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RESUMEN

En quintas de los alrededores de Buenos Aires se observo una virosis muy difundida en los cultivos de

poroto.

Se determiné que el agente causal de la enfermedad es el virus del mosaico comin del poroto (« Bean
mosaic virus» BMYV). EIl diagndstico se basé en la sintomatologia de las plantas enfermas, en la trasmisi-
bilidad del virus por las semillas, en la determinaciéon de sus propiedades fisicas y en su identificacion al

microscopio electrénico.

No se trasmitié la enfermedad con jugo extraido de raices de plantas virdsicas.
Tanto en inoculaciones, realizadas en inverndculo como en observaciones del cultivo en campo, el virus
ataco numerosas variedades de poroto. De éstas, Balin de Albenga fue altamente susceptible y Acay Magnif

INTA tuvo muy buen comportamiento.

SUMMARY

It was noticed the presence of a wide-spread virus disease in bean fields around Buenos Aires.
The causer agent of disease was identified as Bean mosaic virus (BMV). Symptomatology of diseasc
plants, seed transmission, physical properties of the virus and electronic microscope identification allowed

to identify it as BMV.

Sap from roots of virus infected plants was unable to transmit the disease.
In green house inocnlations as well as in field observations BMV injured many bean varieties; among
these Balin de Albenga was highly susceptible and Acay Magnif INTA was apparently resistant.

INTRODUCCION

En relevamientos realizados en quintas hortico-
las de los alrededores de Buenos Aires se observo
sobre poroto un mosaico de origen virdésico am-
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pliamente difundido en los cultivos. Los quintera:
no han dado hasta ahora mayor importancia al
ataque; sin embargo los autores han comprobado
(CAror y LEON, 1970) que hay una marcada dis-
minucién del rendimiento en relacién con la plan-
ta sana.

Los estudios sobre la enfermedad observada
comenzaron en enero de 1968 subsidiados por
CAFPTA en un plan de trabajo realizado por la
Catedra de Fitopatologia de la Facultad de Agro-
nomia y Veterinaria de Buenos Aires. Se hic'eron
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observaciones en quintas particulares, en cultivos
del Instituto de Fitotecnia de Santa Catalina y en
la Facultad de Agronomia y Veterinaria de Buenos
Aires. Los trabajos de invernaculo se realizaron cn
la Catedra de Fitopatologia de la Facultad.

Hasta el momento no se ha estud’ado en el pais
el mosaico comun del poroto, a pesar de la gran
difusién que tiene en los cultivos y de la gran
cantidad de trabajos que sobre esta enfermedad
existen en el extranjero.

STEWART y REppick (1917) describieron en los
EE. UU. un mosaico observado en cultivos de po-
roto. En los anos siguientes hicieron observaciones
sobre susceptibilidad varietal a la virosis, REpDICK
y STEWART (1918-1919 a) y sobre trasmisién del
virus por semilla, REDDICK y STEWART (1919b).

Ranps y Broruerron (1925) estudiando colec-
ciones de semillas de poroto de diferentes partes
del mundo encontraron que las provenientes de la
Republica Argentina trasmitian el mosaico.

Fajarpo (1930 a,b) en EE. UU. consideré al nio-
saico como la segunda enfermedad del poroto en
importancia después del tizén bacteriano, indican-
do que en ciertos lugares era factor limitante para
la produccion de la legumbre. Estudié trasmisién
y sintomas en el poroto y propiedades del virus.

En Idaho, PiErcE y HUNGERFORD (1929) reali-
zaron un estudie completo del virus. PIERCE (1934)
comparé las virosis que infectan poroto, entre las
cuales incluyé el mosaico comun y el mosaico ama-
rillo (BYMV).

HARTER y ZAUMEYER (1944) describieron el mo-
saico comun del poroto haciendo referencia a su
distribucién mundial y a su importancia econg-

mica.

BepmsTEr y VAN pER WANT (1951) y BERKS
(1959-1960) realizaron estudios serolégicos de los
dos mosaicos (BMV y BYMV).

NewLson y Down (1933), Swmura y Hewirr
(1938) ., Crispin MEDINA y GROGAN (1961), WiLsoN
y DEAN (1964), demostraron que el virus del mo-
saico comun se trasmite por la semilla, lo que no
ocurre en el caso del virus del mosaico amarillo.

En 1952 Scort consiguié purificar el Bean Mo-
saic Virus (BMV) trabajando con Phaseolus vul-
garis L. variedad Refugge. El examen al micros-
copio electrénico mostré particulas con forma de
bastones largos y otras pequenas y esféricas.

Branpes y Quantz (1955) demostraron que las
particulas del BMV son bastones flexuosos cuyo an-

cho es de 15 mp y cuyo largo fluctia entre 72C y
780 myp, siendo el largo medio de 750 mp.

Bobpe y sus colaboradores del Biologische Bun-
desanstalt desde hace 18 anos trabajan en la clasi-
ficacion de virus alargados los que se caracterizan
por tener una longitud constante. En todos los ca-
sos que procedieron a purificar por métodos qui-
micos o por centrifugacién, las particulas quedaron
rotas o formaron agregados irregulares; es por este
motivo que desde 1955 emplearon el método de
exudacién (Jonnson, 1951) que luego reempla-
zaron por el de sumersién o método Dip-Brandes,
el cual es efectivo aun cuando las hojas no se en-
cuentren en perfecto estado de conservacion. Com-
binaron el método de sumersiéon con la técnica de
tincién negativa con acido fosfotingstico (FTA)
y empleando un microscopio electrénico de alto
voltaje obtuvieron excelentes preparaciones.

Esta virosis fue observada en Brasil por Costa
y FOrsTER (1941). en Peru por Donco et al. (1964)
y en Chile por ALVAREZ y ZIVER (1965). VON DER
PAHLEN (1962) demostré la presencia del mosaico
amarillo en los alrededores de Buenos Aires.

Es interesante la relacién existente entre los
agentes causales del mosaico amarillo y del mo-
saico comun del poroto, demostrada por GROGAN
y WALKER (1948) mediante estudios de proteccion
cruzada.

FERNANDEZ VALIELA (1969) indicé que en la Re-
publica Argentina los dos mosaicos mas difundidos
en poroto que afectan calidad y rendimiento son

el BMV y el BYMV.

De los dos virus, el mosaico comun se trasmite a
diferentes variedades de Phaseolus vulgaris L., no
infecta Pisum sativum L. ni Lathyrus odoratus L.
y es trasmitido por semilla (Smitn, 1957). Segin
el Indice de enfermedades virésicas publicado en
EE. UU. (U. S. Department of Agriculture, 1966)
no son susceptibles al mosaico comun Nicotiana
tabacum L., Lupinus albus L. ni Cicer arietinum i

MATERIALES Y METODOS

Plantas utilizadas. Variedades de Phaseolus vul-
garis L. en invernaculo: Acay Magnif INTA, Balin
de Albenga, Bountiful, Contra ancha, Pencil pod,
Prelude, San Anton‘o, Sin rival.

Plantas indicadoras: Cicer arietinum L.: Lathv-
rus odoratus L.: Lupinus albus L.: Nicotiana iaba-
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cum L.; Pisum sativum L. variedades Cuarentona,
Onward, Ojo Negro.

Variedades de Phaseolus vulgaris L. ensayadas
en campo:

Nacionales: Acay Magnif INTA, Balin de Al-
benga, Bountiful, Famatina Magnif INTA, Sin
rival.

Importadas: Brittle wax (EE. UU.), Harvester
(EE. UU.), Kentucky wonder (EE. UU.), Purple
stringle (EE. UU.), Reina Ana (Holanda).

Distribucion del ensayo en campo. Cada varie-
dad se sembré en parcelas distribuidas al azar, com-
puestas por 4 hileras de 5 metros de largo efectuan-
dose 3 repeticiones. La siembra se realizé a golpe,
3 sem’llas por golpe. La distancia entre plantas
fue de 0,30 metros y entre hileras 0,70 metros. Los
tutores para las variedades de enrame se dispu-
sieron en tetradas.

Material virésico. E1 material original se obtuvo
de plantas enfermas de Phaseolus vulgaris recolec-
tadas en quintas de los alrededores de Buenos
Aires.

Métodos de trasmision. La trasmision mecani-
ca del virus se realizé espolvoreando las dos pri-
meras hojas simples con carborundum malla 300
como abrasivo, frotandolas luego con una gasa em-
bebida en jugo infectivo. Este se obtuvo triturando
en mortero hojas enfermas que presentaban los
sintomas bien acentuados. El jugo asi conseguido
se diluyé con un buffer pH 7.5 formado por partes
iguales de bisulfito de sodio 0,02 M vy fosfato di-
potasico 0,02 M.

Para la trasmisién por semilla se wutilizaron
aquellas provenientes de plantas inoculadas meca-
nicamente y desarrolladas en invernaculo y en
campo.

Propiedades fisicas. Para establecer las propie-
dades fisicas del virus se trabajé con la variedad
de poroto Bountiful enano que se eligié por su
gran susceptibilidad. Se maceraron brotes de plan-
tas enfermas de aproximadamente 1 mes de edad
y 15 a 20 dias después de haberlas inoculado; el
jugo extraido se diluyé 1 en 4 en el buffer de pH
7.5 yva mencionado. Como planta indicadora se
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utilizé la misma variedad de poroto, de 15 a 20 dias
de edad, la que presenté después de las inocula-
ciones con el jugo tratado sintomas semejantes a
los ya descriptos. Para separar los constituyentes
celulares de mayor peso se centrifugé durante 20
minutos a 4000 RPM y con el liquido sobrenadante
se realizaron las determinaciones. Para obtener el
punto final de dilucién se trabajé con diluciones
en agua destilada: 10-', 10-2, 10-?, 10-*. La lon-
gevidad in vitro se determiné manteniendo el jugo
virésico a temperatura ambiente durante 20, 24,
28, 32, 36 y 40 horas. Para establecer el punto de
inactivacion termal se mantuvo el liquido infecti-
vo a 50, 58 y 65° C en tubos de Kahn en baiio
Maria durante 10 minutos a cada temperatura, en-
friando inmediatamente.

Obtencion de fotomicrografias. Se utilizaron ho-
jas de la variedad Bountiful enano que presenta-
ban los sintomas caracterist‘cos del mosaico comun,
recogidas entre los 10 y 20 dias posteriores a la apa-
ricién de la enfermedad.

Para obtener las fotomicrografias se combinaron
las técnicas de tincién negativa con FTA de Bren-
NER y Horne (1959) y de sumersion de BRANDES
(1957). Se usaron membranas soporte de colodion
que se prepararon s'guiendo el método de SCHAE-
FER y HARKER (1942).

La combinacién de ambas técnicas se realizé de
la siguiente manera: se cortaron trocitos de lamina
de hoja que presentaban mosaico y ampollamien-
to. Se maceraron en 2 6 3 gotas de agua destilada
sobre un portaobjetos previamente desengrasado.
Con una micropipeta se tomé una gota del mace-
rado y se distribuyé sobre una rejilla ya preparada
con la membrana soporte de colodion; esta rejilla
se sumergi6 rapidamente en la solucién de FTA al
2 % neutralizada con hidréxido de potasio al 2 7.
Se dejo secar al aire y se llevo a estufa a 48° C du-
rante 10 minutos apoyandola sobre un papel de
filtro. Una vez retirada de la estufa se la observé
con el microscopio electrénico y se fotografio el
virus. :

Se ensay6 una modificacién del método que con-
sistié en macerar los trozos de hojas en FTA, en vez
de hacerlo en agua destilada.

Se utilizé un microscopio electrénico “Philips™

E.M.200.
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RESULTADOS

En las sucesivas inoculaciones sobre poroto se
observaron foliolos alargados, deformados, presen-
tando asimetria:; laminas curvadas hacia abajo,
ampolladas, con un moteado en el que se alterna-
ron zonas verde oscuro y verde claro; epinastia
(Fig. 1). Las legumbres se presentaron mas chicas
que las normales y curvadas (Fig. 2). Los granos se
observaron muchas veces arrugados, pequeiios, os-
curecidos. La planta present6é nanismo y la produc-
cion disminuyé notablemente. Los sintomas co-
menzaron a aparecer aproximadamente 12 dias
después de realizada la inoculacién.

Trasmision del virus. De 18 plantas inoculadas:
con el jugo extraido de raices de plantas virésicas
ninguna presenté sintomas de mosaico.

En la trasmisién por jugos de hojas empleando
buffer se obtuvieron los resultados que figuran en
el cuadro 1.

En la trasmisién por semilla se obtuvieron los
resultados que figuran en el cuadro 2.

Fig. 1. — Foliolos deformados presentando zonas verde oscuro
v c¢laro. Variedad Bountiful enano
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Fig. 2. — Legumbres encorvadas. Variedad Bountiful enano
CuapRrO 1. — Resultados de la trasmision mecdnica del BM 1"

Huésped vi '
Phaseolus vulgaris var. Acay Magnif INTA 18/20
» Balin de Albenga . 9/10
» Bountiful ........ 19/20
» Contra ancha .... 4/10
» Pencil pod ....... 18/20
» Prelude .o, .5 . 5/10
» San Antonio...... 3/13
» Siu/riwaliciane. - - 12/12
Pisum salivum var. Cuarentona ......... 0/20
» Ojo negro-, .. St o 0/10

» Onwardl., . St s o 0/8
Clget arielinuny. . 5 o 00 0o s e e e 0/18
LatRyrus0f0ratits:) i o oo s o s n s s 0/20
Truprnns albice |- elig Wi o fal o o0 s 0/10
Nucottanst TabaBUN. | o\ i stas s S5 sio s siois 0/11

' v/i: plantas virésicas/plantas inoculadas.
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Cuapro 2. — Resullados de la lrasmision del BM 1
por semillas de Phaseolus vulgaris

Plantas inoculadas en inverndculo Plantas inoculadas en campo

Variedad v/s ! Variedad vt
BT 0100 (1 S| | 3/12 Balin de Albenga 2,6
Peweilipodingy ¢ ol 3/10 Bountiful ...... T/16

' v/s: plantas virésicas/plantas sembradas.

En las 3 variedades de poroto util’zadas los sin-
tomas obtenidos en la trasmision por semilla fue-
ron muy notables y semejantes a los observados cn
la trasmisién por jugos (Fig. 3).

Observacion del comportamiento en campo de
diferentes variedades de poroto. De las 10 varieda-
des nacionales e importadas ensayadas, 9 presen-
taron sintomas de virosis. En todos los casos, ex-
cepto en Kentucky wonder, se ohservaron sintomas

Fig. 3. — Poroto variedad Pencil pod , izq., virdsico

(trasmision por semilla}. Der testigo

Fig. 4. -- Fotomicrografia del BMV, 47.200: 1

V. En Ken-

tucky wonder se noté un acentuado enrulamiento

similares a los descriptos para el BV

de hojas. Sin embargo, en inoculaciones artificiales
en invernaculo sobre la variedad Bountiful se ob-

tuvieron los sintomas caracteristicos del BMV.

El comportam’ento de las variedades ensayadas
respecto a la infeccion producida por el BMV pue-

de resumirse en la siguiente forma:

Fig, 5. — Fotomicrografia del BMV, 36.000: 1
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Variedades muy susceptibles: Balin de Alben-
ga, Bountiful.

Variedades medianamente susceptibles: Kentuc-
ky wonder, Purple stringle, Reina Ana, Sin rival.

Variedades poco susceptibles: Brittle wax, Fa-
matina Magnif INTA, Harvester.

Variedades que no presentaron sintomas: Acay

Magnif INTA.

Propiedades fisicas del virus. Punto final de di-
lucién: No se obtuvo infeccién con la dilucién
16-*. La inmediata anterior, 102 se mostré infec-
tiva.

Longevidad in vitro: El virus se inactivé a las
32 hs de exposicién a temperatura ambiente.

Inactivacién termal: Hasta 58° C los sintomas
aparecieron a las 2 semanas de realizada la inocu-
lacion. A 65° C los sintomas fueron mas atenuados
y tardaron aproximadamente 4 semanas en apa-

recer.

Obtencion de fotomicrografias. Las particulas fo-
tomicrografiadas (Fig. 4 y 5) se presentaron co-
mo bastones largos, flexuosos, con un ancho de
15 mp y un largo variables entre 700 y 800 my.

Se logré una distribucion mas uniforme del aci-
do en todo el preparado, con un mayor contraste
entre el virus y el medio cuando se maceraron los
trozos de hojas en agua destilada previamente a
la tincién con FTA.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

No se consiguié infectar Pisum sativum ni
Lathyrus odoratus; en cambio se obtuvo trasmi-
sion por semilla. Estos hechos dezcartaron la po-
sibilidad de que se tratara de mosaico amarillo del
poroto. Se mostraron resistentes Nicotiana taba-
cum, Lupinus albus y Cicer arietinum.

Las respuestas de los huéspedes diferenciales uti-
lizados, la trasmisibilidad del virus por la semilla
v la morfologia y tamarno de las particulas foto-
grafiadas demuestran que el virus estudiado es el
BMYV.

Respecto de las propiedades fisicas del virus, el
punto final de diluciéon y la longevidad in vitro
coincidieron con Fajarpo (1930), Pierce (1934),
Smrra (1957).

La inactivacién termal mostré diferencias con
la bibliografia consultada, pero considerando que

todas las otras caracteristicas coincidieron con el
BMYV no se estimé significativa esa diferencia.

El jugo extraido de raices de plantas virésicas
demostré no ser infectivo.

Es interesante hacer hincapié en el buen com-
portamiento de la variedad Acay Magnif INTA Ia
cual no manifesté sintomas de la enfermedad in-
cluso en inoculaciones artificiales. Balin de Al-
benga, muy utilizada como variedad temprana en
las quintas, fue altamente susceptible al virus.
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