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ABSTRACT

Bean yellow stipple vivus (BY SV') was isolated from beans (Phascolus vulgaris)

i Tunvialba, Costa Rica  lifected _I.*Jam': showed a distinetire yellow stipplurg and
stight malformation of leaves BY SV infected 14 of 24 mechanically inoculated specie
of Legnutinosae Al of 542 cultivass of beanr tested were fonud susceptible to the
viries No rpecies outside Legnminasae were infected. The virns was not trapsmitted
throngh teedi of infected plants. Properties in wnbnffered sap swere  thermal inactiva-
tion poiit between 74 and 76°C, longevity in rvitro at 20°C between 24 and 48 hi,
dilution and peint between 10~ and 10=+ BYSV was transmitted by the chrysomelid
beetles Cerotoma ruficornis and Diabrotica balteata  Insects acguived the whis after
feeding petiods of 24 b and retained hansmissibility fos up 10 4 to 6, and 1 to 3 dayi
respectively  The viins was pmified from infected bean leaves by chloroform-buianol
clarification and differential centiifugation in 001 M phosphate buffer, pH 70, wud
separated as a single centrifugal componemt after inerose 1ate zonel density gradient
centiifagation  Pmnified prepmations weie highly hifective and contatined nnmeron)
isomehic particles, 26-30 um in diumeter  The absoyption spechinm was typical of
nuclecproteins with maximum and minimum at 260 gud 240 nm, respectively The A
260/280 war 6.60 = 002 and A 260/240 was 070 4= 02 indicating nncleic acid
contens of 20 — 22 per cent BYSV ir serologically selated but not hamologons 1o
cowpea chlovotic wmoille vivns, and is considered a itiain of this vivns and a member
of the biomorius gpronp — The author

Introduciion

L virus del moteade amarille {VMA) fue origi-
E nalmente zislado de plantas de frijol, Phaseolns
valgarir L. en Turrialba, Costa Rica Tas plantas
infectadas moastraban un ligero moteado color amarillo
y una leve ceduccion en el crecimiento. Estudios preli-
minares mostraron que el VMA era diferente de otros
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vitus transmitidos por insectos crisomélidos conocidos
tanlo en ésta como en otras partes del munda {4, 17,
19). El VMA es relacionado seroldgicamente al virus
del moteado clorético del frijol de costa, “cowpea chio-
rotic mottie virus” (3), y por lo tanto, pertenece al
grupo de fos bromovirus (11) Originalmente habia
sido denominado virus del moteado clocdtico (5), pero
fa similitud de los sintomas de las plantas infectadas y
de otras de sus propiedades con las descritas por Zau-
meyer y Thomas (18) para un virus denominado "bean
yellow stipple virus" (BYSV), indujeton a utilizar la
misma denominacién en castellano  In el presente tra-
bzjo se describen algunas de sus propiedades en savig,
modo de transmision, reaccion y dmbito de plantas hos-
pedantes, y caracteristicas de la particula viral Pactes
de este estudio fueron publicados en resumen (5, 7).
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Materiales y métodos

Aidlamicnto del vivus, transmision mecdanica y planias
hospedantes

El aislamiento del VMA utilizado en estos estudios
se obtuve de plantas de frijol en Turrialba, Costa Rica,
El cultivar Col. 109-R’ se utilizé como fuente de indcu-
lo y pianta de prueba. 1La transmision del virus fue
realizada rutinariamente en forma mecdnica, y la deter-
minacion de plantas hospedantes se efectud inoculanda
el virus a plantas de diferentes géneras y especies en lu
forma anteriormente desceita (9) Rutinariamente se in-
tentd la recuperacion del virus de plantas inoculadas
que no mostraron sintomas de infeccion

Propiedades en savia y transmision por semifia

Las propiedades en savia del VMA fueron determi-
nadas en Ia forma sugerida por Bos ef 4/ (1). Para ese
proposito, la infectividad de difetentes prepataciones
se determind basindose en el nimero de lesiones Jocales
necréticas producidas por el virus en hojas primarias de
Dolichos lablab L. El nimero y tamafio de las lesiones
perntitid la utilizacién de medias hojas para fa compara-
cion de peeparaciones diferentes del virus (1, 13)

Las prucbas de transmisién por semillas se realizaron
conn el cultivar "Col. 109-R.” Las plantas se inocularon
en estado cotiledonal, recolectindose su produccion al
finalizar su ciclo vegetativo. Las semillas provenientes
de las plantas infectadas se sembraron para observar en
cllas Ta posible aparicion de sintomas de infeccién del
vitus.

Lyansmision par bisectos crisomélidos

Los crisomélidos utilizados en las pruebas de trans-
misidn pertenecian a las especies Diabrotica balteata Lec
y Cerotoma 1uficarnss Oliv. Debido al hecho de no
haberse logrado el establecimiento de colonias de estos
insectos bajo condiciones controladas de invernadero,
Jos insectos utilizados en todas las pruebas de traasmi-
sion provenian de colonias silvestres. D balteala fue
colectada en plantaciones de nwiz y € 1uficornis en
plantaciones de D. lablab. Después de colectados los in-
sectos se mantuvieron sobre plantas de frijol susceptibles
al YMA a fin de probar si se hallaban libees del virus
Las pruebas de transmisién se realizaron utilizando pro-
cedimientos similates a los empleados en estudios ante-
riotes (6, 8) Rutinariamente antes de las pruebas los
insectos se sometieron 4 un periodo de ayuno de 24 hr,
2 fin de estimufar su apetito y asegurar que todos ellos
se alimentaran de las pfantas infectadas durante el perio-
do de adquisicion subsiguiente Concluida la adguisi-
cion, los insectos se transfitieron inmediatameante 2
plantas sanas por periodas de diferente duracion (perio-
dos de prueba). Los insectos se probaban individualmen-
te o en grupos de dos sobre plantas en estado cotiledo-
nal Los insectos no expuestos a plantas enfermas se
denominaron sanos; los que transmitieron el virus se
Hamaroa transmisores o wviruliferos El dia en que se

inicié una prueba de transmisidn se denomind L7, 2"
cl dia siguiente, y asi sucesivamente

Pm i'ﬁrarién

Et VMA se purificé a partir de hojas de plantas de
frijol, cultivar “Col. 109-R" infectadas por el virus. Una
cantidad de 100 g de hojas se mezcl> con 100 ml de
tampon de fosfato 0,01 M, pH 7,0 y se homogeniz6
en un homogenizador Sorvall La pulpa resultante fue
exprimida a través de tela de gasa, y el extracto asi obte-
nido se mezclé & 4°C con partes iguales de cloroformo
y butanol, bajo una leve y constante agitacion para su
emulsificacion  La mezcla se mantuvo en reposo por
30 a 60 minutos a 4°C, rompiéndose la emulsién pos-
terrormente por centrifugacion a 5000 rpm (3020 g)
pot 10 minutos en una centrifuga Sorvall RC2-B La
fase acuosa se centrifugd en el Rotor 30 de una centri-
fuga Beckman, Modelo L, a 30000 rpm (105.651 g)
durante 90 minutos Il sedimento resultante fue resus-
pendido en el tampén de fosfatos, clarificado por cen-
teifugacion a baja velocidad y centrifugado nuevaniente
a alta velocidad en Ia forma antes descrita. La prepa-
racion sedimentada del virus se resuspendid nuevamente
en el tampon de fosfato, se clarificd a baja velocidad,
y se usd posteriormente para centrifugacién en gradien-
tes do deasidad de sucrosa Lz misma solucidn tampin
sz usO para preparar sofuciones que contenian 100, 200,
300 y <100 g de sucrosa por liteo. Las columnas de gra-
dientes de densidad se formaron colocando cuidadasa-
mente y en forma sacesiva sin que se mezclaran, 4, 7,
7 y 7 ml respectivamente de las soluciones Las colum-
nas se prepararon en tubos de nitrato de celulosa de un
Rotor SW 25,1 y se mantuvieron a 4°C por 16 hr, para
permitir la difusion de la sucrosa Un volumen de 2 ml
de [a preparaciin del virus se colocd sobre cada columna
de sucrosa, agregindose luego cuidadosamente sobre ella
cf tampon hasta lenae completamente el tubo sin dis-
turbar la columna Los tubos se colocaron en el Rotor
SW 25,1 vy se centrifugaron a 22 500 rpm (73 018 g)
durante 4 he. Concluida Ia centrifugaciin, las gradien-
tes s examinaron en un analizador y fraccionados 1SCO
de gradiente de densidades, conectado a un graficados
externo (2) Se utilizé regularmente una fotocelda de
2 mm y un rango de sensibilidad de 0-0,5 a 254 nm
de longitud de onda. En algunos casos se empled una
fotocelda de 10 mm al mismo rango de sensibilidad.
La preparacion del virus que se obtuvo fue concentrada
por centrifugacion a 30.000 rpm (105.651 g) durante
90 minutos en un Rotor R-30 El sedimento que con-
tenfa el virus se resuspendid en el tampdn de fosfato

Abtorbancia y micioscopia electronica

El espectro de absorcion del virus se determind en
un espectrofotémetro Bedimaa DU-2, en un dmbito de
220-300 nm de longitud de onda TLas preparaciones
fueton examinadas en un microscopio electronico Hita-
chi HU-12 La suspension del virus se mezclé con un
volumen igual de acido fosfoténgstico ajustado o pH
7,0 con hidréxido de potasio y se colocd sobre grillas
de 400 mesh cubiertas con una membrana de coladion
estabilizada con una pelicula de carbdn evaporado.
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Sevologia

Para la prepacacién de antisueros del VMA se utili-
zaron preparaciones purificadas del virus, que se emul-
sificaron con adyuvante completo de Freund en la relr-
cidn de 1 mg de virus/1 ml de adyuvante. Un volumen
de 0,5 ml de la emulsion se inyectd dos veces a inter-
valos de una semana, en cada una de las patas traseras
de un conejo. Los animales asi tratados se sangraroqn
kres semanas después de la dltima inyeccion  Los titulos
de los antisueros asi preparados, asi como las relaciones
seroldgicas, se determinaron por prucbas de precipita-
cion de anillo y difusion en geles de Ouchterlony

Los antisueros contra los virus de “cowpea southern
bean mosaic” (CP-SBMV) “cowpea mosaic” (CPMV),
“bean pod mottle” (BPMV), "cowpea clilocotic mot-
tie" (é’CMV}. y 'squash mosaic’ (SMV), empleados
en las pruebas de relaciones seroldgicas fueron sumi-
Eiﬁtmdus pot el Dr J. P Fulton, Universidad de Ar-
:ansas.

Resultados
Reaccidn de cultivares de frijol

Todes los cultivares de frijol, de un total de 542
probados, resultaron susceptibles al virus Con ligeras
diferencias entre cultivares, en general los sintomas tipi-
cos de infeccidn se caracterizaron por un moteado en el
cual dreas amarillas de forma irregular y bordes bien
definidos, aparecian distribuidas irregularmente en la
planta, {(Fig. 1}. Estas manchas amarillas disminuian
en intensidad y nimero en las hojas formadas después
de la floracién de la planta. En ia mayoria de los culti-
vares inoculados sdlo se observd una ligera reduccién
en el crecimiento. E! grupo de cultivares de frijol pro-
bados incluyé ‘Stringless Green Refugee’, 'Pinto L1,

ey
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Fig. 1. —Sintomas del mateudo umaritla cn bajur de frijol.
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Fig. 2 —Legiancs focales weerdticar cawsadar poe of vivar del molviade
amrarifle dei frifol en boja cotifedonal de Dalichas lahlal:

‘Bontiful', ‘Michelite’, ‘Sanilac’, "Toperop’, “Tendercrop’,
“Tenderwhite', 'Tendergreen’, ‘Great Notthern UI60",
Kentucky Wonder y Tenderlong'. Estos cultivares
se han usado frecuentemente en estudios con otros virus
(6, 8, 9, 18, 19), lo cual permilit la comparacién del
VMA con virus de Jeguminosas descritos ea la literatusa.
Las reacciones aqui descritas fueron idénticas a las ob.
servadas por Zaumeyer y Thomas (18) para el BYSV

Plastas bospedantes ¥ sintonmatologia

El nimero de hospedantes entre las leguminosas
fue amplio Las reacciones de diferentes géneros y espe-
cies hallados susceptibles se describen a continuacion
Phareolns acutifolins Geay y P. lunatus 1., moteado ama-
ritlo; P calcavatns Roxb, P. vicadianns Hagt, P. aconi-
tifelins Jag y P lathyroides L., infeccidn sin sintomas;
Vigna sinensis Savi {6 cultivares), moteado amacillo
severo; I/ sesgwuipetalis (L) TFruwirth, y V. birla Hook,
moteado amariilo; Glyaine max Metr (cvs 'Tmproved
Pelican’, “Bienvilie', ‘Hardee', 'Hampton CES-407',
CES-486 Stwart' ), mwteado amarillo; G. jaranica vy
Cajanas indicus Spieng, infeccion sin sintomas

Leguminosas que reaccionaron con la formacion de
lesiones focales sin ocurrir infeccidn sistémica incluye-
ron: Dolichos lablab L. (Mg 2), G max (cvs. "Bilo-
xi,, Otootan’, P1215-691"), Crotaluria juncea L.y C.
pantina L
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Otras especies e leguminosas inoculadas y haliadas
imunes fueron: P angularis (Willd) W. F. Wright,
P.omumps L, P aurens Roxb, P. coccinens L, Vicia
faba Mild., Trifolinm repens L, T bhybridam L

Entre las especies no leguminosss inoculadas con el
VMA, Chenopadivm amaramticolos Coste y Reyn, vy
Ch album 1 reaccionaron con fa formacion de lesiones
locales blanquecinas  Cwewneis sativys L, C melo 1,
Lycoperivan esculentym Mill, Datura stvamonizm L |
Nicotiana tabuenm L o 'H-425%, N. glutinosa L, Pe-
tnnta hybvida Vilm y Physalis flovidaa Rydb. fueron
inmunes El dmbito y reaccion de plantas hospedantes
del VMA es, con algunas pocas excepciones, similar al
del BYSV (18), pero totalmente diferente 2 otros
virus de leguminosas descritos en la liteeatuca {16, 19).

Pio pfm’mf ¢f 81 saril

El VMA permaneaid infecciosn después de ser ca-
featado ducante 10 minutos a temperaturas hasta 74°C
pero fue mnactivado a 76°C  Scportd un envejecimicento
me vifra a 20°C de 24 pero no de 48 he. El punto final
de dilucion se hallé entre 10=% y 10=2. Los puntos dc
inactivacion termal del VMA y del BYSV (18) son
similares, no asi su tolerancia a dilucivn y envejeci-
miento in vifio

Trayswision ror temitia

De un total de <06 semilias provenientes de plantas
infectadas, ninguna de las plantas resultantés mostr
sintomas de infeccion que indicaran transmision del vi-
rus a través de la semilla

Tyansmision fror i itomidlidorx

Para determinac 51 las especies € rwficormis y D
balfeata transmitian el virus, grupos de Insectos sanos
de ambas especies tuvieron separadamente un periodo
de adquisicion de 2 dias. Concluida In adquisicidn los
nsectes se probaron sobte plantas sapas, en grupos de
2, por pericdos de 2 dias. El experimento se tepitio 4
veces De un total de 58 grupos de D balreata proba-
dos, 15 transmiticron el virus; por otra parte 11 de 37
Lrupos de C ruficornis fueran transmisores

Se estudid también la retencion del virus por las
dos cspecies de crisomélidos  Los insectos tuvieron un
periodo de adquisicion de 2 diss, siendo transferidos
posteriormente en grupos de 2, a plantas sanas por 4
periodos consecutivos de 3 dias de duracidén cada uno
Los resultados obtenidos aparecen en el Cupdro 1 Das
de los 15 grupos de D balteata transmitieron el vizus
dnicamente durante el primer perfodo de prueba; por
otra parte 5 de los 13 geupos de C yuficornis lo hicieron
en el primer periodo y 1 de 12 grupos en el segundo
peto no en los restantes periodos La retencion del
VMA en este caso fue al menos de 4 a 6 dias de dura-
<i6n,

Cuadro 1 —Transmision del virus del moteado amarillo
per grupos de Diabiotica balleata y Cero-
toua 1uficornis

Registra de  Transmisitn
{Dins de iniciadn el experimento®)

Especic |
-3 (8 0-11 12-1.¢
E}.‘}-'Iitﬂfft'.l boalteara /150 /-1 /14 0/
Ceratama rafirornis 8714 1/12 0/7 0/ i
]

®  Los insectns tuvizron un perioda de adquisicién de 2 alias y fue-

e tansferdos a plantas sapas por | perdodos consecutivos de
prucka em los dias indicados.

®5  Namere de grupos transmisoes [/ nomero de grupos probados  Dhes
mzeclos por Eropos

Sedimentacion en gradientes de densidad

El VMA se sedimentd como un sole componente
que iparecio como un pico de mayor absorbancia de
luz ultravioleta, a 3,2 c¢m debajo del menisco del tubo
de la gradiente [n el extracto de planta sana no apa-
recié ningin pico de absorbancia de luz ultravioleta
Las gradientes fraccionadas se utilizaron para determinar
infectividad y caracteristicas de las particulas virales.

hrfﬂ‘ff;-fthnf de lax frreparacioues

La infectividad de las fracciones obtenidas del ana-
lizador JSCO se determind por inoculacion a D. lablab.
La fraccidn que coatenin ¢l componente asociado al
pico de absorcion de uliravioleta mostrd ser infectivs,
no asi el resto de las fracciones obtenidas de las partes
superiores ¢ inferiores de la gradiente.

Absoscion de ta tuz wlhavioleta

Una muestra del componente infectivo se centrifugd
a 105000 g por 90 minutos en un Rotor R-40. El se-
dimento se resuspendid en la solucidn tampdn de fosfa
tos 0,01M, pH7,0, y se examind al espectrofotémetro
La pre?amc:idn mostrd un espectro de absorcidn tipico
de nticleo-protcinas, con un minimo de 240 nm y un
maximo a 260 nm La tasa de absorbancia a 260/240,
y 4 2807260 fue de 0,70 == 0,2 y 2 0,60 - 0,02, que
sugiere un contenido de dcido nucleico de 20-22 por
ciento para ¢l VMA (13)

Micrarcopia elech ditica

La muestra del componente infectivo utilizado en la
determinacion del espectro de absorcion fue también exa-
minada af microscopio electrénico después de su tincidn
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con dcido fosfotdngstico, mostzando fa presencia de par-
ticutas virales isométricas y de aproximadamente 26-30
nm de didmetro (Fig. 3) Las preparaciones de plantas
sanas no contenian ninguna particula,

Serologia

El titulo del antisuezo del VMA determinado po:
precipitacion de apillo fue de 1/128 En pruebas de
inmunodifusidn doble en agar, este antisuero reacciond
especificarnente con preparaciones purificadas o extrac-
tos crudos de plantas infectadas con el virus Los ex-
teactos de plantas sanas no dieron ninguna reaccion con
el antisyero. Cuando el VMA se probéd contra antisue-
ros de los vitus del CPMV, BPMV, (P-SBM, SMV y

CCMYV, reacciond dnicamente con e¢f CCMV en la for-
ma anteriormente descrita (3)  El antisuero del CCMV
formé una banda de precipitacion con un espolén Final
difetente 2 Ja banda de ]pu:f:ipitacién formada por el
VMA y su antisuere homdélogo, indicative asi de relacion
mas no de identidad setolégica de ambos virus,

Discrrien

La sintomatologia y reaccion de ias plantas hospe-
dantes, y el punto de inactivacién termal del VMA son
simifaces a los desceitos por Zaumeyer y Thomas (18)
para el BYSV. Este vitus fue originalmente aislado en
1930 de plantas de frijol en Illinois, USA, y desde
entonces no habia sido hallado de nuevo por ningin
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otro investigador El aislamiento original del BYSV no
estd disponible, por lo que no pudo ser utilizado en

bas comparativas con ef VMA No obstante Ia simi-
litud de las caracteristicas citadas de ambos virus indujo
a mantener en castellano el nombre original de “baan
yellow stipple virus™

La purificacién del VMA permitio la determinacion
de algunas caracteristicas intrinsecas de la particula viral,
¥ su comparacion con otros virus de plantas {11, 16)
Ademds de las propiedades en savia y su transmistbili-
dad por insectos crisomélidos, Ia forma y tamaiio de Ia
patticula, el contenido aproximado de dcido nucleico, la
existencia de un solo componente centeifugacional en las
preparaciones, las reaccioncs seroldgicas descritas ante-
riormente y comprobadas en este estudio, y ¢l coeficiente
de sedimentacién de 818 (3), proveen criterio bisico pa-
ra establecer que este virus es un miembro del grupo de
los bromovirus (11}, serolGgicamente relacionado al
CCMV (3, 13). Fl criptograma correspondiente (11)
es entonces: F/%:%/(20-22):5/8:5/Cl. La indicacion
de que scroldgicamente el CCMV y el VMA estin rela-
cionados pero no son idénticos, y las diferencias en el
rango y reaccion de las plantas hospedartes de estas
virus permite considerarlos como razas diferentes de un
MISmO Virus.

El VMA se ha encontrade en plantaciones de frijol
de costa en diversas regiones de Costa Rica (10}, pero
su distribucion en otros paises de Centro Ammérica os
aun poco conocida, aunque plantas con sintomas simi-
Jares a los aqui descritos se han observado ¢n El Salva-
dor y Nicaragua.

Este constituye el tercer virus de! frijo! transmitido
por insectos crisomélidos descrito en Centroamérica;
el virus del mosaico rugoso (8) y el virus del mosaicn
surefio (1) habian sido anteriormente descritos como
transmitidas par D balteata y C auficornis. Ista es la
primera descripcion de estas cspecies de insectos como
vectores de un bromovicus

Los resultados de los estudios preliminares sobre la
transmision del VMA por insectos no muestran dife-
rencias apteciables en fa eficiencia de transmision del
viras por D baltedta o C rrficornis No obstante, esta
iltima especie retiene aparentemente el virus par perio-
dos mis prolongades que D balteata, al igoal que suce-
de con el virus del mosaico rugoso (8) Para el VMA
la eficiencia de transmision no parece estar necesaria-
mente ligada al tiempo de retencion del virus, como se
ha demostrado también en otros casos (4). El meca-
nismo de transmisién de virus por colebpteros ha sido
exhaustivamente revisado (), demostrindose, entre
otras cosas, [a asocincién entre la presencia del virus en
la hemolinfa con la transmisidn y retencion del viros
por ese insecto vector. En el caso del VMA se requiere
determinar si la baja eficiencia de transmision y la corta
retencion del virus aqui obsesvadas s¢ asocian 2 su pre-
sencia en [a hemolinfa de sus vectores.
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