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. Ab§tr:2.ct� Iri {9')161 plants .,::;f Phaius tankerv.:lliae c.uItiv�üed in a nursery in fue cliestern regian of the Central Va­

!!ey of Costa Rica:. exhlb¡ted .mild to severe foliar symptm:ls l}f chlorütic streak. Flowers f:,,'cm syn1ptolnatic 

plants were sinúbr in slze, shape and c-clúr to flov,¡ers frcm aSYr:lptornatic plants, but t�,e former shvvved eadie:' 

senescence. In sorne cases, chloros!.s and vvhite ri�lgS a,ppear�d Ü'1 Ule sepals. VL'us in sy:nlpto�nr:.üc leaf extract�� 

were eoncentrated by ultracenlriJ'ugatioD and separ:Iti.cn in sacrose gradiellts. Nega�:ive st"ining of p.m·tiaUy pu­

rified preparations from diseased arcnle: planls reve:,:!Jed f:e prei.Jence oi' fibn�.';;D.tous rotex\1l:Lls-Hke par1:;des uf 
500 nm in lenght and 1. 7 11m width. Virus particles contamed 2 single majO\' protein of aáou: 28 kDa as ,�sthla­

ted by denaturalizing polj-acryíamide gel eJecu'ophoresis (SDS-PAGEl anO. a single RNA molecule af "bout 7kb. 

Infected píants showed. a strong specific reaction in doub\e antibody sandwich enzyme-Jinked immunmorbent 
assay (DAS-ELlSA) using antiserum to cymbidium mosaie vi1';';s. 

Key words: CymMV, telTestrial orchid, Phaius tankervilliae, eapsid protein, nucleie acid, potexvirus. 
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En Costa Rica, como en muchos otros paí­

ses tropicales, el cultivo y comercio de especies 

nativas e introducidas de orquídeas, como plan­

tas de colección o flor de corta, ha tomado auge 

en años recientes. Sin embargo, no se ha identi­

ficado ni detenninado la prevalencia de los virus 

que afectan tanto las orquídeas nativas como las 

introducidas ya sea en las plantaciones comer­

ciales, colecciones o en sus hábitats naturales. 

En 1996, en un pequeño vívero comercial en la 

región occidental del Valle Central se detectaron 

plantas de la orquídea terrestre Phaius tankervi­

lliae que presentaban estriado clorótico de leve a 

severo en las hojas, sin presencia de necrosis o 

anillos (Fig. lA), y en algunos casos flores cuyos 

sépalos mostraban clorosis y anillos blancos 

(Fig. lB). Estos síntomas son característicos de 

algunas infecciones virales por lo que se inició la 

identificación del virus que afecta esta especie. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Observación de la síntomatología a través 

del tiempo: Ocho plantas sintomáticas se mantu­

vieron durante 20 meses en condiciones de inver­

nadero para observar si se producían vatiaciones 

en el tipo de sintomato10gía observada inicialmen­

te y si se presentaban alteraciones en las flores. 

Purificación de las partículas virales: 

Follaje de la orquídea terrestre P. tankervilliae 

mostrando síntomas foliares de estriado cloróti­

co se homogenizó con dos volúmenes de amor­

tiguador de fosfatos de sodio 0.1 M, pH 8.0, 

0.15% 2-mercaptoetanol, l mM -etilen diami­

no- tetra acetato de sodio (EDTA). El homoge­

nado se filtró empleando gaza y se centrifugó a 

5 OOOg por 20 mino Al clatificado se le agregó 

Triton X- l OO al 1% p/v agitando suavemente 

durante 3 hr a 4°C y se clatificó a 8 OOOg por 20 

mino A la fase acuosa colectada se le agregó po­

li-etilenglicol al 4% p/v (PEG 8 000) y se agitó 

lentamente durante 2 hr a 4°C. El botón obteni­

do al centrifugar (8 OOOg, 20 min) se resuspen­

dió toda la noche a 4°C, en una décima del vo­

lumen inicial de amortiguador y se clarificó a 

10 OOOg por 10 mino Posteriormente se centri­

fugó durante una hora a 100 OOOg en un gra-

diente de sacarosa (10-40%) en amortiguador 

fosfatos de sodio 0.05 M, pH 8.0, 1 mM de ED­

TA. La banda obtenida fue dializada con amor­

tiguador fosfatos de sodio 0.05 M, pH 8.0, 

lmM de EDTA por 12 hr y se utilizó en los si­

guientes ensayos. 

Tinción negativa de las partículas puri­

ficadas: Para determinar el tamaño y morfolo­

gía de las partículas virales se realizó tinción 

negativa del virus purificado empleando fosfo­

tungstato de sodio 2% pH 7.0 (Hall 1955). Las 

rejillas se observaron en un microscopio elec­

trónico de transmisión JEOL 1200. Un total de 

30 partículas fueron medidas y se obtuvó el va­

lor promedio de su longitud y diámetro. 

Extracción de) ácido nucleico y determi­

nación de su peso molecular: El ácido nucleico 

se extr�o de las partículas virales previamente 

purificadas. Se incubó 1.0 mg de virus purifica­

do con 50 /lg/ml de proteínasa K (Sigma Chemi­

cal Ca.) y 0.1 % de SDS, durante 30 min a 37°C. 

La mezcla se extrajo dos veces con volúmenes 

iguales de fenal saturado con Tris-EDTA (TE) 
pH 8.0: cloroformo (1: 1) y una vez con cloro­

formo (1: 1). Las fases fueron separadas por cen­

trifugación. El ARN se precipitó con etanol ab­

soluto frío y se almacenó a -20°C durante toda la 

noche. El ARN precipitado se resuspendió con 

agua estéril tratada con dietil pirocarbonato 

(DEPC). El peso moleculat· se determinó me­

diante electroforesis en geles nativos de agarosa 

al 1 % empleando como indicadores de peso mo­

lecular el ARN de un tobamovims (6.3 kb) y de 

un tombusvirus (5 kb). Los geles fueron teñidos 

con bromuro de etidio (Sambrook et al. 1989). 

Determinación del peso molecular de la 

proteína de cápside: El peso moleculat· de la pro­

teína de cápside se determinó en geles desnatura­

lizantes discontinuos de poliacrilamida (SDS-PA­

GE) (Laemrnli 1970). Las proteínas fueron desna­

turalizadas a lOOOC durante 5 minutos en el amor­

tiguador de carga de muestras de Laemmli 

(Laemmli 1970). Como marcadores de peso mo­

leculat· se emplearon los estándares de proteínas 

para SDS-PAGE (BioRad Cat. No 161-0304). 

Identificación serológica del virus: Se 

realizó la prueba de ELISA de "doble sand­

wich" de acuerdo con Clark y Adams (1977). 
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Fig. 1. Síntomas en plantas de Phaius tankervilliae infectadas con Cyrnl\1V A) Estriado c!orótico foliar. B) Clorosis y ani­
llos hlancos presentes en los sépalos. 
Symptoms induced by CymMV in Phaius tankervilliae plants. Al Foliar chlorotic streaks. B) Chlorosis and white rings in the 
sepals. 
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Para el recubrimiento de las pla:cas para EU­
SA y para el conjugado con fosfatasa alcalina 
se utilizó un anticuerpo policlonal para CymlV1V 
facilitado por Dr. H. T. Hsu, producido en USDA, 
ARS, Floríst and Nursery Crops Laboratory, 
Beltsville Agricultural Research Center, Beltsvi­
He, USA. Tanto el anticllerpo para el recubri­
miento de las placas como el conjugado se usa­
ron a una dilución 1: 1000. La lectura de la absor­
vancia a 405 nm se realizó a la hora de colocado 
el sustrato empleando un lector Dynex Modelo 
MRX. Como controles negativos se emplearon 
partículas purificadas del vims X de la papa 
(PVX) aislado previamente en Costa Rica y ex­
[Tacto foliar de planta sana de P. tankervilliae. 

RESULTADOS 

Las plat'1tas sintomáticas de P. tankervilliae, 

mantenidas en el invernadero, no disminuyeron 
su vigor ni la producción de nuevos bulbos. 
Además; los periodos de floración Se mantuvie· 
ron sin alterarse. Las nares de las ocho plantas 
sintomáticas observadas presentaron caracterís­
ticas de calidad, tamaño, forma o color compa­
rableS a las flores de plantas sanas. Sin embar-

go, entre el tercer y CUalto día posterior a la 
apertura de las mismas ya mostraban síntomas 
de senecencÍa. En algunos casos las flores de las 
plantas enfennas presentaron clorosis y anillos 
blancos solo en los sépalos (Fig. lB). 

En las tinciones negativas de las purifica­
ciones a partir de tejido foliar, se encontraron 
partículas virales filamentosas poco flexuosas, 
con una longitud cercana a los 500 ±48 nm de 
largo por 17 ±l nm de ancho (Fig.2). 

El análisis electroforético del ácido nu­
cleico y de la proteína de cápside de las partí­
culas pU1�ficadas, mostró que este virus fila­
mentoso contiene una molécula de ácido nu­
delco de peso cercano a los 7 kb (Fig. 3A) y 
tiene un solo tipo de proteína de eápside con un 
peso cercano a los 28 kDa (Fig. 3B). 

Mediante la prueba de EUSA se identifi­
có que el virus purificado a partir de P tanker­

villiae corresponde al CymMV. 

DISCUSIÓN 

Los resultados det presente estudio de­
muestran que el virus encontrada en plantas 
sintomáticas de P. tankervilliae es el del 

Fig. 2. Partícuias virales aisladas de Phaius tal1kerviíliae sintomáücas, teñidas con fosfotungstato de sodio (PTA 2'1r, 1\ 'ÚJ' 
servadas al microscopio electrónico de transmisión. Barra= 20() 

Electron micrographs of negative stained virus particles, isolated ü-om symptomatic piants. Bar=200 11m. 
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Fig. 3. Análisis electroforético del ácido nucleico y de la 

proteína de cápside viral. A) Electroforesis del ARN viral 

en geles nativos de agarosa. Ácido nucleico extraído de las 

partículas virales de (carriles 1 y 2), ARN de 5 kb de tom­

busvirus (carril 3), ARN de 6.3 kb de de tobamovirus (ca­

rril 4). B) Electroforesis de la proteína de cápside viral en 

geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE ). 

Marcadores de peso molecular para proteínas (BioRad 

Cato No 161-0304) (carri1 1 ). Proteína de cápside de las 

partículas virales de P. tankervilliae (carriles 2 al 4). 

Electrophoretic analysis of viral nucleic acid and coat pro­

temo A) Viral Nucleic Acid analized by native agarose gels 

electrophoresis (lines 1-2), tombusvirus RNA (5kb, line 

3), tobamovirus RNA (6.3 kb, line 4). B) Viral coat protein 

analyzed by SDS-PAGE. Molecular weight markers Bio­

Rad (Cat. No 161-0304, line 1 ), coat protein from virus 

purified from symptomatic P. tankervilliae (lines 2 to 4). 

mosaico del Cymbidium (miembro de los po­

texvirus). Tanto el tamaño y morfología de las 

partículas virales, como el tamaño del ácido nu­

cleico y el peso de la proteína de cápside de es­

te virus purificado concuerdan con los valores 

informados para el grupo de los potexvirus 

(Frowd & Tremaine 1977, Steinhart & Oshiro 

1990). Estos resultados fueron corroborados 

mediante la prueba de ELISA al identificarse al 

CymMV como el virus que infecta P. tankervi­

lliae en Costa Rica. El CymMV es un virus fila­

mentoso el cual ha sido informado con longitu­

des de 475 a 500 nm de largo y con un grosor 

que va de 13 a 18 nm (Kado 1964, Francki 

l:.;awson--&-Hsu-1-99�),ctlya---­
proteína de cápside en geles SDS-PAGE corres-

ponde a un peso molecular de 27.6 kDa (Franc-

ki 1970, Frowd & Tremaine 1977). Su ARN es 

de banda simple, sentido positivo, de aproxima-

damente 6.8 kb (Steinhart & Oshiro 1990). Los 

síntomas que induce fueron descritos por prime-

ra vez en Australia por Magee en 1943, quien lo 

atribuyó a una etiología viral (Jensen 1970). Ac-

tualmente no se cuenta con información sobre 

sus orígenes, ni sobre sus vectores naturales; se 

conoce que el principal medio de transmisión lo 

constituyen los instrumentos contaminados em-

pleados para la poda, división de plantas o cor-

ta de flores. Kado, en 1964, mencionó queJas 

infecciones de CymMV por lo general evolucio-

nan de una clorosis moderada a una severa y 

posteriormente la generación de áreas necróti-

cas que pueden rápidamente dispersarse a toda 

la hoja. Para el caso de las plantas de P. tanker-

villiae que se mantuvieron en invernadero bajo 

observación durante más de 18 meses no se ob-

servó el desarrollo de necrosis foliar. 

En 1975, Lawson y Ali incluyen al género 

Phaius dentro de una lista de especies suscepti­

bles al CymMV, sin embargo no especificaron 

para cual de las tres especies de este género. 

En Costa Rica se han realizado pocos estu­

dios sobre la infección de orquídeas con algún 

virus en particular, los que se han realizado se 

limitan principalmente a diagnóstico (C. Rive­

ra, datos sin publicar). En 1986 Velasco et al., 

detectaron mediante microscopia electrónica de 

transmisión una infección viral mixta en híbri­

dos del género Cymbidium, determinando me­

diante la técnica inmunomicroscopia electróni­

ca de Derrick empleando anticuerpos específi­

cos la identidad serológica de los mismos. El 

presente artículo informa al CymMV como un 

virus asociado a la orquídea terrestre P. tanker­

villiae en Costa Rica. 
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RESUMEN 

E¡{ 1'996, en un pequeño vívero comercial en la zo­

na oeste del Valle Central de Costa Rica se observaron 

plantas de la orquídea terrestres Phaius tankervilliae que 

mostraban síntomas foliares de leves a severos de un es­

triado c!orótico sistémico. En algunas flores los sépalos 

presentaron además manchas cloróticas y anillos blancos. 

Posteriormente en invernadero se observó que ocurría una 

senescencia más rápida en flores de plantas sintomáticas 

que en las flores de plantas sanas de la misma especie. 

Mediante tinción negativa de muestras purificadas se ob­

servaron al microscopio electrónico de transmisión, partí­

culas virales filamentosas poco flexuosas, con un tamaño 

aproximado a 500 nm de largo y 17 nm de ancho. Al ana­

lizar las partículas virales purificadas en geles des natura­

lizantes de proteínas (SDS-PAGE), se determinó la pre­

sencia de una sola proteína de cápside cercana a los 28 

kDa. En geles nativos de agarosa se determinó que el vi­

rus filamentoso observado contiene un ARN con una talla 

aproximada a los 7 kb. Tanto el tamaño de la proteína de 

cápside como el del ARN de este virus purificado con­

cuerdan con los valores informados para el grupo de los 

potexvirus. Mediante la prueba de ELISA se comprobó 

que el potexvirus purificado corresponde al virus del mo­

saico del Cymbidium (CymMV). 
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