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RESUMEN

Se empled la Técnica ImmunoStrip para la identificacion de los virus CymMV 'y
ORSV en orquideas nativas del Ecuador. Se designaron diez Cultivos y tres
Reservas Ecolégicas, de cada uno se obtuvieron 10 muestras, en total se trabajo
con 124 muestras, obtenidas al azar, 101 muestras corresponden a cultivos y 23

muestras a las Reservas Ecol 6gicas.

36 muestras de cultivos dieron positivas con la aplicacion del Kit. de los cuales 7
individuos tenian los dos virus (19.44%), 6 individuos presentaron ORSV
(16.7%), y 23 presentaron CymMV (63,9%), siendo CymMV € virus que més
incidencia tuvo en las Orquideas. Sin embargo los virus estdn presentes en
cantidades pequefias siendo necesarios los controles fitosanitarios para evitar su

propagacion.

iv
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ABSTRACT

In this study we applied the ImmunoStrip technique to identify CymMV and
ORSV viruses in native Ecuadorian orchids. We anayzed ten cultivation types
and ten samples from three ecological reserves. There was 124 random samples,

101 corresponded to the cultivated types and 23 from the ecological reserves.

There were 36 virus-positive samples, seven samples were positive for two
viruses (19,44%), six samples were positive for ORSV (16,7%) and 23 for
CymMV. We conclude that CymMYV is the virus that appeares the most in native
Ecuadorian orchids; however, viruses are often present in small amounts, thus

phytosanitary controls are needed.
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DETECCION DE CyYMBIDIUM MOSAIC POTEXVIRUS (CymMYV) Y ODONTOGLOSSUM
RINGSPOT TOBAMOVIRUS (ORSV) MEDIANTE LA TECNICA IMMUNOSTRIP EN
ORQUIDEAS NATIVAS DEL ECUADOR

INTRODUCCION

La familia Orchidaceae es la familia de plantas con flor mas grande de reino vegetal
teniendo entre 20.000 a 35.000 especies dependiendo del autor, agrupadas en 700
géneros. (Rivera 1998). La importancia de las orquideas radica por su belleza y gran
diversidad de forma, tamafo, fragancia y color, son utilizadas para la decoracion de
jardines y eventos sociales, en exhibiciones y comercializacion tanto de la flor como de

la planta en si.

La flora Latinoamericana cuenta con una gran variedad de orquideas, distribuidas en las
costas, las sierras y las selvas, encontrandose en este ultimo lugar la mayor densidad
(Quinodnez, 2000). En Ecuador que es considerado como uno de los paises con la mayor
biodiversidad del mundo tomando en cuenta su reducida superficie geografica, 25 % de
la flora nativa ecuatoriana descrita. (Dodson, 2001). Es decir con que hay 219 géneros y
4.225 especies clasificadas y esto equivale al 25 % de la flora nativa ecuatoriana
descrita. Esta cantidad representa cerca del 60% de las especies identificadas en América

del Sur y 40% de las especies del continente americano (Hitrz. A. 2004).
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Las orquideas son tan populares por hombre para sus casas y jardines que se ha creado
nuevas especies por hibridacion durante 150 afios. Ahora se cuenta con

aproximadamente 150000 nuevos cruces (Hitrz. A. 2004).

En el Ecuador la comercializacion de plantas ornamentales y de sus flores se ha
incrementado considerablemente. Entre las familias mas comercializadas se encuentran

las orquideas debido a su belleza y diversidad de forma, tamafio, fragancia y color.

En los ultimos afios, las exportaciones de plantas ornamentales y flores cortadas, se
sitian en las primeras posiciones dentro de los productos no tradicionales. Por estas
razones, su cultivo se ha intensificado por parte de personas y empresas, los cuales
deben tener presente la calidad fitosanitaria del material, con el fin de evitar la aparicion
de enfermedades fungosas, bacterianas y virales, asi como plagas que amenacen su

desarrollo y calidad (Mckendrick, 2002).

Las enfermedades de las plantas causan la pérdida de, aproximadamente, el 15% de la
produccion agricola mundial. En particular, las infecciones virales producen perjuicios
economicos significativos ya que una vez infectada la planta tiene que ser extraida del
invernadero para evitar la contaminacion de las plantas. (Lawson 1990, Zettler et al.

1990, Hu et al. 1994, Lawson & Hsu 1995).

Las infecciones impiden el libre transito de orquideas en el mundo, por no cumplir con
las especificaciones de los programas de certificacion sanitaria. Sin embargo, no es raro
detectar plantas infectadas asintomaticas cuyo trafico sin control ya sea con fines de
coleccion o mejoramiento, ha favorecido la dispersion a nivel mundial de enfermedades,

entre ellos los virus.(Zettler et al. 1990, Hsu et al. 1992).

Los cultivos de orquideas son afectados por enfermedades que se propagan facilmente y
son dificiles de controlar, como son las enfermedades bacterianas, fingicas y virales, las
dos primeras se pueden controlar mediante la aplicacion oportuna de pesticidas, no asi
las enfermedades causadas por virus ya que son particulas submicroscépicas, provistas
de ARN o ADN que causan daio a la planta. Los sintomas frecuentes de las infecciones
virales son: reduccion del vigor de la planta, alteracion de la floracion, disminucion del

tamano y la calidad de la flor, todo esto, afecta el valor de exhibicidon o comercializacion
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de las plantas (Hu et al. 1993). Hasta el momento no se ha obtenido un producto
especifico para su control, lo que afecta directamente al desarrollo y produccion de las

orquideas.

Los virus son causantes de pérdidas econdmicas significativas en los cultivos en general,
sobre todo en las orquideas que estan propensas a infecciones virales, en alguna etapa de
su desarrollo debido a que tienen un crecimiento continuo o indefinido. Los virus que
afectan a las orquideas son alrededor de 30, afectan principalmente a hibridos, de las

cuales las de mayor importancia econémica son ORSV y CymMV.

La transmision de los virus a las orquideas se da a través de las herramientas, roce entre
plantas y por la manipulacion del hombre. El realizar estudios para conocer la presencia
de los virus que afectan a las orquideas es de mucha importancia, ya que estas plantas
tienen importancia comercial; en nuestro medio hay una creciente demanda de estas
plantas, tanto para aficionados como para cultivos industriales. Para satisfacer el
mercado de flores la estrategia es propagar las orquideas ya sea por meristemos, semillas
o simple division, pero para ello se debe estar seguro que las plantas a propagarse estén
libres de virus. De ahi nuestra necesidad de poner a prueba algunas técnicas, buscando

eficacia y sensibilidad en la deteccion de virus en las plantas madres.

CymMV y ORSV se consideran los virus mas importantes, tanto por su amplia
distribucion, como por sus efectos en las orquideas. En la literatura se ha informado que
estos virus producen manchas cloréticas, necroticas o ambas en las hojas de especies e
hibridos de Cattleya, Coelogyne, Cymbidium, Dendrobium, Epidendrum, Laeliocattleya,
Miltonia, Odontoglossum, Oncidium, Phalaenopsis, Spathoglottis, Vanda y
Zigopetalum. Sin embargo, los sintomas varian en intensidad y forma entre géneros o
especies de orquideas (Jensen 1951; Jensen, Gold 1955; Murakishi 1958; Kado, Jensen
1964; Corbett 1967; Cybularz et al. 1997). Ambos virus pueden inducir jaspeados y
deformacion en las flores de Cymbidium y Dendrobium, e incluso manchas necréticas,
que producen mala calidad de la flor en Cattleya, lo que afecta tanto a la produccién
comercial, como a los coleccionistas. (Zettler et al. 1990, Hu et al. 1994, Lawson 1995,

Tanaka et al. 1997).
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Hasta ahora las enfermedades de orquideas han sido solamente consideradas en el
ambito de produccion y comercializacion de las plantas. Debido al hecho que las
enfermedades producidas por los virus CymMV y ORSV no son especificas para
plantas de cultivo, existe la posibilidad que lleguen a los bosques nativos, afectando las
especies naturales. La consecuencia de estas puede ser grave afectando la reproduccion
de especies nativas y endémicas con la probabilidad de llegar hacer otra amenaza
adicional al problema de coleccion ilegal, deforestacion, la expansion de la frontera

agricola y urbana

El objetivo de esta investigacion fue conocer si 5 géneros de orquideas nativas del
Ecuador (Masdevallias, Catleyas, Pleurothallis, Oncidium y Maxillarias) se encuentran
infectadas por los virus Cymbidium Mosaic Virus y Odontoglossum RingSpot tanto en
viveros como en estado natural. También, investigar si la técnica ImmunoStrip es util
para monitoreo de poblaciones de orquideas nativas. Nuestras preguntas fueron: 1) ;En
el Ecuador hay presentes los virus Cymbidium Mosaic Virus y Odontoglossum RingSpot
en 5 géneros de orquideas nativas, tanto en cultivos como en Reservas Ecologicas? 2)
(El Kit ImmunoStrip puede ser utilizado para la deteccion de virus en el Ecuador? 3)
(Existe diferencia en la presencia de los virus Cymbidium Mosaic Virus y
Odontoglossum RingSpot entre los viveros y las reservas naturales? 4) ;Existe diferencia
entre el numero de planta infectados por los virus Cymbidium Mosaic Virus y

Odontoglossum RingSpot en los viveros?
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CAPITULO 1

REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Virus

Los virus son entes infecciosos submicroscopicos, patdgenos obligados, capaces de
organizar su propia multiplicacion dentro de las células de un hospedante adecuado. Las
particulas virales estdn formadas por acido nucleico rodeado por una cubierta proteica.
La replicacion de los virus se organiza con base en la informacidon genética contenida en
su acido nucleico, y se lleva a cabo a partir de materiales presentes en la célula del
hospedante, utilizando las enzimas y estructuras de ésta para la sintesis de proteina

(Arauz, 1998).

Los virus estdn compuestos por una region central de acido nucleico, ADN y ARN
rodeados por una cubierta proteinica o capside y en algunos casos por una envoltura
lipoproteica; estos no pueden reproducirse por si solos, sino dentro de las células vivas,

utilizando las enzimas y la maquinaria biosintética de sus hospederos. (Arauz, 1998).

Los virus perturban las funciones normales de las plantas, utilizando los recursos
estructurales de éstas, para fabricar mas particulas virales. Generalmente estos no
provocan la muerte de las plantas, pero si causan cambios que reducen su productividad,
y en el caso de las orquideas afecta directamente a su valor ornamental. Asimismo una
planta enferma puede contaminar muchas otras facilmente por la manipulacion y el
contacto entre una enferma y una sana, debido a que una planta virdtica en poco tiempo

tiene millones de particulas virales. (Arauz, 1998).
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Los virus en las plantas causan gran variedad de sintomas, algunos de ellos son
caracteristicos pero muchos son similares a los causados por desoérdenes nutricionales,

dafios por insectos, bacterias y hongos. (Infoagro s.f.).

El sintoma mas caracteristico producido por los virus es la pérdida de vigor. También se
producen otros como: variaciones de color en las hojas, tales como, mosaicos o rayas,
clorosis en o cerca de las venas, clorosis generalizada, manchas anulares, venas
necroéticas, deformaciones; brotes abultados y malformaciones, reducciones de tamafio y

cambios en el color de las flores (Infoagro s.f.).

La clasificacion de los virus estd dada por el tamafio, forma y la composicion quimica
del genoma; el genoma de los virus puede estar constituido por ADN o ARN que puede

ser de simple o doble cadena. (Infoagro s.f.).
1.2. Virus en Orquideas

El primer caso documentado publicado en el que habla de una orquidea infectada por
virus data de 1900, cuando Lucien Linden, muestra un dibujo de Cattleya labiata, que
presentaba manchas en las flores, comin en plantas infectadas por Odontoglossum
RingSpot tobamovirus (ORSV). Esta fue considerada como una nueva variedad C.
labiata var. alfrediana (Schelpe 1983). Aunque en esa época se considero como una
nueva variedad, lo mas probable es que se tratara de la presencia de virus ya que los
sintomas que presentaba eran muy similares a los jaspeados en tulipanes, que ya se

conocian como una enfermedad viral importante en esa época.

Se considera, que los virus se encontraban en orquideas silvestres, mucho antes de que el
ser humano las cultivara (Kado, 1964). Es probable que en algunos casos, las
infecciones provinieran de otras especies portadoras o enfermas, que tuvieron contacto
con las orquideas en su habitat natural o en cultivos. Sin embargo, son pocos los estudios
publicados de virus en orquideas silvestres. En algunas investigaciones realizadas en
Florida (Zettler et al. 1978), Ecuador, Puerto Rico y Florida (Elliot et al. 1996), y en
Polinesia Francesa (Wisler et al. 1987), los autores no han podido detectar virus en

poblaciones naturales.



Dutan Patiio, Portilla Merino 7

Méndez et al, en el 2002, encontr6 plantas silvestres infectadas por ORSV y Cucumber
mosaic cucumovirus (CMV) en tres bosques de la Sierra de las Minas, Guatemala, sin
hallar relacion con la cercania a cultivos. Por lo que el origen de estas infecciones virales
podria ser de caracter natural, aunque los estudios en otros ambientes naturales son

necesarios para confirmar esta posibilidad.

Los virus identificados que infectan a las orquideas pertenecen a diferentes grupos
taxondmicos. Los dos virus mas conocidos y de distribucion cosmopolita son el
Cymbidium mosaic potexvirus (CymMYV) y el ORSV (Odontoglossum Mosaic virus).
Ambos virus fueron descritos en la década de los 1950 (Zettler et al. 1990, Lawson
1995). Aparte de éstos, se conocen al menos 28 virus mas que pueden infectar orquideas.
De algunos de estos virus se cuenta con poca informacidén, en especial sobre
sintomatologia y ambito de hospederos en la familia Orchidaceae y en otras familias de
plantas. En muchos casos, la presencia de algunas especies de virus en orquideas, ha
sido comunicada una sola vez, por lo que no se conoce su procedencia, ni sus vectores; o
si pueden infectar otras especies de orquideas distintas a la especie en que se determind
(Lawson & Hsu 1995). Incluso, en algunos de estos casos, el cuerpo vegetativo, las
flores o ambas partes de la planta se observaron asintomaticos. (Geraci 1996, Lawson

1995).

En los ultimos afios los virus han tomado gran importancia dentro de los cultivo de
orquideas. La alta incidencia de estos patdogenos puede ser atribuida a la facilidad de
transmision por herramientas utilizadas en las practicas agricolas, asi como al
desconocimiento popular de practicas preventivas de estas enfermedades. Otro factor de
mucha importancia es la gran popularidad y el aumento de cultivo de orquideas, lo cual
puede venir acompanado de un incremento de las enfermedades. (Portilla. M. 2009-

Fuente privada)

Gibbs et al. (2000) dice que alrededor de ocho virus del género Potyvirus han sido
informados infectando orquideas (Cucumovirus, Nepovirus, Potexvirus, Potyvirus,
Rhabdovirus, Tobamovirus, Tombusvirusy Tospovirus). Sin embargo, la mayoria de las
publicaciones sobre este tema se han concentrado en solo dos virus, Cymbidium mosaic

potexvirus (CymMYV) y Odontoglosum ringspot tobamovirus (ORSV) por su
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importancia econdmica ademas se ha reportado la presencia de estos dos virus en casi

todos los géneros de orquideas del mundo (Gibbs et al. 2000).
1.3. Familia Potyviridae

Es la familia mas grande de virus de plantas. Abarca aproximadamente 400 especies lo
que es una cuarta parte de todos los virus de plantas descritos (Gibbs et al. 2000). De
acuerdo con el Comité Internacional de Taxonomia Viral (sus siglas en inglés I.C.T.V.)
estd compuesta por seis géneros: Potyvirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus,

Tritimovirusy Rymovirus (Van et al. 2000).

Los miembros de esta familia tienen en comun la morfologia de los viriones. Estos son
filamentos flexuosos de aproximadamente 11 a 15 nm de grosor y de 650 a 950 nm de
longitud. Otra caracteristica comin que presentan es la de inducir la formacion de
inclusiones cilindricas en el citoplasma de las células infectadas, dicha presencia se

acepta como criterio de importancia en la clasificacion taxonéomica (Brunt et al. 1994).

Su genoma esta formado por un tnico ARN de cadena simple, de polaridad positiva y de
alrededor de 10 kb, con excepcion de los bymovirus, que tienen un genoma separado en
dos fragmentos. Aunque se dispone de la secuencia de nucledtidos de genomas
completos de bymovirus, y de partes de genomas de rymovirus, la mayor informacion de
los potyviridae corresponde a miembros del género Potyvirus (Garcia. F., J. Garcia.

1996).
1.4. Género Potyvirus

Estad formado por 179 especies (91 aceptadas oficialmente por el ICTV y 88 especies
tentativas) (Van et al. 2000). Este género presentan particulas filamentosas y flexuosas

de aproximadamente 680-900 nm de longitud y 11-13 nm de grosor.

Su genoma es de una sola cadena de ARN en sentido positivo y una proteina de capside

de un peso molecular de alrededor de 30-47 kDa. (Gibbs et al. 2000).
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Algunos de los sintomas foliares que induce este género viral en las orquideas son
deformaciones, parches clordticos hundidos, mosaicos y senescencia (Pearson et al.

1993, Gibbs et al. 2000), ademas frecuentes cambios de color y deformacion de flores.
1.5. Los virus y su control.

Las orquideas son atacadas por muchas enfermedades de las cuales los virus son los mas
difundidos. Més de 30 virus han sido reportados en orquideas pero muchos de estos son
muy poco comunes y su infeccidon causa a apenas algin sintoma de poco importancia,
sin embargo, Cymbidium mosaic potexvirus (CymMYV) y Odontoglossum ringSpot
tobamovirus (ORSV) son los virus mas prevalentes y econdémicamente mas importantes,
estos virus afectan una amplia gama de géneros de orquideas sobre todo al género
Cymbidium. Una vez que una planta se ha infectado, no hay ningiin procedimiento
seguro para librarla, la planta pierde totalmente su valor comercial y representa un serio
riesgo para las restantes plantas de la coleccion, por lo que al menos debe aislarse de las
otras orquideas y darles un tratamiento especifico con productos antivirales; aunque la
mayoria de coleccionistas recomiendan destruir las plantas infectadas. (Gibbs et al.

2000).

Los virus mas importante de las orquideas son el Cymbidium mosaic virus (CymMV) y
el Odontoglossum ringSpot virus (ORSV); también comuinmente conocido como
Tobacco mosaic virus-O o (TMV-0). Estan distribuidos ampliamente e infectan a un
amplio género de orquideas. Tienen un nimero de propiedades bioldgicas en comin que
influencian en su forma de distribucion. Se trasmiten facilmente a través de métodos

mecanicos como tocar, cortes con navajas, etc. (Van et al. 2000).

La contaminacion de las plantas se puede dar también a través de la propagacion y sobre
todo por las practicas culturales; Cymbidium mosaic virus (CymMV) vy el
Odontoglossum ringSpot virus (ORSV) son virus muy estables y pierden su
inefectividad muy lentamente. Estos virus se mantienen en plantas secas o en las
herramientas, no son transmitidos por insectos (pulgones) y no es muy comun la

transmision por polen y semillas.
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1.6 Deteccion de virus

La deteccion de virus no es facil ya que solo con sintomas no es posible su deteccion,
pues varian de una especie a otra, hay infecciones mixtas, e incluso infecciones
asintomadticas. Ademas, algunas enfermedades fingicas y bacterianas provocan sintomas
similares, siendo dificil su diagndstico a simple vista. Por tanto, la deteccion visual de
sintomas no siempre es acertada o recomendable, por lo que se han desarrollado
métodos mas seguros y especificos. La deteccion pronta y segura de plantas infectadas,
asi como la eliminacién de los vectores, son practicas imprescindibles para todos los

cultivadores, a fin de evitar la diseminacion de los virus. (Garcia. F., J. Garcia. 1996)

Uno de los sistemas mas comunmente utilizados para la deteccion de los virus en
orquideas es el bioensayo, ya que no requiere equipos especiales, y puede ser realizado
por cualquier cultivador (Lawson 1995). Sin embargo, se requiere contar con muchas
especies de plantas indicadoras para diferentes virus, del espacio fisico para mantenerlas

y de tiempo para lograr observar los sintomas.

La microscopia electrénica es otro método usado para la deteccion e identificacion de
virus, ya sea mediante la evaluacion de secciones ultrafinas, tincion negativa o mediante
el método de la inmuno- electromicroscopia (ISEM), (Hsu et al. 1992, Lawson, Hsu
1995). Una de las ventajas del ISEM es que permite la observacion directa del antigeno,
mediante la combinacion de tincion y deteccion inmunoldgica; no obstante, ésta es una
técnica muy cara y no estd disponible en todas partes. Ademas, requiere de mucho

tiempo y de personal altamente calificado.

En la actualidad, uno de los métodos mas utilizados para detectar virus en orquideas, es
la técnica de DAS-ELISA, debido a la especificidad de sus resultados, costo econdmico
relativamente bajo, rapidez de las pruebas pues permite analizar muchas muestras
simultanecamente (Robertson 1992, Hu et al. 1993, Lawson 1995, Geraci 1996). En
Estados Unidos, varias compafiias venden servicios de evaluacion de orquideas para
CymMYV y ORSV, y son recomendadas aquellas que utilizan el método de DAS- ELISA,
por la certeza de los resultados (Robertson 1992). Sin embargo, se considera que la

interpretacion de los datos obtenidos por DAS- ELISA no siempre es facil. Se debe
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determinar el umbral de exclusion entre plantas positivas y negativas, por lo que se
requiere de experiencia en el manejo de la técnica y el conocimiento del virus en

estudio (Sutula et al. 1986).

Otras técnicas inmunologicas se han utilizado con éxito para CymMV y ORSV. El
ensayo rapido de papel inmunofiltro (“rapid immunofilter paper assay”. RIPA) asi como
el Método ImmunoStrip de Agdia ha sido utilizado para ambos virus y ha demostrado
ser un método practico y rapido, que se puede emplear en el campo (Tanaka et al. 1997).
Otros dos métodos inmunologicos se han utilizado con CymMV: el inmuno-ensayo de
manchas de tejido, TBIA (“tissue-blot immunoassay”) y el inmuno-ensayo de manchas
de punto, DBIA (“dot blot immunoassay’’). Ambos han sido descritos con amplitud en la
literatura, y se ha comprobado su efectividad y gran sensibilidad en casos dudosos con

DAS-ELISA (Hsu et al. 1992).

Otra de las técnicas utilizadas para la deteccion de virus es la observacion, por medio de
microscopia de luz, de inclusiones citologicas inducidas por virus, las cuales son tefiidas
con colorantes especiales (Christie y Edwardson 1994). Esta técnica ha tenido amplio
uso en el estudio del CymMV y el ORSV, y se ha mejorado por medio de la microscopia
confocal de rastreo laser (Wong et al. 1995). Los resultados requieren de una
interpretacion cuidadosa, mucha practica en el uso del microscopio y profundos
conocimientos de la anatomia de las plantas en estudio, en especial de la apariencia de
las células sanas. Las inclusiones y deformaciones citolégicas normalmente son
inducidas por un virus en forma relativamente constante sobre un amplio ambito de
plantas hospederas (Christie, R; Edwardson 1994). La deteccion de virus mediante este
método es relativamente rapida y barata. Sin embargo, son pocos los casos en los cuales
las inclusiones pueden utilizarse para identificar el virus a nivel de especie. En la
mayoria de los casos las inclusiones se utilizan para la descripcion de géneros virales,
aunque existen algunos grupos que producen inclusiones muy similares, que son

dificiles de distinguir entre si (Christie, R; Edwardson 1994).

Para CymMV y ORSV se han utilizado varias técnicas moleculares, entre ellas las
sondas de ADN marcadas con Digoxigenina o radiactividad, que permiten identificar la

presencia de los ARN virales o bien determinar el movimiento de las particulas virales
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en las plantas (Hu y Wong 1998). En algunos casos (CymMV y ORSV) se cuenta con
imprimadores especificos para realizar el diagnostico, empleando la técnica de IC-RT-
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con inmunocaptura y transcripcion reversa),

(Barry et al. 1996, Eun y Wong 2000).
1.7 Pruebas Inmunolégicas ImmunoStrip.

La prueba Inmunolégica ImmunoStrip es una prueba sexologica que detecta los virus
ORSV y CymMV, esta prueba puede ser utilizada en el campo y la obtenciéon de

resultados es a minutos de su aplicacion. (Agdia. s.f. 2009)

Esta prueba fue creada por la empresa Agdia, que es una empresa dedicada a la
deteccion de patdgenos vegetales, esta prueba es facil y réapida de usar para que los
aficionados, cultivadores y propagadores comerciales de orquideas puedan detectar dos
de los virus que con mas frecuencia afectan a las orquideas: Cymbidium mosaic virus

(CymMYV) y el Odontoglossum ringSpot virus (ORSV). (Agdia. s.f. 2009)

El CymMV causa la enfermedad conocida como “rayado negro del Cymbidium” y el
ORSYV, referido por algunos como el Virus del Mosaico del tabaco- que afecta a
orquideas o “Tobacco Mosaic Virus - Orchid strain” (TMV-0), pueden ser detectados

facilmente con s6lo un ImmunoStrip. (Agdia. s.f. 2009)

1.7.1 Acerca del ImmunoStrip Agdia CymMV/ORSV

Las plantas infectadas con CymMV y ORSV no siempre muestran sintomas. Cuando los
sintomas estan presentes estos pueden diferir de variedad a variedad y aparentar otros
problemas. Este comportamiento hace dificil el reconocimiento de plantas infectadas. El
ImmunoStrip CymMV/ORSV de Agdia puede detectar e identificar ambos virus en so6lo
unos minutos. (Agdia. s.f. 2009)

Ventajas del Método:
- Le informa especificamente si las plantas estan infectadas con uno o ambos virus.

- Cualquier parte de la planta puede ser usada para la prueba excepto los seudo-bulbos.
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- Resultados claros y limpios hacen que esta prueba sea muy facil de interpretar.
- Facil de usar — la prueba no requiere de equipo alguno.
- Portatil — usted puede llevar su ImmunoStrip donde lo necesite.

- Un ailo de garantia - almacenado adecuadamente.

>
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1.7.2 Pruebas con el ImmunoStrip

La infeccidon dentro de los invernaderos se puede originara por la compra de orquideas
infectadas por estos dos virus CymMV y ORSV, y la transmision de una planta a otra se
da de manera mecanica por el mal uso de los instrumentos de corte o de manipulacion.
La empresa Agdia de recomendaciones para prevenir la infeccion y asi diseminar la
presencia de estos dos virus dando asi en su pagina de Internet el siguiente régimen de

muestreo:

- PRUEBE antes de comprar

- PRUEBE antes de transplantar

- PRUEBE antes de hibridizar (estado de floracion)

El kit ImmunoStrip tiene la tecnologia de ELISA de laboratorio en un formato facil de
usar y que se ajusta perfectamente al trabajo en el vivero, jardin o invernadero. Para usar
el ImmunoStrip, simplemente triture una muestra de la planta sospechosa dentro de una
bolsa de muestreo (incluido en el “kit””) que contiene la solucion para la extraccion de la
muestra e inserte el ImmunoStrip dentro de la bolsa. El resultado puede ser observado en

minutos. (Agdia. s.f. 2009)
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1.7.3 El desempefio de la prueba

Positive Results  Negative Result

Agdia en su pagina de Internet nos dice que el kit

ImmunoStrip ha pasado por una exhaustiva validacion,

Control line
ORSV test line

CymMV test line

|“ ademads que sus experimentos fueron realizados utilizando
muestras de plantas infectadas de manera natural y no
infectadas provistas por fuentes externas mostrando una

correlacion del 100% con los resultados obtenidos con el

M= [ [ [ [om

| ==——samrie
[l | e
B0

método ELISA. Este fue evaluado por colaboradores que

mantienen colecciones de diferentes aislamientos de virus en orquideas”. (Agdia. s.f.

2009)
1.8 ORSV (Odontoglossum RingSpot Virus)

Odontoglossum RingSpot Virus es un virus presente en todo el mundo, no tiene una
sintomatologia caracteristicas que permite la facil deteccion permitiendo asi su rapida
propagacion. No se conoce un vector que este directamente relacionado con la
transmision ORSYV, la contaminacion de plantas dentro de los viveros se transmite por
medios mecéanicos. ORSV es un virus muy estable, se inactiva al exponerle a
temperaturas superiores a 90 C. Sus particulas virales poseen forma de baston, con un
largo aproximado de 300 nm y 18 nm de ancho. Los viriones estan formados de: 5% de

acido nucleico y 95% de proteinas. (Brunt et.al 1996)

1.8.1 Sintomas

Unas de las principales anomalias que causa la presencia de este virus ORSV en las
orquideas es la despigmentacion que varia inclusive dentro de la misma planta ya que las
tonalidades pueden cambiar de una flor a otra. Otro sintoma es la perdida de vigor de la

planta asi como la disminucién de los escapos florales y el tamafio de las flores.
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En las hojas se manifiestan unas manchas amarillentas o negro-amarillentas en forma de

anillos lo que le da el nombre a esta enfermedad. (Biichen. 1996)

En las hojas se manifiestan unas manchas amarillentas o negro-amarillentas en forma de

anillos lo que le da el nombre a esta enfermedad. (Biichen. 1996)

1.8.2 Distribucién Geografica

Segun estudios realizados se considera que ORSV tienen una posible distribucion

mundial. (Biichen. 1996)

1.8.3 Hospederos

Bajo condiciones experimentales la susceptibilidad a la infeccion del virus se ha
encontrado en muchas familias, encontrando asi que las siguientes familias son
susceptibles a la infeccion por este virus: Amaranthaceae, Apocynaceae, Basellaceae,
Cactaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Compositae, Cruciferae, Cucurbitaceae,
Gramineae, Labiatae, Leguminosae-Caesalpinioideae, Leguminosae-Papilionoideae,
Malvaceae, Orchidaceae, Papaveraceae, Passifloraceae, Plantaginaceae, Polemoniaceae,
Portulacaceae, Rosaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, Tetragoniaceae, Tropaeolaceae,

Umbelliferae. (Biichen. 1996)
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1.8.4 Taxonomia

El Cédigo del Virus de Acuerdo a la descripcion de ICTV (International Committee on
Taxonomy of Viruses) es 71.0.1. Virus Accession number 71010000. Y el sinénimo es

Tobacco mosaic virus. (Biichen. 1996)

1.9 CymMYV (Cymbidium Mosaic Virus)

La transmision de CymMYV se puede dar de manera mecanica o por medio de semillas
contaminadas. Este virus tiene un punto de inactivacidon térmica que se encuentra entre
55 y 77C, puede mantenerse fuera de la planta por diez dias. El virdon se encuentra

formado por acido nucleico en un 18% y proteina en un 82%. (Brunt et.al 1996)

1.9.1 Sintomas:

Cymbidium mosaic viruses en las orquideas causa la presencia de estrias cloroticas,
manchas necroticas y patrones lineales necroticos. La presencia de rayas amarillentas se
da debido al ataque de este virus; las mismas que producidas por la inhibicion de la
formacion de cloroplastos estas finas rayas son alargadas en las hojas jovenes y a
medida que la enfermedad avanza las nervaduras se vuelven cloroticas y se ensanchan
afectando incluso a toda lo hoja verde llegando a producir la necrosis o muerte de los
tejidos de la hoja, en algunas hojas infectadas se presentan con frecuencia rayas negras y
puntos a veces tan severos que causan la muerte prematura de estas hojas. Estas manchas

o moteados son los que le dieron el nombre original de Mosaico. (Biichen. 1996)

Las plantas con una infeccion leve lucen aparentemente normales, crecen y dan flores;
pero las mas afectadas retardan su crecimiento y por lo tanto su floracion es mala y hasta
veces nula; esta enfermedad en las flores causa rayas marrones a lo largo de las
nervaduras y poco a poco van tomando coloraciones mas acentuadas a medida que las
flores envejecen siendo mas evidente en las flores blancas que en las flores de color.

(Biichen. 1996)
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1.9.2 Taxonomia

El Codigo del Virus de Acuerdo a la descripcion de ICTV (International Committee on

Taxonomy of Viruses) es 00.056.0.01.007. (Biichen. 1996)

1.9.3 Hospederos Naturales

La mayoria de las plantas del reino Plantae son hospederos naturales.

La susceptibilidad bajo condiciones experimentales a la infecciéon por virus se ha
encontrado en varias familias, las especies de hospederos susceptibles pertenecen a las
familias: Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Compositae, Cucurbitaceae, Gramineae,
Leguminosae-Caesalpinioideae, Orchidaceae, Solanaceae, Tropaeolaceae. (Biichen.

1996)
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. Método ImmunoStrip

El ImmunoStrip CymMV/ORSV de Agdia puede detectar e identificar ambos virus en
solo unos minutos, se puede utilizar cualquier parte de la planta para poder aplicar la
prueba excepto los seudo-bulbos, no requiere de ningun tipo de equipo y se puede llevar

el kit donde lo necesite.

La prueba ImmunoStrip incluye 150 bolsas que contienen en su interior una muestra de

3ml de buffer, 150 tiras (ImmunoStrip).

Se utilizé 0.15g., del tejido vegetal de la Orquidea, en su mayoria hojas jovenes, con o

sin sintomatologia.

Para poder llevar a cabo una buena asepsia se utilizdo guantes quirtrgicos, alcohol puro

potable al 70 %, y una lampara de alcohol, para desinfectar las cuchillas, manos y tijeras.

Y para rotular las bolsas de muestreo se utilizé etiquetas autoadhesivas color verde, se
llevé también un registro de cada resultado final en una libreta de campo, donde se
anoto: nombre de la especie, nombre del invernadero y/o reserva ecoldgica, presencia o
no de sintomatologia, parte del tejido vegetal (hoja o flor), positivo/negativo presencia
de CymMYV, positivo/negativo presencia de ORSV, e incluso se fotografié para poder

llevar un registro grafico de la bolsa de muestreo junto con el tejido vegetal extraido.
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2.2. METODOS

2.2.1 Area de Estudio

Los Invernaderos y Bosques que fueron estudiados representan el grado de influencia
que tienen dentro de la economia del pais y el mercado internacional como su variedad

en especies.
Los Invernaderos fueron los siguientes:

1. Sra. Carmen Apolo (ubicacion: Sector Chilca- Machala Prov. El Oro) se cuenta con
mas de 300 variedades de especies nativas y dos grandes invernaderos, exporta
esporaddicamente dos veces al afio, y asiste a varios eventos de exposiciones de

Orquideas Nativas en el Ecuador.

2. Sr. Luis Mendoza (ubicacion: Vilcabamba Prov. Loja) existe una variedad de cerca de
1200 especies nativas, con 6 invernaderos, exporta frecuentemente, y su cultivo, aparte

de que se comercializa, se enfoca a la conservacion de especies. El cultivo del

3. Sr. Mario Portilla (ubicacion: Mayancela-Cuenca Prov. Azuay) cuenta con 600
variedades de especies nativas enfocadas estrictamente a su conservacion, pues lo que se
comercializa son Cymbidium hibrida alrededor del todo el Ecuador, dichas variedades

estan dentro de dos Invernaderos.

4. Ecuagenera (Ubicacion: Gualaceo Km 2 Via a Cuenca Prov. Azuay) es uno de los
mas grandes exportadores y cultivadores de Orquideas en Ecuador, cuenta con mas de

2500 especies de Orquideas en cultivo.

5. Mundiflora (Ubicacion: Canton El Pangui Prov. Zamora Chinchipe) es una empresa
que al igual que Ecuagenera surge con la idea de ser un exportador grande de Orquideas,
se dirige a la conservacion. Posee mas de 659 especies, con 3 invernaderos, y por ser

una empresa relativamente nueva exporta 1 vez al afio.

6. Sr. Pietro Tossi (Ubicacion: Cuenca Prov. Azuay) se inicio como una aficion a las
Orquideas pero con el tiempo pudo cultivar mas de 300 especies de Orquideas nativas en

tres invernaderos, y su objetivo final es la conservacion de dichas especies.
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7. la Universidad Estatal (Ubicacion: Sector Balzay -Cuenca Prov. del Azuay) se enfoca
netamente a estudios Investigativos y Posee un Laboratorio de Propagacion In vitro de
Plantas. Posee 600 especies nativas con 5 Invernaderos para plantas de clima caliente y
un Umbraculo para plantas de Clima Frio. Cuenta con el permiso de exportacion, pero

por el momento no exporta.

8. Jardin Botanico de Guayaquil. (Ubicacién: Cerro Colorado, Urbanizacion “Las
Orquideas”. Guayaquil.) El jardin Botdnico conserva aproximadamente 324 especies
debidamente identificadas entre ellas la Orquideas con mas de 50 especies (Jardin

botanico de Guayaquil. 2009)

9. Jardin Botanico de Quito. (Ubicacion: Av. de Los Shyris- Quito Prov. Pichincha). El
orquideario dispuesto de dos Invernaderos, donde se albergan las Orquideas de altura y
las tropicales. Se encuentran las Orquideas dispuestas sobre piedras, el suelo o en
troncos de Arboles, como sucede en la Naturaleza. Los dos Orquidearios que se
encuentran aqui recogen mas de 1.200 especies de orquideas ecuatorianas nativas o
hibridas. Para crear el habitat indispensable para su crecimiento, las flores estan

rodeadas por especies como bromelias, araceas y helechos (El Hoy 2005).

10. Universidad Técnica Particular de Loja. (Ubicacion: Loja- Prov. Loja). La
Universidad cuenta con varios Invernaderos de Orquideas Nativas, aqui se realizan un
sin numero de estudios relacionados con su crecimiento, propagacion y simbiosis con
hongos, su variedad de Orquideas Nativas es muy poca, pero suficiente para realizar sus
investigaciones. Cuentan los laboratorios Biomoleculares, un banco de Germoplasma
que se crea en noviembre de 2002 y se consolida en el 2005 pasando a ser un laboratorio

acreditado por el Ministerio del Ambiente. (Universidad Técnica Particular de Loja.

2008)
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Los Areas naturales fueron:

1. Reserva de Buenaventura (ubicacion: Pifias- Zaruma Prov. El Oro) cuenta con un
centenar de especies sobre todo en la reserva de Tapichalaca, la mitad son endémicas del
mismo lugar y 60 especies estan dentro del Libro Rojo de Flora del Ecuador (Fundacion
de Conservacion Jocotoco). Involucra especies como la Maxillaria striata. Masdevallia
deformis que crece con una bromelia, Telipogon dodsonii encontrado cerca de los
2900msnm., Draconanthes sp., encontrado cerca de los 3450msnm, Lephnates nivia y
siete especies de sobralias (Fundacion de Conservacion Jocotoco) también se incluyo

dentro de la investigacion

2. Estacion San Francisco (ubicacion: Loja- Zamora.) Posee una densa vegetacion se
encuentra entre los 1.800 y 3.150 msnm, posee un bosque nublado montano andino y
abarca 1.000 hectareas en le limite norte del Parque Nacional Podocarpus (Explored.

2009).

3. El Parque Nacional Cajas tiene una superficie de 28,808 hectareas. El paramo humedo
ocupa la mayor superficie, con flora caracteristica de esta zona de vida. Las actividades
agricola y ganadera de las comunidades aledafias representan una amenaza para la
preservacion del parque. Frecuentes quemas de pajonal, y el constante transito de
ganado, son factores que destruyen su ecosistema.
En el limite oriental del Parque se erige el bosque, compuesto principalmente por
especies arboreas y arbustos con gran diversidad de orquideas, helechos y musgos. En el
limite occidental, abundan las especies maderables. (Parque Nacional Cajas- ETAPA.

2002).
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2.2.2. Muestra o Tejido Vegetal

En cuanto a la muestra o tejido vegetal de la Orquidea se estudiaran las especies que se
pueda obtener tanto de Cultivos como de Reservas Ecolégicas, eso si, tomando en
cuenta a las cinco especies precisadas a nuestra investigacion entre las cuales estan
(Masdevallias, Oncidium, Cattleya y Maxillarias). Tomando dos muestras de cada una
de dichas especies, es decir, diez especies precisadas, por cada sitio de estudio y cinco
totalmente diferentes. Se hablara claramente de la manera de como seran recolectadas a
continuacion. Se tomaron diferentes Pleurothallis, especies de cada género, estos estan

expresados en la tabla 9.

2.2.3. Recoleccidén de muestras

Tejido vegetal

El estudio se inicio el 7 de Mayo de 2009 en diferentes cultivos y reservas ecoldgicas.
En primer lugar el método de seleccion de muestras fue totalmente al azar, tratando de
tomar de todos los invernaderos en el caso de los viveros, y en caso de Reservas se
recolecto en lugares en donde mayor presencia habia de Masdevallias, Pleurothallis,

Oncidium, Cattleya y Maxillarias.

Para la recoleccion del tejido vegetal, se coloco, guantes quirurgicos y se desinfectaron
las manos con alcohol potable al 70%, luego se esterilizé tijeras y cuchillas, se escogio

la planta previamente, y se extrajo una hoja de cada especie con la cuchilla.
Aplicacion Prueba ImmunoStrip

Se esteriliza una tijera y se corta la bolsa de muestreo, luego se trata de separar las
mallas que contiene la bolsa, y con las manos nuevamente desinfectadas se trata de
obtener una pequefia cantidad de hoja (0.15g.) y esta porcion de tejido se la coloca entre

las mallas separadas de la bolsa.

Con el tejido vegetal dentro la bolsa, se machuca, en nuestro caso se utilizo esferos 6
marcadores, y debe estar sobre una superficie plana, no sobre piedras o una superficie

rugosa.
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Finalmente se sumerge el Immunostrip en forma vertical que no pase de 0.5 cm ¢ V4 de
pulgada y por debajo de las flechas blancas. Y se esperan los resultados finales, se

espera de 5 a 10 minutos.

Es importarte poner en claro que para la identificacion de las muestras recolectadas en
las Reservas ecologicas, se pidid ayuda a los guardaparques o guias propios de las

Reservas, no fue necesario utilizar especimenes de herbario para verificar su identidad.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

Al término de esta investigacion se analizaron un total de 124 plantas de los siguientes
géneros: Cattleya, Masdevallia, Maxillarias, Oncidium y Pleurothallis. De las plantas
analizadas se tomaron las hojas juveniles; ademas datos de sintomatologia, asi como

presencia ausencia de los dos virus en estudio.

En la tabla 6 se puede observar que en todos los invernaderos se encontré al menos una
planta infectada, sin embargo hubo diferencia en el nimero de plantas infectadas entre
los invernaderos asi: en el invernadero del Sefor Pietro Tossi se encontrd un total de 7
plantas infectadas de 12 evaluadas siendo el 58.3 %, al igual que en Mundiflora donde se
encontro 6 plantas infectadas de 10 analizadas lo que representa el 60%, mientras que en
el invernadero del Ing. Mario Portilla se encontré6 un individuo infectado de 11

analizados siendo el 9% de las plantas estudiadas.

Tabla 5. Incidencia de CymMV y ORSV en los diferentes invernaderos estudiados.

. B, Virus
Viveros Estudiados Si NO TOTAL

Ing. Mario Portilla 1 10 11
Ecuagenera 3 7 10
Universidad Estatal 3 8 11
Sra. Carmen Apolo (Machala) 4 6 10
Jardin Botanico de Guayaquil 4 7 11
Mundiflora 6 4 10
Vilcabamba 5 7 12

UTPL 1 3 4

Sr. Pietro Tosi 7 5 12

Jardin Botanico de Quito 2 8 10
Total 36 65 101
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3.1. Sintomatologia

De las 124 muestras evaluadas se encontrd que 39 plantas presentaban posibles sintomas
como manchas necroticas, mosaicos y deformaciones. Los géneros Cattleya y Oncidium
fueron los individuos que presentaron frecuentemente posibles sintomas de etiologia
viral con 19 y 12 individuos respectivamente como se puede ver en el Fig. 1. Para poder
entender los valores exactos de los individuos asintomaticos y sintomaticos ver Tabla 1

(Anexos).

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor .

Fig.1: Comparacion de los posibles sintomas causados por CymMV y ORSV

En cuanto a la sintomatologia se puede decir que: 19 individuos de cuatro géneros
presentaron manchas necroticas en las hojas, diez Cattleya, tres Masdevallia, una
Maxillarias y cinco Oncidium; mosaico en 12 individuos de estos cinco Cattleya, dos
Masdevallia, cuatro Oncidium y una Pleurothallis, clorosis en 6 individuos en: cuatro
Cattleya, una Masdevallia y un Oncidium, deformaciones se encontré en dos individuos
del género Pleurothallis, como se puede observar en la Fig. 2. En la Tabla 2 (Anexos) se
pude apreciar los sintomas mas comunes presentados por individuos estudiados y el

numero de individuos por género.
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Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor .

Fig. 2: Diferencia de la presencia de los diferentes sintomas encontrados.

Al compara las plantas que presentaron sintomas con las analizadas con la prueba
ImmunoStrip que dio positivo, podemos decir que existe una relacion del 79,5% entre la
sintomatologia y presencia de los virus, lo que significa que los 39 individuos que

presentaron sintomas, 31 tuvieron la presencia de los virus (Fig. 3).

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor .

Fig. 3. Numero de Orquideas sintomadticas con virus

De las 62 plantas que no presentaron sintomatologia, al aplicar el Kit ImmunoStrip, 5
dieron resultados positivos a la presencia de estos virus, representando el 8%, lo que es
muy importante ya que no siempre un planta con buen aspecto se encuentra libre de la
presencia de los virus CymMV y ORSYV siendo necesario buscar alternativas que nos

indiquen que la planta se encuentra libre de virus. (Graf. 4).



Dutan Patiio, Portilla Merino 27

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor .

Fig. 4: Numero de Orquideas asintomaticas con virus

Analizando y comparando las tablas 3 y 4 en cuanto a sintomatologia de plantas y
presencia de virus, se pude sefalar que un 79,5% de plantas que presentan sintomas,
estan contagiadas de Virus, mientras que las plantas que no presentan sintomas solo un

8% presentan los virus, es decir, es una planta donde el suceso de infeccion es reciente.
3.2. Prueba ImmunoStrip.

Al analizar las 23 muestras obtenidas en el Parque Nacional El Cajas, la Reserva
Ecologica de Buenaventura y la Estacion San Francisco, no se encontrd presencia de
virus; pero de las 101 muestras de viveros que fueron analizados 36 dieron positivas

(Tabla 5).

Tabla 6. Comparacion de la presencia de CymMV y ORSV en los viveros y las Reservas

Ecologicas
Virus
S NO Total
Viveros 36 65 101
Reservas 0 23 23
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La presencia CymMV y ORSV no es igual entre los géneros estudiados, al analizar 21
plantas de Cattleya, 19 se encontraban contaminadas, siendo el tnico género con
presencia de virus en todos los invernaderos, mientras que 1 individuo de las 19

Maxillarias se encontro infectado.

La incidencia de estos dos virus dentro de los invernaderos no es uniforme; 7 individuos
(19,44%) presentaron los dos virus, 6 individuos (16,7%) presentaron ORSV y 23
individuos (63.9%) presentaron CymMV. Tabla 7 (Anexos).

Este resultado puede sugerir que el virus CymMYV con 23 individuos infectados es el de

mayor incidencia dentro de los viveros estudiados del Ecuador. Tabla 7 (Anexos).

3.3 Analisis estadistico.

En el analisis estadistico se utilizo la prueba chi® para determinara si existe diferencia en
la frecuencia de los virus CymMV y ORSV entre los lugares estudiados asi como

determinar si hay diferencia entre los viveros.

Con la prueba Chi* comprobamos que las plantas infectadas por los virus CymMV y
ORSYV solo se encuentran presentes en los vivero y no en las reservas ecoldgicas
aceptando asf la hipotesis alternativa con los siguientes resultado : y* = 11.6, g.1. =3, p =

0.009.

Con relacion a las viveros la prueba chi” obtiene una y* = 10.6, g.l. = 19, p = 0.935 por lo
que se acepta la hipotesis nula, mostrando que no existe una diferencia en el nimero de
plantas infectadas dentro de los viveros, por lo que podemos decir que los virus CymMV
y ORSYV tiene una amplia distribucion en el Ecuador por lo que existe el riesgo que se
transforme en una epidemia dentro de los viveros, si no se tiene control, se puede
expandir e infectar a las orquideas en su habitat natural conllevando asi a la extincion de

especies.
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DISCUSIONES

El objetivo de esta investigacion es de comparar la prevalencia de enfermedades
Cymbidium Mosaic Virus y Odontoglossum RingSpot en orquideas de cultivo y estado
natural en el Ecuador. También, va a investigar si la técnica ImmunoStrip es util para

monitoreos de poblaciones nativas de Orquideas en cuanto a enfermedades virales.

Nuestros resultados, indican que existe gran incidencia de CymMYV en los 10 cultivos y
no mucha incidencia de ORSV, pero esto no significa que podamos generalizar diciendo
que exista virus en todos los cultivos de orquideas ecuatorianos, pues hubo una falla en
nuestro Disefio experimental ya que 10 muestras en 10 cultivos y en 3 Reservas con un
total de 124 muestras, no fueron suficientes como para obtener un resultado

representativo, pero esta investigacion puede ser una proyeccion para futuros estudios.

Seglin los resultados obtenidos en esta investigacion la Técnica ImmunoStrip detecto en
las muestras analizadas de los diez viveros, que un 39% de las orquideas analizadas
presentaban infeccion por alguno de los dos virus, de los cuales el CymMYV se encontro
con mas frecuencia sobre la infeccion por el ORSV (64% y 36% del total de plantas
analizadas respectivamente). Esto concuerda con las investigaciones realizadas en
Florida, Lousiana y Carolina del Sur (EUA) (Wisler et al., 1982), en la Polinesia
Francesa (Wisler et al., 1987), Hawai (Hu et al., 1993) y en Tailandia (Tanaka et al.,
1997) en donde, a pesar de que ambos virus se encuentran distribuidos a nivel mundial,
el CymMYV se encontré con mayor prevalencia que el ORSV. Sin embargo, en estos
estudios se encontrd también mayor prevalencia de infecciones mixtas de ambos virus
que infecciones simples del ORSV, mientras que en esta investigacion solamente se

encontro siete infecciones mixtas.
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Las especies mas afectadas por los virus ORSV y CymMV fueron los géneros:
Cattleyas, Masdevallias y Oncidium, y en menor incidencia a Maxillarias y
Pleurothallis, algunos presentaron clorosis, mosaicos, cambios de coloracion en la hoja,
y otras se mostraron sanas, pues en muchas especies son frecuentes las infecciones
virales asintomaticas (Zettler et al. 1990). Mackenzie et al. (1998) También
comprobaron que algunas plantas infectadas por CymMV y ORSV muestran pocos o
ningin sintoma, por lo tanto para llevar un mejor control fitosanitario es importante
hacer evaluaciones mediante técnicas de diagndstico confiables para detectar

tempranamente infecciones virales.

El sintoma mas caracteristico producido por los virus es la pérdida de vigor. También se
producen otros como variaciones de color en las hojas, tales como, mosaicos o rayas,
clorosis en o cerca de las venas, clorosis generalizada, manchas anulares, venas
necroticas, deformaciones; brotes abultados y malformaciones, reducciones de tamafio y
cambios en el color de las flores (Infoagro s.f.). Los virus perturban las funciones
normales de las plantas, utilizando los recursos estructurales de éstas, para fabricar mas
particulas virales. Normalmente los virus no provocan la muerte de las plantas, pero si
provocan cambios que reducen su productividad, y en el caso de las orquideas reducen
su valor ornamental. Los virus cuando infectan las plantas causan gran variedad de
sintomas, algunos de ellos son caracteristicos; muchos de ellos son similares a los

causados por desordenes nutricionales, dafios por insectos, bacterias y hongos.

Entre los sintomas mas comunes presentes en plantas infectadas por bacterias es la
aparicion de lesiones de mancha de aceite que sucesivamente se convierten en manchas
oscuras. En las orquideas adultas la infeccion se inicia en las hojas y puede alcanzar el
fuste. Las areas infectadas manifiestan exudaciones que son colonias bacterianas. Sobre
Cattleya, generalmente no es mortal si no se interviene enseguida, la planta sera
comprometida. Podredumbres de los pseudobulbos los responsables de esta patologia

son bacterias pertenecientes al género Erwinia spp. (Brooks R., 1999).
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La mayoria de sintomas mas comunes presentes en plantas infectadas por hongos son
causadas por las malas condiciones, entre estas: Podredumbre negra de las hojas, de los
pseudobulbos y de las raices, Podredumbres foliar o florales, Presencia en todas las
partes aéreas de la planta, de manchas oscuras redondeadas, deprimidas, claramente
separadas por la parte sana, Manchas foliar necrdticas irregulares, a menudo confluentes

hasta formar amplias dreas necroéticas (Brooks R., 1999).

Las enfermedades de las orquideas causadas por insectos y acaros producen manchas
oscuras causado por cochinillas, la orquidea tiende a marchitarse y se presentan
pequeiias manchas necrdticas causado por pulgones, pequefios puntos descoloridos en
las hojas de la orquidea y presencia de una ligera telarafia causado por una arafia roja o

arafiuela (Brooks R., 1999).

Tanto enfermedades bacterianas, enfermedades fungosas y enfermedades causadas por

insectos y dcaros pueden claramente ser confundidas con sintomas causadas por virus.

Los medios de transmision de los virus sobre todo ORSV pueden ser por inoculaciones
mecanicas, por injertaciébn, por contacto entre plantas, se transmiten por insectos
especialmente por acaros. Los virus en las plantas causan gran variedad de sintomas,
algunos de ellos son caracteristicos pero muchos son similares a los causados por
desordenes nutricionales, dafios por insectos, bacterias y hongos. (Infoagro s.f.). La
contaminacion de las plantas se puede dar también a través de la propagacion y sobre
todo por las practicas culturales; Cymbidium mosaic virus (CymMV) vy el
Odontoglossum ringSpot virus (ORSV) son virus muy estables y pierden su
inefectividad muy lentamente. Estos virus se mantienen en plantas secas o en las

herramientas.

No se conoce que exista una transmision por polen o a través de semillas, si una planta
es infectada es imposible su cura. El control de las enfermedades virosas es posible si se
practica un buen manejo, se evitara que los virus se extiendan de las plantas infectadas a

plantas sanas (Knoxfield, Jane M., 1999). Por esta razén los virus no se encuentran en
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las Reservas Ecologicas, pues las personas no manipulan en gran medida a las plantas
silvestres, y no se aplica ninglin régimen de control de plagas y enfermedades pues no lo

necesitan.

Es dificil saber como se inici6 la infeccion viral en el invernadero. Las plantas pudieron
haber llegado a éste contaminadas, o bien que se contaminaran por contacto con otras
plantas o manejo inadecuado de la coleccion. También pudo haber ocurrido transmision
debida a afidos, los cuales son vectores de los potyvirus y tienen facil ingreso al vivero,
ya que éste no cuenta con malla antidfidos. Los afidos, bien pudieron iniciar la infeccion
o transmitirla de plantas infectadas a plantas sanas dentro del vivero. Debe tomarse en
cuenta que otro mecanismo de transmision de estos virus es la inoculaciéon mecanica, por
lo tanto, al haber plantas infectadas en el vivero, cabe la probabilidad de que en el
momento de la divisién de las plantas para transplantarlas o en la corta de la flor, las
herramientas utilizadas no se desinfectaran adecuadamente diseminando los virus por

medio de la savia de las plantas enfermas.

Por ultimo, la sintomatologia presente en las plantas que resultaron negativas para
ORSV y CymMV, pudo deberse a la presencia de algun virus que no se haya detectado
todavia, déficit nutritivo 6 dafios fisiologicos. Estos wltimos hacen a las plantas mas
vulnerables a infecciones de diverso origen, como se observd en muchas de las plantas
que ademas de presentar sintomatologia por aparente infeccion viral, mostraban dafios
que podian deberse a infeccién por hongos que no se comprobo. Existen una serie de
enfermedades virales presentes en las orquideas y afectan de cierto modo, haciendo que
sean mas vulnerables a infecciones de diverso origen. Rivera (1998), menciona que
cuando los balances de ciertos factores ambientales y nutricionales se rompen por
eventos naturales o la acciéon del hombre, comienzan a evidenciarse dafios de origen
biotico y abidtico, provocando la ruptura de la asociacion entre la orquidea y otros
organismos, quedando estd expuesta a enemigos naturales y factores abidticos fuera de

control.
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Los resultados finales, como ya evidenciamos, muestran que la mayor incidencia
virologica se encuentra en Cattleyas, Masdevallias y Oncidium, estos resultados se
corroboran con lo que dice Salinger (1991). Entre las flores cortadas mas importantes
tanto en la produccion como en su uso en diversas partes del mundo se encuentran las
orquideas, generalmente los géneros: Cattleya, Cymbidium, Dendrobium vy
Paphiopedulium, aunque las orquideas “arana” (Aeres, Aerides, Oncidiumy Renanthera)
son exportadas en constante aumento alrededor del mundo. Por lo tanto, si son tan
comercializadas, demuestra que son considerablemente mas manipuladas a diferencia de

otras especies, como en nuestro estudio, las Maxillariasy Pleurothallis.

Comparando casos en el estado natural y en los viveros no encontramos ningtn caso de
virus en el estado natural, pero en los invernaderos (donde se produce especies nativas)

detectamos que un 39% de las especies esta infectado y un 62% no lo esta.

Los resultados indican una gran diferencia entre la prevalencia de virus en Invernaderos
y en Estado Natural. El hecho de que no se detecto virus en el estado natural es muy
positivo, y segun el analisis de efectividad de la técnica ImmunoStrip, sabemos que el
error es de 8%. Asi que hay un riesgo muy bajo de que estos virus estén presentes en

Estado Natural.

La diferencia de prevalencia de virus en los diferentes invernaderos puede ser por
diferencias del nivel de control que los duefios estan haciendo sobre sus cultivos, falta de
un buen control fitosanitario, y una necesidad de saber los productos quimicos
adecuados para evitar la propagacion de cada uno de las enfermedades en este caso de

CymMV y ORSV.

Podemos decir que existe presencia de CymMV y ORSV en las orquideas nativas del
Ecuador a pesar de que todavia no es trascendental pero existe el riesgo que se
transforme en una epidemia dentro de los invernaderos, si no se tiene control, expandir e

infectar a las orquideas en su habitat natural conllevando asi a la extincion de especies.
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Pero en caso de que se realice un estudio de virus en Orquideas en estado natural, y se
observe la presencia de estos virus, se podria suponer que fue a causa de una
reintroduccion de plantas infectadas, manipulacion inadecuada, o una extraccion
incorrecta de la especie, para que exista virus en estado salvaje en Orquideas Nativas.
Muchos cultivadores extraen especies nativas del bosque, para agrandar su coleccion, sin

tomar muchas veces las debidas precauciones.

La conservacion de Orquideas nativas en estado natural es importante, pues se debe
evitar que enfermedades infecciosas como hongos, bacterias y virus afecten a estas
especies ya que se trata de especies poco tolerantes a dichas enfermedades y se puede
dar un declive masivo de especies nativas, en su mayoria son especies endémicas poco
tolerantes. Las Orquideas son especialmente sensibles a los cambios en su entorno: su
destino puede anticipar el de otras formas de vida. Si el hombre consiguiera acabar con
especies que casi no han experimentado cambios desde hace millones de afios, seria una
sefial inequivoca de que algo no marcha bien (Arce Rodriguez A., 2006). Como ejemplo
tenemos el caso de la Quitridiomicosis un hongo mortal que se expande por todo el
mundo afectando a todos los anfibios explica Jaime Bosch, investigador del Museo
Nacional de Ciencias Naturales de Madrid, que descubrid los primeros casos en Europa.
"El remedio ante una enfermedad infecciosa es evitar que se extienda", explica Bosch.

(Bosch J. 2007)

ImmunoStrip es una prueba muy reciente para la deteccion de los Virus ORSV y
CymMYV, sirve como una prueba de campo es rapida y da resultados en pocos minutos.
Existen otras Técnicas utilizadas para Deteccion de Virus, utilizando técnicas de
biologia Molecular como por ejemplo PCR y RT-PCR, ELISA y sus varios tipos de
ensayos: Directo, Indirecto y sandwich y DAS ELISA. Estas técnicas se las puede

utilizar dependiendo de los resultados que se quieran obtener.

Estas técnicas son métodos muy ventajosos en su utilizacion por diversas razones: la
especificidad de la reaccion en el reconocimiento del virus puede medirse en presencia

de materiales de la planta hospedera u otras impurezas, aunque a veces estos pueden
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interferir en las plantas, los resultados pueden obtenerse en pocas horas y minutos

comparado a los dias que duran los ensayos de infeccion. (Ortiz Arias Beatriz, 2002).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Si el ImmunoStrip™ se sumerge por encima de la linea que indican las flechas blancas,
ciertos componentes de la “tira” son liberados dentro de la bolsa de muestra y pueden
alterar el desempefio de la prueba. En la mayoria de los casos NO se forman las lineas de

control.

Si el extracto contiene gran cantidad de tejido el ImmunoStrip™ no podré absorber

apropiadamente la muestra.

Las bolsas de muestreo y los ImmunoStrip deben estar refrigerados, y se obtendran solo

hasta el momento de querer utilizarlas.

Se recomienda hojas jovenes y buen estado exterior asi se encuentren infectadas, pues si
cogemos hojas viejas o secas, corremos el riesgo de no poder obtener la cantidad

necesaria de tejido y por ende falla la prueba.

En nuestra Investigacion hubo un error de Disefio pues el nimero de muestras antedicho,
es bajo y muy poco representativo, asi también el nimero de lugares escogidos, en todo

caso este estudio es una base para futuros estudios relacionados con el tema.

En todas y cada una de las pruebas se recomienda desinfectar las manos e instrumentos

de manipulacién, de esta manera se evita la propagacion de los virus.

Para evitar confusiones en las hojas, es necesario etiquetar a cada una inmediatamente
después de haberla cogido, y escribir algiin c6digo o nombre que la diferencia del resto

de hojas, de la misma manera en cada bolsa de muestreo.
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En cuanto al monitoreo de orquideas en estado natural se debe tener las debidas
precauciones al momento de su extraccion, como por ejemplo evitar poner en contacto a
plantas sanas con herramientas contaminadas con virus, o no propagar vectores como las
babosas entre otros insectos. En lo Posible lo mas recomendable no extraer Orquideas

Nativas de su habitat natural.
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ANEXOS

Anexo 1. llustracidn de los sitios de estudio dentro del mapa politico del Ecuador
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ANEXO 2 Tablas de datos

Tabla. 1 Numero de plantas con y sin sintomatologia de los diferentes géneros

estudiados en invernaderos del Ecuador.

Sintomas

Genero P v

Cattleya 19 2
Masdevallia & 20
Maxillarias 1 23
Oncidium 12 15
Pleuratollis 1 25
Total 39 85

Tabla 2. Sintomas mas comunes presentados por individuos estudiados y el numero de

individuos por género

Genero Manchas Mosaicos | Deformaciones | Clorosis
Necroticas
Cattleya 10 5 0 4
Masdevallia 3 2 0 1
Maxillarias 1 0 0 0
Oncidium 5 4 2 1
Pleurothallis 0 1 0 0
Total 19 12 2 6
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Tabla 3. En esta tabla se puede observar una comparacion entre el nimero de individuos

que presentaron sintomas con aquellos que la prueba ImmunoStrip dio positivo.

Kit
Genero Sintomas INnmMunostrip
Positivo

Cattleya 19 16
Masdevallia 6 6
Maxillarias 1 1
Oncidium 12 9
Pleurothallis 1 4

Total 39 36

Tabla 4. Comparacion del nimero de individuos que no presentaron sintomas con

aquellos que al ser expuestos el Kit ImmunoStrip su resultado fue positivo.

Tabla 7. Descripcion por género del numero de individuos con los virus CymMV y ORS

Generos CymMmv ORSV Cérgg/l\yl Total
Cattleya 13 1 2 16
Masdevallia 2 3 1 6
Maxillaria 1 0 0 1
Oncidium 3 2 4 9
Pleurothallis 4 0 0 4
Total 23 6 7 36
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Tabla 8. Numero total plantas infectas por CymMV y ORSV por invernadero.

CymMV/f
Invernadero CymMV DRSSV ORSV

Ing. Marig Portilla 1 (1] 1]
Ecuagenera 1 1 1
Universidad Estatal F 1 0
Sra, Carmen Apolo 5 1 1
[HMachala)

Jardin Et::tamm de 4 0 0
Guayagquil

Mundiflora 3 1 )
Vilcabamba 3 (1] 2
Sr. Pietro Tosi 5 2 0
Jardin Botanico de Quito 2 0 0
UTPL 0 0 1
ToTal 23 & 7
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ANALISIS ESTADISTICO

Tabla 9. Resultados Esperados obtenidos de los Resultados Observados tanto de

Cultivos como de Invernaderos

OBSERVADO Virus
Si NO TOTAL
Viveros 36 65 101
Reservas 0 23 23
36 88 124
ESPERADO Virus
Si NO TOTAL
Viveros 29,323 71,677 101
Reservas 6,677 16,323 23
36 88 124

Tabla 10. Obtencién de CHI* de Cultivos y de Reservas Ecolégicas

O E O-E (O-E)2 RESULTADO
Si 36 29,323 6,7 44,6 1,5
0 6,677 -6,7 44,6 6,7
no 65 71,677 -6,7 44,6 0,6
23 16,323 6,7 44,6 2,7
X2 11,6

x2 tabla 7,82

O= Observada

E= Esperada
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Tabla 11. Valores esperados de los Cultivos de nuestra Investigacion

49

Virus VALORES ESPERADOS

Viveros Estudiados [Si NO TOTAL Sl NO
Ing. Mario Portilla 1 10 11 3,921 7,079
Ecuagenera 3 7 10 3,564 6,436
Universidad Estatal 3 8 11 3,921 7,079
Sra. Carmen Apolo (Mach 4 6 10 3,564 6,436
Jardin Botanico de Guaya 4 7 11 3,921 7,079
Pangui 6 4 10 3,564 6,436
Vilcabamba 5 7 12 4,277 7,723
UTPL 1 3 4 1,426 2,574
Sr. Pietro Tosi 7 5 12 4,277 7,723
Jardin Botanico de Quito 2 8 10 3,564 6,436
Total 36 65 101
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Tabla 12. Obtencién de chi® para comprobar si existe o no diferencia en el namero de

plantas infectadas en cada cultivo de la Investigacion

Virus
observada esperada Resta Potencia 2 |Dividido
1 3,921 -2,921 8,53 2,18
3 3,564 -0,564 0,32 0,09
3 3,921 -0,921 0,85 0,22
4 3,564 0,436 0,19 0,05
4 3,921 0,079 0,01 0,00
6 3,564 2,436 5,93 1,66
5 4,277 0,723 0,52 0,12
1 1,426 -0,426 0,18 0,13
7 4,277 2,723 7,41 1,73
2 3,564 -1,564 2,45 0,69
10 7,079 2,921 8,53 1,21
7 6,436 0,564 0,32 0,05
8 7,079 0,921 0,85 0,12
6 6,436 -0,436 0,19 0,03
7 7,079 -0,079 0,01 0,00
4 6,436 -2,436 5,93 0,92
7 7,723 -0,723 0,52 0,07
3 2,574 0,426 0,18 0,07
5 7,723 -2,723 7,41 0,96
8 6,436 1,564 2,45 0,38
%2 10,67
x2 tabla 124,342
Férmula para obtener chi’
XZ — (observada—esperada)2 4 (observada—esperada)2

Esperada Esperada
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ANEXOS 3 DEMOSTRACION DE RESULTADOS POSITIVOS PARA CymMV

(Cymbidium mosaic virus)

Jardin Boténico de Guayaquil

Contente: 3 mi
Lothe: 900

$ s axiract pouch
Containg SEB1
ore

‘ Linea de control

‘ CvmMV

Gongora grossa

Tipo de muestra: Hoja
Vivero del Sr. Pietro Tossi

Linea de control

=) CcvmMV

Oncidium escavatum
Tipo de muestra: Hoja

Jardin Botanico de Guayaquil

Linea de Control

CymMv

Cattleya méxima

Tipo de muestra: Hoja
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Jardin Boténico de Quito

Linea de Control

CymMv

Tipo de  muestra:  Hoja
Cattleya maxima
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ANEXOS 4 DEMOSTRACION DE RESULTADOS POSITIVOS PARA EL
VIRUS ORSV (Odontoglossum RingSpot Viruses)

Vivero del Sr. Pietro Tossi

Linea de Control

ORSV

Odontoglossum hally

Vivero del Sr. Pietro Tossi

Linea de Control

ORSV

Tipo de muestra: Hoja

Odontoglossum claviceps
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ANEXOS 5 DEMOSTRACION DE RESULTADOS POSITIVOS PARA
LOS VIRUS CymMV Y ORSV

Ecuagenera

0 soda’ . i

N ‘
‘ Linea de control

b

ORSV

CymMmV

Hoja de Cattleya méxima
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