Determinacién de una raza necrotica del virus
del mosaico comGn del poroto en Chilel

INTRODUCCION

El virus del mosaico comun del poroto (MCP) es de
distribucion mundial y se encuentra presente en todos
aquellos paises en que se cultiva el poroto (Phaseolus
wulgaris L.).

En Chile ha sido considerado una de las principales
enfermedades de esta leguminosa, ya que se encuentra
ampliamente distribuida en todas las regiones porote-
ras-del pafs (Alvarez, 1965 y Alvarez y Ziver, 1965).
Ello se debe fundamentaimente a que el virus se trans-
mite por la semilla y por 4fidos en forma no persisten-
te, condicién que favorece la epidemiologfa de la en-
fermedad (Zaumeyer y Thomas, 1957).

Hasta el presente en Chile s¢ han determinado sélo
dos variantes del MCP, las razas ““tipo” y la “N.Y, 16"
(Alvarez y Ziver, 1965). El Instituto de Investigacio-
nes Agropecuarias (INIA), a través de su Programa
Leguminosas de Grano, ha creado o introducido en
los Gltimos afios una serie de variedades comerciales,
inmunes a las razas mencionadas, {Cafati y Alvarez,
1975). Es asi como las variedades Tortola Diana, Cris-
tal Blanco Fénix, Apolo y Negro Argel, entre otras,
poseen el genotipo dominante (1), derivado de Cor-
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bett Refugee, y presentan inmunidad por hipersensi-
bilidad al virus (Ali, 1950).

En la temporada 1977—78 se observé, en varias loca-
lidades del pafs, sintomas consistentes en necrosis api-
cal sistémica, que producfa muerte en plantas nuevas.
En plantas adultas, los sintomas se manifestaban por

_necrosis apical con o sin muerte de plantas. En todos

los casos, se producia necrosis del floema a nivel radi-
cular, tallos principal y secundarios, y vainas, simila-
res a los descritos por Grogan y Walker (1948). Esta
sintomatologfa s6lo se present6 en las variedades an-
teriormente mencionadas con resistencia tipo C. Re-
fugee. A partir de-plantas de la variedad Apolo, que
presentaban los sfintomas descritos, se aislé un virus
transmisible mecdnicamente, el cual, al ser inoculado
en variedades nacionales sin resistencia al MCP, pro-
ducfa sintomas de mosaico, sin necrosis.

En algunos paises se han descrito razas de MCP que
producen necrosis apical en variedades que poseen el
genotipo dominante (I} de necrosis (Hubbeling,
1972; Drijfhouty Bos, 1977).

El objetivo del presente trabajo fue determinar si los
sfntomas de necrosis, presentes en algunas variedades
creadas o introducidas por INIA, eran causadas por
una nueva raza del MCP presente en Chile,

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realizo en la Estacion Experimen-
tal La Platina, del Instituto de Investigaciones Agro-
pecuarias.
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Transmision mecénica a hospederos diferenciales

El jugo viroso se extrajo moliendo en mortero trozos
de hojas de la variedad Apolo, con sintomas incipien-
tes de necrosis apical, y agregdndole al macerado agua
destilada para su dilucion. El jugo fue inoculado por
frotacion mecénica sobre hojas de poroto u otros hos-
pederos, previamente espolvoreadas con carborun-
dum, después de lo cual las plantas se dejaron bajo
condiciones de invernadero.

Las siguientes especies se inocularon, para determi-
narse como posibles hospederos del virus: Medicago
sativa, Vicia faba, Pisum sativum, Vigna sinensis, Gly-
cine max, Lens esculenta, Nicotiana glutinosa, N. ta-
bacum, N. Clevelandii, Gomphrena globosa y Cheno-
podium amaranticolor.

Se inocularon, ademds, las siguientes variedades de
poroto, que comprendian diversos genotipos de resis-
tencia al MCP y que se usaron para determinar el
grupo de patogenicidad a que pertenecia el aislamien-
to, de acuerdo al esquema propuesto por Drijfhout
(1978): Cristal Bayo, Tortola, Coscorrén, Puregold
Wax, Imuna, Redlands Greenleaf B, Great Northern
123, Sanilac, Michelite, Pinto 114, Great Northern
31, Widusa, Jubila, Apolo, Topcrop y Amanda.

La lectura de los sintomas se realiz6 periédicamente,
entre los 7 v los 30 dias después de la inoculacion.
Las variedades se catalogaron, segin su reacciéon, en
susceptibles con sintomas de mosaico, 6 de necrosis
apical, e inmunes, Con el propoésito de determinar la
ausencia de virus sistémico de las variedades inmunes,
estas fueron retroinoculadas, usandose savia obtenida
de sus hojas trifoliadas, sobre hojas amputadas de la
variedad Apolo, seglin la técnica descrita por Alvarez
(1965).

Puntos de inactivacion termal (P1T) y dilucion final
(PDF)

Para ambas pruebas se utilizé savia extractada de ho-
jas de poroto con fuertes sintomas de mosaico, proce-
dentes de plantas de {a variedad G. Northern 123, que
habian sido inoculadas mecdnicamente con inoculo
obtenido de Apolo con sintomas de necrosis apical.
El PIT se determiné usando capilares de vidrio, conte-
niendo el extracto del virus, los que se sellaron en
sUs extremos y se sumergieron en agua a diversas
temperaturas por 10 min. Luego se enfriaron répida-
mente y se inocularon en 10 plantas de la variedad G.
Northern 123, por cada tratamiento. E| PDF se deter-
min6 diluyendo la savia virosa en agua destilada en
diversas proporciones, las que luego fueron inoculadas
sobre 10 plantas de G. Northern 123, por cada trata-
miento.
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Transmision por 4fidos

Para la transmision por insectos se usaron &fidos no
viruliferos de Myzus persicae, criados en jaulas sobre
rdbano {Raphanus sativus L.). Los &fidos se mantuvie-
ron en ayuno, en discos Petri por aproximadamente 5
hr, y luego se les dejé alimentar por 3—4 min en hojas
amputadas de la variedad G. Northern 123, infectadas
con el virus. Luego se transfirieron, en lotes de 10, a
cinco plantas sanas de G. Northern 123, de 20 dfas de
edad. Como testigo se utilizaron lotes de &fidos ali-
mentados con hojas procedentes de plantas sanas. Los
afidos se mantuvieron en las plantas por 24 hr y luego
se destruyeron, mediante una pulverizacion con insec-
ticida.

Transmision por semilla

Doscientas semillas provenientes de plantas de la va-
riedad G. Northern 123, inoculadas mecdnicamente
con el aislamiento del virus y que presentaron fuertes
sintomas de mosaico, se esterilizaron superficialmente
con HCI 0,1 N por 0,5 hr, luego se enjuagaron en agua
corriente por 5—8 hr y se. sembraron en una bandeja
con tierra estéril, cubierta por un tul a prueba de &fi-
dos. La observacion de sintomas de mosaico se realizd
en las plantulas, entre 15—35 dias después de la siem-
bra.

Microscopyia electronica

Para realizar observaciones al microscopio electréni-
co, se extrajo gotas de savia presionando ldaminas de
hojas trifoliadas de poroto, variedad G. Northern 123,
que mostraban severos sintomas de mosaico y a las
cuales se les habfa efectuado un corte transversal con
bistur({. La savia obtenida se mezcl6, en partes iguales,
con una solucion de fosfotungstato de potasio al 2
por ciento, dejando luego flotar sobre la mezcla, por
aproximadamente 2 min, grillas cubiertas con un film
de Parlodién.

Las preparaciones se observaron y fotografiaron en un
microscopio electrénico Phillips 300 M.

Serologia

Para realizar las pruebas serolégicas, se utilizaren ho-
jas con sintomas de mosaico de plantas de la variedad
G. Northern 123, inoculadas con el aislamiento necré-
tico y hojas de la variedad Cristal Bayo, inoculadas
con la raza ""tipo” del MCP. Como testigo se utilizé
hojas obtenidas de plantas sanas.

El antisuero de virus MCP utilizado fue proporciona-
do por el Dr. J.K. Uyemoto, de |la Universidad de Cor-
nell, Nueva York, EE.UU.

Las pruebas serolbgicas se realizaron siguiendo {a me-
todologia del Instituto de Patologia de Semillas de
Dinamarca (Institute of Seed Pathology for Develo-
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ping Countries, 1976). Para eilo, las hojas de cada
tratamiento se trituraron en mortero, extrayéndose la
savia, la cual se mezclo con cloroformo en proporcion
4:1 (v/v) y se agitd enérgicamente por 5 min. Final-
mente, para clarificar la savia, se centrifugd a 5.000 g
por 15 min, descartdndose el precipitado.

La savia clarificada se mezclé con partes iguales del
antisuero, en tubos capilares de aproximadamente
60 x 1 mm, se dejé en reposo por alrededor de 2 hr y
luego se examing bajo binocular {x40), para determi-
nar la existencia de relaciones antigeno—anticuerpo,

RESULTADOS

Reaccion en plantas hospederas y variedades de poro-
to

En pruebas preliminares se determin6é que la enfer-
medad se transmitia mecdnicamente, con savia proce-
dente de la variedad Apolo con sintomas de necrosis
apical, a plantas sanas de esa variedad. Los sintomas
consistieron en necrosis de las venas, seguida por ne-
crosis apical y vascular, lo que se tradujo en muerte
posterior de las plantas inoculadas (Figura 1). Resul-
tados idénticos se obtuvieron al inocular otras varie-
dades, como C. Blanco Fénix, T. Diana y N. Argel,
que poseen el mismo genotipo de hipersensibilidad al
MCP que Apolo.

En relacion a sfntomas observados en otros hospede-
ros, solo V. sinensis mostré mosaico leve. Ninguna de
las otras especies inoculadas mostré sintomas. La
reaccion sobre variedades representantes de los grupos

Figura 1. Variedad Apolo mostrando necrosis apical al ser
inoculada con el aistamiento chileno del mosaico
comun del poroto.

diferenciales, de acuerdo al esquema propuesto por
Drijfhout (1978), al ser inoculadas con el aistamiento
chileno se indica en el Cuadro 1. Las variedades que
préesentaron mosaico pertenecen a los grupos com-
prendidos entre el 1 y el 6, incluyen s6lo a aquéilas
que poseen el alelo recesivo (ii) para el gene que
confiere necrosis. Todas las variedades que presenta-
ron necrosis apical, pertenecen a los grupos compren-
didos entre el 8 y el 10, que poseen el alelo dominan-
te (11}). Aquellas variedades que no mostraron sinto-
mas, pertenecen indistintameénte a genotipos ii 6 H y
se consideraron inmunes, ya que el virus no pudo
recuperarse de plantas inoculadas.

Propiedades fisicas

Se determind que et PIT del virus estaba comprendido
entre los 56—57° C y que el virus permanecf{a infecti-
vo hasta una dilucién de 10—5.

CUADRO 1. REACCION DEL AISLAMIENTO CHILENO
DEL MOSAICO COMUN DEL POROTO (MCP) EN
VARIEDADES REPRESENTATIVAS DE 10 GRUPOS
DE RESISTENCIA AL VIRUS

Grupo de Variedad Reaccién
Resistencia

1 Cristal Bayo +
Tértola +

Coscorrén +

2 " Puregold Wax +
Imuna *

3 Redis. Green B +

G. Northern 123 +

4 Sanilac +
Michelite +

5 Pinto 114 +

6 G. Northern 31 .

8 Widusa +n

9a Jubila -

9b Apolo +n
Topcrop +n

10 Amanda -

T+ = Shtomas de mosaico
+n = necrosis de las venas seguidas por necrosis apical
sistémica.

— = inmune, sin sfntomas, el virus no se recuperd de
plantas inoculadas.

Transmision por afidos y semilla

En concordancia con Kennedy, Day y Eastop (1962),
el virus fue transmitido por M. persicae en forma no
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persistente. Todas las plantas inoculadas con &fidos
alimentados en hojas enfermas, mostraron sintomas
de mosaico en las primeras hojas trifoliadas, a los 15—
25 dias después de la inoculacién. Las plantas testi-
gos, inoculadas con dfidos no viruliferos, no mostra-
ron sintomas.

El virus demostrd, ademds, ser transmitido a través de
la semiltla, lo que concuerda con lo informado por
varios autores para el MCP (Reddick y Stewart,
1919 ; Pierce y Hungerford, 1929; Fajardo, 1930).
Catorce de las 189 plantulas que emergieron mostra-
ron sintomas de mosaico, lo que represent6 un grado
de transmision por semilla de aproximadamente 7,5
por ciento.

Microscopia electronica

La observacion al microscopio electronico reveld la
presencia de particulas alargadas y flexuosas (Figu-
ra 2). El largo promedio de 50 particulas fue de 754
nm, lo que concuerda con otras longitudes informa-
das para razas de MCP, como 738 nm (Zaumeyer y
Goth, 1964), 740 nm (Silbernagle, 1969) y 750 nm
(Quantz, 1961).

Figura 2. Partfculas flexuosas de aproximadamente 760 nm
de largo, del aislamiento chileno del mosaico co-
mun del poroto, al microscopio electrénico (x
50.000).

Pruebas serolbgicas

Se observé abundante precipitacion, en forma de gré-
nulos, en todos los capilares que contenf{an antisuero
de MCP mezclado con savia procedente de plantas in-
fectadas con el aislamiento necrético o con la raza
“tipo”’, tipica de la reaccion especifica antigeno—an-
ticuerpo. En ninguno de los testigos, en los cuales se
empled la savia de planta sana, se observo dicha reac-
cién,
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En base a la sintomatologia observada en el campo,
los resultados obtenidos en transmisiones mecénicas,
por semilla y por 4fidos en forma no persistente, la
gama restringida de hospederos, las propiedades ffsi-
cas {PIT y PDF), la serologia y morfologfa y el tama-
fio de las particulas, se concluye que la enfermedad
corresponde al mosaico comun del frejol, miembro
del grupo Potyvirus (Edwardson, 1974).

El aistamiento estudiado corresponderia a una nueva
raza del MCP, no descrita anteriormente en el pafs, y
que produce mosaico en variedades con el alelo rece-
sivo (ii) para el gene de necrosis. En variedades que
poseen el alelo dominante (Il), produce necrosis en
las venas y luego apical.

La raza chilena es similar, pero no idéntica a la NL.3,
de acuerdo a Drijfhout (1978). Ambas razas se dife-
rencian Gnicamente en que e! aislamiento chileno no
provoca necrosis sistémica en la variedad Jubila, como
lo hace la NL3. Estos resultados fueron corroborados
por Drijfhout {comunicacién personal) en pruebas
realizadas sobre variedades diferenciales en el institu-
te for Horticultural Plant Breeding, Wageningen, Ho-
landa, utilizando el aisiamiento chileno (Cuadro 2).

CUADRO 2, COMPARACION ENTRE EL AISLAMIENTO
CHILENO Y LA RAZA NL3, EN SUS REACCIONES ANTE
LOS GRUPOS DE VARIEDADES DIFERENCIALES AL
MOSAICO COMUN DEL POROTO (MCP)

Reaccion Sintomatolégica2

Grupo1 Diferencial
Aislam. NL3
chileno
Genotipo ii
1 C. Bayo + *
Double White + +
2 Imuna + +
3 Relds. Green B + +
G. Northern 123 + +
4 Michelite + +»
Sanilac + +
5 Pinto 114 +
6 G. Northern 31 - -
Genotipo Il
8 Widusa +n +n
9a Jubila - +n
9b Topcrop +n +n

10 Amanda - —

1seguin Drijfhout (1978).
2 + = mosaico; +n = necrosis sistémica; — = inmune, sin
sintomas sistémicos; * =no probado.
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La presencia de esta nueva raza, que ataca con necro-
sis y eventual muerte de plantas a las variedades resis-
tentes a las razas ““tipo” y “N.Y. 15" creadas por
INIA, hace necesario incorporar a los esquemas de

mejoramiento otros genotipos, que incluyan resisten-
cia a las tres razas del MCP actualmente presentes en
Chile.

RESUMEN

Un virus aislado de poroto {Phaseolus vulgaris L.) fue
identificado como una raza "‘necrética’ del Mosaico
Comun del Poroto (MCP), diferente a las razas ‘‘tipo”
vy “N. York 15", presentes en Chile.

En aquellas variedades nacionales, que poseen el gen
dominante de hipersensibilidad, con resistencia tipo
Corbett Refugee a las razas “tipo” y ’'N. Y. 15", la
nueva raza produce necrosis apical, y severa necrosis
vascular en hojas, tallos, vainas y raices. Si las plantas

se infectan cuando jovenes, ellas mueren. En las varie-
dades chilenas, tradicionalmente susceptibles a esas
dos razas, produce sintomas de mosaico.

En base a la sintomatologia; la gama restringida de
hospederos; las propiedades fisicas; la serologfa; la
transmision por semilla, mecdnica y por 4dfidos en for-
ma no persistente; y el tamafio y morfologia de las
particulas se determind que la raza necrética identifi-
cada corresponde al MCP,

SUMMARY

Determination of a “‘necrotic’’ strain of the Bean Common Mosaic
Virus, on beans in Chile

A virus, isolated from beans (Phaseolus vulgaris L.},
was identified as a ‘‘necrotic’’ strain of the Bean
Common Mosaic Virus (BCMV), different from the
“Type” and “New York 15" strains, previously re-
ported in Chile.

The new strain produced top necrosis, together with
severe vascular necrosis, in leaves, stems, pods and
roots, with ultimate death of the plants, if infected
while young, on those varieties which carry the domi-

nant hipersensitive gene, Corbett Refugee type resis-
tance against the “Type’ and ““N. York 15 strains.
On old chilean varieties, susceptible to these two last
strains, the new strain produced mosaic symptoms.

The “necrotic’’ strain was determined as BCMV, ba-
sed on symptomatology; restricted host range; physi-
cal properties; serology; transmission by mechanical
means, by seed and by aphids in a non—persistent
form; and size and morphology of the virus particles.
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