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Abstract: A double -viral infection in Cymbidium hybrids is described. Virions were discovered by negative
staining of sick plant sap, which showed arigid type and a flexible virus. Two types of viral-cytoplasmatic
inclusions, corresponding to both viruses, were observed in the ultrafine cuts of injured foliar areas. In one
cell two types of inclusions were found together. By ultracentrifugation in saccharose gradients, these two
types of virions could not be completely separeted, probably due to their fragmentation and aggregation. The
rigid virus was related to the orchid race of tobacco mosaic virus, the flexible to the cymbidium mosaic virus.
They affect orchids by producing a clinical case, which includes chlorotic and necrotic striate mosaics.

El creciente interés por las colecciones de or-
quideas ha hecho que estos cultivos adquieran
un alto valor comercial. Ademds, estas plantas
son afectadas por agentes infecciosos como:
bacterias, parasitos, hongos y virus (Pirone e? al.
1960) que ocasionan pérdidas econdmicas im-
portantes. El hecho de que comercialmente es-
tas plantas se propaguen vegetativamente, da
una importancia relevante a las infecciones vira-
les, ya que generalmente las afectan sistematica-
mente, haciendo que la infeccion se propague a
las nuevas plantas obtenidas de meristemos
(Jensen, 1951). La alta susceptibilidad de las
orquideas a las infecciones virales, podria estar
asociada a la intensa manipulacion bioldgica
que han sufrido, pues se ha hecho una gran
cantidad de hibridos (incluso multiples), en un
afdn por obtener floraciones mejoradas.

Entre los agentes virales que afectan orqui-
deas se encuentran particulas isomorficas y
alargadas, seroldgicamente diferentes, entre
las que destacan: una raza de orquideas del
virus del mosaico del tabaco (Corbett, 1967),
virus del mosaico del Cymbidium (Corbett,
1960; Francki, 1970; Frond & Tremaire,
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1977), virus de las manchas anulares del
Cymbidium (Hollings et al. 1977; Martelli &
Russo; 1981; Russo & Martelli, 1981), virus
de las manchas anulares del tomate (Goff
& Corbett, 1977; Francki, 1966) y el virus
de las manchas anulares del Odontoglossum
(Mamba & Ishii, 1971).

Las plantas infectadas por virus pueden
presentar  sintomas conspicuos, también
la infeccion puede pasar inadvertida, ya que
puede cursar subclinicamente o bien el perio-
do de incubacion puede ser de varias semanas,
como ocurre con las infecciones por el virus del
mosaico del Cymbidium (Kado & Jensen,
1964). Estos virus pueden afectar diferentes gé-
neros de orquideas e incluso otras plantas
(Muratkishi 1958; Martelli & Russo, 1981).

Las razones anteriores justifican los exdme-
nes viroldgicos, cuando se importan o expor-
tan orquideas. En este informe describimos una
infeccion doble en hibridos del género
Cymbidium, que inicialmente fue detectada
mediante un examen directo de la sabia, ana-
lizada al microscopio electrénico de transmision
(MET).
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MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron hojas de seis hibridos del
género Cvmbidium, que presentaban sintomas
compatibles con una infeccion viral. Ademas,
se recogieron muestras de Acineta sp. Milto-
nia roezlii y Arachnis hibr. Como control se
examinaron hojas de Cymbidium provenientes
de otro vivero. Ambos viveros se localizaron
en el centro de San José, Costa Rica.

Examen directo:

En cada hoja estudiada se hizo una pequeiia
incision sobre una de las dreas lesionadas y se
extrajo una gota de savia, con la que se impreg-
naron rejillas para microscopia electronica, re-
cubiertas con membrana soporte de formvar,
después de ser teflidos con dcido fosfotungsti-
co se analizaron al microscopio electrénico de
transmision (Hitachi HU 12A). Este examen
también se realiz6 en las hojas sanas.

Cortes ultrafinos:

De cada hoja se cortaron fragmentos de 1
mm? del 4rea lesionada que fueron fijadas en
Camnosky a 409C durante 24 a 72 horas, luego se
lavaron con amortiguador de cacodilato y se fija-
ron nuevamente en tetraoxido de osmio al 1%en
el mismo amortiguador, a 4°C durante 24 horas
inmeditamente después se tifieron los especi-
menes, sumergiéndolos en una solucién de ace-
tato de uranilo al 1%, en acetato de veronal, a
temperatura ambiente durante 12 horas. Poste-
riormente, los tejidos se deshidrataron en una
serie de acetona de 10 a 100%, se infiltraron e
incluyeron en resina spurr. De cada preparacion
se hicieron cortes ultrafinos (50 a 90 mm),
se tifieron con acetato de uranilo, citrato de
plomo y se analizaron al MET.

Concentracion de virus:

Se hizo un macerado de hojas lesionadas en
solucién amortiguadora de fosfatos (pH 7, 4°C),
se filtro a través de gasa y se clarifico por cen-
trifugacion (12 000 g/10min.). El sobrenadante
se precipit6  con  polietilenglicol-NaCl
(PEG-NaCl) y se centrifugé (28 000 g/2 horas).
El sedimento se resuspendi6 en el amortiguador
de fosfatos en una quinta parte del volumen ini-
cial y se precipitd de nuevo con PEG-NaCl, se
volvié a centrifugar y el sedimento se resuspen-
di6 a una razén de 0,8 ml por cada 10 ml del
clarificado inicial. Este material se colocé en

una gradiente de sacarosa de 10 a 40% vy se cen-
trifugé a 58000 g. durante 12 horas. Las ban-
das de equilibrio obtenidas se recogieron con
jeringas hipodérmicas y se precipitaron nueva-
mente con PEG-NaCl. El sedimento se separd
por centrifugacion (28 000G/15 min.), se resus-
pendi6 en 2 ml. del amortiguador de fosfatos y
se colocé en otra gradiente de sacarosa de S a
55%, que se centrifugé a 58 000 g. durante 12
horas. Las bandas obtenidas fueron recogidas
con un fraccionador (ISCO UA-5). Se les midio
su absorcion a 240 y 260 nm. y se analizaron al
microscopio electronico de transmision.

Inmunoelectromiscroscopia:

Se impregné un lote de rejillas con sueros
antiraza de orquideas del virus del mosaico del
tabaco y otro grupo de rejillas se impregné con
suero anti-virus del mosaico del Cymbidium.
Con esas rejillas se realiz6 una prueba de inmu-
noelectromicroscopia, siguiendo el método des-
crito por Derrick (Milne & Luisoni, 1977).

RESULTADOS
Lesiones:

Las hojas de plantas hibridas del Cymbidium
presentaban lesiones que aparentemente se ini-
ciaban con un mosaico clorético. Este evolucio-
naba a un punteado necrético y luego se hacia
confluente, hasta formar estrias color marron
oscuro. Asi, algunas hojas presentaban toda la
gama de sintomas (Fig. 1).

Examen directo:

El andlisis de la savia mostré dos tipos de
particulas virales alargadas. Una era de cardcter
flexuoso, que denominaremos virus flexuoso
(VF), y otra de mayor dimensién y de aspecto
rigido, que llamaremos virus rigido (VR). En
la figura 2 se muestran ambas particulas virales.
En las muestras provenientes de Acineta sp,
Miltonia roezlii, Arachnis hibr, y Cymbidium
sano no se nhservaron viriones.

Cortes ultrafinos:
Se observaron dos tipos de inclusiones virales

intracitoplasmaticas, que correspondian a los
VF y VR. Las inclusiones del tipo VF fueron
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Fig. 1. Fotografias de hojas de Cymbidium. A. Hoja
sana. B y C. Hojas con diversos estadios de evolucion
de un mosaico clordtico. D. Se observa el estadio mds
avanzado de la infeccion, caracterizado por zonas con-
fluentes de clorosis y estrias necroticas.

Fig. 2. Tincion negativa, directamente del fluido ex-
traido de una hoja lesionada. Se observan dos tipos
morfoldgicos de particulas virales. VF. Virus flexuoso.
VR. Virus rigido. (Barra = 100 nm).

mds comunes y de mayor tamafio que las del
VR.

Las inclusiones del VF presentaron una al-
ta electrodensidad y los viriones estaban dis-
puestos en empalizada muy estrecha; sin embar-
go, se definia claramente el cardcter flexuoso de
las particulas individuales. En algunas células las
inclusiones eran de tal magnitud que rodeaban
estructuras como cloroplastos y mitocondrias,
que no se observaron invadidas, aunque aparen-
temente mostraban alteraciones ultraestructura-
les. El citoplasma de las células afectadas se ob-
servd vacuolizado (Fig. 3).

Las inclusiones del VR también se observa-
ron en esas mismas muestras. Estas inclusiones

presentaban una electrodensidad menor que las
anteriores, posiblemente debido a que los virio-
nes se disponian en empalizadas mas laxas y se
observaba claramente el aspecto rigido de los
viriones. A pesar de que estas inclusiones se ob-
servaron con menor frecuencia, se encontraron
también dentro del nucleo de algunas de las cé-
lulas (Fig. 4).

En una de las muestras se encontraron ambas
inclusiones dentro de una misma célula. En esa
ocasion, a baja magnificacion se aprecio: la di-
ferente electrodensidad de ambas inclusiones,
que se encontraron rodeando cloroplastos y a
mayor amplificacion se pudieron distinguir
morfoldgicamente ambos viriones (Fig. 5).

En la primera gradiente de sacarosa, se logro
separar dos bandas bien definidas: en la superior
predominé el virus flexuoso y en la inferior el
VR; no obstante, en ambas habia una mezcla de
los dos virus, Estas bandas se separaron y se so-
metieron a una segunda gradiente, donde de
nuevo cada una origind dos bandas, compues-
tas por una mezcla de las dos particulas virales.
La superior fue mucho mads rica en VF y la in-
ferior en VR (Fg. 6). Ambas bandas tuvieron
una absorcion mdxima a 270 nm y minima a
250 nm.

Para determinar las dimensiones de los virio-
nes se midieron numerosas particulas de cada
tipo, a partir de microfotografias ampliadas
200 000X. En la figura 7 se muestra el histogra-
ma de frecuencias de los didmetros y longitudes
de los viriones. El VR mide como promedio
150 nm de largo y 14 nm de didmetro, en tan-
to que el VF mide 450 nm de largo por 9,98
nm de didmetro.

La prueba de inmunoelectromicroscopia per-
mitié relacionar antigénicamente al virus fle-
xuoso como el Virus del Mosaico del
Cymbidium vy al virus rigido con la raza de or-
quideas del Mosaico del Tabaco.

DISCUSION

El andlisis de los cortes ultrafinos de las dreas
lesionadas mostré dos tipos de inclusiones vira-
les intracitoplasmdticas, que correspondian a
los viriones observados en las preparaciones por
tincion negativa. En la purificacion en gradien-
tes de sacarosa no se logré una buena separa-
cion de las dos particulas, posiblemente debido
a la fragmentacion y agregacion que sufren, lo
que origina una diversidad de elementos de dife-
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Fig. 3. Corte ultrafino de una hoja lesionada. Se observan inclusiones virales intracitoplasmdticas. correspon-
dientes al virus flexuoso. En A. se muestra una vision panoramica; las flechas sefialan las inclusiones virales. B.
Detalle a mayor aumento de la inclusion sefalada por la flecha gruesa.
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Iig. 4. Cortes ultrafinos de hojas lesionadas con inclusiones del virus rigido. (Fechas). A y B. Inclusion intra-
citopldsmica y detalle a alta magnificacion respectivamente. C y D. Inclusion intranuclear y detalle a mayor
aumento: Cl. cloroplasto: V. vacuola.
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lig. 5. Corte ultrafino de una hoja. en la cual sc aprecia una célula con dos inclusiones intracitoplasmdticas
correspondicntes al virus tleauoso (VI ) v al virus rigido (VR). Ll cifeulo dibujado corresponde al drea au-
mentada.
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Fig. 6. Tincion negativa de los viriones obtenidos de las bandas de equilibrio en una gradiente de sacarosa. A.
Banda superior, en la que predomina el virus flexuoso. B. Banda inferior, predomina el virus rigido.
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Fig. 7. Histograma de los dambitos de medida de ambos
virus (Consultar el texto).

rente peso molecular que impide la separacion
por ultracentrifugacion.

Antigénicamente el virus rigido estd relacio-
nado con la Raza de Orquideas del Virus del
Mosaico del Tabaco y el flexuoso con el Virus
del Mosaico del Cymbidium. Ambos agentes se
han incriminado con infecciones en orquideas,
cuya sintomatologia se caracteriza por la pre-
sencia de un mosaico clorotico y necrosis foliar,
por lo cual no es posible hacer un diagnostico
diferencial de ambas virosis basindose en la ob-
servacion clinica.

La severidad de las lesiones observadas y la
posible diseminacion de la infeccion a otras
plantas del vivero, obligd a incinerar todas las
plantas infectadas.

El andlisis directo de la savia de las hojas en-
fermas permitio hacer un dignostico presuntivo,
el cual deberia ser el requisito minumo para la
importacion o exportacion de estas plantas. Es
viable una prueba mads barata como una reac-
cion serologica.

RESUMEN

Se describe una infeccion viral doble en or-
quideas hibridas del género Cymbidium. Las
particulas virales se descubrieron inicialmente
mediante tincion negativa de la savia de las
plantas enfermas, bajo dos formas: un tipo de
virus rigido y otro flexuoso. En los cortes ul-
trafinos de las dreas foliares lesionadas se ob-
servaron dos tipos de inclusiones virales cito-
plasmadticas correspondientes a ambos virus e
incluso en una célula se encontrd los dos tipos
de inclusidones juntas. Mediante ultracentrifu-
gacion en gradientes de sacarosa no se lograron
separar completamente los dos virus, tal vez por
fragmentacion y agregacion. Mediante inmunoe-

lectromicroscopia, el virus rigido se relaciono
con la raza de Orquideas del Virus del Mosaico
del Tabaco y el flexuoso como el virus del mo-
saico del Cymbidium, los cuales afectan orqui-
deas provocando un cuadro clinico como el
observado en estas plantas, que incluia desde un
mosaico clorético hasta un estriado necrético.
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