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RESUMEN

. En dos viveros del Valle Central (Costa Rica) se seleccioné un total de
197 plantas de orquideas, 180 de ellas correspondientes a 150 especies
nativas de 50 géneros, y 17 plantas de especies no nativas. Estas plantas
fueron seleccionadas por presentar sintomas foliares, similares a los causados
por virus, principalmente mosaicos cloréticos, necrosis, engrosamiento de
venas y deformacién foliar. Muestras de hojas de cada planta se analizaron
mediante la técnica de ELISA (“enzyme linked immunosorbent assay”)
utilizando anticuerpos especificos contra los principales virus que afectan
orquideas en el mundo: Cymbidium mosaic potexvirus  (CymMV),
Odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV), Tobacco rattle tobravirus (TRV),
Cymbidium ringspot tombusvirus (CymRSV), Tomato spotted wilt tospovirus
(TSWV), Cucumber mosaic cucumovirus (CMV), y el género Potyvirus. Todos
los virus analizados se encontraron en infecciones simples o mixtas en al
menos uno de los dos viveros analizados. '

De las 32 plantas de especies nativas analizadas en el vivero
denominado A, el 68.8% fueron positivas para al menos uno de los virus
ensayados. El 37.5% presento infecciones mixtas de dos a cuatro virus, y el
31.5 % presentd infecciones simples. De las 148 plantas de especies nativas
analizadas en el vivero B, el 59.5% fueron positivas para al menos uno de los
virus ensayados, pues presentaban infecciones mixtas de dos a cinco virus en
el 25% del total de plantas. En total se hallaron 26 combinaciones diferentes de
virus que producen infecciones mixtas.

El virus CymMV fue el encontrado con mayor frecuencia en ambos
viveros. Este virus se presentd en el 37.9% de las plantas analizadas: seguido
por el genero Potyvirus, encontrado en el 13.6% de las muestras. El resto de
los virus presentes en ambos viveros se hallé en porcentajes menores.
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De acuerdo con la literatura disponible, se encontré en total 137
e orquideas nativas no informadas

nfecciones virales en  especies d
les y el género Patyvirus_' Se
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RESUMEN

En dos viveros del Valle Central (Costa Rica) se selecciond un total de
197 plantas de orquideas, 180 de ellas correspondientes a 150 especies
nativas de 50 géneros, y 17 plantas de especies no nativas. Estas plantas
fueron seleccionadas por presentar sintomas foliares, similares a los causados
por virus, principaimente mosaicos clordticos, necrosis, engrosamiento de
venas y deformacién foliar. Muestras de hojas de cada planta se analizaron
mediante la técnica de ELISA ("enzyme linked immunosorbent assay”)
utilizando anticuerpos especificos contra los principales virus que afectan
orquideas en el mundo. Cymbidium mosaic potexvirus (CymMV),
Odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV), Tobacco rattle tobravirus (TRV),
Cymbidium ringspot tombusvirus (CymRSV), Tomato spotted wilt tospovirus
(TSWV), Cucumber mosaic cucumovirus (CMV), y el género Potyvirus. Todos
los virus analizados se encontraron en infecciones simples o mixtas en al
menos uno de los dos viveros analizados.

De las 32 plantas de especies nativas analizadas en el vivero
denominado A, el 68.8% fueron positivas para al menos uno de los virus
ensayados. El 37.5% presentd infecciones mixtas de dos a cuatro virus, y el
31.5 % presento infecciones simples. De las 148 plantas de especies nativas
analizadas en el vivero B, el 59.5% fueron positivas para al menos uno de los
virus ensayados, pues presentaban infecciones mixtas de dos a cinco virus en
el 25% del total de plantas. En total se hallaron 26 combinaciones diferentes de
virus que producen infecciones mixtas.

El virus CymMV fue el encontrado con mayor frecuencia en ambos
viveras. Este virus se presentd en el 37.9% de las plantas analizadas; seguido
por el género Potyvirus, encontrado en el 13.6% de las muestras. El resto de

los virus presentes en ambos viveros se hallé en porcentajes menores.
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De acuerdo con la literatura disponible, se encontrd en total 137

infecciones virales en especies de orquideas nativas no informadas
previamente, distribuidas en las seis especies virales y el genero Potyvirus. Se
incluyen 76 informes nuevas a nivel de género y especie, 15 a nivel de género,
y 46 sdlo a nivel de especie.
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1. Introduccion

Las orquideas han despertado el interés del ser humano debido a sus flores
variadas en forma, color y tamafio, y en algunos casos con exquisitas fragancias.
Los primeros datos que se conocen sobre el interés en estudiarlas se remontan a
2600 A.C, cuando el emperador chino Shen Nung describio la especie Bletilla
hyacinthina y una especie de Dendrobium (Anénimo 1973). El cultivo y estudio
moderno de las orquideas, como curiosidades botanicas, se inicio en Europa entre
los siglos XVI1 y XVII. En el siglo XVIII se iniciaron los intentos por cultivarias fuera
de su habitat natural. La recoleccion y el cultivo intensivo de orquideas por parte
de comercializadoras inicid en 1836 en Brasil, después del redescubrimiento de
las catleyas (Caftleya spp.). Desde entonces, el cultivo ha crecido y se ha
convertido en una importante actividad horticola (Anénimo 1973, Rittershausen &
Rittershausen 2001).

En general, la floricultura es una de las actividades horticolas que mas se
ha desarrollado durante la segunda mitad del siglo XX. Como parte de ella, la
produccion de orquideas ha tenido auge, no sélo en las formas tradicionales de
los cultivadores privados, sino tambien en el ambito horticultural. Por ejemplo, a
inicios de la década de 1990, el género Cymbidium se colocd en el octavo puesto
de las ventas de flores cortadas en Holanda; sin embargo, este género no era
importante en el mercado a mediados del siglo XX. Esto es notable, si se
considera que Holanda es actualmente el productor de flores nimero uno en el
mundo, con el 59% de las exportaciones mundiales (Malter 1995). Muchos otros
paises han dado importancia al cultivo comercial de orguideas, principalmente
Estados Unidos de America (EUA, especialmente en Hawaii) (Hu et al. 1993) y
Asia oriental (Lawson y Hsu 1995). Entre los principales productores estan los
paises del Pacifico asiatico; el mas importante es Tailandia, que en 1994 exportd
32 millones de ddlares en orquideas, en su mayor parte al mercado japonés (Hew
1989, Tanaka et al. 1997).



Costa Rica, debido a sus condiciones geograficas, tiene una de las floras

mas ricas del mundo. Con respecto a las orquideas, se han informado con certeza
180 géneros, que incluyen 1,364 especies (Pupulin 2002). El cultivo tradicional de
orquideas en invernaderos privados y casas particulares en nuestro pais,
constituye un mercado intermo relativamente pequefio, que se abastece en
principio de plantas traidas directamente de los bosgues. Este saqueo constante
sumado a la destruccidn y fragmentacion del habitat, ha contribuido a que varias
especies se encuentren en vias de extincién. El Reglamento de la Ley de
Conservacion de Vida Silvesire (No. 22454-MIRENEM) para ratificar las
regulaciones de la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES) ha declarado en peligro de
extincion las orquideas: guaria Turrialba (Cattleya dowiana), mariposa (Oncidium
kramerianum) y tricopilia (Tricophilia suavis), dejando el resto de las especies de
la familia Orchidaceae incluidas en la categoria de especies de flora con
poblaciones reducidas. El comercio local o internacional de todas las especies de
la familia Orchidaceae esta restringido, con excepcion en el pais de las plantas
producidas por técnicas de cultivo in vitro, flores cortadas, los hibridos artificiales o
los productos obtenidos de la vainilla cultivada (CITES 1997, J. Warner com. pers.
2000). Como medida de control, para la exportaciéon de orquideas se requiere de
la aprobacion del permisc del CITES por medio del Jardin Botanico Lankester de
la Universidad de Costa Rica.

Aungue Costa Rica cuenta con el clima ideal para la reproduccion de
orquideas para exportacion y produccion de flor, aun no hay una industria
establecida, como las presentes en Florida, Colombia o Brasil, entre otros. En
1998 las empresas exportadoras de orquideas en Costa Rica eran diez, y se
estimaba que existian buenas posibilidades de incrementar la produccién y las
exportaciones, pues no se satisfacia la demanda del mercado internacional
(Herrera-Villalobos 1998). En el 2001 operaron solo nueve exportadoras en el
pais. Segun la informacion suministrada por el centro de documentacién de la
Promotora de Comercio Exterior de Costa Rica (PROCOMER), durante el afo



2001 las exportaciones de flor cortada y plantulas in vitro de orquideas rindieron

alrededor de $331 000,00 en Costa Rica. Esta suma puede considerarse muy
baja, si se compara con otros productos del sector agricola, pero es uno de los
productos no tradicionales que se abre paso, y se espera que este valor aumente
con las inversiones de Taisuco (Taiwan Sugar Corporation) de Costa Rica SA. Por
otra parte, en Costa Rica se han establecido algunas plantaciones de vainilla, pero
aln su cultivo es muy reducido, tan solo cinco hectareas entre las regiones de
Parrita, Aguirre y Rio Blanco, en el Pacifico Central, segun datos del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia (MAG).

Uno de los problemas de la propagacion vegetativa de plantas es la
introduccion y dispersion de enfermedades virales, lo cual ocurre también en el
cultivo de orguideas, cuyo valor comercial y de coleccion podria reducirse
considerablemente por esta causa. Desde finales de la década de los afios 1940
se reconoce que este tipo de enfermedades afecta a las orquideas.

El trasiego internacional de plantas y las infecciones asintomaticas han
generado la dispersion alrededor del mundo de muchos de los virus que las
afectan. El desarrollo de investigaciones para determinar cuales virus afectan
orquideas en el pais apenas inicia, y no todos los productores y coleccionistas
privados reconocen la importancia de determinar si estos patdégenos se
encuentran en sus colecciones, para poder limpiarlas de ellos. Por otra parte, el
sistema de Proteccion Fitosanitaria del pais debe conocer este tipo de informacion
para gque las importaciones y exportaciones se efectien de acuerdo con las
politicas de transparencia internacional y proteccién mutua.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Determinar la presencia de seis virus y un genero viral que infectan
orquideas, en las especies de orquideas nativas cultivadas en dos viveros del
Valle Central de Costa Rica.

2.2 Objetivos especificos

o Determinar mediante la técnica de ELISA (“enzyme-linked immunosorbent
assay”) la presencia de los virus: Cymbidium mosaic potexvirus (CymMV),
Odontoglossum ringspot fobamovirus (ORSV), Tobacco rattle tobravirus (TRV),
Tomato spotted wilt fospovirus (TSWV), Cymbidium ringspot tombusvirus
(CymRSV), Cucumber mosaic cucumovirus (CMV) y el género Potyvirus, en
orquideas nativas de dos viveros del Valle Central.

o Describir los sintomas relacionados con las infecciones virales en especies de

orquideas nativas de Costa Rica.

o Determinar los tipos de infeccion viral que son nuevos, para las especies de
orquideas incluidas en el estudio.

o Evaluar, por medio de la técnica de microscopia de luz, la presencia de
inclusiones virales, en las plantas sintomaticas que resultaron negativas
mediante las pruebas seroldgicas para los virus mencionados en el primer
objetivo especifico.



3. Revision de literatura

3.1 Virus que infectan orquideas

El desarrollo de las técnicas de micropropagacion de mericlones (clones
meristematicos) y cultivo in vitro de semillas, redujeron considerablemente el
precio de las orquideas. Esto contribuyé a la popularizacién de su cultivo. La
intensidad de la produccion ha favorecido el intercambio de plantas, muchas
veces sin los debidos cuidados, con el consiguiente aumento de los virus que las

afectan, los cuales en muchas ocasiones no desarrollan sintomas visibles
{Lawson & Hsu 1995),

El primer caso documentado de una orquidea infectada por virus data de
1900, cuando el padre de la orquideologia moderna, Lucien Linden, publicd un
dibujo de Cattleya labiafa, que presentaba jaspeados en las flores, comdn en
plantas infectadas por Odontoglossum ringspot tobamaovirus (ORSV), Llamo a esta
especie C. labiata var. alfrediana (Schelpe 1983). Aunque Linden creyd encontrar
una nueva variedad, lo mas probable es que se tratara de una planta enferma,
debido a que el sintoma que presentaba era muy similar a los jaspeados en
tulipanes, que ya se conocian como una enfermedad viral importante en esa
epoca.

Se considera, que los virus se encontraban en orquideas silvestres, mucho
antes de que el ser humano las cultivara (Kado 1964). Es probable que en
algunos casos, las infecciones provinieran de otras especies portadoras o
enfermas, que tuvieron contacto con las orguideas en su habitat natural o en
cultivos. Sin embargo, son pocos los estudios publicados de virus en orquideas
silvestres. En algunas investigaciones realizadas en Florida (Zettler et al. 1978),
Ecuador, Puerto Rico y Florida (Elliot ef al. 1996), y en Polinesia Francesa (Wisler

et al. 1987), los autores no han podido detectar virus en poblaciones naturales.



Sin embargo, en fechas recientes, Méndez et al. (2002) informaron que detectaron

plantas silvestres infectadas por ORSV y Cucumber mosaic cucumovirus (CMV)
en tres bosques de la Sierra de las Minas, Guatemala, sin hallar relacion con la
cercania a cultivos. Por tanto, el origen de estas infecciones virales podria
suponerse de caracter natural, aunque los estudios en otros ambientes naturales
son deseables para confirmar esta posibilidad.

Los virus identificados que infectan a las orquideas pertenecen a diferentes
grupos taxonomicos (apéndice |). Los dos virus mas conocidos y de distribucion
cosmopolita son el Cymbidium mosaic potexvirus (CymMV) y el ORSV (antes
conocido como la raza del Odontoglossum del virus del mosaico del tabaco, TMV-
Q). Ambos virus fueron descritos en la década de los 1950 (Zettler et al. 1990,
Lawson 1995). Aparte de estos, se conocen al menos 28 virus mas que pueden
infectar orquideas. De algunos de estos virus se cuenta con poca informacién, en
especial sobre sintomatologia y ambito de hospederas en la familia Orchidaceae y
en otras familias de plantas. En muchos casos, la presencia de algunas especies
de virus en orquideas, ha sido comunicada una sola vez, por lo que no se conoce
su procedencia, ni sus vectores; o si pueden infectar otras especies de orquideas
distintas a la especie en gque se determind (Lawson & Hsu 1995). Incluso, en
algunos de estos casos, el cuerpo vegetativo, las flores o ambas partes de la
planta se observaron asintomaticos. También, es probable que haya aun virus sin
determinar (Geraci 1996, Lawson 1995). El cuadro 1 resume informacion sobre
los virus descritos que infectan orquideas, su modo de transmision, ambito de
distribucion conocido y sintomas que inducen, segun la literatura revisada.

El CymMV y el ORSV se consideran los virus mas importantes, tanto por su
amplia distribucién, como por sus efectos en las orquideas. En la literatura se ha
informado que estos virus producen manchas clordticas, necroticas o ambas en
las hojas en especies e hibridos de Cattleya, Coelogyne, Cymbidium,
Dendrobium, Epidendrum, Laeliocattleya, Miltonia, Odontoglossum, Oncidium,
Fhalaenopsis, Spathoglottis, Vanda y Zigopetalum. Sin embargo, los sintomas



varian en intensidad y forma entre géneros o especies de orguideas (Jensen
1951, Jensen & Gold 1955, Murakishi 1958, Kado & Jensen 1964, Corbett 1967,
Cybularz et al. 1997). Ambos virus pueden inducir jaspeados y deformacion en las
flores de Cymbidium y Dendrobium; e incluso manchas necroticas, que producen
mala calidad de la flor en Cattleya, lo que afecta tanto a la produccién comercial,
como a los coleccionistas. En algunos casos, los dos virus se presentan en
infeccion mixta, lo cual agrava los sintomas (Zettler ef al. 1990, Hu et al. 1994,
Lawson 1995, Tanaka ef al. 1997).

Aungue la mayoria de la literatura existente se relaciona con CymMV y
ORSV, existen algunos pocos informes gque indican la presencia de otros virus en
esta familia. Al menos ocho virus del género Potyvirus aceptados por el Comité
Internacional en Taxonomia de Virus (por sus siglas en inglés ICTV) , se han
relacionado con infecciones que afectan los géneros Calanthe, Ceratobium,
Cypnpedium, Dendrobium, Masdevallia, Spiranthes, Vanilla, Dactylorhisa (antes
en Orchis) y Orchis (Zettler ef al. 1990, Lawson 1995, Gara et al. 1998), (cuadro
1). Los sintomas informados son mosaicos cloréticos en Dendrobium producidos
por un potyvirus no identificado (Hu et al 1993); mosaico clorético con
deformacidn de la lamina foliar en Vanilla, producido por Vanilla mosaic potyvirus
(Wisler et al. 1987); necrosis en la flor de Calanthe producida por Dendrobium
mosaic virus (DeMV), (Lawson 1895). El DeMV, descubierto en Hawaii en 1952,
induce clorosis, mosaico y deformaciones de las hojas, ademas de jaspeado vy
deformacion en las flores de Dendrobium superbum;, se conoce que infecta a otras
especies del género Dendrobium y que es un miembro del sub-grupo del Bean
common mosaic potyvirus (BCMV), (Hu et al. 1995). En general, se considera que
los potyvirus son el género mas grande e importante de virus en plantas (Jordan &
Hammond 1991). Aunque los potyvirus que infectan orquideas se han encontrado
en pocas localidades, su distribucion geografica podria ser mayor. El potyvirus del
mosaico de la Vanilla fue descrito en Polinesia Francesa, donde estas orquideas

se han cultivado desde 1848, para la extraccion de esencia. Aunque que no se

encontraron CymMV u ORSV en las plantaciones de Vanilla, estos virus si




Cuadro 1. Virus de orquideas: medio de transmision,
distribucién geografica y sintomas informados.

Virus Transmision Distribucion Sintomas Informados
Geografica
Cymbidium mosaic potexvirus (CymMV)  Savia, macetas y Cosmopolita Jaspeados en flores, necrosis y
agua de irrigacion clorosis en hojas
Odontoglossum ringspot tobamovirus Savia, aguade Cosmopolita  Necrosis en flor, anillos
(ORSV, TMV-0) irrigacion cloréticos en hojas
Bean pellow mosaic pofyvirus (BYMV) Savia y afidos Japan, EUAy  Flores asintomaticas
Alemania
Dendrobium masaic potyvirus (DeMV) Savia y afidos Japon vy Hawail Jaspeados y deformacion en
flores, mosaicos, hojas
malformadas
Clover yellow vein potyvirus (CYVC-C)  Savia y afidos Japdn Necrosis en flores
Dendrobium vein necrosis closterovirus  (Afidos)* Alemania y EUA Necrosis en las venas
(DVN)
Cypripedium filamentous potyvirus (CF)  (Afidos)* Alemania Flores asintométicas
Turnip mosaic potyvirus (TUMV) Savia y afidos Alemania Flares asintomaticas
Tobacco rattle tobravirus (TRV) Savia, nematodos Alemania Deformacion de las flores
Vanilfa mosaic potyvirus Afidos Polinesia Mosaico y deformacian de
Francesa hojas
Cymbidium ringspol tombusvirus Savia, suelo, agua Inglaterra Anillos clordticos concéntricos
(CymRSV) de regadio en hojas
Cuecumber mosaic cucumovirus (CMV)  Savia y 4fidos Japdn, Brasil Mosaico en hojas, jaspeados
suaves del color en la flor
Cymbidium mild mosaic rhabdovirus Savia Corea Flores asintomaticas
(CymMV)
Trichopiia isometric virus (T1) Desconocido Alemania No especificados
Masdevallia isometric virus Desconocido Colombia No especificados
Tomato ringspot nepovirus (ToRSV) Savia, nematodos EUA No especificados
Shart orchid rhabdovirus Savia Alemania y Mo especificados
Dinamarca
Dendrobium bacilliform virus (DV) Desconocido MNueva Guineay No especificados
Alemania
Orchids fleck rhabdovirus (OFV) Savia, acaros Japén, Brasil Mo especificados
Rhabdovirus de orquideas (RV) Desconocido Brasil Mo especificados
Grammatophyllum bacilliform wirus Desconocida Maryland (EUA) Mo especificados
(GBV)
Dendrobium rhabdovirus (DRV) (Afidos)* Hawaii Mo especificados
Leng orchid rhabdovirus (LORV) {@ﬁdos}' Alemania Mo especificados
Laelia red leafspot rhabdovirus (LRLSV) (Afidos)® Alemania Mo especificados
Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV)  Savia y trips Califomiay  Anillos clordticos y manchas
Hawaii (EUA) necrdticas
Impatiens necrofic spot virus (INSV) Savia y trips California (EUA) Mo especificados
Virus baciliforme de Phalaenopsis Desconocida Alemania Mo especificados
Calanthe mosaic potyvirus Desconocido Japon Mosaico v hojas malformadas
Ceratobium mosaic potyvirus (Afidos)*® Australia Mosaico v hojas malformadas

<+Mota: los vectores entre paréntesis son hipotesis de Zettler ef al. (1930), pero no se ha establecido
con certeza un medio de transmision para estos virus,
Fuente: modificado de Zettler et al (1990) y Lawson (1995), con datos de Gara ef al. (1998), Hu
et al. (1934) y Mackenzie ef al. (1998)




aparecieron en orquideas ornamentales cultivadas en invernaderos de la misma
zona (Wisler et al. 1987). Aparentemente, el potyvirus hallado en las plantas de
Vanilla no es igual a otros que afectan orquideas, ni esta relacionado con el

Clover yellow vein potyvirus o el Bean yellow mosaic potyvirus, con los cuales se
comparo serologicamente. Queda la posibilidad de que haya sido introducido de
Madagascar, con las variedades llevadas a Polinesia francesa y propagadas
vegetativamente. Este potyvirus ha sido también informado en varias islas del
Pacifico del Sur, asi como otros potyvirus (Pearson et al. 1993). Ademas, estos
mismo investigadores han encontrado un tercer potyvirus afectando Vanilla spp.
en estas islas, y un rhabdovirus de 394 x 90 nm, por cuyas dimensiones se asume
que es diferente al Orchid fleck rhabdovirus (150 x 40 nm). Gibbs et al. (2000) han
informado de la presencia de siete diferentes potyvirus afectando 35 géneros de
orquideas en Australia. De estos siete, solo BYMV es aceptado por el Comité
Internacional de Taxonomia Viral (ICTV). Tres de los otros seis virus pertenecen al
grupo del BCMV, pero diferentes al DeMV, y fueron designados tentativamente
como Ceratobium mosaic potyvirus, Sarcochilus virus Y y Diunus virus Y.

El CMV es uno de los virus con mayor distribucion a nivel mundial y con un
amplio ambito de especies vegetales hospederas. Se ha informado que en las
orquideas provoca mosaico foliar y jaspeado leve en las flores de Calanthe,
Dendrobium, Miltonia y Phalaenopsis (Ko 1988, Lawson 1995, Lawson & Hsu
1995). Se conocen muy pocos géneros de orquideas afectados por este virus; sin
embargo, es probable que sea comun en muchos otros géneros (Lawson & Hsu
1995). Por otra parte, el Cymbidium ringspot tombusvirus (CymRSV) debe su
nombre a que desarrolla anillos cloréticos concéntricos en el tejido foliar de
algunas especies de orquideas. El CymRSV no parece estar muy disperso entre
orquideas, aungue es facilmente transmitido por contacto foliar, manejo de plantas
y sustrato contaminado (Hollings et al. 1977). Es un virus de muy amplio ambito
de hospederas (Zettler et al. 1990). Otros miembros del género Tombusvirus se
han encontrado en rios y lagos, por lo que se supone que se pueden transmitir por
medio del agua de regadio (Zettler ef al. 1987).
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No se conoce si algunas infecciones que se presentan en orquideas son
causadas por uno o mas virus, ni las relaciones taxonémicas entre ellos. Tal es el
caso de los hallazgos de particulas en forma de bala semejantes a rhabdovirus
encontradas en muestras de los generos Dendrobium, Phalaenopsis, y Laelia en
Europa, Japon y USA, y en especies de orquideas silvestres de los géneros
Miltonia, Oncidium, Trigonidium, Brassia, Bifrenaria, Aspacia y Hormidium en
Brasil (Kitajima et al. 1974). Actuaimente el Orchid fleck rhabdovirus (OFV) es
considerado como el patégeno responsable de tales infecciones. Gibbs et al.
(2000) mencionan que OFV es comun en muchas colecciones en Australia y en al
menos 14 géneros diferenes. Como se menciond, Pearson et al. (1993) han
encontrado otro rhabdovirus de dimensiones diferentes a las de OFV, afectando
Vanilla. El OFR es transmitido por el acaro Brevipalpus californainus (E. Kitajima
et al. 2001).

El Tobacco rattle tobravirus (TRV) es trasmitido por nematodos, y es
probable que tenga mayor importancia para orquideas que se cultivan en tierra. El
TRV posiblemente no se disemina en los cultivares de orquideas epifitas, por
tener poco medio por el cual puedan movilizarse los nematodos (Zettler et al
1987), sin embargo, existe el peligro de propagario, por medio de instrumentos
que se emplean en el corte, siembra y transplante de plantas contaminadas con
tierra. Se ha informado que TRV puede infectar los géneros Cymbidium y Orchis,
provocando deformacion en la flor de Orchis (Zettler et al. 1987, Lawson 1995) v
mosaico foliar en Orchis purpurea (Lesemann & Vetten 1985).

El Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV) es uno de los virus cosmopolitas

con mayor ambito de plantas hospederas, entre las que se incluyen algunas
especies de orquideas. Este virus ha sido detectado en Phalaenopsis (Sclar &
Anisco 2001) y Oncidium en Hawaii, sembradas cerca de crisantemos infectados
(Hu et al. 1993).




El modo de transmisién de los virus es uno de los puntos mas im
a estudiar, ya que los conocimientos en esta materia permiten d
controles adecuados. Todos los virus de orquideas se transmiten por medio gk
propagacion vegetativa (cuadro 1), (Zettler et al. 1987, Cho et al1989, Hu
al.1994, Lawson 1995). La transmisién por medio de semillas no ha <
comunicada, a excepcion de un caso de CymMV, en el que la contaminacion de
semilla con tejido materno durante su transplante a medios de germinacién, pueds
ser la causa de la infeccidn (Yuen et al. 1979, Porter et al. 1996). Muchos de los
virus son transmitidos por medio de las practicas de manejo de los cultivos.

Es poco probable que los dos virus de orquideas mas importantes, CymMV
y ORSV, sean transmitidos por artrépodos vectores. En especial para ORSV, yen
ninguno de los virus pertenecientes al género Tobamovirus, se ha demostrado
que se transmitan por artrépodos (Zettler et al. 1987). En el cuadro 1 se indica que
algunos de los virus perteneciente a los géneros  Potyvirus, Cucumovirus y
Closterovirus, son transmitidos por afidos, aungue no se conozca cuales especies
los transmiten. EIl TSWV es transmitido por “trips” y puede convertirse en una
plaga importante en las orquideas, debido a la facil propagacion y dificil control de
estos, ademas, este virus posee uno de los ambitos de plantas hospederos mas

grande entre los virus de vegetales (Cho et al. 1989, Mayhew et al. 1892, Hu et
al. 1993),

Debido a la forma en que se transmiten los virus hacia los cultivos
establecidos, lo mas recomendable es controlar los vectores potenciales, como
afidos o "trips”, eliminar las plantas enfermas, flamear las herramientas de corte
con alcohol 95%, o esterilizarlas con una solucion al 1% de hidroxido de sodio
(NaQOH 1%) (Zettler et al. 1990, Hu et al. 1994, Lawson 1995),
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3.2 Deteccion de virus

Como ya se menciono, los sintomas varian de una especie a otra, hay
infecciones mixtas, e incluso infecciones asintomaticas. Ademas, algunas
enfermedades flngicas y bacterianas provocan sintomas similares, lo cual
complica el diagnéstico a simple vista. Por tanto, la deteccion visual de sintomas
no siempre es acertada o recomendable, por lo gue se han desarrollado metodos
mas seguros y especificos. La deteccion pronta y segura de plantas infectadas,
asi como la eliminacion de los vectores (cuando éstos se conocen), son practicas
imprescindibles para todos los cultivadores, a fin de evitar la diseminacion de los
virus.

Uno de los sistemas mas comunmente utilizados para la deteccion de los
virus en orquideas es el bioensayo, ya que no requiere equipos especiales, y
puede realizarlo cualquier cultivador en su propio invernadero (Lawson 1985,
Lawson & Hsu 1995). Sin embargo, se requiere contar con muchas especies de
plantas indicadoras para diferentes virus, del espacio fisico para mantenerias y de
tiempo para lograr observar los sintomas. En el caso de CymMV se utiliza como
planta indicadora Senna occidentalis (=Cassia occidentalis, Fabaceae), en la que
se desarrollan pequefias manchas cafés en forma localizada; para ORSV se
utiliza Gomphrena globosa (Amaranthaceae), que desarrolla manchas anaranjado
claro. En ambos casos los sintomas aparecen una semana después de la
inoculacion. En el caso de CymRSV se utliza Chenopodium quinoa
(Chenopodiaceae), que desarrolla manchas clordticas y seminecréticas locales
(Hollings et al. 1977). Existen ofras plantas indicadoras que se pueden utilizar,
pero las tres mencionadas anteriormente son las comunmente usadas. También
se pueden probar por este método otros virus que pueden transmitirse
mecanicamente como ToRSV, OFV, DeMV y CMV,

La microscopia electronica es otro método usado para la deteccion e

identificacion de virus, ya sea mediante la evaluacion de secciones ultrafinas,
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tincién negativa o mediante el método de la inmuno-electromicroscopia (en inglés
“immunosorbent electron microscopy”, ISEM), (Hsu et al. 1992, Lawson & Hsu
1995). Una de las ventajas del ISEM es que permite la observacion directa del
antigeno, mediante la combinacion de tincién y deteccion inmunologica; no
obstante, ésta es una técnica muy cara que no esta disponible en todas partes.
Ademas, requiere de mucho tiempo y de personal altamente calificado.

En la actualidad, uno de los métodos mas utilizados para detectar virus en
orquideas, es la técnica de ELISA, debido a la especificidad de sus resultados,
costo econdmico relativamente bajo, rapidez de las pruebas y a que permite
analizar muchas muestras simultaneamente (Robertson 1992, Hu et al. 1993,
Lawson 1995, Geraci 1996). En Estados Unidos, varias compaiias venden
servicios de evaluacion de orquideas para CymMV y ORSV, y son recomendadas
aquellas que utilizan el método de ELISA, por la certeza de los resultados
(Robertson 1992). Sin embargo, se considera que la interpretacion de los datos
obtenidos por ELISA no siempre es facil. Se debe determinar el umbral de
exclusion entre plantas positivas y negativas, por lo que se requiere de
experiencia en el manejo de la técnica y el conocimiento del virus en estudio
(Sutula et al. 1986).

Otras técnicas inmunologicas se han utilizado con éxito para CymMV y
ORSV. El ensayo rapido de papel inmunofiltro (*rapid immunofilter paper assay”.
RIPA) ha sido utilizado para ambos virus y ha demostrado ser un método practico
y rapido, que se puede emplear en el campo (Tanaka ef al. 1997). Otros dos

métodos inmunolégicos se han utilizado con CymMV: el inmunc-ensayo de

manchas de tejido, TBIA (“tissue-blot immunoassay’) y el inmuno-ensayo de
manchas de punto, DBIA (“dot blot immunoassay”). Ambos han sido descritos con
amplitud en la literatura, y se ha comprobado su efectividad y gran sensibilidad en
casos dudosos con ELISA (Hsu et al. 1992).
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Otra de las técnicas utilizadas para la deteccion de virus es la observacién,
por medio de microscopia de luz, de inclusiones citologicas inducidas por virus, las
cuales son tefiidas con colorantes especiales (Christie & Edwardson 1994). Esta
tecnica ha tenido amplio uso en el estudio del CymMV y el ORSV, y se ha
mejorado por medio de la microscopia confocal de rastreo laser (Wong et al.
1995). Los resultados requieren de una interpretacion cuidadosa, mucha practica
en el uso del microscopio y profundos conocimientos de la anatomia de las
plantas en estudio, en especial de la apariencia de las células sanas. Las
inclusiones y deformaciones citologicas normalmente son inducidas por un virus
en forma relativamente constante sobre un amplio ambito de plantas hospederas
(Christie & Edwardson 1994). La deteccién de virus mediante este método es
relativamente rapida y barata. Sin embargo, son pocos los casos en los cuales las
inclusiones pueden utilizarse para identificar el virus a nivel de especie. En la
mayoria de los casos las inclusiones se utilizan para la descripcién de géneros
virales, aunque existen algunos grupos gque producen inclusiones muy similares,
que son dificiles de distinguir entre si (Christie & Edwardson 1994).

Para CymMV y ORSV se han utilizado varnas tecnicas moleculares, entre

ellas las sondas de ADN marcadas con Digaxigenina*"

o radiactividad, que
permiten identificar la presencia de los ARN virales o bien determinar el
movimiento de las particulas virales en las plantas (Hu & Wong 1998). En algunos
casos (CymMV y ORSV) se cuenta con imprimadores especificos para realizar el
diagnostico, empleando la técnica de IC-RT-PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa con inmunocaptura y transcripcion reversa), (Barry ef al. 1996, Eun &
Wong 2000).

3.3 Virus de orquideas en Costa Rica

En Costa Rica se han publicado dos estudios de virus de orquideas
(Velasco et al 1986 y Moreira et al. 1999). Velasco ef al. (1986) estudiaron
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hibridos de Cymbidium, en los cuales encontraron CymMV y ORSV. Moreira et al.
(1999) encontraron CymMV en FPhaius fankervilleae, una especie de habito
terrestre. En ambos casos las plantas fueron obtenidas de viveros en el Valle
Central.

Los resultados de estas investigaciones demuestran la presencia de virus
que afectan las orquideas en Costa Rica. Esta es una razén importante para
investigar este campo, a fin de conocer cuales otros virus se encuentran
presentes en el pais, cual es la sintomatologia y la gravedad de la infeccién en

especies nativas de importancia para la conservacion, comercializacion o ambas

en Costa Rica. Estos datos son necesarios para dar recomendaciones a los
cultivadores para que mejoren sus practicas fitosanitarias.




—
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4. Metodologia

Los analisis de las muestras se efectuaron en el laboratoric del Programa
de Caracterizacion y Diagnostico de Virus, Viroides y Fitoplasmas en Cultivos de
Interés Econdmico y Alimentario (PCDV) en el Centro de Investigacion en Biologia
Celular y Molecular (CIBCM) de la Universidad de Costa Rica (UCR).

4.1 Descripcién de areas de muestreo

Las plantas utilizadas en esta investigacion, se escogieron entre las
mantenidas en dos viveros del Valle Central de Costa Rica, los que se
denominaran A y B. En el vivero A, se definieron tres areas de muestreo: fuera de
invernaderos (codigo 00), invernadero principal (01) e invernadero de plantas
madre (02). En el vivero B, se definieron cuatro areas de muestreo: invernadero
de miniaturas (codigo 03), invernadero de especies unicas (04), invernadero para
exhibicion (05) y senderos (06).

El vivero A mantenia pocas plantas nativas, por lo que se incluyeron
algunas foraneas en los analisis. Las areas 01 y 02 se encuentran rodeadas por
edificios e invernaderos, separados en algunos casos por areas verdes no muy
extensas.

En el vivero B la poblacion dominante es de plantas nativas, y se incluyd
solo una planta no nativa en los analisis seroldgicos. Las tres areas se hallan en
linea de este a oeste (03-04-05), y al norte, este y sur estan rodeadas por areas
verdes con arboles y arbustos, muchos con orquideas epifitas. Al oeste, el area 05
tiene una pequena zona verde seguida de otro invernadero.



4.2 Analisis de sintomas

Se efectuaron visitas a los viveros en estudio, para tomar la informacion
correspondiente a la sintomatologia presentada por las plantas de orquideas. Los
sintomas se registraron en una hoja confeccionada para tal fin (apéndice ), en la
gue se incluyeron las manifestaciones mas comunes en infecciones virales

presentes en hojas, pseudobulbos, tallos o en la apariencia general de la planta.

Los sintomas considerados fueron: clorosis de distintos tipos, necrosis,
aparicion de anillos clorgticos y necroticos, deformaciones de los drganos,
disminucion de la lamina de la hoja, disminucién del tamafo de los pseudobulbos.

Ademas, se observo si los sintomas eran locales o sistémicos.

De cada planta evaluada se cred un registro fotografico digital, tomado con
una camara Sony Mavica MVC-FDT.

Todas las plantas que se observaron y registraron fueron etiquetadas con el
cédigo designado.

4.3 Recolecta y analisis de muestras mediante ELISA directo e indirecto

Posteriormente al registro sintomatologico y fotografico se procedié a la
recoleccién del material vegetal para las prugbas.

En total se recolectaron 197 plantas, 48 en el vivero A y 149 en el B (listas
en apendices IV y V). En el Cuadro 2 se muestra el detalle y la ubicacién de las
muestras en ambos viveros.



Cuadro 2. Numero de plantas analizadas por area.

Vivero A Vivero B
Area Nativas No |Nativas| No
nativas nativas

00 1

01 29 2

02 2 14

03 B3

04 24

05 30 1

06 11

Subtotal 3z 16 148 1

Total 48 149

La mayoria de las muestras obtenidas de cada planta sintomatica fueron
trozos de hojas maduras, y en algunos casos flores. Cada muestra fue cortada
con navajillas nuevas, Las muestras se transportaron en una hielera al laboratorio
del PCDV- CIBCM.

Todas las muestras se analizaron para los virus CymMV, ORSVY, TSWV,
TRV, y CymRSV, mediante el método DAS-ELISA. Los potyvirus se analizaron
por medio de ELISA indirecto. Para la evaluacion de CMV de las muestras del
vivero A se utilizo el método de ELISA indirecto, mientras que para las del vivero B
se utilizo el método indirecto de “triple antibody sandwich™ o TAS-ELISA, Para el
analisis de todos los virus se utilizaron anticuerpos especificos de Agdia Co.
(EUA), con excepcion del CymMV, para el cual se usaron anticuerpos
suministrados por el Dr. Hsu (EUA).

Las muestras se procesaron en el laboratorio para ELISA de la siguiente
manera: se tomaron trozos de 0,2 g de cada planta sintomatica y se maceraron
con pistilo y mortero, o con macerador mecanico, segun fuera el grosor de la
lamina. Se utilizaron dos amortiguadores diferentes, uno para extraccion general
para la prueba DAS-ELISA (directo de doble sandwich de anticuerpo), y otro para
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prueba ELISA indirecto (apéndice lll), para obtener una dilucién final de 1:5 piv.
Los macerados en el primer amortiguador se prepararon por triplicado, y en el
segundo amortiguador por duplicado. Los amortiguadores se prepararon segun lo
recomendado por la casa comercial Agdia Inc.

Para DAS-ELISA se utilizé el protocolo descrito por Clark y Adams (1977),
con las adaptaciones recomendadas por la comparia Agdia (EUA), como se
describe a continuacion.

Las placas de poliestireno (Immunclon 1, Dynex Technologies, EUA) se
recubrieron con 100 pl de anticuerpos especificos para cada uno de los virus, en
amortiguador carbonato de sodio 0.01 M, pH 9.6 (apéndice Ill), a una
concentracion de 1:200 para los anticuerpos comerciales de Agdia, y 1:1000 para
los anticuerpos de CymMV. Dos pocillos (A1 y A2) se dejaron sin recubrimiento,
correspondientes a los blancos de la placa. Las placas se cubrieron con tapas
plasticas o cinta adhesiva y se incubaron toda la noche a 4 °C en cdmara himeda.

Posterior a la incubacion se realizaron cuatro lavados con amortiguador 1X
de fosfato sodio-potasio 0.1 M, pH 7.4 con 0.05% de Tween 20° (Sigma
Chemicals, EUA), (PBST), (apéendice lll). A las placas se les retiré el exceso de
liguido mediante golpes suaves en posicion invertida sobre papel toalla.

Seguidamente se colocaron por duplicado cada una de las muestras (100
ul por pocillo), mas dos pocillos de control positivo para cada virus segin se
tratara, dos a cuatro de control negativo y dos de amortiguador de extraccion. Las
placas se dejaron incubar durante toda la noche, a 4 °C en una camara himeda.
Los controles negativos utilizados fueron tejidos de Cattleya previamente
verificados para todos los virus, y control negativo certificado de Cymbidium de la
casa comercial Agdia. Los controles positivos usados para cada virus fueron los
suministrados por Agdia.
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El lavado se repitid y posteriormente se aplicaron 100 ul del anticuerpo
conjugado con la enzima fosfatasa alcalina a los pocillos, diluido en una solucién
amortiguador para conjugado (apéndice lll). Las concentraciones utilizadas fueron
las mismas que para los anticuerpos de recubrimiento. Las placas se incubaron
durante 2 horas a 37 °C. Después se realizé un Gltimo proceso de lavado.

Las placas se revelaron con el sustrato para-nitrofenilfosfato (PNP, Sigma
Chemicals, EUA), a una concentracién final de 1 mag/ml en amortiguador de
dietanolamina (Sigma Chemicals, EUA) 1M, pH 9.8. En cada pocillo de la placa
(inclusive los blancos) se colocaron 100 ul del sustrato.

La absorbancia a 405 nm se midid en un lector para placas de ELISA
modelo MRX (Dynex Technologies, EUA) una (para potyvirus) o dos horas
despues (los demas virus). Se consideraron como positivas todas aquellas
muestras cuyo valor de absorbancia promedio fue igual o mayor a |a media de los
controles negativos mas tres desviaciones estéandar (Sutula et al. 1986).

Para el analisis de ELISA indirecto, las placas se recubrieron con 100 pl por
pocillo de las muestras maceradas en amortiguador para andlisis indirecto, por
duplicado, mas los controles negativos y positivos. Se utilizaron placas Immunolon
2 HB de Dynex. Las muestras se incubaron en camara himeda, toda Ia noche a 4
°C. Después, se lavaron cuatro veces con amortiguador PBST por 5 minutos cada

vez, y se realizo un post-recubrimiento con amortiguador de recubrimiento
(apendice |ll) con leche en polvo descremada al 3% y albimina sérica bovina
(BSA) al 2%. Las placas se incubaron durante 2 horas a 37 °C. Posteriormente se
lavaron de nuevo las placas con el procedimiento descrito anteriormente y se
agrego el primer anticuerpo diluido en amortiguador PBST pH 7.4, con
polivinilpilorridona (PVP) al 2% y BSA 0.2%. Para potyvirus se utilizaron
anticuerpos de Agdia en una dilucidn de 1:200, y para CMV los monoclonales

producidos por el PCDV en la concentracion de extraccion, linea celular 9D11F3.

Las placas se incubaron toda la noche a 4 °C. Luego, se lavaron las placas cuatro
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veces, se anadio el anticuerpo especifico conjugado con fosfatasa alcalina diluido
en el mismo amortiguador, y se incubd durante 2 horas a 37 °C. Para potyvirus se
utilizo el conjugado con fosfatasa alcalina de Agdia a una dilucién de 1:200, y para
CMV se utilizé anticuerpo anti-raton conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma)
diluido a 1:1000. El sustrato fue el mismo utilizado en el DAS-ELISA.

En el metodo de TAS-ELISA se recubrieron las placas Immunolon 1 con
anticuerpos para CMV de la casa comercial SANOFI (dilucion 1:100), se incubd 4
horas a 37 °C; las placas, después de lavarlas cuatro veces con amortiguador
PBST, se post-recubrieron 2 horas a 37 °C; las muestras se colocaron en las
placas e incubaron toda la noche a 4 °C; como segundo anticuerpo se utilizo el
monoclonal de la linea 9D11F3, y las placas se incubaron 4 horas a 37°C; y como
tercer anticuerpo se uso un conjugado anti-ratén de Sigma, a la dilucion 1:1000, y
las placas se incubaron por 2 horas a 37 °C, y por ultimo se aplicd el sustrato
PNP, y se leyé dos horas después la absorbancia a 405 nm en el lector MRX.
Entre cada paso se realizaron lavados con PBST.

Se aplico el mismo criterio para determinar las muestras positivas.

4.4 Anélisis de muestra por microscopia de luz

4.4.1 Deteccion de estructuras fungicas

Con el fin de detectar la presencia de hifas y esporas de hongos, se
recolectaron tejidos frescos de plantas del vivero B que presentaron comunmente

sintomas necroticos, y se montaron con KOH 1% y tincion de lactofenol azul,

Debido a la abundancia de hongos en las plantas de éste vivero (A. V. Lizano
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com. pers. 2000), se evitd analizar por ELISA las plantas que presentaron
unicamente lesiones tipicas de hongos.

4.4.2 Deteccidn de inclusiones virales

Se escogieron dos plantas sintomaticas del vivero A y 15 del vivero B, las
cuales no fueron positivas en los ELISA para ninguno de los virus analizados, ni
presentaban hongos, y se analizaron por microscopia de luz para inclusiones
virales. Las muestras se prepararon segun lo recomendado por Christie &
Edwardson (1984). Se tomaron trozos de epidermis abaxial, adaxial o ambas, por
desprendimiento con una aguja hipodérmica o por abrasion, retirando todo el
tejido opuesto a la epidermis con una navajilla y luego con lija de grano 600. En el
caso de hojas muy gruesas se hicieron cortes transversales gruesos. Todos los
cortes gruesos y piezas de epidermis se conservaron por tres semanas en 2-
metoxietanol para decolorar los plastidios, antes de la observacion.

Para observar las inclusiones, los tejidos obtenidos se tifieron con una
combinacion de anaranjado de calcomina (Calcomine Orange 2RS®, Luxol) y
verde Brillante de Luxol (Luxol Briliant Green BL®, Luxol), conocida como
‘orange-green” (O-G), que permite el tefiido diferencial de las organelas de la
planta y las inclusiones que contienen proteinas, También, se utilizd un tinte
metacromatico, Azure A, que tifie acidos nucleicos, ARN color rojo-violeta y ADN
azul (Christie & Edwardson 1994).

La tincion O-G se prepard con ocho partes de una solucion de 1 mg de
Luxol Brilliant Green BL® en 100 ml de 2-metoxietanocl, una parte de una solucién
de 1 mg Calcomine Orange 2ZRS® en 100ml de 2-metoxietanol y una parte de

agua destilada. Con la tincion O-G se tifod tejido tratado con Triton X-100® al 5%

y tejido no tratado. Ambos se dejaron reposar en la solucion de 10 a 15 minutos
(Christie & Edwardson 1994).
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Para la tincion con Azure A se realizd un preparado de 18 partes de una
solucion de 0.1 mg de Azure A en 100 ml de 2-metoxietanol, mas dos partes de
una solucion de fosfato acido de sodio hepta-hidratado (Na;HPO4-7H;0) 0.2 M en
agua destilada. Las muestras se tifieron colocandolas por 15 segundos en

microondas a maximo poder, mas 5 minutos a temperatura ambiente (Christie &
Edwardson 1994).

Las muestras teriidas con ambos tintes se lavaron en etanol 95%. En el
caso de la tincion con Azure A el tejido se monté en la resina de montaje
Euparal® normal, y para las muestras tefiidas con O-G en Euparal “Vert'®. Las
observaciones se realizaron en un microscopio de luz Zeiss 25 (Zeiss, Alemania),
con lente de inmersidn.
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5. Resultados

Los ELISA realizados para la deteccidn de virus demostraron la presencia
de los seis virus analizados (CymMV, ORSV, TRV, CymRSV, TSWV y CMV) y el
género viral Potyvirus en el vivero B, mientras en el vivero A no se detectaron el
CymRSV ni el CMV (Fig. 3 y Cuadro 3). En ambos viveros se encontraron tanto
infecciones simples como mixtas de los virus incluidos en la investigacion.

Los virus CymMV, ORSV, TRV y asi como el género Potyvirus fueron los
que se detectaron con mayor prevalencia en el estudio en general, tanto en
infecciones simples como mixtas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Frecuencia de aparicién de cada uno de los virus detectados en
cada vivero y en total.

A B Total

Virus # Plantas % # Plantas % # Plantas %
CymMV 12 31.6 57 36.5 69 35.6
Potyvirus 16 42 1 15 9.6 31 16.0
ORSY 3 7.9 20 12.8 23 11.9
TRV 3 7.9 20 12.8 23 11.9
CMV 0 - 18 115 18 9.3
TSWV 4 10.5 12 ;S 16 8.2
CymRSV 0 - 14 9.0 14 7.2
Total 38 100.0 156 100.0 194 100.0

5.1 Infecciones virales detectadas por ELISA en el vivero A

De las 32 plantas nativas analizadas en el vivero A, diez (31.3%) no

presentaron reaccion positiva en los ensayos de ELISA, diez resultaron positivas
para un virus (31.3%) y 12 (37.4%) para dos o mas virus (Fig. 1 y Cuadro 4), en
total 68.8% de plantas positivas.
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Numero de plantas nativas en el vivero A segun la cantidad de
especies virales detectadas por ELISA y el area donde se
encontraron.

De las 16 plantas no nativas, dos plantas del area 01 y 14 plantas de area
02, cuatro no fueron positivas para ninguno de los virus analizados por ELISA;

seis presentaron infecciones simples de CymMV, y una con infeccién con

potyvirus; cuatro presentaron infeccion mixta CymMV-ORSV, y una con infeccion
mixta CymMV-ORSV-TRV.

Cuadro 4. Porcentajes de infecciones simples y mixtas en

plantas nativas evaluadas en ambos viveros.

Vivero A Vivero B
N° virus | 01 02 |plantas | % 03 04 05 06 |plantas| %
0 10 - 10 31.3 | 42 7 10 1 60 40.5
1 9 1 10 31.3 20 10 16 5 51 34.5
2 8 1 9 28.1 8 5 2 3 18 12.2
'3 6 mas 3 - 3 9.4 13 2 2 2 19 12.8
Totales | 30 2 32 100 83 24 30 11 148 100.0




5.2 Infecciones virales detectadas por ELISA en el vivero B

De las 148 orquideas nativas analizadas por ELISA en el vivero B se
encontrd que 60 (40.5%) de las plantas no fueron positivas para ninguno de los
virus analizados por ELISA, mientras que 51 (34.5%) presentaron infeccion simple
y 37 (25.0%) presentaron infeccién mixta (Fig. 2, Cuadro 4).

La uUnica planta no nativa a la que se le realizaron las pruebas de ELISA fue
Coelogyne dayana, que fue positiva para ORSV.
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Figura 2. Numero de plantas del viveroc B segun la cantidad de especies
virales detectadas por ELISA y el area en donde se encontraron.

5.3 Comparacién entre viveros

Al comparar las infeciones virales simples encontradas en cada uno de los

viveros evaluados se determiné que:
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a. en el vivero B se encontraron todos los virus evaluados en este estudio,

b. en el vivero A sélo se detectd al CymMV, el TSWV y los potyvirus,

c. la infeccion simple mas abundante en ambos viveros fue la causada por el
CymMV, seguida por los potyvirus en el vivero A y por el CMV en el B.

En la figura 3 se compara el numero de plantas encontradas con infeccion
simple en ambos viveros para los diferentes virus, y el cuadro 5 muestra las
combinaciones de virus comunmente detectadas. Las especies de plantas con
infeccion simple se comentan en la seccion 5.4,

BViv. A
BViv. B

Numero de plantas

3 3
mom .l ll
CymMy ORSY TRV CymRS‘u’ TSWV Potyvirus

Especie o género viral
Figura 3. NUmero de plantas detectadas con infeccion viral simple por vivero.

En total, en este estudio se detectaron 49 infecciones virales mixtas, 24.5%
de éstas en el vivero A. El porcentaje de infecciones mixtas respecto al total de
infecciones detectadas en especies nativas para cada vivero fue de 54.5% para el
Ay 42.0% para el B. Los tipos de infeccién mixta se muestran en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Combinaciones virales encontradas en los viveros A y B.

Fn;bina'ﬁﬁﬁéﬁﬁbnntradas ] N° Plantas
| | Vivero A | Vivero B | Total
;CymM"l.nf TRV - 1 1
CymMV  TSWV 1 - 1
i‘:ymMU Potyvirus ' 4 11
Eymww ORSV : 6 10 |
I ymMV  ORSV Potyvirus 2 2
Eymh‘i‘u" ORSV TRV - 2 3
CymMV ORsSV TRV Potyvirus 1 - 1
CymMV  ORSY TRV TSWV - 1 1
CymMV ORSY TRV CymRSV - 2 2
iCj,rmM"u" ORSY TRV CymRSV  CMV - 2 2
ymy CMV - 2 2
ymMV  CMV TRV - 1 1
ymMY  CymRSV  TSwWv - 1 1
Fyml‘uw CymRSV TRV - 1 1
]'Cyml'uw CymRSV CMV - 1 1
CymMV  CymRSV CMV TRV . 1 1
CymMV  CymRSV Potyvirus TRV - 1 1
?DHS"U' TRV Polyvirus 1 - 1
DRSY TRV TSWvV 1 - 1
ORSV TRV CMy - 1 1
OR3V TRV CMvV CymRSVY - 1 1
TRV CymRSV - 1 1
TRV CymRSV TSWV Potyvirus - 1 1
TRV CymRSV TSWV  CMV = 1 1
TSWV Chiy - 2 2
TSWV Patyvirus 1 2 3
Total 12 37 | 49

Al comparar el porcentaje de infecciones mixtas detectadas, en cada vivero
se obtiene que las infecciones virales mixtas mas frecuente en los invernaderos A
y B fueron CymMV-potyvirus y CymMV-ORSV, respectivamente (Cuadro 5). En
general, las infecciones mixtas CymMV-potyvirus fueron las mas frecuentes en
todo el estudio. Las infecciones mixtas TSWV-CMV, TSWV-potyvirus y CymMV-
CMV, se presentaron en dos ocasiones en el vivero B, y la dltima, en una
oportunidad en el A. Las demas combinaciones dobles se presentaron sélo una
VEZ en uno u otro vivero.

La infeccion triple mas frecuente fue la combinacion CymMV-ORSV-TRV,
presente una vez en el vivero A y dos veces en el B. La combinacién CymMV-
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ORSV-potyvirus se encontro dos veces en el vivero B. Otras siete combinaciones
de tres virus se detectaron en una sola ocasion, dos de ellas en el vivero A y cinco
en el B (Cuadro 5).

Se detectaron ocho infecciones cuadruples; la Unica que sucedid en dos
ocasiones fue la combinacion CymMV-ORSV-TRV-CymRSV en el vivero B. La
unica combinacion de cinco virus detectada es semejante a la anterior mas el
virus CMV, y se presentd en especimenes de Pleurothallis tonduzii y Sobralia cf.

bradeorum, la primera en el area 03 y la segunda en la 08.

La ocurrencia de las combinaciones de CymMV-ORSV, mas uno o dos
virus extra, ocurrié en ocho ocasiones. CymMV-ORSV-TRV con otros virus se
detecto en cuatro ocasiones. La combinacion CymMV-CymRSV con otros virus se
detectdé en cinco oportunidades, y ORSV-TRV con otros virus se detecto cuatro

veces.

5.4 Sintomas observados en algunas especies con infeccidn viral simple

Se observd que los sintomas més comunes en plantas nativas infectadas
con alguno de los virus son el moteado, amarillamiento general o por zonas en las
hojas, y el bandeado clordtico. Muy pocas plantas presentaron flores durante la
epoca de recoleccion de datos y muestreo, y en ningln caso se observé sintomas
de jaspeado, necrosis o marchitamiento precoz.

Los sintomas mas frecuentes en plantas infectadas por CymMV fueron el
moteado, el amarillamiento, el aclaramiento de venas y el bandeado clorético
(Cuadro 6, Fig. 4). En algunos casos se presentaron deformaciones de la ldmina
foliar, venas engrosadas o ampollado de la hoja. Las diferentes especies de
Pleurothallis incluidas en el estudio presentaron principalmente moteado; sélo en
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un caso se presento venas engrosadas y en otro, hojas deformes. Sin embargo,
algunas especies de este género presentaron otros sintomas, tales como
amarillamiento y bandeado clorético de la hojas, y aclaramiento de venas. En las
especies del género Encyclia el sintoma comun es el amarillamiento de las hojas,

Cuadro 6. Sintomas observados en las plantas con
infeccion simple de CymMV.

Especie, variedad o hibridc  Area  Tallay Vigor __ Sintoma foliar Malformacién

Brassia gireoudiana 01 Disminuida Mt N Acu DL
Cattleya bowningiana 05 Normal, Dism. Mt Am N no

Cattleya hibrida 01 Disminuida Bel Veng Acu DL
Chondrorhyncha reichenbachiana 03 Disminuida Mt Am Arr

Encyclia cocleatha 05 Normal, Dism. Mt Ms Am no

Encyciia sp. 04 Normal, Dism.  Bel Am Anccl no
Epidendrum ciliare 01 Disminuida Am N Bcl no
Epidendrum sp. 05 Normal Am mchab manchas hundidas
Epidendrum summerhayesii 04 Normal Bel Mchab no

Gongora amparoana 06 Normal Mt Am no

Lycaste bradeorum 04 Disminuida Ms Am Bcl no
Masdevallia sp. 04 Normal AclV no

Maxillaria rodngueziana 05 Normal Mt Am N Bcl Veng Amp
Mesospinidium warscewiczii 03 Normal Mt N Bel Amp
Oncidium inthmi 0& Normal Mt Am no

Oncidium kiotzschianum 05 Nomal Mt Am N no

Oncidium sp. 05 Normal Mt Ms Am no

Oncidivm stenotis 05 Normai Mt Ms Am N no
Fleurothallis cardiothallis 05 Normal Mt Am AclV Bel  algunas deformes
Pleurothallis floribunda 0s Normal MtN Am AclV _ Acu
FPleurcthallis powellii 05 Normal Mt N AclV Veng
Pleurothallis volcanica 03 Disminuida Mt N Bcl no

Prescottia sp. 03 Normal, Dism.  Am Mt borde deforme
FProsthechea prismatocarpa 04 Normal Mt N Bcl Am DL
Scaphyglottis bifida 05 Normal Mt Bcl Am apice  Veng
Scaphyglottis imbricata 06 Normal Mt Am no
Scaphyglottis micrantha 03 Normal N Am no
Scaphyglottis sp. 03 Normal Mt no

Trichopilia marginata 05 Normal Am Bel AclV Veng
Zootrophion sp. 03 Normal Mt Mcham no

Nota: AclV = aclaramiento venas, Acu = acucharamiento, Am = amarillamiento; Amp =
ampollado; Anccl = anillos clerdticos; Bel = bandeado clordtico; DL = disminucién de |a lamina
foliar, Dism. = disminuida, Mchab = manchas blancas: Mcham = manchas moradas;, Ms =
mosaico; Mt = moteado; N = necrosis; Veng = venas engrosadas.
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acompafnado de moteado y otros sintomas clordticos. En  las especies de
Epidendrum se encontraron bandeados clordticos, amarillamientos y algunas
manchas blancas en las hojas. En todos los Oncidium sintomaticos se hallaron
moteados, amarillamientos y mosaicos. En el género Scaphyglottis se observaron
diferentes combinaciones de sintomas en cada especie evaluada. En general,
cuando se presentaron deformaciones en la lamina foliar, los sintomas cloréticos
fueron mas severos, en especial en hojas jovenes.

Las plantas infectadas con ORSV mostraron variacion en la combinacién
de sintomas, que incluyen moteado, mosaico, bandeado clorético, amarillamiento
de las hojas y aclaramiento de venas (Cuadro 7, Fig. 5 A-B). Coelogyne dayana
fue la Unica especie foranea muestreada en el vivero B, y la Gnica planta en
presentar arrugamiento en los bordes de algunas hojas, ademas del bandeado
clorético y el aclaramiento de las venas.

Cuadro 7. Sintomas observados en las plantas con
infeccién simple de ORSV.

Especie, variedad o hibrido _ Area  Tallay Vigor  Sintoma foliar Malformacién

Coelogyne dayana 05 Normal Bel Aclv Arr bordes
Encyclia alata 04 Normal, Dism. Mt Bel no
Lycaste dowiana 04 Normal, Dism. MtAmN Amp
Warscewiczella discolor 05 Diminuida Ms N Bel no

Nota: AclV = aclaramiento venas; Am = amarillamiento: Amp = ampollado; Arr = arrugamiento;
Bel = bandeado clorético; Ms = mosaico; Mt = moteado: N = necrosis.

En las plantas infectadas con TRV, el sintoma comun fue el moteado,
acompanado de amarillamiento en Sobralia fragans y Pleurothallis eumecocaulon
(Cuadro 8, Fig. 5§ C-D). En S. fragans también se observé deformacién de la
lamina foliar y bandeado clorético.
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Cuadro 8. Sintomas observados en las plantas con

infeccion simple de TRV.
Especie, variedad o hibrido Area Talla y Vigor Sintoma foliar Malformacién
Maxillaria brunnea 03 Normal, Dism. Mt no
Pieurothallis eumecocauion 03 Normal Mt Am N no
Sobralia fragans 03 Disminuida Mt N Am Bcl _ Amp punta deforme

Nota: Am = amarillamiento; Amp = ampollado; Bel = bandeado clorético;

Necrosis,

Mt = moteado; N =

Los sintomas mas comunes observados en las plantas infectadas por

TSWV fueron el moteado y el amarillamiento; en algunos casos también se
observé bandeado clordtico (Cuadro 9, Fig. 5 E-F). Ademas, en cuatro de las

cinco plantas infectadas por este virus se observaron venas engrosadas, y en un

caso, acucharamiento de la hoja.

Cuadro 9. Sintomas observados en las plantas con

infeccion simple de TSWV.
Especie, variedad o hibrido Area Tallay Vigor _Sintoma foliar __Malformacién
Brassia gireoudiana 04 Normal Mt mchab Am N hojas dobladas
Cattieya skinneri o1 Normal, Dism. Am general Acu
Calileya sp. 05 Normal, Dism. MtAm N Veng DL
Stelis sp. 03 Normal Mt Am Bcl Veng
Trichopilia sp. 03 Normal, Dism. Mt N Bcl no

Mota: Mt = moteado: N = necrosis; Am = amarillamiento; Bel = bandeado clorético; mchab =
manchas blancas; Veng = venas engrosadas, Acu = acucharamiento; DL = disminucion de la

lamina foliar foliar,

Las plantas infectadas por potyvirus presentaron en su mayoria moteados,
y algunas bandeados cloréticos (Cuadro 10, Fig. 6 B-D).




Cuadro 13, continuacion.

|Género o especie Vivero Informe nuevo
Sobralia cf. bradeorum B GE
Stelis imraei B E
Trichopilia marginata B £
Zootrophion sp. B G

Nota: * = indica especia endémica para Costa Rica; E = especia; G = género.

Cuadro 14. Géneros y especies de orquideas nativas: nuevos informes
de infeccién de ORSV.

Género o especie Vivero Informe nuevo
Arpophylium giganteum
Encyclia alata
Epidendrum piliferum
Lycaste brevispatha
Lycaste dowiana
Lycaste macrophylla
Maxillania brunnea
Maxillaria obscura
Maxillania ringens
Mormodes sp.
Oncidium bracteatum
Pleurothallis bothros
Pleurothallis racemiflora
Pleurothallis tonduzii
Prosthechea ionocentra
Scaphyglottis prolifera
 Sobralia cf. bradeorum
Sobralia sp.

> |(0|0|0m|m o mo> 0 0mnn oo oo
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Nota: E = especie; G = género.
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Cuadro 15. Géneros y especies de orquideas nativas: nuevos informes

de infeccion de TRV.

(Género o especie Vivero Informe nuevo
Elleanthus tonduzii B GE
Epidendrum piliferum B GE
Maxillaria brunnea B GE
Maxillaria ctenostachya B GE
Maxillaria obscura B GE
Mormodes sp. A G
Oncidium bracteatum B GE
Fleurothallis bothros B GE
Pleurothallis dentipetala B GE
Pleurcthallis eumecocaulon B GE
Pleurothalfis tonduzii B GE
Prosthechea ionocentra B GE
Sobralia cf. bradeorum B GE
Sobralia fragans B GE
Sobralia sp. A G
Stelis imraei B GE

MNota: E = especie; G = género.

Cuadro 16. Géneros y especies de orquideas nativas: nuevos informes

de infeccion de CymRSV.

Género o especie Vivero Informe nuevo
Elleanthus caricoides B GE
Elleanthus tonduzii B GE
Maxilaria brunnea B GE
Maxilaria ctenostachya B GE
Pleurothallis bothros B GE
 Pleurothallis tonduzii B GE
Sobralia cf. bradeorum B GE
Stanhopea sp. B G
 Stelis_imrasi B GE
Stenorrhinchos speciosum B GE

Mota: E = especie; G = género.
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Cuadro 17. Géneros y especies de orquideas nativas: nuevos informes

de infeccion de TSWV.

Género o especie Vivero Informe nuevo
Brassia gireoudiana B GE
Elleanthus caricoides B GE
Maxillaria ringens B GE
Maxillaria sp. B G
Mormodes sp. A G
Pleurothallis loranthophylla B GE
Pleurothallis sp. B G
Scaphyglottis bidentata B GE
Stanhopea sp. B G
Stelis sp. B G
Trichopilia sp. B G
Trichosalpinx blaisdelli B GE

Nota: E = especie, G = género.

Cuadro 18, Géneros y especies de orquideas nativas: nuevos informes
de infeccion de potyvirus.

Nota: E = especie; G = género.

Género o especie Vivero Informe nuevo
Amparoa costarricensis B GE
 Cattleya dowiana A GE
Caltleya hibrida A GE
Cattleya skinnen A GE
Elleanthus caricoides B GE
Elleanthus tonduzii B GE
Epidendrum firmum A GE
Epidendrum parkinsonianum A GE
Epidendrum stanfordianum B GE
Maxillaria ramonensis B GE
Octomeria valerioi B GE
Oerstedella centropetala B GE
Oncidium schroederanum B GE
 Otoglossum globuliferum B GE
Prosthechea pygmeae B GE
Rhynchostele hortensiae B GE
Scaphyglottis prolifera B GE
| Sobralia sp. B GE )
Trichosalpinx blaisdellii B GE
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Cuadro 19. Géneros y especies de orquideas nativas: nuevos informes
de infeccion de CMV.

Género o especie Vivero Informe nuevo
Brassia arcuigera B GE
Cattleya skinnen B GE
Maxillaria brunnea B GE
Maxillaria inaudita B GE
Pescatorea cerina B GE
Pleurothallis cardiotallis B GE
Pleurothallis dentipetala B GE
Pleurothallis loranthophyila B GE
Pleurothallis sp. B G
Pleurothallis tonduzii B GE
Prosthechea ionocentra B GE
Scaphyglottis bidentata B GE
Sobralia cf. bradeorum B GE
Stelis imraei B GE
Stelis spathulata B GE
Warscewiczella discolor B GE

MNota: E = especie; G = género.




5.6 Resultados de microscopia de luz

5.6.1 Andlisis para deteccion de estructuras fangicas

En el Cuadro 19 se detallan las especies de orquideas, el area de

recoleccion, y una descripcion breve de las lesiones encontradas en cada una de

las plantas evaluadas. En todos los casos se observaron hifas y esporas al utilizar
tincién de lactofenol azul y observar al microscopio a 1000 X. Las hifas se

observaron incluso a 400 aumentos.

Cuadro 20. Plantas infectadas con hongos analizadas
por microscopia de luz.

Especie de orquidea Area Descripcion de necrosis

Epidendrum stanfordianum 05 |Masiva, negro marron.

Masdevallia reinchebachiana 03 |Adaxiales y abaxiales pequefias y
abundantes, negras

Oncidium bracteatum 06 |manchas negras en estrias

Oncidium sp. 03 |Adaxiales grandes (>3 cm) e irregulares,
hundidas entre negras y marron,
abaxiales pequefias de aproximadamente

- 1 mm, negras.

Pleurothallis bothros 03 |Pequenas manchas negras en ambos
lados de la hoja, relacionadas con

i manchas moradas

Pleurothallis cardiothallis 05 |Adaxiales anulares hundidas marron,
abaxiales pequefias y abundantes,
negras.

Pleurothallis floribunda 05 |Apice necrosado (negro) y seco

Stelis imraei 03 |Abaxiales pequefias (1 mm) redondeadas
y negras, adaxiales irregulares profusas,

, negro-marrén.

| Stelis spathulata 03 | Abaxiales pequeiias, abundantes, negras

Sthanopea sp. | 03 |Adaxiales medianas negras




5.6.2 Deteccion de inclusiones virales

La dnica planta en la que se identificd claramente la presencia de
inclusiones virales fue una Pleurothallis fulgens, encontrada en el area 03 (vivero
B). En ésta se observaron inclusiones tipo cristales agregados tefiidas con Azure
A de color morado oscuro en cortes transversales de meséfilo y epidermis (Fig. 7).

La lista de las plantas analizadas para la deteccion de inclusiones virales se
encuentra en el apéndice VI.



Figura 4. Diferentes sintomas observados en infeccién simple de CymMV en orguideas de
especies nativas de Costa Rica. A) Zootrophion sp. B) Oncidium sp. C) Cattieya hibrida. D)
Masdevallia sp. E) Pleurothalis floribunda. F) Trichapilia marginata. G) Prasthechea prismatocarpa.
H) Oncidium stenalis. Nota: Acl = aclaramiento de venas, Am = amarillamiento; Bcl = bandeado
clorético; DL = deformacién lamina foliar foliar, Mm = manchas moradas; Mt = moteado;, Ms =
mosaico; N = necrosis; Veng = venas engrosadas.




Figura 5. Sintomas inducidos por infecciones virales simples de ORSV (A y B), TRV (C y
D)y TSWV (E y F) en algunas orquideas de especies nativas. A) Warscewiczella discolor.
B) Lycaste dowiana. C) Sobralia fragans. D) Pleurothallis eumococaulon. E) Trichopilia sp.
F) Cattleya sp. Nota: Am = amarillamiento; Bcl = bandeado clorético; DL = deformacion
lamina foliar foliar; Ms = mosaico; Mt = moteado; N = necrosis; Veng = venas engrosadas.




Figura 6. Sintomas inducidos por infecciones virales simples de CymRSV (A), potyvirus
(B, CyD)yCMV (E y F) en algunas orquideas de especies nativas. A) Stenormhynchos
speciosum. B) Encyclia pigmea. C) Calfleya skinnen. D) Oncidium schroederianum. E)
Stelis spathulata. F) Pescatorea cenina. Nota: Am = amarillamiento; Bel = bandeado
clorético; Mt = moteado.
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Figura 7. Inclusiones virales encontradas en Pleurothallis fulgens por microscopia de luz
a 1000 X. A) inclusiones en mesdfilo; B) inclusiones en epidermis.




6. Discusion y conclusiones

En este estudio se identificaron los virus CymMV, ORSV, CymRSV, TRV
TSWV, CMV y el género Potyvirus, en al menos uno de los viveros analizados.
Como mencionaran Zettler et al. (1990) y Hu ef al. (1993), estos virus y el género
viral detectados, se han encontrado anteriormente en orquideas mantenidas en
invernaderos.

En Costa Rica sélo el CymMV habia sido informado con anterioridad en
Phaius tankervillae (Moreira et al. 1999) e hibridos de Cattleya (Velasco et al. 1986).
Ninguna de estas orquideas es nativa. En el ambito mundial, se reconoce que los
virus CymMV y ORSV son los virus mas cominmente encontrados afectando
orquideas en invernadero (Zettler ef al. 1990, Lawson 1995).

Los virus CMV, TSWV y el potyvirus BYMV han sido detectados en
orquideas en ofros paises; sin embargo, en Costa Rica se han informado
anteriormente en otros cultivos (Rivera ef al. 1990 y 1991), y no en orquideas. Los
virus CymRSV y TRV son informados por primera vez en el pais en este estudio.

Los potyvirus son el género de virus de plantas mas grande que se conoce:
cuentan con casi 180 especies que infectan a un amplio ambito de especies
vegetales (Shukla ef al. 1994). Al menos ocho potyvirus se han reconocido
infectando orquideas (Zettler ef al. 1990, Lawson 1995). Debido a que en este

estudio se empled un anticuerpo general que permite detectar a un amplio grupo de
especies del genero Potyvirus, éstos son informados como bloque, y no se conoce
cuales especies virales estan presentes en los viveros analizados (Fig. 3 y Cuadro
5). Esto abre un nuevo frente de estudio para reconocer si los potyvirus encontrados
coresponden a BYMV, Dendrobium mosaic potyvirus (DeMV), CYVC-C,

Cypripedium filamentous potyvirus, Tumip mosaic potyvirus, Vanilla mosaic
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potyvirus, Calanthe mosaic potyvirus o Caretobium mosaic potyvirus, o si hay otras
especies de este género viral que afectan las orquideas en el pais.

Como se observa en la figura 3, en el vivero B se detectaron mas especies
virales que en el A. La abundancia de plantas, las condiciones en que son
mantenidas, y el origen de éstas, son diferentes para cada uno de los viveros.
diferencias que podrian estar influyendo en la cantidad de especies virales
presentes en cada vivero.

Las colecciones de los dos viveros en los que se desarrolié el estudio,
contienen tanto plantas nativas, como especies e hibridos introducidos. En el caso
del vivero A, la coleccién principal de plantas madres se establecié en 1989,
formada principalmente por especies e hibridos extranjeros y posteriormente en el
vivero se introdujeron especies nativas. En este vivero, la mayoria de las plantas no
nativas ingresaron desde Taiwan durante la década de 1990, pero también se
Cuenta con otras adquiridas en el pais a importadores o coleccionistas privados.

La coleccion del vivero B, se inicid entre los afios 1940 y 1950 como

coleccion privada, y contenien tanto especies nacionales como introducidas, y gran
cantidad de hibridos. Ademas, se encontraron muchas orquideas que ingresaron a
la coleccion en las décadas de 1980 y 1990, y provenian directamente de diferentes
partes de Ameérica Latina, Asia y Africa, o fueron donadas o canjeadas por
coleccionistas privados que las habian importado tiempo atras.

Actualmente, muchos de los especimenes presentes en las colecciones de
ambos viveros son producto de donaciones, intercambio con otros coleccionistas,
decomisos y algunas compras. Las plantas decomisadas recibidas provienen de los
llamados “materos”, y el vivero B es el que mayor cantidad de plantas ha recibido
por este concepto.

Esta breve descripcion de la manera cémo se han conformado las

colecciones de los viveros A y B, permite comprender porque en el estudio (Cuadro
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2) se incluyeron algunas especies que no son nativas, cuando el fin principal de
esta investigacion era evaluar si los virus seleccionados afectaban las especies
nativas presentes en ambos viveros.

Conociendo que en el pais se encuentra un grupo considerable de
coleccionistas y comercializadores de orquideas, que han importado orquideas de
diferentes partes del mundo, la mayoria de las veces sin ninguna precaucién
cuarentenaria, sumado al intercambio y venta de especies e hibridos que se
produce entre coleccionistas y publico en general, era de esperar que los virus
CymMV y ORSV se encontraran presentes en las colecciones de los viveros en
estudio, y pueden haber ingresado a éstas mediante plantas contaminadas.

Los potyvirus detectados en este estudio, pueden haber ingresado a las
colecciones mediante material contaminado proveniente del campo, y pudieron
posteriormente ser dispersados en la coleccion, por afidos, o mecanicamente por el
uso de herramientas contaminadas. Hamon (1995) informd que los afidos Aphis
gossypii y Sitobion luteum son plagas de orquideas. Ambas especies se encuentran
en Costa Rica (Voegtlin & Rivera 2002, en preparacion), pero no se ha comprobado
si estos afidos estan transmitiendo estos virus en orquideas en el pais. En ninguno
de los dos viveros en que se desarrollaron las evaluaciones de las colecciones, se
cuenta con malla anti-afidos. Ademas, en una ocasion algunos afidos fueron
encontrados en dos plantas de Masdevallia spp. en el vivero 03, aungue no se les
pudo identificar por no encontrar adultos alados.

Dado que son varios los potyvirus informados como patogenos de orquideas,
y al no contar con la informacién de cuales son las especies virales y las plantas
hospederas reservorios gue hay presentes en el pais, adema de la posible
transmision por afidos, el problema aun no se puede cuantificar ni definir el nivel de

riesgo, por lo que se recomienda que estos puntos sean tratados esuturas
investigaciones.
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Aungue la mayoria de las orquideas son epifitas (Dressler 1981) y en las
colecciones son mantenidas atadas a pequefios troncos o bien en macetas o
canastas con sustratos sin tierra (Rittershausen & Rittershausen 2001), la presencia
de virus transmitidos por nematodos en orquideas (que no se encuentren
sembradas en tierra) podria ser considerada extrafia. Los virus Tomato ringspot
nepovirus (ToRSV) y el TRV han sido informados afectando orquideas y son
transmitidos por nematodos (Lawson 1995). El TRV es transmitido principalmente
por nematodos del orden Dorylaimida (Zettler et al. 1987, Lawson 1995); sin
embargo, también puede trasmitirse por medios mecanicos (Zettler et al. 1987,

Lawson 1995), de tal manera que el uso de sustratos, potes y herramientas de
siembra contaminados, podrian ser las causas de la presencia de este virus en las
colecciones estudiadas.

En este estudio el TRV se encontré en infeccion simple solamente en el
vivero B (Fig. 3) y en ambos viveros en infecciones mixtas (Cuadro 5). En el vivero
A (rara vez en el B) en ocasiones uno de los componentes del sustrato, empleado
es la cascara de “coquito”, que antes de empleario como medio de siembra, se
mezcla con tierra y permanece a la intemperie durante un tiempo variable para
permitir que los microorganismos degraden los aceites remanentes. Posteriormente
a este proceso, los “"coquitos” se lavan con agua, pero ésto no asegura la
eliminacion de posibles infecciones con nematodos. En ambos viveros se
observaron plantas de la orquidea terrestre del género Sobralia sp., que fueron
positivas para TRV (apéndices IV y V), sembradas fuera de los invernaderos. Podria
considerarse que estas plantas adquirieron el TRV en estos sitios, y posteriormente
lo introdujeron a la coleccion mediante la contaminacién de los instrumentos de
poda. Cabe también la probabilidad de que estas plantas de Sobralia sp. pudieron
encontrarse contaminadas antes del ingreso a los viveros, ya fuera en los
ambientes naturales o en las colecciones de donde provinieron. Zettler et al. ( 1994)

mencionan que se espera que TRV no constituya un problema importante en el

cultivo de orquideas, debido a que la mayoria de los cultivos se realizan en medios
especiales sin suelo, en los cuales los nematodos no pueden establecer grandes
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poblaciones (Zettler et al. 1987). La diseminacion mecanica puede ser mas efectiva,
lo que podria ser la responsable por el 11.9 % del total de las plantas que se
hallaron infectadas en este estudio (Cuadro 3).

Las seis especies y el género viral incluidos en este estudio se transmiten
facilmente por medios mecanicos (Cuadro 1, Zettler et al. 1990, Hu et al. 1998), por
lo que dentro de las colecciones pudieron pasar de una planta a otra por mal
manejo, por desconocimiento o metodos inefectivos de desinfeccion de los
instrumentos de poda.

Por otro lado, no hay informes certeros de que los virus que afectan
orquideas se transmitan a través de semilla, aunque se ha informado que es posible
infectar las plantulas con material materno contaminado (Yuen et al. 1979, Porter et
al. 1996). En ambos viveros se practica el cultivo de semillas, pero no se han
evaluado las practicas utilizadas, a fin de determinar si la contaminacion con
material materno podria ser la fuente potencial del inéculo. Es importante
determinar cual(es) especie(s) de potyvirus infectan las orquideas en los viveros en
estudio, y cuales de estos virus son transmitidos por semilla, ya que se ha
informado que BYMV y DeMV se trasmiten por este método, al menos en ensayos
en Fabaceae (Shukla ef al. 1994). De los virus evaluados en este estudio, también
son transmitidos por semilla el CMV y el TRV, por lo que aumenta la lista de riesgo,

aunque se carece de informacion exacta de su transmision en orquideas por este
medio (Mink 1993).

Los resultados indican que el orden de prevalencia de los virus evaluados en
este estudio, en términos generales, es el siguente: CymMV, potyvirus, ORSV-TRYV,
CMV, TSWV, CymRSV (Cuadros 3-5). CymMV es el virus mas frecuentemente
encontrado, lo cual coincide con lo informado por otros estudios (Zettler et al. 1990,
Lawson 1995, Lawson & Hsu 1995, Geraci 1996). El ORSV es el segundo virus mas

prevalente en el mundo, sin embargo, en este estudio cuenta con el tercer lugar,
después de los potyvirus.
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Hay muy poca informacion publicada con respecto a los sintomas foliares
inducidos por virus en orquideas; la mayoria se ha orientado a los sintomas en las
flores. El valor comercial de las orquideas esta ligado a la calidad floral, y muy
probablemente se considere que si no hay efecto sobre éstas, la infeccion no es de
importancia (Lawson 1995). Por otra parte, la mayoria de la informacién disponible
sobre este tema se centra en las especies e hibridos de flores e inflorescencias
vistosas. En esta investigacion se observé la mayoria de los sintomas en hojas, y

en las pocas ocasiones en que se observd floracion, las flores no presentaron
sintomas.

Las plantas con infeccién viral simple son las que permiten la descripcion de
los sintomas inducidos por el virus en cada especie vegetal particular, debido a que
una combinacion de virus puede producir sintomas diferentes o agravados con
respecto a las infecciones simples (Walkey 1985, Matthews, 1992, Lawson 1995).
Para la descripcion de los sintomas, lo ideal es contar con un nimero considerable
de plantas de la misma especie con el mismo tipo de infecciéon. Uno de los
objetivos planteados en este estudio era la descripcion de sintomas para las

especies virales detectadas. Este objetivo no pudo cumplirse debido a que la
cantidad de plantas con infeccién simple fue muy baja (Fig. 3 y Cuadro 4). Aunque
con la muestra presente no se puede afirmar una correlacién entre los sintomas
observados en cada especie o género de orguidea con un virus en particular,
debido a la falta de repeticiones, en la mayoria de los casos los sintomas son
clorosis tipicas que variaron en intensidad y patron en los casos evaluados. Por
otra parte, especialistas como Jensen & Gold (1955) y Corbett (1967) mencionaron
que existe gran variabilidad de los sintomas entre especies de orquideas infectadas
por virus (en especial CymMV y ORSV).

En este estudio, debido a la abundancia de hongos (principalmente en el
vivero B), los sintomas de necrosis son inciertos de asignar como responsabilidad

de los virus, ya que éstas se presentan como reaccién hipersensible de las plantas
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a la invasion de distintos patégenos (Culver ef al. 1991, Ohtsubo ef al. 1999). Se
requiere mas tiempo de observacién de las plantas con la infeccién identificada y
estudios histologicos para establecer si existe relacion entre las infecciones virales y
los sintomas necréticos observados.

Aunque los virus CymMV y ORSV son reconocidos por inducir sintomas con
un patron definido en algunas especies de orquideas, la variacién de éstos entre
especies y géneros incluidos en este estudio, implica posibles diferencias de
susceptibilidad de éstas a los virus (Hu et al. 1994, Lawson 1995).

La unica planta con infeccién simple de CymRSV detectada aqui (Fig. 6:A),
muestra un sintoma tipico informado para esta especie: el moteado (Hollings et al.
1977). EI CymRSV presenté muy baja frecuencia en el vivero B, sélo en una planta
en forma simple y 13 en infeccién mixta (Cuadros 3 y 4).

Los sintomas observados en las infecciones por potyvirus fueron muy
similares entre plantas (Cuadro 10 y Fig. 6 B-D), pero a falta de identificacién de
cada virus particular y de mas repeticiones, no se puede aseverar que los sintomas
cumplan un patrén. Hu et al. (1993) encontraron dificultades y no pudieron
determinar cual o cuales eran los potyvirus encontrados en su estudio, aunque
probaron anticuerpos especificos para nueve diferentes potyvirus. En el caso de dos
plantas de Cattleya skinneri con variacién en los sintomas puede tratarse de
infecciones causadas por diferentes especies virales o por diferencias en el tiempo
o0 momento de infeccion entre ambas (Cuadro 10). Las probabilidades son
mdltiples, pero el BYMV y el DeMV, inducen sintomas de moteados (Hammond &
Lawson 1988), por lo que serian potenciales especies para identificar. Se requiere
de mayor nimero de repeticiones para asegurar si el arrugamiento en la base de las
hojas de Trichopilia, detectadas con infeccién de potyvirus, se debe a la infeccién
viral, o esté relacionado con cambios de temperatura o humedad, o se deba a
defectos genéticos, segin la opinién de especialistas en el cultivo de orquideas
(Sheehan 1995, Rittershausen & Rittershausen 2001).
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Se ha informado poco acerca de géneros de orquideas afectados por el
CMV, entre ellas Calanthe, Dendrobium, Miltonia y Phalaenopsis (Ko 1988, Lawson

1995, Lawson & Hsu 1995). Sin embargo, no debe extrafiar la gran cantidad de
I especies nuevas infectadas, encontradas en este estudio, si se considera que este

virus es uno de los que a nivel mundial se encuentra mas ampliamente distribuido y
que afecta a gran cantidad de especies vegetales. Las plantas de diferentes
especies infectadas por CMV detectadas, presentaban sintomas cloréticos
similares, pero con diferente intensidad entre especies (Cuadro 11 y Fig. 6 E-F). Por
otra parte, el CMV, es trasmitido por &fidos y ésta es una posible manera en que
llegd a las colecciones.

En cuanto a las plantas con infecciones multiples detectadas, no se
observaron mayores diferencias respecto al estado general y sintomas presentados
por las plantas con infecciones simples; es comdn para ambas condiciones la
variabilidad de sintomas observados, aunque seria l6gico esperar, que las
infecciones multiples produzcan sintomas mas fuertes que las infecciones simples,
como mencionan Zettler et al. (1990) y Lawson (1995).

Debido a que la mayoria de la literatura referente a infecciones virales en
orquideas mencionan principalmente géneros y no las especies analizadas (Lawson
& Brannigan 1975, Zettler et al. 1978 y 1990, Hu ef al. 1993, Brunt et al. 1996, Elliot
et al. 1996, Freitas-Astua ef al. 1999), es dificil establecer los casos reales de
nuevos informes, a nivel de especie, de infeccién de los virus en estudio. En este
trabajo se encontraron 150 posibles nuevos casos de infeccion viral en orquideas,
ya sea a nivel de especie, de género o ambos, segun se logré determinar;
lamentablemente, existen muy pocas repeticiones para cada caso particular.

La mayor cantidad de nuevos informes, tanto de especies COmo generos,
corresponden al vivero B (135 casos), debido al mayor nimero de plantas de

especies nativas mantenidas en éste, con respecto al vivero A y a que en este
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ultimo no fueron detectados dos de los virus en estudio (CymRSV y CMV). Ademés,
se debe destacar que la gran mayoria de las plantas del vivero B se encontraron
correctamente identificadas a nivel de especie (apendice V).

La mayoria de los nuevos informes son para CymMV (Cuadros 12 y 13), por
ser el mas abundantes, como se discutid anteriormente. El nimero de nuevos
informes para ORSV y potyvirus es igual (19), (Cuadro 12, 14 y 18), sin embargo
para el segundo caso se conocian menos géneros de orquideas infectados por
estos virus, de tal forma que casi todos los nuevos informes se pueden dar tanto
para la especie como para el género. Para TRV y CMV se hallaron 16 nuevos
informes (Cuadros 12, 15 y 19), la gran mayoria en ambos casos a nivel de género
y especie por el mismo fenomeno descrito con los potyvirus. Las 10 nuevas

infecciones de CymRSV aqui determinadas son importantes de destacar, ya que
desde la publicacién de la descripcion del virus, rara vez se han informado nuevas
especies o0 generos de orquideas infectados (Cuadros 12 y 16), (Zettler et al. 1990,
Lawson 1995). Por otra parte, los 12 informes nuevos para TSWV (Cuadros 12 y
17), confirman las sospechas de Zettler ef al. (1987 y 1990), de que este virus se
dispersaria en los cultivos de orquideas, a causa de su amplio ambito de plantas
hospederas, tanto cultivadas como silvestres.

Los géneros Amparoa (una especie), Brassia (2), Chondrorhyncha (1),

Elleanthus (6), Epidendrum (4), Masdevallia (1), Maxillaria (10), Mormodes (3),
Octomeria (1), Oerstedella (1), Oncidium (2), Otoglossum (1), Pescatorea (1),

| Pleurothallis (19), Prescotia (1), Prosthechea (5), Restrepia (1), Rhynchostele (2),
i Scaphyglottis (6), Sobralia (9), Stanhopea (2), Stelis (2), Stenorrhinchos (1),
Trichopilia (2), Trichosalpinx (2), Warscewiczalla (1) y Zootrophion (1) contienen

18).

Los géneros con mayor cantidad de nuevos informes en total (por género, por
especie 0 ambos) son Pleurothallis (24), Maxillana (16), Epidendrum (8), Elleanthus

' nuevos informes a nivel de género para alguno de los virus en estudio (Cuadros 12-
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(7). Oncidium (7), Prosthechea (7), Scaphyglottis (7), Lycaste (6), Cattleya (5) y
Sobralia (5), eéstos son cultivados por los coleccionistas en todo el mundo (Northen
1996, Rittershausen & Rittershausen 2001). Todos los géneros mencionados se
encuentran distribuidos ampliamente de manera natural por América Neotropical
(Dressler 1981 y 1993b), y el cultivo ha llevado a la mayoria de estos géneros a
otras latitudes donde son apreciados como joyas vivas (Northen 1996), aungue el
cultivo comercial normalmente da preferencia a los géneros Cattleya y Oncidium, y
a los hibridos de flores vistosas.

Entre las especies estudiadas, solo Gongora amparoana y Scaphyglottis
bifida son endémicas de Costa Rica, y el resto de las especies puede hallarse en
los otros paises del drea mesoamericana, especialmente Panama (Dressler 1993a,
Pupulin 2002). Por lo tanto, los informes nuevos deben llamar la atencién no sélo de
los coleccionistas nacionales, sino también de los de otros paises del area.

Tres casos importantes de destacar entre las especies que se encontraron
infectadas por alguno de los virus en el estudio, son Cattleya dowiana, C. skinneri y
el hibrido nativo de Cattleya infectadas por CymMV, CMV vy potyvirus
respectivamente. La primera especie es endémica de Costa Rica y la segunda se le
encuentra distribuida por Centroamérica (Dressler 1993a). Ambas plantas son
cultivadas con gran aprecio en Costa Rica y fuera del pais, y utilizadas en cruces
para producir hibridos (en especial C. dowiana). Estas son buenas razones para
determinar la capacidad de CMV para infectar estas especies y efectuar controles
fitosanitarios antes de hacer los cruces, en particular para CMV ya que este virus se
transmite a traveés de semilla en otras especies de plantas (Mink 1993). El caso del
hibrido de cattleyas nativas infectado con potyvirus es importante con relacién a la
aficion de los coleccionistas a este tipo de hibridos.

Los tejidos sintomaticos con infecciones fingicas revisados en todos los
casos mostraron estructuras tipicas de hongos (Cuadro 20). Para Costa Rica, se

han informado algunos hongos como patdégenos comunes en viveros que provocan




56

podredumbre negra (Phytophthora cactorum y Pythium ultimun) y manchas foliares
(Cercospora sp. y Phyllosticta sp.) los cuales podrian ser los responsables de estos
sintomas (Simone & Burnett 1995, Rivera-Coto 1998).

Al aplicar la técnica de tincion de inclusiones virales, los resultados no
siempre fueron satisfactorios debido a dificultades como la separacion de la
epidermis abaxial y lo quebradizo del tejido. Por lo tanto, se tomaron también
muestras de epidermis adaxial y en el caso de hojas gruesas, cortes transversales.
Otro problema fue la abundancia de rafidios y otros cristales en las células
epidérmicas y del mesdfilo de orquideas, los cuales, en muchos casos, retienen
ligeramente la tincion O-G, o impiden ver otras estructuras. En el tinico caso en que
se observaron inclusiones virales claras, Pleurothallis fulgens (Fig. 7), éstas tienen
la apariencia tipica de inclusiones de nepovirus (Christie & Edwardson 1994). El
unico nepovirus informado para orquideas es Tomato ringspot nepovirus; sin
embargo, no se pudo verificar la identidad del virus. Este hallazgo implica la
presencia de un sétimo virus, y tal vez mas, que se podrian encontrar en futuros
estudios. Ko (1988) relaciond las inclusiones celulares de CMV encontradas en
hojas con los sintomas cloréticos en hibridos de Phalaenopsis, por lo que

suponemos que en este caso se podria encontrar el mismo tipo de relacién.

Futuros estudios con la aplicacion de anticuerpos para otros virus no
evaluados en el presente, con microscopia de luz y electronica podrian revelar
algunos patégenos virales no diagnosticados en el pais hasta la fecha. Entre ellos
pueden encontrarse rhabdovirus, transmitidos por acaros, entre los cuales se
informan como plagas de orquideas Tetranychus urticae y Tenuipalpus pacificus
(Hamon 1995). Ademas, un estudio semejante a este deberia desarrollarse para
determinar las infecciones asintomaticas, para establecer la proporcion real de

infecciones y definir los cuidados pertinentes para el buen contral fitosanitario en los
viveros.
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APENDICES

Apéndice |

Virus en estudio

Los virus que infectan orquideas pertenecen a grupos taxonomicos muy
distintos. A continuacién se presentan algunas de las caracteristicas biologicas y
fisicas de los virus en estudio, que permiten distinguirlos.

Cymbidium mosaic potexvirus

El "Cymbidium mosaic potexvirus" (CymMV), tiene una distribucion
geografica universal. Se ha informado en varias especies de orquideas, en las que
presenta diferentes tipos de sintomas, tales como mosaicos y necrosis en hojas, y
necrosis o jaspeados de las flores. Puede infectar plantas de otras familias, en las
que causa lesiones locales, como las inducidas en Chenopodium amaranticolor
Datura stramonium vy Cassia occidentalis, entre otros. Se transmite
mecanicamente y por contacto entre plantas, pero no se le conoce un vector. Se
inactiva entre los 60 y 70 °C, puede permanecer infectivo hasta 25 dias fuera de la
planta hospedera. El virién es de forma filamentosa flexuosa. sin envoltura, de 480
nm de largo y 13 de diametro, con estructura espiral. Contiene 5.6% de acido
nucleico, 94% de proteina, sin lipidos. Su genoma es un ARN simple banda, lineal
de 8.1 kb. Se encuentra presente en las hojas, en el citoplasma de las células,
donde forma inclusiones como cuerpos bandeados que contienen viriones (Brunt
et al. 1996).

Odontoglossum ringspot tobamovirus

El “Odontoglossum ringspot tobamovirus” (ORSV) fue considerado en un
principio como una raza del Tobacco mosaic tobamovirus para orquideas (TMV-
0). Su distribucion es cosmopolita. Los sintomas inducidos en orquideas varian.
En Odontoglossum induce anillos concéntricos: en otros generos puede producir
Jaspeados en la flor, clorosis, mosaicos o necrosis en las hojas. En algunas

‘
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variedades se ha descubierto que produce infecciones asintomaticas. Produce
lesiones locales en Nicotiana tabacum, Cassia occidentalis y Chenopodium
amaranticolor. No se le conoce vector, aunque se transmite por medios
mecanicos. Se inactiva al exponerse a temperaturas superiores a 90 °C, y no es
inactivado por éter dietilico en extractos de savia. Es un virus muy estable. Las
particulas virales tienen forma de bastén, con un largo aproximado de 300 nm (en
su mayoria, algunos mas cortos), y 18 nm de ancho. Es purificado como dos
particulas, una de 212 S, y la otra de 119 S. Los viriones contienen 5% acido
nucleico, y el resto proteina. Tiene dos ARNs simple banda lineares, Produce
inclusiones cristalinas en el citoplasma (Brunt et al. 1996).

Tobacco rattle tobravirus

El “Tobacco rattle tobravirus® (TRV) tiene una amplia distribucion en
Eurasia, Norte y Centroamérica, China y Japon, y aunque esta presente en Nueva
Zelanda y Australia, alli se le encuentra poco distribuido. Tiene plantas
hospederas en mas de veinte familias, y produce sintomas sistémicos como
necrosis, clorosis, moteados, bandeados o anillos concéntricos. Es transmitido por
nematodos en forma persistente no circulativa. También es transmitido por semilla
y por medios mecanicos, pero no por contacto entre plantas. Su punto de
inactivacién es a los 80 °C, puede sobrevivir fuera de una planta hospedera por
40-50 dias. Los viriones son bastones de 46 a 114 nm, o de 180 a 197 nm, con un
grosor de 22 nm. Es purificado como dos componentes. Los viriones contienen
5% acido nucleico y 95% proteina. Su genoma consiste de dos ARNs simple
banda lineares, que suman de 9.09 a 11.515 kb. No presenta residuos de poli-A.
Las particulas virales se encuentran en toda la planta, dentro de las células se

unen a las mitocondrias, y forma inclusiones generando mitocondrias anormales.

Ademas, en las células enfermas, los cloroplastos tienden a degenerar y
degradarse (Brunt ef al. 1996).
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Cymbidium ringspot tombusvirus

El “Cymbidium ringspot tombusvirus® (CymRSV) tiene dos razas que se
aislaron en Inglaterra, una que infecta orquideas del género Cymbidium, y otra
que infecta tréboles (Trifolium repens). En el primer hospedero produce anillos
concéntricos, y en el segundo, moteado y manchas cloréticas. Este virus no tiene
un vector identificado, pero puede ser transmitido mecanicamente, por contracto
entre plantas. No se transmite por semilla, pero tiene un ambito de plantas
hospederas amplio que incluye especies susceptibles en unas diecinueve familias.
Su punto de inactivacion térmica esta entre los 85 y 90 °C, puede permanecer
activo fuera de la planta hasta 300 dias.-El viridn es isométrico, sin envoltura y con
un diametro de 30 nm. Su contenido de &cido nucleido es de 14-15%, y su
genoma consiste de ARN simple banda, con una extensiéon de 4.733 kb. La
infeccion es sistémica.

Cucumber mosaic cucumovirus

El "Cucumber mosaic cucumovirus" (CMV) tiene mdltiples razas que
infectan amplio ambito de plantas hospederas, en muchas familias de
monocotiledoneas y dicotiledoneas. Los sintomas varian entre especies de
plantas, pero incluyen necrosis, clorosis, mosaicos y moteados Su distribucion
geografica es cosmopolita. Es transmitido por &fidos (Aphididae) de unas 60
especies, de manera no persistente, y puede transmitirse mecanicamente y por
semilla. Su punto de inactivacion térmica esta entre 55 y 70 °C, puede sobrevivir
fuera de la planta hospedera de uno a diez dias, y no es inactivado por éter
dietilico en extractos de savia. Las particulas virales son isométricas, sin envoltura
y con un diametro de 28 nm. EL virién contiene 18% acido nucleico, 82% proteina,
y 0% de lipidos. Su genoma consta de tres ARN simple banda, de 3.389 kb, 3.035
kb y 2.197 kb de extension. Produce ARN subgendmicos para la expresion de

sus genes. Producen inclusiones romboidales, hexagonales o esféricas que
contienen viriones.
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Tomato spotted wilt tospovirus

El “Tomato spotted wilt tospovirus” (TSWV) fue el primero de esta familia de
virus en ser descubierto que puede infectar plantas, seguido por el "Impatiens
spotted wilt tospovirus”, y unos pocos mas. El resto de los Bunyavirus infectan
animales. El TSWV es capaz de infectar un amplio ambito de plantas hospederas
en 19 familias. Entre los sintomas inducidos en las plantas se encuentran la
marchitez sistémica, necrosis, estriado, moteado, mosaicos, malformaciones en la
lamina de las hojas y enrollamiento, aclaramiento de venas y variegaciones en las
flores. Su vector son los “trips” (Thysanoptera), los cuales lo transmiten de manera
persistente; es circulativo y probablemente propagativo en el insecto, pero no
tiene transmision transovarial. No se transmite por semilla o polen. Es transmisible
mecanicamente, aunque tarda cinco horas en decaer fuera de la planta
hospedera. El virion es isométrico, cubierto por una membrana, con diametro de
85 nm, y de forma redondeada. Estd compuesto por 5% acido nucleico, 70%
proteina, 20 % lipidos y 5% carbohidratos. Su genoma es ARN lineal simple
banda de 17.2 kb, sin poli-A en el extremo 3'. Expresa aigunos genes por medio
de porciones subgenémicas. Transporta dentro del virion su propia
retrotranscriptasa. Produce inclusiones citoplasmaticas poco comunes.

Potyvirus

El género de virus de plantas Potyvirus pertenece a la familia Potyviridae.
Este es el grupo de virus de plantas mas grande, con unas 170 especies virales.
Sin embargo, algunas especies tienen un ambito de hospederas reducido, y solo
unos cuantos virus son de amplio ambito de plantas hospederas (ej. Bean yellow
mosaic potyvirus). Los potyvirus ocurren en todo el mundo, pero en especial en
los tropicos y subtrdpicos. Son transmitidos de manera no persistente por afidos
(Aphididae), aunque algunos pocos lo son por &caros u hongos, y algunos por
semilla, en especial los que infectan leguminosas. Algunas de las caracteristicas
generales de este grupo son: virién flexuoso normalmente de 650, 758.4 6 900 nm
de largo, grosor de 11, 12.86 6 20 nm; sobreviven fuera de la planta hospedera
entre 0.125 y 64 dias; contienen entre 4 y 7 % de &cido nucleico, y entre 93 y 96
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% de proteina, y no contienen lipidos; el genoma es ARN simple banda linear-
producen inclusiones citoplasmicas caracteristicas en forma de remolino, en

algunos casos amorfas, o producen cuerpos amorfos X, o inclusiones cristalinas
en el nucleo,

Fuente: documento permanente en la WWW, Brunt, A.A., Crabtree, K., Dallwitz,
M.J., Gibbs, A.J., Watson, L. & Zurcher, E.J. (eds.) (1996 onwards). "Plant Viruses
Online: Descriptions and Lists from the VIDE Database. Version: 20th August

1996.' URL http://biology.anu.edu.au/Groups/MESivide!.
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Apéndice I

EVALUACION DE ORQUIDEAS

Nimero de evaluacién

Datos generales:

Fecha
Colector
Nombre de la
compaiia o vivero
Localizacidn
| geografica
# del vivero
Linderos del vivero
Marte
Sur
Este
Deste
Caracteristicas del
vivero (tipo de malla,
vidrio, etc)
cédigo de planta
#PCDV
 Género (especie)
Variedad
Hibrido
Descripcién general
Aspecto
talla,
vigor
estado fisiologico

N* total de plantas
por variedad o
hibrido

Sanas
Con sintomas virales




Sintomatologia:

Numero de evaluacién
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HOJAS:
Sistémicos= S,
Lesion local= LL

Sistémicos:
Mosaico= Ms
Moteado= Mt
MNecrosis= N

Disminucion de la
lamina

Malformacién
foliar

Anillos
concéntricos= RS
Cloréticos= ¢l
Necrdticos= n

Bandeados
clordticos= Bl

Senescencia
precoz= ST

Locales:
Tamafio;
Forma:
Ubicacian:

FLORES:
Distribucién de
sintomas:
Flor total= FT
Labelo= L
Sépalo= sp

Tipo de sintoma:
Variegado=V
Estrado=E
Mecrosis= N
Anillos:
Incoloros= Rsin
Necroticos= RSn

Calidad de flor

Tamano de flor

Orientacidn de flor




Numero de evaluacién
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Apertura de la
flor

Senescencia
precoz= ST

Flores pérdidas

Inflorescencias:
Distribucidén
de sintomas:
Total= AT
Parcial= IAP

Tipo de sintoma
Variegado
Estriado
Necrosis
Anillos

Reduccidn de
tamafio

Disminucién de
cantidad de flores

Crecimiento y
onentacién
anormal

Escapulas con
| Sintomas

Perdida de
escapulas

Bracteas con
sintomas

Pérdida de
bracteas

Bulbos- rizoma

(B oR):

Tipo sintoma:
Clorosis= Cl
Moteado= M
MNecrosis= N
Anillos= RS

' Malformacion

Disminucién de
tamano

Presencia de

vectores:
Afidos
Acaros
Cicadelidos
Nematodos

Cochinilla l
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Numero de evaluacién

Observaciones:

Material donado
Procedencia
Fecha de ingreso
a vivero en UCR
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Apéndice Il

Férmulas de soluciones amortiguadoras
(tomado de los protocolos recomendados por la casa Agdia)

‘Amortiguador para extraccion general:

Disolver en 1000 ml de PBST Masa g Molaridad
L de las sales
Sulfito de Sodio (anhidro) 1.3 0.0103
Polivinilpirrolidona (PVP) MW 24-40,000 20.0 -
|Azida de Sodio 0.2 -
Albumina Sérica Bovina (BSA) 20 -
Tween-20 20.0 -

Ajustar el pH a 7.4. Guardara 4 °C.

Amortiguador para extraccion de muestra indirecta
(en amortiguador carbonatos):

Disolver en 1000 mi de agua destilada Masa g Molaridad
) de las sales
'Carbonato de Sodio (anhidro) 1.59 0.0150
| Bicarbonato de Sodio 293 0.0349
| Azida de Sodio 0.2 -
Pullwmlplrmhdana {PVP} MW 24-40,000 20.0 -

Ajustar el pH a 9.6. Guardar a 4 °C.

Amortiguador para recubrimiento:

Disolver en 1000 ml de agua destilada Masag | Molaridad |
=5 de las sales
Carbonato de Sodio (anhidro) 1.59 0.0150
Bicarbonato de Sodio 2.93 0.0349
Azida de Sodio 0.2 -

Ajustar el pH a 9.6. Guardar a 4 °C.

Amortiguador PBST (amortiguador de lavado):

Disolver en 1000 mi de agua destilada Masag | Molaridad |
de las sales
| Cloruro de Sodio o 8.0 0.13690
Fosfato de Sodio, dibasico (anhidro) 1.15 _0.00094
 Fosfato de Potasio, monobésico (anhidro) D2 | 000147 |
 Cloruro de Potasio 0.2 | 0.00671 |
Tween-20 0.5 | -

Ajustar pH a 7.4 mantener a temperatura ambiente.
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Amortiguador ECI: )
| Disolver en 1000 mi de PBST | _Masag
Albumica Sérica Bovina (BSA) _ 2.0
Polivinilpirrolidona (PVP) MW 24-40,000 20.0
Azida de Sodio 0.2

(Se recomienda prepararlo en el momento de usarlo, en tal caso no agregar la
azida de sodio). Ajustar pH a 7.4. Guardar a 4 °C.

Amortiguador sustrato para PNP;

| Disolver en 800 ml de agua destilada |Masa g
Dietanolamida 87.0
Azida de Sodio 0.2

Ajustar pH a 9.8 con acido clorhidrico. Ajustar volumen final a 1000 ml con agua
destilada. Guardara 4 °C.




Apéndice IV

Lista de plantas evaluadas por ELISA en el vivero A
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Especie, varieda o Cddigo
- hibrido Proyecto CymMV ORSV TRV TSWV Poty N° Virus
Sobralia sp. PCDV - 00-01 - + + = e 9
Cattleya skinneri PCDV - 01-01 + - - a + 25
Catltleya skinneri PCDV - 01-02 - - - XD + 1
Cattleya skinneri PCDV - 01-03 - - - + + 2
Cattleya skinneri PCDV - 0104 - - - + - 1
Mormodes sp. PCDV - 01-05 - + + + = 3
Encyclia cordigera var. rosea PCDV -01-08 - - - = = 0
Encyclia cordigera PCDV - 01-07 - - - i 2 0
Trigonidium sp. PCDV -01-08 - - = - - 0
Brassia sp. PCDV - 01-08 - - - 2 : 0
Oncidium sp. PCDV - 01-10 + - - + i 2
Fleurothallis cf. grandis PCDV - 01-11 - - = ¥ 2 0
Oncidium sp. PCDV - 01-12 - - - - . 0
Oncidium sp. PCDV-01-13 - - - - - 0
Trcopilia sp. PCDV -01-14 - = - - + 1
Aspasia sp. PCDV - 01-16 - - - - : 0
Brassia gireoudiana PCDV - 01-17 F - - - XD 1
Epidendrum parkinsoniana PCDV -01-18 + = & = + 2
Epdendrum firmum PCDV - 01-19 + - - = + 2
Epidendrum ciliare PCDV -01-20 + . = & ’ 1
Oncidium sp. PCDV - 01-21 + - - - + 2
Epidendrum sp PCDV - 01-22 - - - - + 1
Cattlaya hib. nativo PCDV - 01-23 + + + 01 + 4
Cattieya hib. nativo PCDV - 01-24 + ¢ i “ - 1
Cattleya x Encyclia PCOV - 01-25 + a = - + 2
Caltieya dowiana PCDV - 01-26 + z L = + 2
Cattleya hib. nativo PCDV - 01-27 - - - & £ 0
Oncidium sp. PCDV - 01-29 - - . . + 1
Oncidium sp. PCDV-01-30 - - = - + 1
Oneicium sp, PCDV - 02-01 - - - = - 0
Cattleya skinner PCDV - 0205 - - = N + 1
Cattleya skinner hib. M* Eug.  PCDV - 02-07 + : . 4 i 2

Nota: Poty= potyvirus; XD = planta extraviada o destruida
resultado positivo; - = resultado no positivo.

antes del ensayo; + =
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Apéndice V
Lista de plantas evaluadas por ELISA en el vivero B.
Cédigo N®

Nombre especie Proyecto CymMv ORSV TRV CymRSV TSWV Poty CMV virus

Scaphyglottis profifera PCDV - 03-001 + # 3
Scaphyglottis micrantha PCDV - 02-003 + Z 1
Scaphyglottis sp. PCDV - 03-005 + - 1
Epidendrum resectum PCDV - 03-006 0
Scaphyglottis lindeniana PCDV - 03-007 - - 0
Frosthechea pygmeae FCDV - 03-010 - + 1
Encyclia ochracea PCDV - 03-011 - - 0
Nidema boothii PCDV - 03-012 - - 4]
Qerstedella centropetals  PCDV - 03-013 - + 1
Cischweinfia sp, PCDV - 03-014 - - 0
Amparoa costarricensis PCDV - 03-015 - + 1
Systeloglossum

coslarricensis PCDV - 03-018 - - 1]
Notylia trisepala PCDV - 03-018 - - 0
Dracula sp. FCDV - 03-021 - - 0
Notylia trisepala PCDV - 03-022 - - 0
Oncidium cheirophorum PCDV - 03-023 - - 0
Oncidium cheirophorum PCDV - 03-024 - . 0
Mesospinidium endresii PCOV - 03-025 - e 1]
Dracula npleyana PCDV - 03-028 - o
Masdevailia

reinchebachiana PCDV - 03-030 - & 0
Zoofrophion vulturiceps PCDV - 03-031 3 0
Masdevallia chasei PCDV - 03033 - - 0
Trichasalpinx blaisdallii PCDV - 03-034 - + 2
Restrepiopsis tubulosa PCDV - 03-036 - - 0
Zootrophion endresianum  PCDV - 03-040 - - 1]
Myoxanthus exasperatus PCDV - 03-041 - - o
Octomeria valerioi PCDV - 03-043 - - 1
Restrepielia ophicephala PCDV - 03-045 - 0
Zootrophion sp. PCDV - 03-047 - 5 1
Dichaea cryptarrhena PCDV - 03-051 - - 0
Oncidium schroederianum PCDV - 03-053 - 5 1
Oncidium sp. PCDV - 03-054 - 0
Mesospinidium warscewiczii PCDV - 03-056 + - 1
Maxillaria ramonensis PCDV - 03-057 + + 2
Lockhartia oblusata PCDV - 03-058 = 3
Chondrorhyncha lendyana PCDV - 03-059 = D
Maxiliaria sp. PCDV - 03-060 + 2
Frescoltia sp PCDV - 03-0681 + 1
Elfeanthus carnicoides PCDV - 03-082 + 4
Elfeanthus tonduzii PCDV - D3-083 + + 4
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Lista vivero B, continuacién:

Caédigo Ne
___Nombre especie Proyecto CymMV ORSV TRV CymRSV TSWV Poty CMV  virus
Fleurothaliis aspasicensis PCDV - 03-064 + = - = . = + 2
Sobralia fragans PCDV - 03-069 - . + . - - ” 1
Stelis guatemalensis PCDV - 03-070 - - - - - = - 0
Stenorrhinchos speciosum PCDV - 03-071 - - . < i - XD 1
Sobralia macrophylla PCDV - 03072 . = - = . . - 0
Chondrorhyncha bicolor ~ PCDV - 03-073 - - - - - - i
Trichopilia sp. PCDV - 03-074 - x & 4 # = = 1
Stelis imraei PCDV -03-077 * : + - F 2 - 4
Stelis spathulata PCDV - 03-079 - - - - - - + 1
Pleurothallis loranthophylla PCDV - 03-081 - - - - + = + 2
Pleurothaliis sp. PCDV - 03-082 - - + + + = * 4
Pleurothallis carpinteras PCDV - 03-088 - - - = = = = 0
Masdevalla rolfeana PCDV - 03-091 - - - - - . - 0
Restrepia mucifera PCDV - 03-092 - - - - -~ XD 0
Restrepia trichoglossa PCDV -03-093 + - + - > - XD 2
Fleurothallis tonduzii PCDV - 03-095 + + - + = - + 4
Fleurothallis fulgens PCDV -03-098 - - - - = - . 0
Pieurothallis phyllocardia  PCDV - 03-099 - . * . - - XD 0O
Pleurothallis acostaei PCDV - 03-100 + - + + = E = |
Fleurothallis bothros PCDV -D3-101 + + + + = - B 4
Pleurothallis rowleei PCDV - 03-102 - - : N
Fleurothaliis
longipediceliata PCDV - 03-103 = - - . - . - 0
Stelis sp. PCDV - 03-105 - - - - - - _ 0
Pleurothallis ruscifolia PCDV - 03-107 - - - - - : S 0
Fleurathallis dentipetala PCDV - 03-109 + - . R x = + 3
Pleurothallis volcanica PCDV - 03-111 + = = 2 . - . 1
Fleurathallis racemifiora PCDV -03-118 + + - . . . 2
Pleurothallis sp. PCDV-03-118 - - - S B . 2 0
Pleurothallis carnosilabia ~ PCDV - 03-122 + - - i = 2y S 2
Pleurothallis pruinosa PCDV - 03-123 - - - - . - - 0
Pleurothallis eumecocauion PCDV - 03-124 - - + - - . - 1
Stelis argentata PCDV - 03-130 - = - = & 5 % 0
Stelis sp. PCDV - 03-131 - - = = + . = 1
Chondrorhyncha
reichenbachiana PCDV - 03-133 + . = H 2 z - 1
Cochleanthes aromatica ~ PCDV - 03-135 - - . - E - - 0
Kefersteinia parvilabris PCDV - 03-136 - - - - . . ; 4]
Maxiflaria brunnea PCDV - 03-137 - + - + . < +* 4
Maxillaria obscura PCDV - 03-138 + # - ; s i L 3
Maxillania bicallosa PCDV - 03-140 - - - - : . - 0
Maxillana diuturna PCDV - 03-141 - . . - . 2 = 4]
Maxillaria brunnea PCDV - 03142 - - - - . - XD 1
Galeottia grandifiora PCDV - 03-147 - - - - : 2 0




Lista vivero B, continuacién:

N-ﬂ
Proyecto CymMV ORSV TRV CymRSV TSWV Poty CMV  virus

Cdodigo
Nombre especie

Stanhopea sp. PCDV - 03-148
Encyciia tandiflora PCDV - 04-003
Maxillana sp. PCDV - D4-004
Encyclia sp. PCDV - 04-005
Frosthecha prismatocarps  PCDV - 04-006
Brassia gireoudiana PCDV - 04-007
Oncidium cabagrae PCDV - 04-008
Rossioglossum

schlieperanum PCDV - 04-0059
Lacaena spectabilis PCDV - 04-013
Epidendrum summerhayesii PCDV - 04-016
Epidendrum lacustre PCDV - 04-017
Sobralia sp. PCDV - 04-018
Encychia alata PCDV - 04-D19
Rhynchostele hortensiae PCDV - 04-022
Maxiiiaria varabilis PCDV - 04-023
Maxillaria inaudita PCDV - 04-027
Lycaste macrophylia PCDV - 04-037
Lycaste bradeorum PCDV - 04-039
L ycaste brevispatha PCDV - 04-040
Masdevallia sp. PCDV - 04-041
Oncidium stenoglossum  PCDV - 04-042
Prosthechea campyiostalyx PCDV - 04-043
Lycaste dowiana PCDV - 04-044
Otoglossum globuliferum  PCDV - 04-045
Trichapilia laxa PCDV - D4-046
Aspasia epidendroides PCDV -05 - 002
Maxillana angustisegmenta PCDV - 05 - 003
Epidendrum cerstedii PCDV - 05 - 004
Maxillaria rodrigueziana PCDV - 05 - 005
Maxillaria cryptobulbon PCDV - 05 - 006
Gongora tricolor PCDV - 05 - 008
Pieurothallis floribunda PCDV -05- 009
Pleurothallis powellii PCDV-05- 010
Trichopilia marginata PCDV -05-012
Warscewiczella discolor PCDV-05-013
Epidendrum piliferum PCDV -05-014
Brassia arcuigera PCDV-05-015
Fleurothallis cardiothallis  PCDV - 05 - 016
Stanhopea warsewicziana PCDV -05 - 018
Trichopilia suavis PCDV -05-019
Encyclia baculus PCDV -05-020
Osmoglossum pulchellum PCDV - 05 - 022
Scaphyglottis bifida PCDV -05-023
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Lista vivero B, continuacién:

Cadigo o
__Nombre especie Proyecto C)rmw ORSV TRV CymRSV TSWV Poty CMV virus
Maxillaria bracteata PCDV - 05 - 025 - XD - XD o0
Encyclia cocleatha PCDV-05-027 + - . “ - . - 1
Oncidium sp. PCDV -05-028 + = - = - E - 1
Cincidium stenotis PCDV -05-029 + - - < - = B 1
Arpophylium giganteum PCDV -05-030 + + - z = = - 2
Cattleya skinneri PCDV-05-031 - - - = - - . o
Cattleya skinneri PCDV -05 - 032 - - - - = = + 1
Maxilfaria amparoana PCDV -05 - 038 + 4+ + o + - i 4
Eniopsis biloba PCDV - 05 - 039 - - - - = _ = o
Coelogyne dayana PCDV - 05 - 040 - + = 5 . . - 1
Epidendrum stanfordianum PCDV - 05 - 041 + - - = - + - 2
Cattleya sp. PCDV - 05 - 042 - - - S - = = 1
Cattleya bowringiana PCDV -05-042 + . - 5 3 . - 1
Oncidium bracteatum PCDV - 06 - 001 - + - . . . - 2
Maxillaria ctenostachya PCDV-06-002 - - - + - " - 2
Cncidium inthmi PCDV - 06 - 003 4 - - . & 3 = 1
Epidendrum radicans PCDV - 08 - 004 - - = & 5 - - 0
Scaphyglottis bidentata PCDV - 06 - D05 - - z - - - + 2
Scaphyglottis imbricata PCDV-06-006 + - . - " v = 1
Gongora amparoana PCDV - 06 - 007 + . . : , - XD 1
Oncidium klotzchianum PCDV - 06 - 008 + = = & : s i 1
Encyclia ionocentra PCDV - 06 - 009 = - + - . - + 3
Pescatores cerina PCDV-06 - 010 - . - - . 2 1
Sobralia of. bradeorum PCDV - 06 - 011 + + + + . i + 5

Nota: Poty= potyvirus; XD = planta extraviada o destruida antes del ensayo: + =
resultado positivo; - = resultado no positivo.




Apéndice VI

Lista de plantas analizadas para detectar la presencia de inclusiones vi
por microscopia de luz. |

Especie Cadigo Proyecto
Oncidium sp. PCDV 01-013
Notylia trisepala PCDV 03 -019
Myoxanthus exasperatus PCDV 03 - 041
Restrepiella ophicephala PCDV 03 - 045
Chondrorhyncha lendyana PCDV 03 - 059
Sobralia marophylla PCDV 03 -072
Pleurothallis fulgens PCDV 03 - 098
Pleurothallis rowleei PCDV 03 -102
Pleurothallis longipedicellata PCDV 03 - 103
Pleurothallis sp. PCDV 03 - 119
Cochleanthes aromatica PCDV03-135
Maxillaria variabilis PCDV 04 - 023
Oncidium stenoglossum PCDV 04 - 042
Stanhopea warsewicziana PCDV 05 - 018
Osmoglossum pulchellum PCDV 05 - 022
Cattleya skinneri PCDV 05 - 031
Maxillaria ringens PCDV 05 - 038
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