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“Produccion de antisuero para la deteccién de los principales virus de las distintas

especies de Orchidaceae en Cordoba.”
RESUMEN

La floricultura es una disciplina en crecimiento, actualmente, la produccion y
comercializacion de orquideas (familia Orchidaceae) se encuentra en auge debido a que
representan un grupo de especies altamente demandadas por los mercados. La multiplicacion
de las orquideas es principalmente agamica. Esta forma de reproduccion hace necesario
partir de material madre libre de virus. En el mundo, los virus mas importantes, en esta
familia, por sus elevados valores de prevalencia, son Cymbidium mosaic virus (CymMV) y
Odontoglossum ringspot virus (ORSV). El objetivo de este trabajo fue elaborar reactivos de
diagnostico seroldgicos para la deteccion e identificacion de plantas infectadas con estos
patdgenos. Se realiz6 una purificacion de particulas virales desde plantas de Nicotiana
glutinosa coinfectadas con CymMV y ORSV mediante centrifugacion diferencial en
gradientes de cloruro de cesio. Las dos bandas formadas en el gradiente fueron evaluadas
por microscopia electronica observandose en la banda superior mayor cantidad de particulas
rigidas de ca. 300 nm de longitud, correspondientes al ORSV, mientras que en la banda
inferior se visualizaron, en mayor proporcién, particulas flexuosas de unos 480 nm de
longitud, caracteristicas del CymMV. Cada fraccion viral purificada fue inoculada de manera
intramuscular en diferentes conejos. Como resultado se obtuvieron antisueros contra
CymMV + ORSV para la elaboracion de reactivos de diagndstico con las técnicas de DAS
y PTA ELISA, los cuales fueron utilizados para analizar una muestra de 63 orquideas,
pertenecientes a 11 géneros diferentes, provenientes de distintos establecimientos ubicados
de la ciudad de Cordoba. El porcentaje de plantas infectadas fue de 15.87% segun la técnica
de PTA-ELISA y de 17.46% en base a las pruebas de DAS-ELISA.

Palabras claves: floricultura, orquideas, Cymbidium mosaic virus, Odontoglossum ringspot

virus, antisuero
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INTRODUCCION

En la actualidad, las flores y plantas forman parte del disefio y decorado de un jardin, del

interior de una casa, de oficinas, salas, halls, etc. Ademas de los aspectos estéticos, y de los
beneficios al medio ambiente circundante, como son mejorar la calidad del aire,
humidificarlo y reducir el ruido; varios estudios han demostrado beneficios a nivel
psicoldgico, reduciendo el estrés y generando una mejora animica. La disciplina que permite
conocer en detalle todo el desarrollo productivo, tecnologico, econdmico, comercial y social
de las plantas ornamentales es la FLORICULTURA. Este tipo de produccion conlleva un
uso intensivo de la superficie y de la mano de obra. La tecnologia de cultivo y el
mejoramiento de las especies ornamentales han estado enfocados en una produccién de uso

eficiente de la superficie (Morisigue, et al, 2012).

La floricultura es una actividad que utiliza muchos y distintos insumos. Los mas utilizados
para la produccion floricola son: macetas o contenedores, bandejas de siembra, sustrato,
fertilizantes, reguladores de crecimiento. La infraestructura necesaria tanto para cultivos en
maceta o corte, comprende: invernaderos, cubiertas plasticas o de vidrio, mesadas, cAmaras
de crecimiento, cAmaras de frio, salas para maquinarias. Las herramientas y maquinarias
empleadas son, entre otras: herramientas manuales, motocultivadores, arados,
pulverizadoras, sembradoras, enmacetadoras, clasificadoras de flores, equipos de riego y
fertilizacion, sistemas de calefaccion y/o refrigeracion, iluminacion artificial. Todo ello esta
indicando que son numerosos los actores que componen la cadena de produccidon del sector

floricola para obtener flores y plantas ornamentales (Mascarini, et al, 2010).

Existen diferentes criterios para clasificar las especies floricolas. Segun el valor del producto
puede ser, la planta entera, flor, hoja, follaje, fruto. A grandes rasgos esta clasificacion
contempla dos grandes grupos: 1) flor o follaje de corte y 1l) plantas en macetas. Otras
clasificaciones se basan en los requerimientos ecoldgicos y las caracteristicas morfologicas,
(anuales/bianuales, herbaceas perennes, bulbosas y lefiosas) y otras tienen en cuenta el tipo
de producto (semillas, bulbos, flores de corte, follaje de corte, plantas en maceta para flor,
plantas en maceta para uso interior, plantas arbustivas o arboles, plantas o plantines a partir

de semillas o esquejes) (Tuma, 2017).
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Respecto de la demanda de productos floricolas, el mercado est4 en constante movimiento.
El pablico cambia sus patrones de consumo de modo constante y esta abierto a nuevas
especies, variedades, colores y esta dispuesto a pagar mas por eso. Como producto suntuario,
su consumo guarda directa relacion con el poder adquisitivo de la poblacion y, por lo tanto,
la expansion del negocio esta ligada de modo estrecho al mejoramiento de las condiciones
econdmicas, sociales y culturales de los pueblos (Mascarini, et al, 2010).

Dentro de las plantas, la produccion y comercializacion de orquideas (Fig. 1) es una
alternativa que promueve el desarrollo local y regional, mejorando los ingresos, el empleo y
la insercion de los pequefios productores rurales en los mercados. Han sido consideradas
como flores misticas; aunque algunos pueblos primitivos también la han utilizado con fines
medicinales. Debido a la importancia econdémica a nivel nacional y a su belleza, las orquideas
son motivo de cultivo por productores a nivel comercial como flor cortada y como planta
ornamental (Salamanco, 2018). Su principal forma de propagacion es asexual a través del
cultivo de meristemas (Argentina no tiene mucha renovacion de meristemas) donde en su
primera fase de crecimiento requiere condiciones especiales; y a través de la division de
tallos, de alli la importancia de proveer un material sano ya que es una especie de dificil

cuidado.

Figura 1. Plantulas de Phalaenopsis sp. procedentes de meristemos. Fuente: Anthura.

Macional Facultad da Cienciaz
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IMPORTANCIA ECONOMICA Y ZONAS DE PRODUCCION

En nuestro pais, la diversidad de climas permite producir un amplio espectro de cultivos.

Hay 2500 hectéareas cultivadas de flores (25% bajo invernadero) y unas 1700 de estas se
encuentran en La Plata y en el segundo y tercer cordon del conurbano bonaerense, en la
zonas de Escobar, Florencio Varela y Pilar. Segun la direccion de Economias Regionales de
la Confederacion Argentina de la Mediana Empresa (Came), 58% del terreno cultivado esta
en la provincia de Buenos Aires, 12% en Santa Fe, 6.8% en Corrientes y 22% en el resto del
pais. ElI 99.6% de la produccion se destina a mercado interno y solo el 0.4% lo hace al

mercado externo.

La Provincia de Cérdoba produce flores de corte y plantas ornamentales. La produccion se
concentra en los alrededores de la ciudad de Cérdoba. La produccion de flores de corte se
basa en especies como Rosa, Crisantemo, Clavel y Lisiantus. En cuanto a la produccion de
plantas en macetas se destacan las especies floricolas para jardin y florales en macetas.
Produccion de Estrella Federal, Crisantemo, Begonia y Cyclamen en Cérdoba Capital. En
cuanto a la comercializacion de orquideas, éstas ocupan un lugar preferencial por su precio

y la aceptacidn del consumidor al ser considerada una flor exética (Tuma, 2017).
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CARACTERISTICAS BOTANICAS
Las orquideas son plantas monocotileddneas, pertenecientes a la familia Orchidaceae.

Dentro de esta familia existen unos 700 géneros con mas de 25000 especies descubiertas y
aun hay regiones sin relevar, varias de ellas en la Argentina (Freuler, 2003). Su diversidad
se ve ampliada dado que presentan gran facilidad para dar hibridos exitosos, no solo entre
especies del mismo género, sino también intergenéricas. Las orquideas se distribuyen a lo
largo de todo el territorio argentino, principalmente en la region subtropical, si bien existen
especies que se desarrollan en otras regiones filogeogréaficas con pérdida de diversidad, pero
con adaptaciones especificas para el crecimiento en regiones templadas y frias (Freuler,
2007). Hay plantas litéfitas, es decir, que crecen sobre rocas, pero la mayoria son epifitas, es
decir, crecen sobre los tallos de otras plantas o sobre las ramas de los arboles, lo que les
permite alcanzar mejor la luz en los frondosos bosques tropicales. No son parasitas, puesto
que han desarrollado su propio sistema de alimentacion por medio de raices aéreas, en las
que se deposita materia organica y pequefios elementos del aire y del agua de lluvia
(Salamanco, 2018).

Las orquideas pueden seguir dos patrones de crecimiento, monopodial o simpodial. El
monopodial se caracteriza en que tienen un unico tallo del que van naciendo nuevas hojas
por épice, y de entre ellas nacen el tallo floral y las raices aéreas (género Phalaenopsis). En
el crecimiento simpodial las plantas tienen varios tallos o psedobulbos que brotan de un
rizoma, los nuevos tallos crecen desde la base del tallo del afio anterior y generalmente las

flores nacen del nuevo tallo (géneros Cymbidium, Cattleya, Odontoglossum) (Solis, 2009).

FORMAS DE PROPAGACION

Al igual que la mayoria de las plantas, las orquideas se reproducen de forma sexual y asexual.
La reproduccion sexual implica que la descendencia obtiene genes de ambos progenitores lo
que garantiza una mayor diversidad genética y, por ende, fenotipica. Sin embargo, la
principal forma de reproduccion de estas plantas es asexual, en la cual la nueva planta se

obtiene a partir de fracciones de la planta madre (Hartmann & Kester, 1991).

La produccion y multiplicacion agamica de las orquideas puede realizarse de diversas
maneras, el método méas simple utilizado por coleccionistas y comerciantes de pequefia
escala es la division del tallo (Hartmann & Kester, 1991). En varias especies de orquideas el

pseudobulbo esta formado por muchos nudos en los cuales se desarrollan hijuelos, estos
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hijuelos son separados de la planta madre y puestos a enraizar en otro recipiente. Las especies

de mayor importancia comercial, tales como Cattleya, Laelia, Miltonia y Odontoglossum,
pueden propagarse por division del rizoma en secciones, las que deben llevar de 3 a 4
pseudobulbos. Los denominados bulbos traseros, aquellos que ya han perdido el follaje, se
usan comunmente para propagar clones de Cymbidium. Estos bulbos se remueven de la
planta y se colocan en otro recipiente con un sustrato adecuado para que formen raices. En
cuanto a las desventajas, estas técnicas de propagacion agamica favorecen la propagacion y

diseminacion de enfermedades, especialmente de etiologia viral (Zettler et al., 1990).

Las orquideas también pueden ser multiplicadas a gran escala mediante técnicas de
micropropagacion (Arditti & Ernst, 1993). La reproduccion a través del cultivo in vitro de
meristemas es mas eficiente y consiste en quitar la punta de la raiz o el extremo de un brote
y situarlo en un medio de cultivo adecuado bajo condiciones estériles. Las plantulas asi
obtenidas se separan unas de otras y se cultivan en tubos de ensayo independientes.
Posteriormente, las plantitas seran trasladadas a invernaculos para su adaptacién o
rusticacion y alli continGan su desarrollo hasta la formacion de flores, lo cual varia de 2 a 3
afios segun el género utilizado. De esta manera, las plantas son clones perfectos de la planta
original (planta madre), por lo que la propagacion de meristemas se ha convertido en un
método muy util para la multiplicacion masiva de variedades de calidad destacada y

especialmente de hibridos estériles.

Asi, mediante reproduccidn asexual se puede obtener en poco tiempo una mayor cantidad
de plantas. Ademas, la multiplicacion puede llevarse a cabo en cualquier época del afio, lo
que permite aumentar la eficiencia del ciclo del cultivo favoreciendo méas de una floracion

por afio (Menchaca, 2011).

ENFERMEDADES EN EL CULTIVO DE ORQUIDEAS

La gravedad de las enfermedades que padecen las orquideas es extremadamente variable
principalmente en funcidn de las técnicas de cultivo adoptadas. En efecto, la mayor parte de
las patologias que se manifiestan en las orquideas son causadas por técnicas inadecuadas de

cultivo.
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Entre las principales enfermedades causadas por HONGOS que afectan las orquideas

tenemos:
-Podredumbre negra de las hojas, pseudobulbos y raices

Originado por Phytophthora sp. y Pythium sp., se manifiestan con manchas de color
negruzco circundadas por un halo amarillento préacticamente sobre todas las partes de la
planta (excepto flores), pudiendo causar la muerte de la planta. Se propaga al momento de
la subdivision de la planta causada por instrumentos inadecuadamente desinfectados o
heridas.

-Podredumbres foliares o florales

Se observan tejidos blandos o manchas redondeadas sobre pétalos que aparecen
normalmente en la zona central mientras se rodean de un halo oscuro que poco a poco se

extiende a toda la mancha; esto es producido por Botrytis spp..
-Manchas foliares

El agente causal es Fusarium spp. Observandose manchas necréticas irregulares, hasta

formar areas necroticas.
En cuanto a las BACTERIAS presentes en este cultivo encontramos:
-Necrosis foliar

Las responsables son Pseudomonas spp. y Acidivoras spp. Los sintomas tipicos son lesiones
de manchas aceitosas que sucesivamente se convierten en 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.
-Podredumbres en pseudobulbos

Esta patologia es originada por Erwinia spp. observandose manchas aceitosas amarillentas
inicialmente en el centro de la hojas, poco a poco se va oscureciendo, alcanzando los tejidos
interiores de la planta; pueden atacar directamente raices Yy pseudobulbos con la misma

sintomatologia.
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En cuanto al control de estas enfermedades, se puede recurrir a un manejo preventivo como

la eliminacion de plantas enfermas, evitar encharcamientos, desinfeccion de herramientas de
poda, utilizacién de plantas madres sanas, etc. En el caso de infecciones severas, se recurre

a laaplicacion alterna de productos quimicos con el fin de evitar resistencias (Elicriso, 2018).

Al referirnos a los VIRUS, en el mundo, se han reportado varios que afectan diferentes
géneros de orquideas, pero dos de ellos adquieren relevancia desde el punto de vista
econdmico debido a la elevada prevalencia e incidencia que tienen a nivel mundial y debido
a los dafios que le ocasionan a estas especies. Estos patdgenos son: Cymbidium mosaic virus
(CymMYV) y Odontoglossum ringspot virus (ORSV), dos virus que se transmiten de una
planta infectada a otra sana por contacto mecanico, y cuya perpetuacién y aumento de la
concentracion viral en los tejidos se ve favorecido por la propagacion agamica de estas
especies (Pradhan et al., 2016; Rani et al., 2010; Wong et al., 1994).

CymMV, pertenece al género Potexvirus, en la familia Alphaflexiviridae; es un virus
monopartito, elongado flexuoso de aproximadamente 480 nm de longitud (ICTV, 2017).
Este patogeno infecta varios géneros de orquideas en las cuales ocasiona distintos sintomas
segun el género al que pertenece la planta. Asi, en el género Cymbidium al principio aparece
un mosaico difuso y pequefias manchas decoloradas sobre las hojas jovenes, que luego se
transforman en estrias color naranja en ambas caras de la hoja; en las flores ocasiona estrias
necréticas en pétalos y/o sépalos. En el género Cattleya se presentan manchas irregulares
sobre las hojas con amarillamiento y posterior caida de las hojas més viejas; en este género
los sintomas sobre las flores son mas marcados y graves. En el género Phalaenopsis primero
se producen decoloraciones en el envés de las hojas jovenes, llegando a producir necrosis de
los tejidos y finalmente pérdida foliar; sobre las flores provoca a veces pequefias manchas
puntiformes de color negro (Pearson & Cole, 1986; Pant et al., 2010).

ORSV, es un virus perteneciente al género Tobamovirus, en la familia Virgaviridae; los
viriones son elongados rigidos, con forma de baston, de aproximadamente 300 nm de largo
(ICTV, 2017). Los sintomas caracteristicos de la infeccién con ORSV son puntos necréticos
en las hojas y estrias coloreadas en las flores. Las plantas infectadas presentan disminucién
en el nimero y tamafo de los escapos florales y de las flores, las cuales a su vez pueden

manifestar deformaciones morfologicas (Hu et al., 1993).
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Las plantas de orquidea también pueden presentar co-infeccion con ambos virus, en este caso

los sintomas observados son flores amarronadas, estrias de color marrén y necrosis en flores

y pérdida de vigor de las plantas (Tanaka et al., 1997).

Existen ocasiones en que plantas aparentemente sanas estan infectadas con estos virus, por
lo que la simple evaluacion visual de sintomas no es un método confiable para determinar la

condicidn sanitaria de una planta (Zettler et al., 1990).

En Argentina, ambos virus fueron reportados en 2010 infectando orquideas del género

Oncidium producidas bajo cubierta en la provincia de Buenos Aires (Canovas et al., 2016).

En los sistemas de cultivos intensivos y/o semi-intensivos, la forma mas practica de reducir
los dafios ocasionados por virus consiste en la deteccion temprana y eliminacion de las
plantas infectadas a fin de asegurar la produccion de material vegetal sano, libre de virus

(Muhoz, 2018) ya que no existen productos quimicos para su eliminacion.

A nivel comercial existen varios métodos para diagnosticar estas virosis, sin embargo, los
mismos no son econdmicos, ni se encuentran facilmente disponibles para la mayoria de los
floricultores. Este hecho, favorece la multiplicacién y comercializacion de material infectado

impactando de manera negativa en las economias e industrias floricultoras de nuestra region.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

“ EIl presente trabajo tiene como objetivo general generar reactivos de diagndstico
serologicos para la deteccion de los virus mas relevantes en las distintas especies de
orquidaceas que se comercializan en la provincia de Cordoba, a fin de promover la
produccion, multiplicacion y comercializacion de plantas libres de virus en el

territorio provincial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Purificar particulas virales correspondientes a CymMV y ORSV.
2. Producir y purificar antisueros para CymMV y ORSV.
3. Desarrollar reactivos de diagnosticos seroldgicos para CymMV y ORSV.
4. Comprobar si los antisueros obtenidos permiten detectar las virosis en plantas

producidas y/o comercializadas en Cordoba.
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HIPOTESIS

Los reactivos de diagnostico seroldgicos permiten identificar plantas de orquideas infectadas
con Cymbidium mosaic virus y Odontoglossum ringspot virus en establecimientos de

produccion y/o comercializacion de la provincia de Cordoba.

MATERIALES Y METODOS

1. Purificacioén viral

Fuente de in6culo
El material vegetal utilizado para llevar adelante la metodologia que se describe a
continuacion consistio de hojas y tallos provenientes de plantas de Nicotiana glutinosa L.

coinfectadas con CymMV y ORSV. El in6culo se mantuvo almacenado a -20°C.

Purificacion de particulas virales

Se maceraron 70 g de hojas de nicotianas infectadas con ambos virus en 350 ml de tampo6n
fosfato de sodio pH 7.4, 0.1M, mas el agregado de 200 pul de &cido tioglicolico, 0.05 g de
DIECA, 2.1 g de sulfito de sodio y 350 ml de cloroformo. EI homogenato se filtrd a través
de una gasa a fin de separar la fraccion liquida de los sélidos gruesos y posteriormente se
centrifug6 a 4355 g durante 20 min a temperatura ambiente. Se recupero la fase acuosa, la
cual se sembro en colchones de sacarosa al 20% en tampon fosfato de sodio 0.1M. Los
colchones se centrifugaron a 113000 g por 1 h 30 min. Se recuperaron los pellets en 1 ml del
mismo tampon. Finalmente, cada pellet resuspendido se sembré en un gradiente de cloruro
de cesio fraccionado 10% - 40%, en tampon fosfato 0.04 M. La corrida fue de 3 h 30 min a
82700 g. Las fracciones seleccionadas se diluyeron 1/10 en tampo6n fosfato 0.01M y se
centrifugaron a 113000 g durante 1 h para eliminar el cloruro de cesio. Los pellets se
resuspendieron en 200 pl de tampodn fosfato pH 7, 0.01M y se midio la concentracion viral

mediante espectrofotometria.

Microscopia electrénica

El grado de pureza de los productos finales obtenidos mediante centrifugacion en gradiente
diferencial de cloruro de cesio, fue analizado al microscopio electronico de transmision
(MET). Se seleccionaron las dos bandas diferenciadas en el gradiente y cada una de ellas se

evalué mediante preparaciones rapidas para MET (Kitajima y Nome, 1999). Para ello 6 ul
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de cada fraccion fueron enfrentados durante 10 min a una grilla de cobre de 300 mesh

(Sigma, St. Louis. Mo) recubierta de una pelicula de colodion carbonizada. Después de lavar
las grillas con agua destilada, las mismas se secaron con papel de filtro, se contrastaron con

acetato de uranilo 2 % y se examinaron al MET JEOL 1200 (Jeol, Tokyo, Japan).
2. Produccién y purificacion de antisueros contra CymMV y ORSV

Las dos fracciones del gradiente de cloruro de cesio que presentaron mayor concentracion
de particulas virales fueron inyectadas de manera independiente a dos conejos machos
californianos via intramuscular. La primer inoculacién fue de 125 pg para CymMV y 90pug
para ORSV, con el agregado de coadyuvante de Freud completo (1:1 v/v) en un volumen
final de 1 ml. Se aplico un refuerzo a los 24 dias con una segunda inoculacion con 60 pgr de
CymMV vy 30 ugr de ORSV en mezcla 1:1 v/v con coadyuvante de Freud incompleto. Se
realizaron sangrias a los 14, 31 y 41 dias después de la primera inoculacion (dpi). Cada una
de las sangrias obtenidas fueron inicialmente incubadas a 37°C durante 1 h y luego 1 h a
4°C. Posteriormente, se obtuvieron las fracciones séricas mediante centrifugacion a 3024 g
durante 5 min. Los sueros se fraccionaron en alicuotas de 1 ml cada uno y se conservaron a

-20°C hasta su procesamiento.
3. Desarrollo de reactivos de diagndstico

Titulacion de antisueros

El titulo de los antisueros (As) se evalud utilizando diluciones seriadas (1:100, 1:1000,
1:10000, 1:100000) de las diferentes fracciones séricas en pruebas de NC-ELISA
(Nitrocelulosa-Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay) siguiendo los pasos del protocolo N°
1 descripto en el Anexo 1. Luego, 5 ul de cada purificacién viral diluida (antigeno) fueron
adsorbidos usando vacio en una membrana de nitrocelulosa. Se utilizaron As primarios
(diluciones seriadas) y un As secundario 1gG de cabra anti-conejo conjugado con fosfatasa
alcalina diluido 1:3000 en tampon antisuero. Las membranas se revelaron en una solucion
de sustrato (tetrazolium nitroazul y fosfato bromocloroindolil, SIGMA) y agua destilada. La
aparicion de color purpura fue considerada como muestra positiva. En cada prueba se
utilizaron plantas de orquidea enfermas como controles positivos, y orquideas mas plantas

de Nicotiana glutinosa sanas como controles negativos de la técnica.
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Calibracion del antisuero para la técnica Plate-trapped antigen-enzyme linked

immunosorbent assay (PTA)

Sobre la base de las titulaciones realizadas en membrana de nitrocelulosa, se seleccionaron
las sangrias de 14 dias para CymMYV suponiendo que podria reaccionar en forma diferencial
para dicho virus, y 41 dias para ORSV por tener alto titulo para ambos virus, debido a que
ninguna de las sangrias mostré reaccion diferencial para el mismo. Los antisueros fueron
diluidos en tampdn de conjugado en concentraciones de 1/100, 1/250, 1/500, 1/750, 1/1000,
1/1500, 1/2000, 1/2500, 1/3000, 1/3500 y 1/4000, segun protocolo N° 2 descripto en el
Anexo 1. Las muestras vegetales (aproximadamente 0,1 g) se molieron 1:5 p/v en tampdn
de sensibilizacion. En cada placa de ELISA se colocaron controles positivos (purificaciones
virales) y negativos (plantas de orquidea y nicotianas sanas). Los valores de absorbancia a
405 nm fueron determinados en un lector de ELISA, a intervalos de 60 min, después de la

adicion de p-nitrofenilfosfato como sustrato.
Purificacion de inmunoglobulinas (1gs)

Se selecciono el antisuero con mayor titulo y se lo mezclo con igual volumen de sulfato de
amonio saturado. La mezcla se dej6 en agitacion durante 1 h a temperatura ambiente y se
centrifugd a 15300 g por 15 min. Luego se dializé con PBS 0.5X. Se colocd el contenido en
una columna DEAE Sephacel y se adicion6 PBS 0.5X. Se recogieron 10 fracciones de 1 ml
cada una y se determind la concentracién de inmunoglobulinas mediante lectura en
espectrofotometro a 280 nm. Se seleccionaron las dos fracciones con mayor absorbancia, la
mayor para ser conjugada con la enzima fosfatasa alcalina, y la segunda para ser utilizada
como lg. La mezcla (lgs + enzima + glutaraldehido) se dejo en reposo 4 h a temperatura
ambiente y posteriormente se dializ6 con PBS 1X 3 veces. Por Gltimo, se le afiadi6 0.05%

de albumina de suero bovino y 0.01% de azida sédica.

Calibracion de la inmunoglobulina y el conjugado para la técnica de Double antibody

sandwich-enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA)

Las Igs e Igs conjugadas con fosfatasa alcalina fueron diluidas en concentraciones de 1/500,
1/1000, 1/1500 y 1/2000. Estas diluciones fueron utilizadas para testear tejido vegetal
infectado con CymMYV y/o ORSV mediante la técnica de DAS-ELISA segun protocolo N°
3 descripto en el Anexo 1. Las muestras vegetales (aproximadamente 0,1 g) se molieron 1:5

p/v en tampon de extraccion. Se utilizaron anticuerpos (Ac) policlonales (anti CymMV y

11
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anti ORSV), junto con los respectivos Ac conjugados con fosfatasa alcalina. En cada placa

de ELISA se colocaron controles positivos (purificaciones virales) y negativos (plantas de
orquidea y nicotianas sanas). Los valores de absorbancia a 405 nm fueron determinados en
un lector de ELISA, a intervalos de 20 min, después de la adicion de p-nitrofenilfosfato como
sustrato. Las muestras con valores de absorbancia mayores a dos veces la media de los

controles sanos fueron consideradas positivas.

4. Comprobacion si los antisueros obtenidos permiten detectar las virosis en las plantas
producidas y/o comercializadas en Cérdoba.

Durante agosto de 2018 se visitaron 4 viveros comerciales y el Jardin Botanico de la ciudad
de Cdrdoba. Se tomaron 63 muestras en total, provenientes tanto de plantas de orquideas
asintomaticas como de aquellas que manifestaban sintomas caracteristicos de infeccion viral.
Se analizaron 11 géneros de orquideas: Oncidium sp., Dendrobium sp., Cattleya sp.,
Phaleanopsis sp., Cymbiduim sp., Epidendrum sp., Brassavola sp. (B. tuberculata), Encyclia
sp., Christensonella sp., Miltonia sp. (M. flavescens) y Leptotes sp. (L. unicolor), algunas

procedentes de Buenos Aires (Escobar), otras de Misiones y otras del NOA.

Para determinar la presencia de virus, todas las muestras fueron analizadas mediante las
pruebas seroldgicas de PTA-ELISA y DAS-ELISA, siguiendo los protocolos N° 2 y 3
descriptos en el Anexo I, respectivamente. Se utilizaron orquideas sanas e infectadas como
controles negativos y positivos de las técnicas, respectivamente. Las muestras con valores
de absorbancia correspondientes al doble del promedio de los valores de lecturas de plantas

sanas, fueron consideradas enfermas.

12
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RESULTADOS

Purificacion de particulas virales

En el gradiente de cloruro de cesio se observd una banda opalescente no definida en la
fraccion correspondiente al 30%. Asimismo, se observo un precipitado denso en la fraccion
correspondiente al 40%. Las dos bandas observadas en el gradiente fueron seleccionadas,
precipitadas y evaluadas por espectrofotometria obteniéndose valores de 0.18 pg miy 0.25
ug mi? para la fraccion del 30% (Fig. 2) y del 40%, respectivamente. Estos resultados

indican concentracion de particulas virales en cada una de las fracciones evaluadas.

0,600

L]
»

0,550 i

L PR e P

o ...n @ Espectro
0,450 .‘

0,400
0,350 !

0,300 |

0,250 .

. 'o.co....,

0v150 ‘.OOO...Q..‘..QO'

0,100

240 260 280 300 3?:0 34'0 360
Longitud de onda (nm)

oD

Figura 2. Lectura al espectrofotdometro (A 405nm) correspondiente a la banda
observada en la fraccion del gradiente del 30%.

Microscopia electronica

Las dos bandas formadas en el gradiente fueron evaluadas por microscopia electrénica
observandose en la banda superior (gradiente del 30%) gran cantidad de particulas rigidas
de aproximadamente 300 nm de longitud, correspondientes al ORSV, y escasas particulas
virales flexuosas que corresponderian al CymMYV (Fig. 3). En la banda inferior (gradiente
del 40%) se visualizd una alta concentracion de particulas flexuosas de unos 480 nm de
longitud, caracteristicas del CymMV, y particulas aisladas, rigidas de unos 300 nm de
longitud, correspondientes al ORSV (Fig. 4).
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Figura 3. Preparado de fracciones recuperadas de purificacion viral, observadas al MET. Las flechas
azules indican particulas virales rigidas, correspondientes a ORSV; las flechas rojas sefialan
particulas virales flexuosas que corresponderian al CymMV.

N i T

Figura 4. Preparado de fracciones recuperadas de purificacion viral, observadas al MET. Las flechas
azules indican particulas virales rigidas, correspondientes a ORSV; las flecha roja sefialan una
particulas virales flexuosas que corresponderian al CymMV.
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Titulaciéon de antisueros

La titulacion de antisueros se llevd a cabo mediante la técnica de NC-ELISA. La tabla 1
presenta el esquema de siembra que se utilizé para la evaluacion de todas las sangrias,

provenientes de cada uno de los conejos utilizados para la produccién de los anticuerpos.

Tabla 1. Esquema de sembrado en membranas de
nitrocelulosa para titulacion de sangrias.

T Emix EO PCymMV SN So
Sn So Porsv Emix Eo B

Referencias:

T: tampdn; Sn: Nicotiana sana; Eo: Orquidea enferma; So: Orquidea sana.
Emix: Enfermo mix (planta infectada con ORSV + CymMV).

Pcymmv: Purificacion viral de CymMV.

Porsv: Purificacion viral de ORSV.

La sangria correspondiente a los 14 dias, de ambos conejos, mostraron reaccion contra

CymMV vy no reaccionaron contra ORSV ni contra plantas sanas (Tabla 2).

Tabla 2. Membranas de nitrocelulosa mostrando la reaccion obtenida con las diferentes diluciones
de la primera sangria.

14 dias CymMV ORSV
Q ¢ ' &
1/100 N
< (3]
1/1000

1/10000

1/100000
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Las sangrias correspondientes a los 31 y 41 dias, de ambos conejos, mostraron reaccion
contra ORSV y CymMV por igual, sin presentar reaccion contra plantas sanas (Tablas 3 y4).

Tabla 3. Membranas de nitrocelulosa mostrando la reaccion obtenida con las diferentes
diluciones de la segunda sangria.

31 dias CymMV ORSV

1/100

1/1000

1/10000

1/100000

Tabla 4. Membranas de nitrocelulosa mostrando la reaccion obtenida con las diferentes
diluciones de la Gltima sangria.

41 dias CymMV ORSV
Af4c0 et S IrOI T
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1/1000
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A partir de los resultados obtenidos en la titulacion de los antisueros, se seleccionaron
diferentes sangrias para desarrollar las técnicas de PTA-ELISA y DAS-ELISA,
respectivamente. Para PTA-ELISA se selecciond la primera sangria (14 ds) del conejo
inoculado con CymMV, puesto que este antisuero mostro reaccion especifica solo para este
virus. Por el contrario, para PTA-ELISA se escogi6 la tercer sangria (41 ds) del conejo
inyectado con ORSV. Para la técnica de DAS-ELISA se seleccionaron las sangrias

correspondientes a los 31 dias del conejo inoculado con ORSV.

Calibracion de la técnica de Placa Tapizada con Antigeno (PTA)

La Figura 5 muestra el esquema de calibracion seguido para evaluar la reaccion de los
antisueros. El antisuero correspondiente al conejo inoculado con CymMV no mostro
diferencias entre las lecturas correspondientes a los controles, por lo que el mismo fue
descartado para esta técnica.

Por el contrario, respecto al conejo inoculado con ORSV, se selecciono el antisuero diluido
1/2000 por ser la maxima dilucion que permite diferenciar entre controles sanos y enfermos.
Sin embargo, este antisuero presenta reaccion contra ambos patégenos virales, por lo que

esta prueba permite la deteccion tanto de ORSV como de CymMV.

1/100 1/250 1/500 1/7501/1000 1/1500 1/2000 1/2500 1/3000 1/3500 1/4000 B

Figura 5. Placa de calibracion de antisuero para la técnica de PTA-ELISA. Placa con sembrado de
testigos. B:Tamp6n; So: Orquidea Sana, Cym: Nicotiana con aislamiento de CymMV; ORSV:
Purificacion viral de ORSV; Mix: Testigo con ambas infecciones; Sn: Sana nicotiana.
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Calibracién de la inmunoglobulina y el conjugado para DAS-ELISA

Se trabajé con la sangria del dia 31 del conejo inoculado con ORSV. En la Tabla 5 se
presenta el esquema de siembra utilizado para las distintas diluciones. Durante la calibracion
se determind que la mejor combinacion fue la dilucion 1/500 tanto para la inmunoglobulina
como para el conjugado, ya que a esas concentraciones se pudo observar una diferencia

significativa entre los testigos sanos y los testigos enfermos (Anexo 2).

Tabla 5: Esquema de sembrado.
So SN Eo

Porsv Pcymmv So

Referencias:
So: Orquidea Sana, Sn: Nicotiana Sana; Eo Orquidea: enferma; Porsy: Purificacion viral de ORSV;
Pcymmy: Purificacion viral de CymnMV.

Los resultados obtenidos por DAS-ELISA mostraron gue los anticuerpos reaccionan contra
ambos patdgenos virales por lo que esta prueba permite identificar plantas enfermas con
ORSV y CymMV.

Andlisis de plantas de produccion y/o comercializacion local con los antisueros
obtenidos

Se recolectaron 61 muestras provenientes de orquideas que manifestaban sintomas
caracteristicos de infeccidn viral, como puntos necroéticos y amarronamiento de las flores, y
manchas clordticas y necroéticas en las hojas (Fig. 2). Asimismo, se colectaron 2 muestras a

partir de orquideas asintomaticas.
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Figura 6. Plantas de orquideas recolectadas en viveros de Cordoba. (A) Flor con puntos necréticos
de la especie Phaleanopsis; (B) Flores amarronadas de una orquidea del género Cymbiduim; (C)
Plantas del género Dendrobium manifestando manchas cloréticas y necréticas en hojas.

Las muestras colectadas se sembraron en dos placas diferentes, numeradas del 1 al 33 y del
34 al 64, respectivamente (Anexo 3). Para la interpretacion del PTA-ELISA, aquellas
muestras con valores de absorbancia mayores a 0.015 para la placa con muestras 1 a 33 y
0.089 para la placa 34 a 64, se consideraron positivas. Un total de 10 muestras,
correspondientes a orquideas de diferentes géneros, reaccionaron contra el antisuero
producido. A su vez, se identificaron plantas infectadas en todos los establecimientos
visitados (Tabla 6).

Las mismas muestras fueron analizadas por DAS-ELISA siguiendo el mismo esquema de
siembra en ambas placas (Anexo 2). Para el analisis de los resultados, los valores de
absorbancia de 0.012 para la placa 1-33 y 0.001 para la placa 34-64 fueron considerados el
punto de corte para clasificar las muestras como sanas o infectadas. En base a ello, se
identificaron 11 muestras positivas para la infeccion viral, las cuales correspondian a
orquideas de diferentes géneros y distintos establecimientos (Tabla 6).

Entre las muestras infectadas con virus se encuentran plantas provenientes de otras
provincias multiplicadoras/productoras, las cuales estarian distribuyendo plantas infectadas

a los diferentes sitios de comercializacion (Tabla 6).
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Tabla 6. Resultados del analisis seroldgicos de muestras de orquideas colectadas en
establecimientos de la provincia de Cérdoba.

Vivero/ Género de N* de Muestras Positivas )
Espacio orauideas muestras Procedencia
publico g evaluadas PTA DAS
Cattleya 1
Vivero 1 Dendrobium > > Desconocida
Oncidium 1
_ Cymbidium 8 2 2 Proveedor de
Vivero 2 Escobar, Bs.
Phaleonopsis 6 1 2 As.
) Dendrobium 11 1 1 )
Vivero 3 . Desconocida
Phaleonopsis 5 2 1
. Cymbidium 4 1 1 .
Vivero 4 4 . Desconocida
Phaleonopsis 7 3
Desconocida 1
Brassavola 1 --- ---
Cattleya 1
Christensonella 1
i idi 2 .
Jardin | Cymbidium Desconocida
Botanico | Oncidium 4 1
de Epidendrum 3
Cérdoba | Hibrido 1 1
Leptotes 1
Miltonia 1
Encyclia 1 NOA
Epidendrum 1 Misiones

Las muestras provenientes de plantas asintomaticas

realizadas con ambas técnicas seroldgicas.
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DISCUSION

En la purificacion de particulas virales utilizando un gradiente de cloruro de cesio se

obtuvieron dos fracciones bien diferenciadas. Una de las fracciones contenia alta
concentracion de viriones del CymMV, mientras que la otra presentd gran cantidad de
particulas correspondientes al ORSV. Sin embargo, en ambas bandas se observo la presencia
de ambos virus, encontrandose uno de ellos en baja proporcion.

A pesar de que las purificaciones virales inoculadas a los conejos contenian
mayoritariamente uno de los dos virus, las reacciones de los anticuerpos de los conejos
reconocieron a ambos virus como antigenos. Por ello, en la titulacion y calibracion de las
técnicas seroldgicas se observaron reacciones positivas para ambos virus.

En la evaluacion de los antisueros se observo un sucesivo incremento en las titulaciones con
baja reaccion contra proteinas normales de las plantas sanas, lo que hace suponer que podria
haberse realizado una cuarta sangria.

Se desarrollaron reactivos para dos técnicas serologicas, el PTA-ELISA y el DAS-ELISA,
sin embargo, los resultados obtenidos a partir de la evaluacién de material vegetal infectado,
mostraron que la técnica de DAS-ELISA presenté mayor sensibilidad, pudiendo de esta
manera identificar plantas infectadas aun con bajas concentraciones del patégeno.

Durante el mes de agosto de 2018, se realiz6 un trabajo prospectivo donde se evaluaron, con
los reactivos elaborados, un grupo de muestras provenientes de plantas de orquideas
colectadas en diferentes establecimientos comerciales de la ciudad de Cérdoba y del Jardin
Botanico de Coérdoba. La mayoria de las muestras colectadas presentaban sintomas
caracteristicos de infeccion viral, pero solo el 15.87% segun la técnica de PTA-ELISA y el
17.46% en base a las pruebas de DAS-ELISA, resultaron positivas. Estos valores pueden
haber resultado bajos debido a la época del muestreo, puesto que las bajas temperaturas no
favorecen la multiplicacion de los virus en plantas. Otro motivo puede atribuirse a que los
sintomas estuviesen asociados a otros factores como deficiencias nutricionales,
fitotoxicidad, neméatodos u otras enfermedades causadas por hongos o bacterias. Asimismo,
las diferencias observadas en los resultados de las pruebas de DAS y PTA-ELISA podrian
deberse a la distribucion desigual de estos patogenos en los diferentes tejidos de la planta e

incluso, dentro de un mismo tejido.
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Igualmente, los resultados obtenidos en los andlisis serolégicos muestran una alta

prevalencia de estos patdgenos en los establecimientos relevados ya que en todos los puntos

de comercializacion fueron detectadas orquideas infectadas con virus.

En uno de los establecimientos visitados las plantas de orquideas procedian de Escobar
(Buenos Aires), una de las principales zonas floricolas de Argentina. Este hecho indicaria
una distribucion de material vegetal infectado, favoreciendo de esta manera la dispersion de
estos patdgenos hacia otras zonas de multiplicacién, produccién y/o comercializacion de
orquideas, pudiendo de esta manera corroborar la hipdtesis planteada en el presente trabajo.

CONCLUSIONES

Se desarrollaron reactivos seroldgicos para el diagnostico de los dos virus mas importantes
que infectan plantas de la familia Orchidaceae, el CymMV y el ORSV. Estos reactivos
pueden emplearse en las técnicas de PTA-ELISA y DAS-ELISA, siendo la segunda méas
sensible. Ambos Kits seroldgicos, el antisuero para PTA-ELISAy las Ig + 1g conjugada para
DAS-ELISA, reaccionan contra los dos virus. De este modo, los relevamientos pueden
Ilevarse a cabo de manera mas rapida y econdémica ya que una Unica prueba permite detectar
plantas infectadas con CymMYV, con ORSV, o plantas que se encuentran co-infectadas por
ambos patdgenos.

Los estudios prospectivos realizados en este trabajo permitieron detectar por primera vez,
orquideas infectadas con CymMV y ORSV en la provincia de Cérdoba. A su vez, se pudo
determinar que ambos patdgenos infectan diversos géneros de orquideas.

Se identificaron plantas enfermas provenientes de centros de multiplicacion y produccién de
orquideas ubicados en la provincia de Buenos Aires. Esto implica que actualmente se
comercializa material vegetal infectado favoreciendo la dispersion de estos patogenos a
diferentes regiones de nuestro pais.

La obtencion de estos antisueros nos permite identificar aquellas plantas que estan afectadas
por alguno de estos patdgenos, lo que ayudara a promover la produccion, multiplicacion y/o
comercializacion de orquideas libres de CymMV y ORSV, tanto en la provincia de Cdrdoba,

como en el resto del territorio nacional.
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ANEXO 1
PROTOCOLOS DE TECNICAS SEROLOGICAS
Y TAMPONES EMPLEADOS
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Protocolo N° 1. NC-ELISA
(nitrocellulose-enzyme linked immunosorbent assay)

1.- Embeber la membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD, California, USA) en tampoén tris

salino.

2.- Macerar las muestras en tampon de extraccion en una dilucion 1:10 p/v y centrifugar las
mismas 5 min a 5.000 rpm (Sakuma M150-1VD).

3.- Sembrar sobre la membrana 30 pl del sobrenadante de cada muestra usando vacio.
4.- Incubar la membrana en tampdn de blogueo toda la noche a T° ambiente, en agitacion.
5.- Realizar 3 lavados de 10 min cada uno con tampo6n de lavado.

6.- Incubar la membrana con el As primario especifico para el virus a estudiar, diluido

1:1.000 en tampdn antisuero. Mantener la membrana en agitacion por 2 h a T° ambiente.
7.-. Realizar 3 lavados de 10 min cada uno con tampén de lavado

8.- Incubar la membrana con el As secundario 1gG de cabra anti-conejo conjugado con
fosfatasa alcalina (BIO-RAD, California, USA), diluido 1:3.000 en tampo6n antisuero.
Mantener la membrana en agitacion por 2 h a T° ambiente.

7.- Realizar 3 lavados de 10 min cada uno con tampon de lavado.

8.- Revelar la reaccion inmunogénica utilizando 30 mg/ml de tetrazolium nitroazul (NBT) y
15 mg/ml de fosfato bromo cloro indolil (BCIP) en tampdn sustrato, hasta que los controles

positivos desarrollen un color parpura bien definido.

9.- Sumergir la membrana en agua destilada para detener la reaccion.

Tampones empleados en NC-ELISA:

Tampon tris salino (TBS pH 7,4): 0,02 M Tris-HCI; 0,15 M NaCl.

Tampon de lavado (TBS-Tween): TBS + 0,05 % Tween 20.

Tampon de extraccion: TBS + 0,05 % Tween 20 + 0,01 M DIECA + 0,02 % NaNs.
Tampon de bloqueo: TBS + 5 % leche descremada + 2 % Triton X-100.

Tampon antisuero: TBS + 2 % leche descremada.

Tampon sustrato (pH 9,5): 0,1 M Tris; 0,1 M NaCl; 5 mM MgCl..
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Protocolo N° 2. PTA-ELISA
(plate-trapped antigen-enzyme linked immunosorbent assay)

Como soporte de la prueba se emplearon placas Immunoplate MaxiSorp® (Nunc™ USA)
con 96 celdas de fondo plano.
1.- Macerar el tejido en tampdn de sensibilizacion en relacion 1/5 (p/v) y colocar en cada

celdilla. Incubar a 37°C durante 30 min.

2.- Realizar 3 lavados de 3 minutos con tampon de lavado.

3.- Diluir el antisuero en tamp6n enzima y colocar en cada celdilla. Incubar a 37°C por 1h.
4.- Lavar la placa como en el paso 2.

5.- Ubicar en la placa la anti-IgG diluida 1:3000 en tampdn enzima e incubar por 1 h a 37
°C.

6.- Lavar la placa como en el paso 2.

7.- Revelar la reaccion mediante el agregado de 0.8 mg/ml en tampdn sustrato de p-

nitrofenilfosfato disddico (Sigma Diagnostics).

8.- Registrar las lecturas de absorbancia a 405nm de longitud de onda (Aa4os) con lector de
ELISA.

Tampones empleados en PTA-ELISA:

Tampon fosfato salino (PBS pH 6,8): 1 mM KH2PO4; 8 mM Na;HPO4; 0,13 M NaCl; 3 mM
KCI; + 0,02 % NaNa.

Tampon de cobertura (pH 9,6): 15 mM Na>COs; 35 mM NaHCOs; + 0,02 % NaNs.
Tampon de lavado (PBS-Tween): PBS + 0,05 % Tween 20.

Tampon de extraccion: PBS-Tween + 2% polivinilpirrolidona (PVP)-40.000.

Tampon enzima: tampon de extraccion + 0,2 % de ovoalbumina.

Tampon sustrato (pH 9,7): 97 ml de dietanolamina; 800 ml de agua destilada; + 0,02 %
NaNs.
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Protocolo N° 3. DAS-ELISA
(double antibody sandwich-enzyme-linked immunosorbent assay)

Como soporte de la prueba se emplearon placas Immunoplate MaxiSorp® (Nunc™ USA)

con 96 celdas de fondo plano.
A continuacion, se describen los pasos a seguir:

1.- Sensibilizar la placa con la 1gG especifica del virus a estudiar, diluida 1:200 en tampon

de cobertura. Incubar por 4 h a 37 °C.
2.- Realizar 3 lavados de 5 min cada uno con tampdn de lavado.

3.-Sembrar en la placa las muestras maceradas 1/5 (p/v) en tampén de extraccién. Incubar

toda la noche a 4° C.
4.- Realizar 3 lavados de 5 min cada uno con tampdén de lavado.

5.- Ubicar en la placa la 1gG especifica del virus conjugada con la enzima fosfatasa alcalina,

diluida 1:200 en tampdn de conjugado (enzima). Incubar por 4 h a 37 °C.
6.- Realizar 3 lavados de 5 min cada uno con tampén de lavado.

7.- Revelar la reaccion mediante el agregado de 0,8 mg/ml en tampdn sustrato de p-

nitrofenilfosfato disddico (Sigma Diagnostics).

8.- Registrar las lecturas de absorbancia a 405nm de longitud de onda (Aaos) con lector de
ELISA.

Tampones empleados en DAS-ELISA:

Tampon fosfato salino (PBS pH 6,8): 1 mM KH2PO4; 8 mM Na;HPO4; 0,13 M NaCl; 3 mM
KCI; + 0,02 % NaNa.

Tampon de cobertura (pH 9,6): 15 mM Na>COs; 35 mM NaHCOs; + 0,02 % NaNsa.
Tampon de lavado (PBS-Tween): PBS + 0,05 % Tween 20.

Tampon de extraccion: PBS-Tween + 2% polivinilpirrolidona (PVP)-40.000.

Tampon de conjugado (enzima): tampdn de extraccién + 0,2 % de ovoalbimina.

Tampon sustrato (pH 9,7): 97 ml de dietanolamina; 800 ml de agua destilada; + 0,02 %
NaNs.
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CON LAS TECNICAS PTAY DAS-ELISA
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Calibracién de antisueros para PTA-ELISA
CymMV 5
ON 4C 1 2 3 = 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,003 -0,002 -0,005 -0,003 -0,005 -0,006 -0,007 -0,007 -0,007 -0,007 -0,008
B 0,388 0,152 0,101 0,079 0,066 0,038 0,049 0,039 0,023 0,029 -0,007
C 0,401 0,169 0,133 0,071 0,091 0,055 0,054 0,035 0,023 0,026 -0,008
D 0,244 0,196 0,148 0,099 0,157 0,104 0,105 0,074 0,052 0,044 -0,006
E 0,304 0,193 0,15 0,114 0,103 0,061 0,061 0,044 0,052 0,032 -0,007
F 0,232 0,174 0,137 0,124 0,082 0,037 0,03 0,028 0,049 0,039 -0,007
G 0,194 0,048 0,038 0,027 0,022 0,014 0,006 0,005 0,003 0,01 0,007 -0,007
H 0,093 0,033 0,026 0,014 0,015 0,009 0,005 0,005 0,004 0,005 0,006 -0,006
orsV 5
ON 4C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A 0 0,002 -0,006 0,017 -0,011 -0,011 -0,006 -0,009 -0,012 -0,012 -0,013 -0,014
B 0,056 0,189 0,116 0,108 0,112 0,076 0,066 0,002 0,042 0,012 0,035 -0,013
C 0,092 0,158 0,041 0,124 0,198 0,147 0,117 0,007 0,053 0,025 0,059 -0,013
D 0,258 0,128 0,62 0,677 0,562 -0,009
E 0,266 0,558 0,504 0,451 0,379 0,297 0,254 0,05 0,114 0,157 0,123 -0,013
F 0,275 0,4 0,077 0,465 0,382 0,319 0,227 0,069 0,209 0,166 0,131 -0,009
G 0,234 0,181 0,333 0,249 0,237 0,144 0,152 0,074 0,018 0,071 0,045 -0,01
H 0,414 0,5 0,338 0,268 0,257 0,18 0,049 0,105 0,013 0,065 0,04 -0,014

Lecturas de calibracion de Antisueros para PTA-ELISA. Arriba: antisuero para CymMYV no evidenciando ninguna reaccion especifica para

controles. Abajo: antisuero para ORSV mostrando reaccion diferencial entre plantas sanas y controles.
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Calibracion de antisueros para DAS-ELISA

CYMMV
30 Ig 1/500 Ig 1/1000 Ig 1/1500 Ig 1/2000
LECTURA
S — 0 0,1 0,071 0,129 0,12 0,082 0,116 0,078 0,069 0,112 0,074 0,071
0,08 0,154 0,15 0,09 0,157 0,145 0,088 0,133 0,082 0,093 0,125 0,117
Conj /1000 0,2 0,088 0,076 0,166 0,1 0,079 0,182 0,093 0,317 0,201 0,082 0,074
0,363 0,229 0,203 0,096 0,525 0,204 0,101 0,176 0,163 0,105 0,137 0,311
Conj /1500 0,24 0,223 0,096 0,206 0,106 0,104 0,184 0,356 0,11 0,167 0,309 0,089
0,166 0,262 0,243 0,113 0,251 0,206 0,117 0,211 0,232 0,117 0,169 0,153
Coni 1/2000 1,354 167 0,557 H 0,522 0,128 0,47 0,244 0,203 1,002 0,535 0,839
0,267 1,506 1,621 0,303 0,908 0,551 0,637 1,342 1,539 0,159 0,368 0,351
?EF?TVU?KQA Ig 1/500 Ig 1/1000 Ig 1/1500 Ig 1/2000
i 0 0,043 0,049 0,069 0,049 0,043 0,061 0,172 0,069
Conj 1/500
0,167 27777 0,138 0,146 0,097 1,638 0,674
Con] 1/1000 0,026 0,037 2,006 0,026 0,033 2,011 0,026 0,043 1,225 0,08 0,057
0,085 1,805 0,232 1,785 1,99 0,068 1,996 1,888 0,05 0,653 0,486
Conj /1500 1,986 0,018 0,032 1,66 0,041 0,027 1,548 0,029 0,023 0,887 0,046 0,062
0,066 1,402 2,021 0,063 1,474 16 0,048 157 1,583 0,039 0,847 0,363
Conj 1/2000 1,506 0,03 0,037 1,152 0,053 0,04 1,274 0,055 0,116 0,651 0,05 0,087
0,041 0,965 1431 0,046 0,946 1,033 0,114 1,032 1,063 0,088 0,72 0,043

Lecturas de calibracion de 1gGs y conjugado para DAS-ELISA. Arriba: antisuero para CymMYV marcando mejores las opciones de uso.
Abajo: antisuero para ORSV marcando las mejores opciones para su uso.
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Muestreo de Orquideas. Lecturas de DAS ELISA

Placa 1- 1 2 3 4 5 6 7 9 9 10 11 12

33
A B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 s 10
B 11 S 12 13 14 15 16 17 18 S 19 20
C B 22 S 23 24 25 26 27 S 28 29 30
D 31 32 33 S E 1 2 S 4 3 5 6
E 7 8 9 10 S 11 S 12 13 14 15 16
F 17 18 19 20 B S 22 23 24 25 E 26
G 27 28 29 30 31 32 33 5 6 7 8 14
H E 15 16 17 18 23 26 30 31 5 6 7

Esquema de sembrado de muestras 1-33. B: tampon; S: testigos sanos; E: Purificacion viral

12 Jectura
P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A 0 -0,003 0,001 0,009 0,002 0,003 0,003 0006 [INOGOTNIN06250  -0.001 0,001
B 0,004 -0,006 0,001 0,005 0,007 0,01 0,008 0,008 0213 - 0,008 0,009
C 0,047 0,002 0,006 20,005 20,011 0,002 0,01 0,01 -0,005 0,012 0,008 0,003
D 0,004 0,026 0,001 0,003 0,01 0,004 0,006 -0,004 0,008 0,006 -0,007
E 0,009 0,013 -0,003 20,001 0,004 0,004 0,006 0,005 0,005 0,001
F 0,014 0,287 0,006 0,009 0,001 0,002 0,011 0,002 0,01 0,008
G 0 -0,008 0,001 0,003 -0,005 0,002 0,002 0,004 -0,007 0,003

| H [ -o.001 0,003 0,003 0,262 0,008 0,007 0,001 -0,005 0,001
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Placa 1 2 3 4 5 6 7 9 9 10 11 12

34-64
A B 34 35 36 37 38 39 40a 40b 41 S 42
B 43 S 44 45 46 27 48 49 50 S 51 52
C 53 54 S 55 56 57 58 59 S 60 61 62
D 63 64 B S E B B S 34 35 36 37
E 38 39 40a 40b S 41 S 42 43 44 45 46
F 47 48 49 50 51 S 52 53 54 55 E 56
G 57 58 59 60 61 62 63 64 50 51 52 53
H E 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

Esquema de sembrado de muestras 34-64. B: tampdn; S: testigos sanos; E: Purificacion viral

19 |ectura

3065 1h 1 2 5 4 ) 6 7 8 9 10 1 12

-0,009 0,011 0,004 -0,023 0,232 -0,026 -0,023 -0,027 -0,029 -0,027
-0,032 -0,03 0,213 -0,029 -0,032 -0,025 -0,03 -0,025 -0,031 -0,021 -0,024

o) =
o

-0,03 -0,031 -0,017 -0,03 -0,003 -0,03 -0,032 -0,021 -0,033 -0,034 -0,035 -0,03
-0,028 0,271 -0,033 -0,027 -0,033 -0,021 -0,037 -0,035 -0,037 -0,036 -0,028
0,224 -0,03 -0,032 -0,031 -0,036 -0,035 -0,035 0,308 -0,032 0,206 -0,026

-0,018 -0,028 -0,035 -0,031 -0,026 -0,024 -0,036 -0,037 -0,039 -0,034 -0,009

-0,022 0,022 -0,031 -0,029 -0,03 -0,028 -0,027 0,251 -0,032 -0,032 -0,028 -0,029
-0,03 -0,029 -0,031 -0,031 -0,029 -0,032 -0,027 -0,031 -0,024 -0,026 0,212

@QMmm|o|o

|

Lecturas de DAS-ELISA de las muestras de orquideas colectadas durante el muestreo realizado en la ciudad de Cordoba en agosto de 2018.
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