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Infeccion de la orouices terrestre Pliciis rankervillice 0
potexvirus del mosaico del Cymbidium (CymMV) en :
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¢: In 1996, plants =7 Phaius tankervilliae cult72tec in a nursery in the western region of the Central Va-
lley of Costa Rica, expisited mild to severe foliar symptoms of chlorotic streak. Flowers from symptomatic
plants were similar in size, shape and color to ficvrers from asymptomatic plants, but the former showed eariier

senescence. In some cases, chlorosis and white rinigs appeared in the sepals. Virus in symptomatic leaf extracts
were conceriracec by ultraceniritugation and separation in sucrose gradients. I*Jegaiive staininU of partially pu-
rified preparations from diseased or anis revealed the or > i >les of
500 nm in lenght and 17 nm width. Virus particles contamed 2 smtﬂe major protem of shoul 28 kDa as estima-
ted by denaturalizing poii-acryiamide gel eiectronhoresis (SD5-PAGE) and a single RNA mcleciie of about 7kb.
Infected plants showed a strong specific reaction in dovble antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay (DAS-ELISA) usirg antiserum te cymbidivm mosaic virus.
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En Costa Rica, como en muchos otros pai-
ses tropicales, el cultivo y comercio de especies
nativas e introducidas de orquideas, como plan-
tas de coleccién o flor de corta, ha tomado auge
en afios recientes. Sin embargo, no se ha identi-
ficado ni determinado la prevalencia de los virus
que afectan tanto las orquideas nativas como las
introducidas ya sea en las plantaciones comer-
ciales, colecciones o en sus hdbitats naturales.
En 1996, en un pequefio vivero comercial en la
regién occidental del Valle Central se detectaron
plantas de la orquidea terrestre Phaius tankervi-
lliae que presentaban estriado clorético de leve a
severo en las hojas, sin presencia de necrosis o
anillos (Fig. 1A), y en algunos casos flores cuyos
sépalos mostraban clorosis y anillos blancos
(Fig. 1B). Estos sintomas son caracteristicos de
algunas infecciones virales por lo que se inici6 la
identificacién del virus que afecta esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Observacion de la sintomatologia a través
del tiempo: Ocho plantas sintomdticas se mantu-
vieron durante 20 meses en condiciones de inver-
nadero para observar si se producian variaciones
en el tipo de sintomatologia observada inicialmen-
te y si se presentaban alteraciones en las flores.

Purificacion de las particulas virales:
Follaje de la orquidea terrestre P. tankervilliae
mostrando sintomas foliares de estriado cloréti-
co se homogenizé con dos volimenes de amor-
tiguador de fosfatos de sodio 0.1M, pH 8.0,
0.15% 2-mercaptoetanol, | mM -etilen diami-
no- tetra acetato de sodio (EDTA). El homoge-
nado se filtré empleando gaza y se centrifugé a
5 000g por 20 min. Al clarificado se le agreg6
Triton X-100 al 1% p/v agitando suavemente
durante 3 hr a4°Cy se clarificé a 8 000g por 20
min. A la fase acuosa colectada se le agreg6 po-
li-etilenglicol al 4% p/v (PEG 8 000) y se agit6é
lentamente durante 2 hr a 4°C. El bot6n obteni-
do al centrifugar (8 000g, 20 min) se resuspen-
di6 toda la noche a 4°C, en una décima del vo-
lumen inicial de amortiguador y se clarificé a
10 000g por 10 min. Posteriormente se centri-
fugd durante una hora a 100 000g en un gra-

diente de sacarosa (10-40%) en amortiguador
fosfatos de sodio 0.05 M, pH 8.0, 1mM de ED-
TA. La banda obtenida fue dializada con amor-
tiguador fosfatos de sodio 005 M, pH 8.0,
ImM de EDTA por 12 hr y se utilizé en los si-
guientes ensayos.

Tincién negativa de las particulas puri-
ficadas: Para determinar el tamaiio y morfolo-
gia de las particulas virales se realiz6 tincion
negativa del virus purificado empleando fosfo-
tungstato de sodio 2% pH 7.0 (Hall 1955). Las
rejillas se observaron en un microscopio elec-
trénico de transmisién JEOL 1200. Un total de
30 particulas fueron medidas y se obtuvé el va-
lor promedio de su longitud y didmetro.

Extraccion del acido nucleico y determi-
nacion de su peso molecular: El 4cido nucleico
se extrajo de las particulas virales previamente
purificadas. Se incub6 1.0 mg de virus purifica-
do con 50 pg/ml de proteinasa K (Sigma Chemi-
cal Co.) y 0.1% de SDS, durante 30 min a 37°C.
La mezcla se extrajo dos veces con volimenes
iguales de fenol 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-
trifugacién. E1 ARN se precipité con etanol ab-
soluto frio y se almacené a -20°C durante toda la
noche. EI ARN precipitado se resuspendié con
agua estéril tratada con dietil pirocarbonato
(DEPC). El peso molecular se determindé me-
diante electroforesis en geles nativos de agarosa
al 1% empleando como indicadores de peso mo-
lecular el ARN de un tobamovirus (6.3 kb) y de
un tombusvirus (5 kb). Los geles fueron tefiidos
con bromuro de etidio (Sambrook et al. 1989).

Determinacion del peso molecular de la
proteina de capside: El peso molecular de 1a pro-
teina de capside se determind en geles desnatura-
lizantes discontinuos de poliacrilamida (SDS-PA-
GE) (Laemmli 1970). Las proteinas fueron desna-
turalizadas a 100°C durante 5 minutos en el amor-
tignador de carga de muestras de Laemmli
(Laemmli 1970). Como marcadores de peso mo-
lecular se emplearon los estdndares de proteinas
para SDS-PAGE (BioRad Cat. No 161-0304).

Identificacion serolégica del virus: Se
realizé la prueba de ELISA de “doble sand-
wich” de acuerdo con Clark y Adams (1977).
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Fig. 1. Sintomas en plantas de Phaius tankervilliae infectadas con CymMYV. A) Estriado clorético foliar. B) Clorosis y ani-
llos blancos presentes en los sépalos.

Symptoms induced by CymMV in Phaius tankervilliae plants. A) Foliar chlorotic streaks. B) Chlorosis and white rings in the
sepals.
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Para el recubrimiento de las placas para ELI-
SA 'y para el conjugado con fosfatasa alcalina
se utiliz6 un anticuerpo policlonal para CymMV
facilitado por Dr. H. T. Hsu, producido en USDA,
ARS, Florist and Nursery Crops Laboratory,
Beltsville Agricultural Research Center, Beltsvi-
lle, USA. Tanto el anticuerpo para el recubri-
miento de las placas como el conjugado se usa-
ron aunadilucién 1: 1000. La iectura de la absor-
vancia a 405 nm se realiz6 a la hora de colocado
el sustrato empleando un lector Dynex Modelo
MRX. Como controles negativos se emplearon
particulas purificadas del virus X de la papa
(PVX) aislado previamente en Costa Rica y ex-
tracto foliar de planta sana de P. tankervilliae.

RESULTADOS

Las plantas sintomaticas de P. tankervilliae,
mantenidas en el invernadero, no disminuyeron
su vigor ni la produccién de muevos bulbos.
Ademas, los periodos de floracion se mantuvie-
ron sin alterarse. Las flores de las ocho plantas
sintomadticas observadas presentaron caracteris-
ticas de calidad, tamafio, forma o color compa-
rables a las flores de plantas sanas. Sin embar-

20, catre el tercer y cuarto dia posterior a 1z
apertura de las mismas ya mostraban sintomas
de senecencia. En algunos casos las flores de las
plantas enfermas presentaron clorosis y anillos
blancos solo en los sépalos (Fig. 1B).

En las tinciones negativas de las purifica-
ciones a partir de tejido foliar, se encontraron
particulas virales filamentosas poco flexuosas,
con una longitud cercana a los 500 +48 am de
largo por 17 =1 nm de ancho (Fig.2).

El andlisis electroforético del 4cido nu-
cleico y de la proieina de cépside de las parti-
culas purificadas, mostré gue este virus fila-
mentoso contiene una molécula de acido nu-
cleico de peso cercano a los 7 kb (Fig. 3A) y
tiene un solo tipo de proteina de capside con un
peso cercano a los 28 kDa (Fig. 3B).

Mediante la prueba de ELISA se identifi-
c6 que el virus purificado a partir de P. tanker-
villiae corresponde al CymMV.

DISCUSION

Los resultados del presenie estudio de-
muestran que el virus enconirade en plantas
sintomdticas de P. tankervilliae es el 7irus del

Fig. 2. Particulas virales aisladas de Phaius tankervilliae sintomaticas, teiiidas con fosfotungstato de sodio (PTA 2% v o
servadas al microscopio electronico de transmisién. Barra= 208 r.im.
Electron micrographs of negative stained virus particles, isolated irom symptomatic plants. Bar=200 nm.
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Fig. 3. Analisis electroforético del dcido nucleico y de la
proteina de capside viral. A) Electroforesis del ARN viral
en geles nativos de agarosa. Acido nucleico extraido de las
particulas 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 proteina de cdpside viral en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE ).
Marcadores de peso molecular para proteinas (BioRad
Cat. No 161-0304) (carril 1 ). Proteina de capside de las
particulas virales de P. tankervilliae (carriles 2 al 4).
Electrophoretic analysis of viral nucleic acid and coat pro-
tein. 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 tamafio y morfologia de las
particulas virales, como el tamaiio del 4cido nu-
cleico y el peso de la proteina de cépside 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
CymMYV como el virus que infecta P. tankervi-
lliae en Costa Rica. E1 CymMYV 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
1970, Jensen 1970, Lawson & Hsu 1995), cuya
proteina de céapside 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
sintomas que induce fueron descritos por prime-
ra vez en Australia por Magee en 1943, quien lo
atribuyd a una etiologia viral (Jensen 1970). Ac-
tualmente no se cuenta con informacién sobre
sus origenes, ni sobre sus vectores naturales; se
conoce que el principal medio de transmisién lo
constituyen los instrumentos contaminados em-
pleados para la poda, divisién de plantas o cor-
ta de flores. Kado, en 1964, mencioné que las
infecciones de CymMYV por lo general evolucio-
nan de una clorosis moderada a una severa y
posteriormente la generacién de dreas necroti-
cas que pueden rdpidamente dispersarse a toda
la hoja. Para el caso de las plantas de P. tanker-
villiae que se mantuvieron en invernadero bajo
observacion durante mas de 18 meses no se ob-
servo el desarrollo de necrosis foliar.

En 1975, Lawson y Ali incluyen al género
Phaius dentro de una lista de especies suscepti-
bles al CymMY, sin embargo no especificaron
para cual de las tres especies de este género.

En Costa Rica se han realizado pocos estu-
dios sobre la infeccién de orquideas con algtn
virus en particular, los que se han realizado se
limitan principalmente a diagndstico (C. Rive-
ra, datos sin publicar). En 1986 Velasco et al.,
detectaron mediante microscopia electrénica de
transmisién una infeccién viral mixta en hibri-
dos del género Cymbidium, determinando me-
diante la técnica inmunomicroscopia electréni-
ca de Derrick empleando anticuerpos especifi-
cos la identidad serolégica de los mismos. El
presente articulo informa al CymMYV como un
virus asociado a la orquidea terrestre P. tanker-
villiae en Costa Rica.



286 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

RESUMEN

En 1996, en un pequeiio vivero comercial en la zo-
na oeste del Valle Central de Costa Rica se observaron
plantas de la orquidea terrestres Phaius tankervilliae que
mostraban sintomas foliares de leves a severos de un es-
triado clorético sistémico. En algunas flores los sépalos
presentaron ademds manchas cloréticas y anillos blancos.
Posteriormente en invernadero se observé que ocurria una
senescencia mas rapida en flores de plantas sintométicas
que en las flores de plantas sanas de la misma especie.
Mediante tincién negativa de muestras purificadas se ob-
servaron al microscopio electrénico de transmision, parti-
culas virales filamentosas poco flexuosas, con un tamafio
aproximado a 500 nm de largo y 17 nm de ancho. Al ana-
lizar las particulas virales purificadas en geles desnatura-
lizantes de proteinas (SDS-PAGE), se determind la pre-
sencia de una sola proteina de cdpside cercana a los 28
kDa. En geles nativos de agarosa se determiné que el vi-
rus filamentoso observado contiene un ARN con una talla
aproximada a los 7 kb. Tanto el tamaifio de la proteina de
capside 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 comprob6
que el potexvirus purificado corresponde al virus del mo-
saico del Cymbidium (CymMV).
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