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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 a rigid type and a flexible virus. Two types of viral-cytoplasmatic 
inelusions, 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 saecharose 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 orehids by producing a clinical case, which ineludes chlorotic and necrotic striate mosaies. 

El creciente interés por las colecciones de or­
quídeas ha hecho que estos cultivos adquieran 
un alto valor comercial. Además, estas plantas 
son afectadas por agentes infecciosos como: 
bacterias, parásitos, hongos y virus (pirone el al. 
1 960) que ocasionan pérdidas económicas 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 sistemática­
mente, haciendo que la infección se propague a 
las nuevas plantas obtenidas de meristemos 
(J ensen, 1951). La alta susceptibilidad de las 
orquídeas a las infecciones virales , podría estar 
asociada a la intensa manipulación biológica que han sufrido, pues se ha hecho una gran 
cantidad de híbridos (incluso múltiples), en un 
afán por obtener floraciones mejoradas. 

Entre los agentes virales que afectan orquí­
deas se encuentran partículas isomórficas y 
alargadas , serológicamente diferentes, entre 
las que destacan : una raza de orquídeas del 
virus del mosaico del tabaco (Corbett , 1 967), 
virus del mosaico del Cymbidium (Corbett ,  
1 960 ; Francki, 1970 ; Frond & Tremaire, 
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1977), virus de las manchas anulares del 
Cymbidium (Hollings el 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 síntomas conspicuos , también 
la infección puede pasar inadvertida, ya que 
puede cursar subclínicamente o bien el perío­
do de incubación 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 orquídeas e incluso otras plantas 
(Muratkishi 1958;  Martelli & Russo, 1981). 

Las razones anteriores justifican los exáme­
nes virológicos, cuando se importan o expor­
tan orquídeas . En este informe describimos una 
infección ' oble en híbridos del género 
Cymbidium, que inicialmente fue detectada 
mediante u, examen directo de la sabia , ana­
lizada al micfoscopio electrónico de transmisión 
(MET). 
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MA TERIAL Y METODOS 

Se recolectaron hojas de seis hlbridos del 
género Cymbidium. que presentaban síntomas 
compatibles con una infección viral. Además, 
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 pequeña 

incisión sobre una de las áreas lesionadas y se 
extrajo una gota de savia, con la que se impreg­
naron rejillas para microscopía electrónica, re­
cubiertas con membrana soporte de formvar, 
después de ser teñidos con ácido fosfotúngsti­
co se analizaron al microscopio electrónico de 
transmisión (Hitachi HU 1 2A). Este examen 
también se realizó en las hojas sanas. 

Cortes ultrafinos: 
De cada hoja se cortaron fragmentos de 

mm2 del área lesionada que fueron fijadas en 
Carnosky a 400C 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 40C durante 24 horas 
inmeditamente después se tiñeron los especí­
menes, sumergiéndolos en una solución de ace­
tato de uranilo al 1 %, en acetato de veronal, a 
temperatura ambiente durante 1 2  horas. Poste­
riormente, los tejidos se deshidrataron en una 
serie de acetona de l O a 100%, se infiltraron e 
incluyeron en resina spurr. De cada preparación 
se hicieron cortes ultrafinos (50 a 90 mm), 
se tiñeron con acetato de uranilo, citrato de 
plomo y se analizaron al MET. 

Concentración de virus: 

Se hizo un macerado de hojas lesionadas en 
solución amortiguadora de fosfatos (pH 7, 40C), 
se fIltró a través de gasa y se clarificó por cen­
trifugación (1 2 000 g/ l O  min.). El sobrenadante 
se precipitó con polietilenglico1-NaCl 
(pEG-NaCI) y se centrifugó (28 000 gl2 horas). 
El sedimento se resuspendió en el amortiguador 
de fosfatos en una quinta parte del volumen ini­
cial y se precipitó de nuevo con PEG-NaCI, se 
volvió a centrifugar y el sedimento se resuspen­
dió a una razón de 0,8 mI por cada 1 0  mI del 
clarificado inicial. Este material se colocó en 

una gradiente de sacarosa de l O a 40% y se cen­
trifugó a 58 000 g .  durante 1 2  horas . Las ban­
das de equilibrio obtenidas se recogieron con 
jeringas hipodérmicas y se precipitaron nueva­
mente con PEG-NaCl. El sedimento se separó 
por centrifugación (28 OOOG/ 15  min.), se resus­
pendió en 2 mI. del amortiguador de fosfatos y 
se colocó en otra gradiente de sacarosa de 5 a 
5 5%, que se centrifugó a 58 000 g .  durante 1 2  
horas. Las bandas obtenidas fueron recogidas 
con un fraccionador (ISCO UA-5). Se les midió 
su absorción a 240 y 260 nm. y se analizaron al 
microscopio electrónico de transmisión . 

Inmunoelectromiscroscopia: 

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

RESULTADOS 

Lesiones: 

Las hojas de plantas hlbridas del Cymbidium 
presentaban lesiones que aparentemente se ini­
ciaban con un mosaico clorótico . Este evolucio­
naba a un punteado necrótico y luego se hac ía 
confluente, hasta formar estrías color marrón 
oscuro. Así, algunas hojas presentaban toda la 
gama de s íntomas (Fig. 1). 

Examen directo : 

El análisis de la savia mostró dos tipos de 
partículas virales alargadas. Una era de carácter 
flexuoso, que denominaremos virus flexuoso 
(VF), y otra de mayor dimensión y de aspecto 
rígido, que llamaremos virus rígido (VR). En 
la figura 2 se muestran ambas part ículas virales. 
En las muestras provenientes de Acineta sp, 
Miltonia rbezlii. Arachnis hibr, y Cymbidium 
sano no se ()h�ervaron viriones. 

Cortes ultmfinos: 

Se obse�aron dos tipos de inclusiones virales 
intracitopl smáticas, que correspondían a los 
VF y VR. Las inclusiones del tipo VF fueron 
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Fig. l .  Fotografías de hojas de Cymbidium. A. Hoja 
sana. B y C. Hojas con diversos estadios de evolución 
de un mosaico clorótico. D. Se observa el estadio más 
avanzado de la infección, caracterizado por zonas con­
fluentes de clorosis y estrías necróticas. 

Fig. 2. Tinción negativa, directamente del fluído ex­
traído de una hoja lesionada. Se observan dos tipos 
morfológicos de partículas virales. V F. Viru s flexuoso. 
VR. Virus r ígido. (Barra = 1 00 nm). 

más comunes y de mayor tamaño 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 definía claramente el carácter flexuoso de 
las part ículas 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
servó 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 disponían en empalizadas más laxas y se 
observaba claramente el aspecto r ígido de los 
viriones. A pesar de que estas inclusiones se ob­
servaron con menor frecuencia, se encontraron 
también dentro del núcleo de algunas de las cé­
lulas (Fig. 4). 

En una de las muestras se encontraron ambas 
inclusiones dentro de una misma célula. En esa 
ocasión, a baja magnificación se apreció:' la di­
ferente electrodensidad de ambas inclusiones , 
que se encontraron rodeando cloroplastos y a 
mayor amplificación se pudieron distinguir 
morfológicamente ambos viriones (Fig. 5 ). 

En la primera gradiente de sacarosa, se logró 
separar dos bandas bien definidas : en la superior 
predominó el virus flexuoso y en la inferior el 
VR; no obstante , en ambas había una mezcla de 
los dos virus. Estas bandas se separaron y se so­
metieron a una segunda gradiente, donde de 
nuevo cada una originó dos bandas, compues­
tas por una mezcla de las dos partículas virales. 
La superior fue mucho más rica en VF y la in­
ferior en VR (Fg . 6). Ambas bandas tuvieron 
una absorción máxima a 270 nm y mínima a 
250 nm. 

Para determinar las dimensiones de los virio­
nes se midieron numerosas partículas de cada 
tipo, a partir de microfotografías ampliadas 
200 000X. En la figura 7 se muestra el histogra­
ma de frecuencias de los diámetros y longitudes 
de los viriones. El VR mide como promedio 
1 50 nm de largo y 14 nm de diámetro, en tan­
to que el VF mide 450 nm de largo por 9,98 
nm de diámetro . 

La prueba de inmunoelectromicroscopia per­
mitió relacionar antigénicanlente al virus fle­
xuoso como el Virus del Mosaico del 
Cymbidium y al virus rígido con la raza de or­
quídeas del Mosaico del Tabaco. 

DISCUSION 

El análisis de los cortes ultrafinos de las áreas 
lesionadas mqstró dos tipos de inclusiones vira­
les intracitoPrf1asmáticas, que correspondían a 
los viriones o servados en las preparaciones por 
tinción negat va . En la purificación en gradien­
tes de sacarosa no se logró una buena separa­
ción de las dos partículas, posiblemente debido 
a la fragmentación y agregación que sufren, lo 
que origina Una diversidad de elementos de dife-
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f'ig. 3. Corte ult rafino de una hoja lesionada. Se observan inclusiones virales intracitoplasmáticas. correspon­
dientes al virus flexuoso. En A. se muestra una visión panorámica ; las flechas señalan las inclusiones virales. B. 
Detalle a mayor aumento de la inclusión señalada por la flecha gruesa. 
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Fig. 4. Cortes u lt rafinos de hojas lesionadas con inclusiones del virus rígido. (Fechas). A y B. I nclusión intra­
citoplásmica y detalle a alta magnificación respectivamente. C y D_ Inclusión intranuclear y detalle a mayor 
aumento:  el. cloroplasto : V. vacuola. 
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I ig. 5 .  Curtc ultrafino de una hoja . en la cual sc aprecia u na c�lula cpn do, inclu siunes intracitoplasmáticas 
currespundientes al virus tlCAUOSO ( V I  I Y al viru' r ígido ( V R ). El cÍfculO dibujado corresponde al área au­
mentada. 
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100- B 
Fig. 6. Tinción 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 rígido. 
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Fig. 7 .  Histograma de los ámbitos de medida de ambos 
virus (Consultar el texto). 

rente peso molecular que impide la separación 
por ultracentrifugación. 

Antigénicamente el virus rígido está relacio­
nado con la Raza de Orquídeas del Virus del 
Mosaico del Tabaco y el flexuoso con el Virus 
del Mosaico del Cymbidium. Ambos agentes se 
han incriminado con infecciones en orquídeas, 
cuya sintomatología se caracteriza por la pre­
sencia de un mosaico clorótico y necrosis foliar, 
por lo cual no es posible hacer un diagnóstico 
diferencial de ambas virosis basándose en la ob­
servación clínica. 

La severidad de las lesiones observadas y la 
posible diseminación de la infección a otras 
plantas del vivero, obligó a incinerar todas las 
plantas infectadas. 

El análisis directo de la savia de las hojas en­
fermas permitió hacer un dignóstico presuntivo, 
el cual deber ía ser el requisito mírumo para la 
importación o exportación de estas plantas. Es 
viable una prueba más barata como una reac­
ción serológica. 

RESUMEN 

Se describe una infección viral doble en or­
quídeas híbridas del género Cymbidium. Las 
partículas virales se descubrieron inicialmente 
mediante tinción negativa de la savia de las 
plantas enfermas, bajo dos formas :  un tipo de 
virus r ígido y otro flexuoso. En los cortes ul­
trafinos de las áreas foliares lesionadas se ob­
servaron dos tipos de inclusiones virales cito­
plasmáticas correspondientes a ambos virus e 
incluso en una célula se encontró los dos tipos 
de inclusiónes juntas. Mediante ultracentrifu­
gación en gradientes de sacarosa no se lograron 
separar completamente los dos virus, tal vez por 
fragmentación y agregación . Mediante inmunoe-

lectromicroscopia, el virus r ígido se relacionó 
con la raza de Orquídeas del Virus del Mosaico 
del Tabaco y el flexuoso como el virus del mo­
saico del Cymbidium, los cuales afectan orquí­
deas provocando un cuadro clínico como el 
observado en estas plantas, que incluía desde un 
mosaico clorótico hasta un estriado necrótico. 
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