitosamente la presencia de ambos virus en los diferentes
organos de las plantas al igual que utilizando la técnica ELISA; sin embargo, hay diferencias entre las
dos técnicas. En un contexto general, se ve que de las 23 muestras evaluadas por ambas técnicas un
34,8% de las muestras son positivas para CymMV por RT-PCR y ELISA (Fig. 5). Mientras que para
la deteccion de ORSV 26,1% de muestras son positivas por RT-PCR, de las cuales solo un 17,4% son
detectadas positivas por ELISA, lo cual corresponde a un 8,7% mas de deteccion mediante RT-PCR.
Por RT-PCR se detecta un 17,4% de muestras con infecciones combinadas a diferencia de ELISA en
la cual solo se detecta un 4,3%, siendo un 13% maés de deteccion por RT-PCR, esto podria deberse a la
carga viral presente en las muestras en el momento que son analizadas, debido a que RT-PCR detecta
minimas cantidades de ARN viral. En éste ensayo con RT-PCR se pudo detectar la presencia
simultanea de ambos virus, con ELISA esta deteccion se vio limitada.
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Figura 5. Grafico de porcentajes de muestras que dieron positivo en el diagndstico de virus CymMV 'y
ORSV mediante RT-PCR y ELISA.

Algo interesante de observar en cuanto a la deteccion de CymMV tanto por RT-PCR asi como
ELISA, es que la mejor muestra para la deteccion de este virus, serian las muestras de flores ya que de
3 muestras evaluadas todas resultaron positivas, a diferencia de cuando se utilizan hojas, en las cuales
solo 5 de un grupo de 15 muestras salieron positivas, en los bulbos no pudo ser detectado. Mientras
que para la deteccion de ORSV los bulbos podrian ser las mejores muestras ya que de 2 bulbos
evaluados por RT-PCR fueron detectados en ambos (ORSV 1 detectado de forma simple, y el otro en
infeccion combinada), mientras que por ELISA solo fue detectado GUnicamente en 1 bulbo (deteccion
simple), seguido por las hojas en las cuales se detecté en 5 por RT-PCR y 3 por ELISA, en las flores
no pudo ser detectado este virus. La eficiencia de la RT-PCR fue similar, 1,5 y 4 veces mayor con
respecto a ELISA para la deteccién de CymMV solo, ORSV solo y CymMV/ORSY combinados,
respectivamente.

La tercera etapa correspondié a la evaluacion de material micropropagado a partir de plantas
infectadas con CymMYV a través del diagnéstico por RT-PCR y ELISA a plantas adultas madre con sus
respectivas plantulas hijas (0,5-1 cm tamafio), extraidas via meristemo cuyo objetivo es la indexacion
de material vegetativo. De la planta madre escogida que presento clorosis a nivel foliar. Se evaluaron
18 muestras de plantulas (de 0,5-3 cm alto) tanto de aquellas que presentaron sefiales clinicas, otras un
ligero amarillamiento y otras que no presentaron sefiales clinicas utilizando las dos técnicas RT-PCR y
ELISA.

Los resultados demuestran que de un grupo de 19 muestras (1 hoja y 18 pléntulas) seleccionadas
1 hoja y 10 pléntulas son positivas por RT-PCR para CymMV, mientras que por ELISA se confirma la
misma hoja, pero solo 6 plantulas son positivas.

Cuando se micropropaga a partir de una planta madre que es diagnosticada positiva para
CymMV, un 55,6% de las plantulas hijas fueron detectadas positivas por RT-PCR, mientras que si se
emplea la técnica ELISA en el proceso de certificacion solo se detect6 un 33,3% positivas, por lo cual
la técnica de RT-PCR detectaria un 22,2% méas muestras positivas en muestras microrpopagadas a
partir de material infectado. La eficiencia de la RT-PCR frente al ELISA fue de 1,7 veces mayor en las
plantulas mientras que para las hojas fue similar.
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Al no conocer el nivel de sensibilidad de la deteccion del virus mediante la RT-PCR no se puede
garantizar que las plantulas negativas estan exentas de virus. La RT-PCR es una técnica rapida y
confiable para la deteccién de virus en protocormos de gladiolos en donde los virus persisten en forma
latente 0 en una muy baja concentracién y éstos no son detectables por métodos seroldgicos
convencionales, sin embargo existen técnicas mucho mas sensibles que la RT-PCR, como son: la RT-
nested-PCR o la Real-time PCR que permite cuantificar absolutamente el producto amplificado.
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Figura 6. Grafico comparativo de las dos técnicas RT-PCR y ELISA de todo el experimento.

La cuarta etapa (ver la Fig. 6) correspondid al analisis comparativo de los resultados de RT-PCR
y ELISA. En términos generales de analisis, podemos observar que de 39 muestras analizadas para
CymMV, mediante RT-PCR se pudo detectar un 49% de muestras positivas, mientras que por ELISA
solo se detectd un 38%. De 22 muestras evaluadas para ORSV se detect6 por RT-PCR un 27% y por
ELISA un 18%; asi mismo de estas 22 muestras se pudo detectar por RT-PCR un 18% de muestras
con infeccion combinada, mientras que por ELISA solo fue de un 5%. Esto nos demuestra que la RT-
PCR tiene una eficiencia de deteccion de 1,3 y 1,5 veces mas que ELISA, a la vez que es 4 veces mas
eficiente en detecciones combinadas.

En la quinta etapa se evalud a insectos posibles vectores de virus. Investigaciones anteriores
sefialan que no existen vectores conocidos para el virus de CymMV y ORSV. Se analizé 4 tipos de
insectos que encontramos en la plantacion de orquideas, en plantas ornamentales y frutales cercanos al
invernadero de crecimiento de los cultivos (tipo afidos, arafiitas, Trips, arafiitas verdes). Para la
extraccion de proteinas se utilizo el protocolo proveido por Concepto Azul cuyos resultados dieron
negativo en todos los casos, con lo cual podemos confirmar que las plagas presentes en las
plantaciones de orquideas afidos, arafiitas, trips no son vectores del virus CymMV y ORSV.

Los sintomas foliares (ver Figs. 7 y 8) observados con mayor frecuencia para CymMV es clorosis
en la lamina foliar (Fotografia 1) y el sobrebrotamiento fue el menos frecuente. También se
observaron plantas con deformacién de hojas y flores (Fotografias 3 y 7) amarillamiento (Fotografia
4). En algunos casos se present6 estriamiento (Fotografia 8), en otros casos hendiduras severas en las
manchas tornandose necrdticas (Fotografia 2), y en otros casos bandeados cloroticos, esto a nivel
foliar y en bulbos; en las flores se manifesté muy significativamente el mosaico en pétalos y sépalos
acomparfiado de una necrosis precoz (Fotografias 6 y 7), siendo el menos frecuente la deformacion de
la simetria floral.
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1. Clorosis foliar. 2. Clorosis y mancha 3. Deformacion de 4. Amarillamiento
hendida necrotica. hojas. foliar.

6. Mosaico y necrosis 7. Deformacién 8. Bandeado clordtico.
precoz. simetria floral.

Figura 7. Fotografias que indican los sintomas que ocasiona CymMV.

9. Manchas anilladas. 10. Patrones lineales 11. Punteado necroético. 12. Bulbo con

necroticos. manchas necroticas
anilladas.

Figura 8. Fotografias que indican los sintomas que ocasiona ORSV.

Los sintomas observados para plantas infectadas con ORSV son: manchas anilladas necréticas,
punteado necroético en la ldmina foliar y en bulbos, bandeado clorético. EI ORSV no fue detectado a
nivel de flor lo que indica que el tropismo del ORSV fue mayor en hojas y bulbos (Fotografias 9 y 12).
Los sintomas foliares observado con mayor frecuencia para ORSV son las manchas anilladas
necroticas (Fotografia 9), el punteado necrotico (Fotografia 11), el bandeado clorético fue el menos
frecuente. También se observaron plantas con patrones lineales que inicialmente son cloréticos y
finalmente se tornan necrdéticos (Fotografia 10). En el presente trabajo no se obtuvieron flores con la
presencia de ORSV.

13. Manchas hendidas 14. Manchas hendidas necroticas, 15. Clorosis, manchas
anilladas necréticas. clorosis, punteado necrético. anillada.
Clorosis en bulbo.

Figura 9. Fotografias que indican los sintomas que ocasionan CymMV y ORSV.
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En el caso de muestras que presentaban el ataque de los dos virus tanto CymMV como ORSV
presentaron caracteristicas de los dos virus, siendo posible la identificacion con la ayuda de
metodologias moleculares.

En la Fig. 9 podemos apreciar la combinacion de los sintomas de los dos virus (Fotografias 13 a
15). En muestras que presentaron el ataque de los dos virus al mismo tiempo, las sefiales clinicas se
manifestaron con clorosis, manchas hendidas, punteadas, profundas y necréticas, en consecuencia un
ataque severo.

4. CONCLUSIONES

Los primers utilizados para detectar el ARN viral de CymMV y ORSV permitieron la obtencion de un
fragmento especifico del genoma con757 y 477 pb, respectivamente. Se comprobd la presencia de
ARN virales tanto de CymMV y ORSV en especies de catleyas de interés comercial por las dos
técnicas RT-PCR y ELISA, utilizando diferentes tejidos infectados (hojas, flor, bulbos, plantulas). El
virus fue exitosamente detectable por RT-PCR en muestras de plantas con sefiales visibles y también
en aquellas en donde las sefiales clinicas eran leves. Los resultados obtenidos mostraron que la técnica
de RT-PCR aplicada al diagndstico de ambos virus es mas sensible que el ELISA. De todas las
muestras analizadas, un 49% fueron positivas para CymMV con RT-PCR, contra 38% por ELISA. El
ORSYV fue detectado en 27% de las muestras por RT-PCR, mientras que un 18% fueron positivas con
ELISA. La RT-PCR permitio identificar 18% de muestras con doble infeccion mientras que por
ELISA solo 5% fueron en esta categoria. Por ende, la RT-PCR fue 1,3, 1,5 y 4 veces més eficiente
para detectar infecciones por CymMYV, ORSV y ambos virus respectivamente. La técnica de ELISA
para CymMV parece ser mas confiable que para la deteccién del ORSV, posiblemente por diferencias
antigénicas entre los virus que fueron utilizados para la elaboracion de los anticuerpos anti-ORSV. El
diagnostico de ambos virus tanto para estudios de prevalencia o incidencia en plantas silvestres,
control de plantas introducidas, como para la certificacion de plantas micropropagadas para fines
comerciales, debera realizarse con la técnica de RT-PCR para que el diagndstico sea méas confiable. El
tropismo de los virus fue marcado, ya que el CymMYV fue detectado tanto en hojas como en flores y
bulbos, mientras que el virus ORSV tiende a ser identificado principalmente en hojas y bulbos y no en
flores. La presencia de ambos virus en los bulbos implica una fuerte probabilidad de propagacion del
virus mediante procesos de micropropagacion. La técnica de RT-PCR podra ayudar a establecer
metodologias que limiten la propagacién de los virus, mediante tratamientos térmicos o quimicos,
garantizando plantulas no portadoras. Se pudo asociar caracteristicas sintomatoldgicas con infecciones
asociadas a CymMV, ORSV vy a infecciones con ambos virus. Las plantas aparentemente sanas
resultaron ser negativas para los diagnosticos, sin embargo, para declarar exentas de infeccion, se
recomienda a continuacion de este trabajo, evaluar la sensibilidad de deteccion de la RT-PCR, o
implementar técnicas mas sensibles como la RT-nested-PCR o la Real-time PCR.
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