DETERMINACION DE UNA NUEVA RAZA DEL VIRUS DEL MOSAICO
AMARILLO DEL FREJOL EN CHILE!

Determination of a new strain of Bean Yellow Mosaic Virus, on beans in Chile

Gilda Herrera G.2 y Paulina Sepiilveda R.’

the virus particles.

SUMMARY

During the 1982/83 and 1983/84 seasons, bean varieties (Orfeo—INIA, Blanco—{NIA and Tortola—
INIA) that were resistant to the Bean Yellow Mosaic Virus (BYMV), showed symptoms of infection.
These symptoms were mosaic, leaf deformation and sometimes, top necrosis.

The isolated virus was identified as a new strain of BYMV, which infected a group of species and bean
varieties inmune to the "‘severe strain’’ of BYMV, present in Chile.

This determination was based on symptomatology, transmission.by mechanical means, and by aphids,
in a non persistent form, lack of transmission by seeds, physical properties, morphology and size of

INTRODUCCION

El virus del Mosaico Amarillo del Fréjol (MAF) se en-
cuentra distribuido mundialmente, infectando al po-
roto vy a muchos otros hospedantes (Bos, 1970). Ha
sido observado en America del Norte, Europa, Africa
Oriental v en pafses de America Latina, como Chile,
Argentina, Brasil, Uruguay y en el norte de México
(Swartz y Galvez, 1980).

Muchos autores han descrito diversas razas en todo el
mundo, aisladas de poroto, arveja, haba, trébol, soya,
lupino, etc. (Bos, Kowalska y Maat, 1974; Jones y
Diachun, 1977; Walkey, Innes y Miller, 1983).

Respecto a la clasificacién de razas no existe un crite-
rio uniforme entre los investigadores y aun no se ha
establecido un grupo aceptable de huéspedes diferen-
ciales para uso generalizado en los diferentes paises.
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La primera mencién en Chile de la presencia del virus
del MAF fue hecha por Beemster (1964}, basdndose
fundamentalmente en observaciones ocasionales de
sintomatologia a nivel de campo.

Tollenaar, Valdebenito vy Guglielmetti (1973) obser-
varon, en las provincias de Nuble y Biobio, una fuerte
incidencia del MAF, en siembras comerciales de las
variedades Black Mexican y Seaway, llegando en algu-
nos casos a presentarse un 800/0 de infeccion.

Posteriormente, Bruna y Urbina (1976) determinaron
y caracterizaron al virus del MAF como el agente cau-
sal de esta enfermedad. En cuanto a la tipificacién de
la raza, las autoras determinaron que en alguna de sus
caracteristicas concuerda con las observaciones efec-
tuadas por Thomas y Zaumeyer {1953), para la raza
severa del MAF, y con aquéllas realizadas por Bos y
otros (1974), para las razas 1 y 11 A del mismo virus.

Considerando la importancia de esta enfermedad vy
debido a gque el Unico método efectivo de control
consiste en el uso de variedades resistentes, uno de los
objetivos del Programa de Fitomejoramiento de Poro-
tos de INIA, fue desarrollar variedades comerciales
con resistencia-a este virus.

Es asi como hasta el presente se han entregado varie-
dades resistentes a la raza predominante del MAF, ta-
les como Orfeo—INIA, Tortola—INIAy Blanco—INIA.
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Sin embargo, durante las temporadas 1982/83 y 1983/
84, en varias localidades del pafs, se ha observado que
estas variedades resistentes presentan sintomas de in-
feccion.

Los sintomas mas frecuentes consisten en un motea-
do verde amarillo sobre las hojas {Figura 1), las cuales
generalmente se vuelven quebradizas, enrolladas hacia
abajo y deformes (Figura 2). Las plantas infectadas
quedan de menor tamafio vy se produce una prolifera-
cion de brotes y yemas laterales. En algunos casos, es-
tos sintomas se acompafian de necrosis apical (Figura
3), que produce la muerte de las plantas.

El objetivo del presente trabajo fue determinar si el
agente causal de los sintomas observados, correspon-
de al MAF vy a una nueva raza presente en el pars.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en el Programa de Legumi-
nosas de Grano, Estaciéon Experimental La Platina
(IN1A), Santiago.

Transmisién mecénica a huéspedes diferenciales

La aislacién fue obtenida desde plantas de la variedad
Orfeo—INIA, con severos sintomas de MAF, obteni-
das en la zona central del pafs. La propagacién de esta
aislacion se realizd en plantas de la misma variedad.

FIGURA 1. Moteado de las hojas, causado por la raza Orfeo—
INIA del MAF.

FIGURE 1. Mottled leaves, caused by the Orfeo—IN|A strain
of BYMV.
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FIGURA 2. Enrollamiento hacia abajo de la hoja, causado
por la raza Orfeo—INIA del MAF.

FIGURE 2. Leaf deformation caused by the Orfeo—INIA
strain of BYMV.

FIGURA 3. Necrosis apical causada por la raza Orfeo—INIA
del MAF.

FIGURE 3. Top necrosis caused by the Orfeo—INIA strain of
BYMYV.

La "raza severa' del MAF, determinada en Chile por
Bruna y Urbina (1976), fue utilizada en esta prueba
para identificar posibles diferencias en el rango de
huéspedes, su propagacion se realizd en plantas de
Glycine max Patoka.

Para la preparacion de ambos indculos, se usé el pri-
mer trifolio de las plantas que presentaban s’ntomas
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de mosaico, macerando éstos en agua destilada, en una
proporcién de 1:10 {(peso/volumen),

El jugo fue inoculado por frotacién mecdnica, utili-
zando un trozo de gasa estéril, sobre las hojas prima-
rias recién expandidas, de los huéspedes diferenciales.
Como testigo, se inoculd el mismo rango de huéspe-
des, solamente con agua destilada.

Todas las inoculaciones se mantuvieron bajo condicio-
nes de invernadero, a temperatura de 21 a 250 C.

Las siguientes especies se usaron como posibles hospe-
deros de la aislacion Orfeo—INIA: Glycine max Peto-
ka y Ashley, Lens culinaris Araucana—INIA, Lupinus
angustifolius Uniharvest, Nicotiana tabacum Samsum,
N. glutinosa, N. rdstica, Pisum sativum Alaska, Lin-
coln y Dark Skin Perfection, Trifolium incarnatum
Central ltaly, T. pratense, Vicia faba Windsor y Vigna
sinensis.

Se usaron,ademds, las siguientes variedades de poroto,
que comprenden las utilizadas por Bruna y Urbina
(1976) vy otras resistentes a la raza severa: Blue Lake,
Full Measure, Great Northern 15, 16, 31y 123, Pinto
114, Red Kidney, Black Turtle Soup, Idaho Refugee,
Topcrop, Michelite, Stringless Green Refugee, Florida
Belle, Orfeo—INIA, Tortola—INIA, Blanco—INIA vy
Amanda.

La lectura de los sintomas se realizd entre los 20 y 30
dfas después de las inoculaciones. Se consideraron co-
mo reacciones de susceptibilidad: mosaico en diferen-
tes grados (suave, moderado y severo), enrollamiento
hacia abajo de las hojas, necrosis apical o infeccidn
sistémica sin sintomas visibles (virus detectado por re-
troinoculacion), Se consideraron como inmunes las
plantas gue no presentaron ninguno de los sintomas
anteriormente descritos y en que el virus no fue de-
tectado por retroinoculacion. Las retroinoculaciones
fueron realizadas sobre las variedades Orfeo—INIA y
Apolo, como indicadoras de la aislacion Orfeo—INIA
Y raza severa, respectivamente.

Propiedades fisicas

Se determind el punto de inactivacion termal (PIT) y
dilucién final (PDF).

Para el PIT se utilizod savia extraida de hojas con sin-
tomas de mosaico, de plantas de arveja “'Lincoln”,
previamente inoculadas (20 dias antes) con la aisla-
cion Orfeo—INIA. La savia infectada se colocd en am-
pollas de vidrio, de aproximadamente 1 cc, selladas en
ambos extremos, las cuales se sumergieron en agua ca-
liente por 10 min, enfridndolas rdpidamente al retirar-
las. Se inocularon cinco plantas de la variedad Apolo
con cada tratamiento, dispuestas completamente al

azar. Las temperaturas usadas fueron: 45, 50, 55, 60,
65 y 700 C. Como testigo se uso savia pura infectada
sin calentar.

Para el PDF se utiliz6 savia extraida de hojas con sin-
tomas de mosaico, de plantas de poroto de la variedad
Michelite, previamente inoculadas (20 dias antes) con
la aistacion Orfeo—INIA.

El PDF se determind diluyendo la savia de plantas en-
fermas en agua destilada en diversas proporciones, las
gue fueron inoculadas sobre cinco plantas de la varie-
dad Apolo, por cada tratamiento, dispuestas comple-
tamente al azar. Las diluciones realizadas fueron: 1:10
1:100, 1:1000, 1:2000, 1:3000, 1:5000, 1:10.000 vy
1:100.000 y como testigo, saviasin diluir.

La lectura de sintomas para ambas pruebas se realizd
entre los 20 y 30 dias después de la inoculacion.

Transmision por afidos

Para la transmision por insectos se usaron afidos no
viruliferos de Myzus persicae, criados en jaulas sobre
plantas de papa (Solanum tuberosum).

Los &fidos se mantuvieron en ayuno, en discos Petri,
por aproximadamente 4 hr. Luego se les dejé alimen-
tar por 3—4 min, aproximadamente, en plantas de la
variedad Orfeo—INIA, previamente infectadas con el
virus (20 dias antes). Posteriormente, se transfirieron,
en grupos de 10 insectos por planta, a cinco plantas
sanas de Orfeo—INIA, sobre las hojas primarias recién
expandidas. Como testigo se utilizaron grupos de &fi-
dos alimentados en plantas sanas de Orfeo—INIA. Los
4fidos se mantuvieron en las plantas por 24 hr y luego
se destruyeron, mediante una pulverizacion con insec-
ticida.

Transmision por semilia

Bajo condiciones de campo, se marcaron plantas sanas
y con severos sintomas de mosaico de la variedad Or-
feo—INIA. Trescientas semillas provenientes, tanto de
las plantas enfermas como de las sanas, se sembraron
en invernadero, sobre bandejas con tierra estéril, pre-
via desinfeccién de las semillas con Pomarsol—H
(Thiuram + Heptacloro). La observacion de sintomas
se realizd entre los 20—35 dias después de la siembra.

Con el propdsito de comprobar la transmision de vi-
rus por semilla, las plantulas fueron retroinoculadas
sobre la variedad Orfeo—INIA. Para la preparacion del
inbculo, se maceraron hojas, en agua destilada en una
proporcién 1/10 (peso/volumen), de 10 plantulas to-
madas al azar, con tres repeticiones. Como testigo se
realizaron inoculaciones con la aislacion Orfeo—INIA
y otra solamente con agua destilada.
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Microscopia electrénica

Para realizar observaciones al microscopio electroni-
o, se extrajeron gotas de savia, triturando en un mor-
tero hojas de la variedad Orfeo—INIA de plantas in-
fectadas previamente con el virus v que presentaban
fuertes sintomas de mosaico. Las grillas cubiertas con
un film de colodién, se sumergieron en las gotas de sa-
via durante 10 min vy, posteriormente, en una gota de
fosfotungstato de potasio al 20/0, durante 3 a 5 min.

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

RESULTADOS Y DISCUSION
Reaccion en huéspedes diferenciales

Los sintomas observados en las diversas especies, ino-
culadas con la aislacién Orfeo—INIA v la raza severa
del MAF, se presentan en el Cuadro 1.

CUADRO 1. Reacciones sintomaticas en diversas
especies, frente a inoculaciones con la aislacion
Orfeo—INIA y la raza severa del MAF

TABLE 1. Symptomatic reactions in different species, when
inoculated with the Orfeo—INIA isolate and the severe

strain of BYMV
Especies Aislacion Raza severa
Orfeo—INIA
Glycine max
Patoka ++ ++
Ashley ++ i
Lens culinaris
Araucana—INIA + +
Trifolium incarnatum
Central Italy ++ ++
Lupinus angustifolius +na ++na
Vicia faba
Windsor ++ ++|n
Trifolium pratense - —
Pisum sativum
Alaska — -
Lincoln ++ 4++na
Dark Skin Perfection + -
Vigna sinensis ++ —
Nicotiana rustica + —
Nicotiana glutinosa + -
Nicotiana tabacum
Samsum ++ —

+ = mosaico suave; ++ = mosaico moderado; ++t+ = mosaico
severo.

na =necrosis apical; In =lesiones necroticas.

— =sin sintoma e inmune (ausencia de virus determinado por
retro-inoculacion).

¥ =sin sintoma pero con infeccidén {virus determinado por re-
tro-inoculacion).
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Los sintomas sistémicos observados en variedades de
poroto (Phaseolus vulgaris), inoculadas con |a aislacion
Orfeo—INIA v la raza severa del MAF, se presentan
en el Cuadro 2.

Propiedades fisicas

Se determind que el PiT de la aislacion Orfeo—INIA
estuvo comprendido entre los 65 y 700 C vy que el vi-
rus permanecié infectivo hasta una dilucién de 1:5000
dejando de serfo a 1:10.000. Estos resultados coinci-
den con lo citado por Bos (1970), para el MAF en que
el PIT estd comprendido entre 50 y 700 C y el PDF
entre 10—3 y 104, siendo estas propiedades depen-
dientes de la fuente del virus, la planta hospedante y
las condiciones experimentales.

Transmision por 4fidos y semilla

El virus fue transmitido por M. persicae en forma no
persistente. Todas las plantasinoculadas por dfidos ali-
mentados en hojas enfermas, mostraron sintomas de
mosaico y enrollamiento hacia abajo de las hojas trifo-
liadas, a los 20—30 dfas despusés de la inoculacién. Las
plantas testigos, inoculadas con &fidos no viruliferos,
no mostraron sintomas.

CUADRUO 2. Reacciones sintomaticas en variedades
de poroto, frente a inoculaciones con la aislacion
Orfeo—INIA y raza severa del MAF
TABLE 2. Symptomatic reactions in bean varieties, when

inoculated with the Orfeo—INIA isolate and the severe
strain of BYMV

Variedades Aislacion Raza severa
Orfeo—INIA

Great Northern 15 +e +te
Streengless Green Refugee +e +e
Blue Lake ena ena
Full Measure e na ena
Fleetwood +na +na
Great Northern 16 ++na +++na
Black Turtle Soup e e na
ldaho Refugee e e na
Michelite ++ ++na
Topcrop e +na
Red Kidney ++e +++e na
Florida Belle +e +++e na
Great Northern 31 + —
Great Northern 123 ++ 1
Amanda +na —
Pinto 114 + —
Tortola—INIA + —
Orfeo—INIA ++e na —
Blanco—-INIA +na —

! Resultado diferente de Bruna y Urbina (1976).

+ = mosaico suave; ++ = mosaico moderado; +++ = mosaico
severo.

e =enrollamiento de las hojas hacia abajo; na =necrosis apical
— =sin sintoma e inmune (ausencia de virus determinado por
retro-inoculacién).
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El virus no se transmiti6 a través de la semitla. Ningu-
na de las 285 plantulas emergidas presentaron sinto-
mas de infeccidon y la ausencia de virus fue reconfir-
mada por retroinoculacién.

Microscopfa electronica

La observacion al microscopio electrénico reveld la
presencia de particulas alargadas y flexuosas, que me-
dian entre 600 y 800 nm de largo, con un promedio,
para 40 particulas, de 750 nm vy de 15 nm de ancho.

Estos resultados coinciden con lo citado por Bos
(1970) vy Bos, Kowalska y Maat (1974}, que caracteri-
zan a este virus con una longitud entre 795 y 840 nm
de largo, dependiendo de la raza del virus y de la plan-
ta hospedante.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En base a la sintomatologia observada en el campo,
los resultados obtenidos en transmisiones mecdnicas,
por afidos, en forma no persistente, la no transmision
por semilla, el rango de huéspedes infectados, las pro-
piedades fisicas (PIT y PDF), la morfologia y el tama-
flo de las particulas, se concluye que la enfermedad
corresponde al mosaico amarilio del fréjol (Bos, 1970).

El aislamiento estudiado corresponde a una nueva ra-
za del MAF, no descrita anteriormente en el pais y
qgue se caracteriza, fundamentalmente, por infectar a
un grupo de especies y variedades de poroto inmunes
a la raza severa, determinada anteriormente en Chile
por Bruna y Urbina (1976), que se presenta en el Cua-
dro 3.

CUADRO 3. Comparacion entre la raza Orfeo—INIA
y la raza severa, en sus reacciones ante especies y
variedades diferenciales al MAF
TABLE 3. Comparison between the reactions of Orfeo—INIA

and severe strains, when inoculated to differential species and
varieties to BYMV

Reaccion Sintomatolégical

Diferencial Orf::,a_zTN A Raza severa
Nicotiana rastica + -
Nicotiana glutinosa + -
Nicotiana tabacum
Samsum + -
Pisum sativum
Dark Skin Perfection + —
Phaseolus vulgaris
Great Northern 3% + —
Pinto 114 + -
Tortola—INIA + .
Amanda +na —
Orfeo—INIA +ena —
Blanco—INIA +na —

1 R — . B
+ =mosaico suave; na = necrosis apical.

F =sin sintomas pero con infeccion {(virus determinado por
retro-inoculacién).

— = inmune, sin sintomas e inmune (ausencia de virus deter-
minado por retro-inoculaciéon).

No es posible comparar la raza en estudio con la de
otras razas del MAF, determinadas en el mundo por
otros investigadores, debido a que aln no existe un
criterio uniforme en cuanto al uso de huéspedes dife-
renciales y metodologla de trabajo.

RESUMEN

Durante las temporadas 1982/83 v 1983/84, se obser-
vé variedades de porotos resistentes al virus del mosai-
co amarillo del fréjol {(Orfeo—INIA, Blanco—INIA vy
Tértola—INIA) con sintomas de infeccidn. Los sinto-
mas consistfan en mosaico, deformaciones de las hojas
y en algunos casos, necrosis apicat.

En base a la sintomatologfa, transmisiones mecanicas,
por afidos, en forma no persistente, la no transmisién

por semilla, el rango de huéspedes infectados, las pro-
piedades fisicas (PIT y PDF), la morfologia y tamafio
de las particulas, se concluyd que el aislamiento estu-
diado corresponde a una nueva raza del MAF, no de-
terminada en Chile anteriormente.
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