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Presencia del virus mosaico amarillo del

frejol en Chile'

Alicia Bruna de Tosso? y Cecilia Urbina de Vidald

INTRODUCCION

Los f{rejoles representan un cultivo de gran
importancia para Chile, desde el punto de
vista de la superficie ocupada (70.000 ha) co-
mo también por ser un cultivo de exportacion
(309, de la produccién).

TRecepcién originales: 2 de septiembre de 1973.

“Ing. Agr. M. S., Servicio Agricola y Ganadero (sac),
Casilla 4647. Santingo, Chile: actualmente Estacién Experimen-
tal La Platina, Instituto de Imeanacxones Agropecuarias (INIA),
Casilla 3427, Santiago, Chile.

“Biclogo Celular. Laboratorio de Fitocitologia, Dpto. de Bio-
logia Cel. ¥ Genética. Sede Norte, Universidad de Chile, Casilla
6336, Santiage 4, Chile.

Entre los factores que inciden en la pro-
duccién es de fundamental interés el estudio
de las enfermedades causadas por virus. Hasta
el aflo 1970, aproximadamente, se considera-
ba al “Mosaico comun” la principal enferme-
dad de este cultivo. Sin embargo, a partir de
esa fecha, una nueva enfermedad virosa co-
menzo a observarse en las siembras comercia-
les de frejol, la que ocasionaba serias perdldas
en la produccidén nacional.

Los sintomas principales consisten en man-
chas clordticas y mosaico de las hojas, las que
se vuelven concavas por el haz, a medida que
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crecen. Se presenta una brotacién anormal
de las yemas, enanismo y deformacién de las
plantas. La madurez se atrasa y se produce
menor cantidad de vainas. La primera men-
cion del mosaico amarillo en nuestro pafs,
efectuada por Beemster (1964), se basé en
sintomatologia observada ocasionalmente en
el campo.

Posteriormente, Tollenaar (1972)! realizé al-
gunas investigaciones preliminares en la zona
de Chilldn, las que consistieron bdsicamente
en la transmisidon del virus, mediante inocu-
lacién artificial, a un amplio rango de hués.
pedes diferenciales y a diversas variedades de
frejol.

La literatura mundial proporciona amplios
antecedentes sobre este virus. Originalmente,
el mosaico amarillo del frejol fue descrito
en los Estados Unidos por Pierce (1934). De
acuerdo a Valiela (1969) se encuentra distri-
buido por Europa, Africa y América.

Este virus estd compuesto por numerosas
razas o strains. Thomas y Zaumeyer (1953
describieron un strain severo que causa sinto-
mas graves en el fréjol y que produce lesiones
locales en Nicotiana tabacum L.y Nicotiana
rustica L. Corbett (1958) ha descrito una en-
fermedad en el lupino causada por este virus.
Schroeder y Provvidenti (1966) confirmaron
que el mosaico de la arveja es una raza del
mosaico amarillo del frejol. Nitzany y Cohen
(1964) identificaron el agente causal de una
seria enfermedad en habas en Israel como
mosaico amarillo del frejol.

Recientemente, Bos ¢t al. (1974) han iden-
tificado 12 virus aislados de arveja, haba, tré-
bol rosado y lupino amarillo como razas de
este virus.

Ante la grave incidencia de esta enferme-
dad en nuestro pais el Instituto de Investiga-
ciones Agropecuarias decidié efectuar un estu-
dio exhaustivo de identificacidén’ y caracteriza-
cién del agente causal, como primera etapa
de un programa tendiente a obtener un con-
trol adecuado del mosaico amarillo del frejol
a través del empleo de variedades resistentes.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en la Estacién
Experimental La Platina del Instituto de In-
vestigaciones Agropecuarias, y en el Labora-
torio de Fitocitologia del Depto. de Biologia

1Tollenaar, H. 1972. Comunicacidn personal e informe in-
terno INIA.
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Celular y Genética, Sede Norte, Universidad
de Chile,

TRANSMISION MECANICA A HUESPEDES
DIFERENCIALES

El virus se aislé a partir de plantas de frejol
proveniente de la zona de Chillan. El indcu-
lo se obtuvo macerando hojas con sintomas
virosos en presencia de un tampon fosfato 0,05
M pH 7,0. Las inoculaciones se realizaron en
invernadero a temperatura de 21 a 25°C.

Se usaron los siguientes huéspedes diferen-
ciales: Glycine max L. (soya), Lens esculenta
Moench (lenteja), Lupinus angustifolius (lu-
pino azul), Alelilotus indica L., Nicotiana
glutinosa L., Nicotiana rustica L., Nicotiana
tabacum L. “White Burley”, Pisum sativum
L. (arveja) "Alaska”, “Laxton”, “Lincoln” vy
“Dark Skin Perf”. Trifolium incarnatum L.
(trébol encarnado), Trifolium pratense L.
(trébol rosado), Vicia faba L. (haba), Figna
sinensis Endl. (caupi).

Ademads, se estudié la reaccién de los si-
guientes cultivares de Phaseolus vulgaris (fre-
jol) : Arroz 3, Black Turtle, Blue Lake, Boun-
tiful, Contender, Florida Belle, Full Measure,
Great Northern U.IL 15, 16, 81 y 123, Idaho
Refugee, Michelite, Pinto 114, Red Kidney,
Stringless Green Refugee, Tendergreen, Top-
crop.

PRrROPIEDADES Fisicas

Se determino el Punto de Inactivacién Ter-
mal (PIT) vy el Punto de Dilucién Final
(PDF).

Para el PIT se usé savia proveniente de
soya infectada, la que se colocd en capilares
sellados en ambos extremos. Se sumergieron
en agua caliente por 10 minutos, enfridndose
rapidamente al retirarlos. El jugo se inoculo
en plantas de frejol Red Kidney, usando 6
plantas por tratamiento. Las temperaturas
usadas fueron: 45-50-55-60-65-70° C.

El PDF se determiné diluyendo la savia de
soya infectada con agua destilada en las di-
luciones 1:10; 1:100; 1:1.000; 1:2.000; 1:3.000;
1:5.000; 1:10.000 y 1:100.000, las que se ino-
cularon posteriormente en plantas de frejol
Red Kidney, usando 6 plantas por trata.
miento.

TRANSMISION POR INSECTOS

Los insectos usados en este estudio corres-
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pondieron a ejemplares Myzus persicae (Sul-
zer) (pulgdn del duraznero), criados en plan-
tas de Brassica pckinensis Rupr. (repollo chi-
no) colocados en jaulas.

Se eligieron 100 afidos dpteros, los que se
sometieron a un ayuno de 4 horas con el fin
de aumentar su capacidad de transmisién
(Swenson, 1957).

Se usaron plantas de soya infectadas como
fuente de indculo y planta de frejol Red Kid-
ney como huésped indicador. Los afidos per-
manecieron por 2 minutos alimentindose en
las plantas de soya y luego se trasladaron a
las indicadoras en grupos de 5 insectos
por planta. A las 20 horas se pulverizd con
un insecticida sistémico para eliminar los
insectos.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

Plantas de Glycine max L. y Phaseolus vul-
garis L. infectadas y sanas fueron sometidas a
técnicas de microscopia electrénica en corte
fino y tincién negativa.

Corte Iino.

Trozos de hojas, incluyendo lamina y pe-
ciolo fueron fijadas en glutaraldehido al 6%,
a pH 6,6 en tampdn fosfato 0,15 M durante
8 horas a 4°C. Después de lavados en tampén
fosfato 0,2 M al mismo pH fueron post-fija-
das en tetréxido de osmio al 29, durante 4
horas a temperatura ambiente. El material
fue incluido en Araldita 502, luego de ser
deshidratado gradualmente en etanol y final-
mente en acetona. Cortes de 20 a 50 nm fue-
ron montados en grillas desnudas y sometidos
a tincion doble de uranilo y plomo, y obser-
vados en un microscopio electrdnico Siemens
Elmiskop I-A. :

Tincion Negativa.

Jugo de hoja obtenido por presién y colo-
cado sobre grillas de 300 mesh con film de
Parlodion fue sometido a tinddn negativa
con dcido foslotingstico al 2%, a pH 7,0 ob-
serviandose luego en un microscopio electrd-
nico Siemens Elmiskop I-A.

Particulas de virus separadas por el método
de Huttinga (1973) fueron sometidas a ob-
servacion en tincién negativa con acido fos-
fottingstico al 29,.

RESULTADOS

Reaccidn en huéspedes diferenciales y en
variedades de frejol.

Los sintomas obtenidos en las distintas es-
pecies y variedades utilizadas son los si-
guientes:

Glycine max L. Puntos necrdticos locales se-
guidos por clorosis, mosaico amarillo intenso,
descoloracién de los bordes de las hojas y re-
duccion del tamafio de la planta.

Lens esculenta Moench. Mosaico amarillo
suave y marchitez total de las plantas.

Lupinus angustifolius. Puntos necroticos loca-
les, necrosis sistémica de nervaduras, mosaico
amarillo suave con formacién de hojas apica-
les pequedias y deformadas, enanismo y mar-
chitez total de la planta.

Melilotus indica L. Lesiones clordticas loca-
les, mosaico amarillo, hojas apicales peque-
fias, profusas y deformadas.

Pisum sativum L. “Alaska”, “Laxton” y “Lin-
coln”. Aclaramiento de nervaduras, mosaico
suave, marchitez y muerte. En algunos casos,
la variedad Lincoln presentdé un mosaico
amarillo tipico.

Trifolium incarnatum L. Aclaramiento de
nervaduras, clorosis, mosaico amarillo suave
y amarillez de los bordes de las hojas.

Trifolium pratense L. Mosaico leve.

Vicia faba L. “Windsor”. Lesiones locales ne-
croéticas, necrosis del tallo y hojas y mosaico
apical.

No presentaron sintomas Pisum sattvum L.
“Perfection”, Nicotiana glutinosa L., Nicotia-
na tabacum L., “White Burley”, Nicotiana
rustica L. v Vigna sinensis Endl

Las variedades de frejol inoculadas con el
virus reaccionaron con distintos tipos de sin-
tomas, que se clasificaron en tres grupos:

Grupo 1. Las variedades Black Turtle, Blue
Lake, Bountiful, Contender, Florida Belle,
Full Measure, Idaho Refugee, Kentucky,
Wonder, Michelite, Red Kidney, Tender-
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green y Topcrop, presentaron epinastia de
las hojas basales seguide por necrosis sisté-
mica de las nervaduras, mosaico suave y
necrosis apical (top necrosis).

Grupo I1. Las variedades Great Northern U.L
15-16-23-123 mostraron epinastia de las
hojas basales, lesiones locales necréticas, ne-
crosis sistémica de nervaduras, enrollamien-
to de hojas y necrosis apical.

Grupo III. La variedad Stringless Green Re-
fugee, presenté epinastia de hojas basales,
mosaico amarillo intenso con encarruja-
miento de hojas y formacién de ampollas en
la ldmina.

Las variedades Arroz 3 y Pinto 114 no pre-
sentaron sintomas y €l virus no pudo ser
recuperado a partir de ellas.

— Propiedades Fisicas
Punto de Inactivacién Termal: Se determi-

né que el virus se inactiva entre 50 y 55°C.
Punto de Dilucion Final: El virus fue in",é\-

Figura 1 — Inclusiones citoplasmadticas (I) en ho-
ja de poroto Sova. Aumento: 66.000 x.

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 36 - Nv I, 1976

fectivo a la dilucidon 1
dilucion 1 : 5.000.

3.000, pero no a la

~— Transmision por Insectos

El virus fue transmitido en forma no per-
sistente por el Myzus persicae, a 18 de las 20
plantas de frejol Red Kidney, obteniéndose
un porcentaje de transmisién de 909%,.

— Microscopia Electronica

En corte fino se observd la presencia de
estructuras densamente teitidas (I) que gene-
ralmente presentaban la forma de ruedas de
rueca (Figura 1). Estas estructuras tienen un
didmetro de 200-400 nm y se presentan cn el
citoplasma de células del mesélilo en las hojas
v del parénquima en los peciolos.

Junto a las figuras de rueda de rueca, se
encontraron estructuras semejantes a varillas
que median entre 680 a 850 nm de largo
(Figura 2) . Estas varillas de 150 A° de didme-
tro, generalmente en paquetes (p) aparecian
en relacién directa con ntcleos densos de
RNA, dentro del citoplasma (CD).

Figura 2 — Inclusiones virales (I) en paquetes,
en citoplasma de Phaseolus wvulgaris. Riboso-
mas (R) rodeando cuerpos densos. €6.000 x.
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Figura 3 — Corte de hoja de poroto Soya. Cloro-
plasto (Cl); cuerpos densos (CD). 66.000 x.

En hojas, que presentaban ataque muy
severo, especialmente en Phaseolus wvulgaris
L., las inclusiones virales en rueda de rueca
llenaban el citoplasma casi en su totalidad,
y en estas células los cloroplaztos presentaban
su morfologia totalmente alterada (Figura 3).

Los virus aislados de hojas de Glycine max
L., aparecen en tincion negativa como varillas
que se asocian espontdneamente formandao
conglomerados lamelares, de estructura muy
regular, que median 850 y 1.600 nm de largo
(Figura 4).

DISCUSION

En base a la sintomatologia observada, al
rango de huéspedes diferenciales usados, a las
propiedades fisicas y a la longitud y morfolo-
gla de lus particulas virosas, resultados que
han sido indicados anteriormente, se concluye
que el virus en estudio corresponde al mosaico
amarillo del frejol (bean yellow mosaic virus).

Respecto a la separacion del virus en diver-
sos strains, no existe un criterio uniforme
entre los investigadores para su clasificacion
y es asi como podemos encontrar que un

Figura 4 — Tincion Negativa de virus aislados
de poroto Soya. Varillas formando agregados
laminares. 60.000 x.

mismo strain recibe diferentes denominacio-
nes segtin sea el autor que lo describe. Good-
child (1956) informa de dos strains del mosai-
co amarillo, denominados 1 y 2, y determina
que el strain 1 es muy semejante al “strain
tipo” de Grogan y Walker (1948) y al virus 2
de arveja de Zaumeyer y Wade (1936). El
strain 2, a su vez, es similar al descrito por
Hutton y Peak (1954) y por Pierce (1934).

El strain identificado en este estudio se
caracteriza por causar sintomas de necrosis
apical (top necrosis) en la mayoria de los
cultivares de frejol, lo que concuerda con las
observaciones de Thomas y Zaumeyer (1953)
para el strain severo de mosaico amarillo y
por Bos, Kowalska y Maat (1974) para los
strains I y Ila de mosaico amarillo. -

El punto de inactivacién termal, entre 50
v 559C, concuerda con aquel obtenido por
Thomas y Zaumeyer (1953) para el strain
severo, siendo el mds bajo que se ha reportado
para cualquiera de los strains conocidos.

Nuestro aislamiento se diferencia, sin em-
bargo, del strain severo en que no infecta a
Nicotiana tabacum L. ni a Nicotiana rustica
L., infectando en cambio a los cultivares de
frejol Great Northern U.L 16-23-123. El hecho
de que el cultivar Great Northern U.L 123,
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considerado como resistente al mosaico ama-
rillo por la mayoria de los investigadores,
haya sido susceptible a nuestro aislamiento
estd confirmado por las observaciones de Bos,
Kowalska y Maat (1974) para el strain I del
mosaico amarillo del frejol.

Los datos de la literatura, caracterizan a
este virus con una longitud entre 795 y 840 nm
(Bos, Kowalska y Maat, 1974), pero nuestros
resultados indican que existe una amplia dis-
tribucién de particulas que fluctdan entre 200

AGRICULTURA TECNICA — VOL. 36 - N» 1, 1976

y 1.600 nm, presentando variaciones segn la
metodica aplicada. Creemos, sin embargo, que
los resultados mas fidedignos serian las longi-
tudes obtenidas por medicién del virus aislado
de la planta donde esta diversidad se restringe
a dos dimensiones, 850 y 1.600 nm, que po-
drian representar, la primera, al virién y la
segunda a un dimero del mismo. La diversi-
dad de longitudes que es mds notoria en las
preparaciones de corte fino, podria explicarse
por alteraciones estructurales inducidas (Lan-
gerberg v Schiroeder, 1973).

RESUMEN

Se determiné y caracterizd el virus del mosaico amarillo del frejol, como el agente
causal de una grave enfermedad que afecta los cultivos de frejol del pais.

El diagndstico se efectué en base a sintomas en huéspedes diferenciales, propiedades
fisicas, transmisién por dfidos, morfologia y tamnafio de las particulas y en lu obser-
vacién de inclusiones virales en tejidos infectados.

El virus produce necrosis apical en la mavyoria de los cultivares de frejol, tiene un
temperatura de inactivacion entre 50 y 55°C y un punto de dilucién final entre 1:
3.000 y 1 :5.000. Es transmitido en forma no persistente por Myzus persicac (Sulzer).
Las particulas del virus son alargadas y miden 850 nm en promedio.

Se observan inclusiones virales en forma de rueda de rueca en el tejido infectado

de Glycine max (soya).

SUMMARY

OCURRENCE OF BEAN YELLOW MOSAIC VIRUS IN CHILE

Bean yellow mosaic virus was found to be the causal agent of a severe disease

affecting commercial beans in Chile.

The diagnosis was based on differential host range, physical properties, aphid
transmission, particle morphology and length and observation of virus inclusions in

the infected plant tissue.

The virus produces top necrosis in most bean cultivars, the thermal inactivation

point is between 50 and 55°C and the dilution end-point between 1

1 : 5000.

3000 and

The virus shows stylet-borne transmission by AMyzus persicae. Flexuos rod-shaped
particles are 850 nm. Pinwheel inclusions are found associated with infected tissue of

Glycine max (soybean).
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Enraizamiento de estacas de vid. I. Capacidad
natural de dos especies de s, efecto de ubicacidén
en el sarmiento y de época de recoleccidn’

Ivan Muiioz H.? y Aurelio Viilalohos P.2

INTRODUCCION

En general las estacas de la mayoria de los
cultivares de Vigts winifera producen fdcil-
mente raices adventicias, sin embargo, otras
especies de vid como Vitis champini (Kasima-
ds y Lider, 1962) y la mayoria de los hibridos
como por ejemplo Romulus (Villalobos, 1971)
son de dificil arraigamiento.

Diversos factores internos de las estacas
pueden afectar el enraizamiento. Loreti y
Hartmann (1964) encontraron que la porcion
basal de la ramilla de olivo enraiza con ma-
vor facilidad que la porcion terminal. En

"Parte de la Tesis de Ivian Mufioz H.. rara ontar al grado
de Magister en Ciencias de la Universidad de Chile.
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blueberry (O'Rourke, 1944) v en guindo
(Hartmann y Brooks, 1938) se han encontra-
do resultados similares.

Fuera de la porcidn, la ¢poca del afio en la
cual se obtenga la estaca también tiene in-
fluencia. Hartmann y Loreti (1965), deter-
minaron que en olivo, estacas con hoja colec-
tada a fines de primavera-verano, enraizaron
en mayor porcentaje que estacas tomadas a
mitad de invierno.

En algunas especies dificiles de enraizar, las
estacas herbdceas producen raices adventicias
con mayor dacilidad que las leftosas (Hart-
mann y Brooks, 1958).
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En este estudio se compara la capacidad
natural de enraizamiento de dos especies de
Vitis-y su relacion con la posicidn en el sar-
miento y ademds, el efecto de la época de
coleccion de estacas en la rizogénesis de un
cultivar dificil de arraigar.
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