CARACTERIZACION DEL VIRUS DEL MOSAICO COMUN DEL FRIJOL

(Phaseolus vulgaris L,) EN COSTA RICA

Por

Rafil A. Moreno M,

Insfituto Interamericano de Ciencias Agricolas de la O.E.A.
Centro de Ensefianza e Investigacién
Turrialba, Costa Rica
Febrero, 1968



CARACTERIZACION DEL VIRUS DEL MOSAICO COMUN DEL FRIJOL

(Phaseolus vulgaris L.) -EN COSTA RICA

Tesis

por

Radl A, Moreno M,

Presentada al Consejo de la Escuela para Graduados
como requisito parcial para optar al grado

de
Magister Scientiae

en el

Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas de la OEA

APROBADA ,c,/ ng [ Conse jero

(fJ2:ifjf Gor zfi;;é?%h. De.
I = Com1 t§

0dN go [Ganaz :;;—;.

: 2
4“"’> e, .

Qg = 4 Comit§
—— f,*'"‘m' £fi1, ¥. S
, p
T~ DIk 00 g Comi t8
y, George Greene, Ph, D, :

Febrero, 1968



iii

AGRADECIMIENTOS

A mi Consejero Principal Sre Luis Carlos Gonzdlez por sus ensefian-
zas y desinteresada ayudae

Al Sr. Rodrigo Gé&mez sin cuya direccidn este trabajo no habria sido
posibles

A los sefiores L8once Bonnefil y George Greene por su gentil aporte.

Al Programa de Emergfa Nuclear del Instituto Interamericano de Cien
cias Agricolas de la O, E, A, por el patrocinio de mis estudios en esta Ins
titucidn,

Kk todos aqudllos que con su amistad hicieron mids grata mi estadfa -

en Costa Rica

=

Este trabajo fue financiado por la ComisiSn de Energfa AtSmica de

los Estados Unidos de Norteamdrica bajo el contrato N2 AT (30=1)=243,



iv

BIOGRAFIA

El autor nacif en Santiago, Chile, en 1941, Realiz sus prime-
ros estudios en su ciudad natal para ingresar posteriormente en la Facul
tad de Agronomfa de la Universidad Cat8lica de Chile en donde obtuvo el
titulo de Ingeniero Agr8nomo en 1966. [Ese mismo afio ingres8 al departa
mento de Fitotecnia y Suelos del Instituto Interamericano de Ciencias A

gricolas de la O, E, A, de donde egres8 en Febrero de 1968,



TABLA DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS seeseccecsseccecscencapsssscccccscscccccssee
BIOGRAFIA ¢000000000000000000000000000000000000800090000080
TABLA DE CONTENIDO cceec0ceccecccceccccocecscsccncanceases
LISTA DE CUADROS ces00ee0000080000000ee000s0ncecccanccecosd

LISTA DE FIGURAS 00000000000000000s000000000000060000000080

INTRODUCCION 0000000000 0800000000000Q00Q0000000000O9QQQROCOCQO00

REVISION DE LITERATURA co0cesesscnece0cecceeccnngeqascnceee

MATERIALES Y METODOS .0....0.....00.0’.."....!‘.0.0I0.0.'

RESULTADOS 00000000 00000000000600 0000000080000 a9000000c0s000
DISCUSION 0000000000000 0000000000QQ000000000CDOOGCIEGCEEIOOCSSISEIOS
CONCLUSIONES 000000000000 0000600000000000000000Qe0000000000

SUMMARY 0000000000000 00 0000000000000 00006000000060¢0000o00as0?

LITERATURA CITADA 000000 000000000000 000Q000 000000000000 000

Pigim
ii1
iv

1
20
b

52



Cuadro N2

2.

5=6

10
1

12-13

14=15

16

vi

LISTA DE CUADROS

Reaccidn de plantas no leguminosas a la ino
culacidn con extracto infectivo de VF=1 y =
recuperacidn del Virus cceocccescccssacccee

Reaccidn de plantas leguminosas a la inocu=-
lacidn con extracto infectivo de VF=1 y re
cuperaciSn del Virus ssccecccceccveccccccse

Reaccidn de especies del género Phaseolus a
la inoculacidn con extracto de VF=1 y recu-
peraci&n del Virus ceccncceesccscsccsccocce

Reaccidn de diferentes variedades de frijol
a la inoculacidn con extracto infectivo de

WFB1 0000000000000 0s0000nncccesedgo0oconc0e
Reaccisn de las plantas de frijol, var. Col

109=R inoculadas con el VF-=1 por medio de
szus gersicae ooooooooooooooooo-ooooooooo;

Eficiencia de transmisidn y retencidn indi=-
vidual del VF=1 por Myzus persicae Sulz en
plantas de frijoly vare Col 109=R escccaessce

Reaccidn de plantas de frijol var. Col 109-

R inoculadas por medio del &fido Picturaphis

brasiliensis Moreira scecesecescccccosnscccone

Reaccidn de plantas de frijol, var. Col 109=-
R a la inoculacidn por medio de Diabrotica
balteata Leconte 000000000000000000000002000

Transmisidn por la semilla de frijol del VF-1

Inactivacidn del VF-1 en tejido 8eCO eecsse

Inactivacidn del VF=1 por calentamiento a
diferentes temperaturas eceessececccscceccce

Pérdida de infectividad por dilucidn de ex=
tracto infeccioso de VF=1 R

P8rdida de infectividad por envejecimiento
in vitro a 202 C de extracto infeccioso de

- 0000000000000 0000000000000000000000000

P&gina

22

23

24

25

30

31

32

33

35
36

37

38



Figura NQ

viii

LISTA DE FIGURAS

Hoja Trifoliada de frijol, var. Col
109=R mostrando los sintomas carac-
teristicos provocados por VF=1e.cee

Espectro de absorcidn de una prepara
cidn parcialmente purificada del VF-

1 000000000000 0000000000000000000000

P&gina

21



INTRODUCCION

Las enfermedades virosas de las plantas leguminosas estin ampliamente
distribufdas en el mundo y son generalmente de gran importancia econbmica
debido a las reducciones que causan en la produccidn de las plantas afecta
dase

En América Central es posible observar considerables ataques de este

tipo de enfermedades en el frijol (Phaseolus vulgaris L.) cuya etiologla -

hasta el :omentoy ha permanecido en gran parte desconocida, con excepcidn
de algunos estudios realizados recientemente en la Universidad de Costa Ri
ca (27)

Desde hace alglin tiempo se viene presentando en la Provincia de Ala=-
juelay, Costa Ricay una enfermedad virosa del frijol que se caracteriza por
un mosaico de las hojas trifoliadas, que luego se observa en forma de ban
das de color verde oscuro que corren paralelas a las nefvaduras. Esta en
fermedad no estf limitada solamente a este pais, sino que tambin se halla
en el resto de los palses centroamericanos*.

En el trabajo presente, se intenta una caracterizaciSn preliminar del
agente infeccioso que causa esta enfermedad. Para ello se determina su
rango de hospederos a través de la inoculacidn del agente causal a distin=
tos tipos de plantase Se estudia el tipo de transmisidn del presente vi
rus por semilla, por insectos y meclnicamente. Ademis se establecen algu
nas propiedades del virus en tejido y en extracto de plantas enfermase Por
otra parte se realiza una purificacidn parcial del agente causal y un aqé

lisis espectrofotom&trico posterior de la preparacidn purificadae

¢ @fmez, Re Comunicacidn personal.
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invernaderos del Departamento de Fitopatologia de la Universidad de Costa

Ricae
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REVISION DE LITERATURA

Ie. Alggggs enfermedades virosas comunes del frijol

A. Mosaico Comfine-

La sintomatologfa inducida por el virus causal de esta enferme

dad varia desde un moteado leve apenas perceptible en las ho
Jas trifoliadaé, hasta una malformacidn severa de toda la plantae Las va
riaciones en sintomatologfa no s8lo se observan entre variedades sino que
también pueden ocurrir dentro de una misma variedad, siendo en todo caso
influenciadas por las condiciones ambientales. Por lo general, junto con
la caracteristica alternacifn de &reas verde claro y verde oscuro en las
hojas, una planta enferma de Mosaico Comlin puede presentar también enanis-
mo, ramificacidn excesiva, epinastia y necrosis venal. Las plantas seve
ramente afectadas por esta enfermedad presentan vainas deformadas con man
?has de color verde oscuroe Frecuentemente estas vainas contienen menos

8vules y 8stos maduran mucho mis tarde, lo cual redunda en una menor pro=

duceisn (15, 17, 30, 31, 61)%

El virus es llevado de estaciln en estacidn a través de la se
milla y de planta a planta, dentro de una misma estacidn, principalmente -
por medio de insectos, Muchos autores han estudiado la transmisidn por
semilla del virus del Mosaico Oomiin del frijol y han observado una conside
rable variabilidad en cuanto a los grados o porcentajes de transmisidn por
este medio (16, 17, 18, 25, 30, 32, 35, 43, 44)., En general las infeceio
nes que ocurren despuds de la floracidén no alcanzan a la semilla, mientras
que cuanto més temprana sea la infeccidn, tanto mayor serd la probabilidad

de encontrar el virus em ella (30)s Crispin y Grogan (12), estudiando el
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efecto del polen y 8vulos infectados sobre la transmisidn por semilla, in-
forman que el polen es mis efectivo que los &vulos como transmisor del vi
rus a la progenie,

El primer antecedente de la transmisidn de este virus por in--
sectos fue dado en 1922 por Nelson (29), quien informd que el £fido Macro-
siphum solanifolii M. gei. era vector del virus del Mosaico Oomfin del f£ri
Jole Posteriormente se citan como vectores también a Macrosiphum pisi,
Aphis rumici, Aphis gossypii y Myzus persicae (16, 17, 25, 55, 564 58)e

Em 1918 Reddick y Stewart (34) realizaron la primera transmi-—e
s8iSn mec8nica de este virus frotando tejido de plantas enfermas sobre ho
Jas jSvenes de plantas sanas. El método de transmisidn mecfnica fue per
feccionado por Zaumeyer y Wade (62) quienes usaron un abrasivo sobre las
hojas sanas antes de realizar la frotacidn con el extracto de plantas en
fermase,

Las propiedades fisicag en jugo de plantas enfermas son algunos de
los criterios usados en la caracterizacidn de virus que atacan a las plan
tas, Entre estas propiedade; se pueden citar el punto final de diluciln,

el punto de inactivacidn termal y la pérdida de infectividad de un extrae-
to infectivo por envejecimiento in vitro (26)e¢ El virus que provoca el
Mosaico Comfin del frijol%‘tiene un punto de inactivacidn termal entre 56~
582 C, su punto final de diluciln en extracto de plantas infectadas estd
entre 1:800 y 121000 y resiste 28 horas in vitro pero no 32 horas (18, 31,
k1),

Be Mosaico Amarilloe-

El primer sintoma de esta enfermedad aparece como un moteado =

severo sobre la superficie de las hojas trifoliadas, que se
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destaca mucho mis cerca de la insercidn con el peciolo que en el &pice de
la hojae Luego'se desarrollan manchas pequeilas y angulares de 1 & 3 mm =
dé didmetroe Posteriormente las hojas se tornan gruesas, encorvadas y
quebradizas, con una apariencia groseramente granular. Eventualmente la
rlanta muestra enanismo por acortamiento de los entrenudos y excesiva raqg
ficacidne A medida qﬁe la planta es mids vieja se puede observar clorosis
y marchitamiento; esta severidad de sintomatologia sirve, entre otras co
sas, para diferenciar esta enfermedad del Mosaico Comlin (2, 3, 15, 19, 224
31, 61).

Este virus no s8lo causa una enfermedad importante em frijol,
sino tambifn en arvejas’y, trfbol rojo, gladiolos y habas (7, 23, 24)s

El virus no es tranamitido por la semilla, y ellos constituye
una de las mayores diferencias entre &ste y el virus que 1n§ita ei Mosaioo
- Comlinr (254 31)e
. Aparte de su transmisidn mecdnica por frotamiento (61) se «ci

tan diferentes £fidos como vectores de este virus; entre los cuales se

cuentan Hicrosighum solanifolii, Macrosiphum pisi, Macrosiphum rosae, Aphis
fabae, Aphis gossypii y Myzus persicae (1, 13, 45, 46, 55, 56)

Este virus, en el jugo de plantas infectadas, tiene su punto =
de inactivacidn termal entre 58-602 C; su punto final de dilucidn estd en
tre 1:1000 y 1:2000 y resiste un periodo de envejecimiento in vitro a 182C

de 24 horas, pero no de 32 horas (2, 31, 41).

Ce Apice Rizado (Curly Tope)e-

La sintomatologia de esta enfermedad, al igual que otras, es =
diferente segfin el grado de susceptibilidad de la variedad ata

cada y de la &poca en que tuvo lugar la infeccidn. Por lo general las ho
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jas afectadas se tornan mfs oscuras y arrugadaé, con sus bordes curvados
hacia abajoe. ﬁl arrugamiento se debe a la interrupciln del crecimiento =
de los haces fibrovasculares, siendo evidente el aclaramiento de las venase
S1 la infeccidn ocurre cuando la planta s8lo ha desarrollado sus hojas pri
marias, el finico sintoma visible es la muerte del &pice de crecimiento y
el consecuente amarillamiento y secamiento de toda la planta, sim produe-
cidn de ninguna hoja trifoliada. En plantas viejas, el primer sintoma no
table de la enfermedad es la orientacidn hacia abajo de las hojas trifolia
das mfs jévenes, afin casi antes de que las hojuelas estén totalmente desa
rrolladase

El virus es transmitido por la cigarrita de la remolacha (Cir-
culifer tenellus) (9, 10, 14, 28, 61), que puede retener y transmitir el
virus durante casi toda su vida.

BEn extracto de remolacha, el virus posee un punto final de di
lucidn de 1:1000, un punto de inactivacidn termal de 802 G por 10 minutos

y soporta 72 horas de envejecimiento in vitro (37).

De Mbsaico Surefioe=~

La distribuciln de esta enfermedad en condiciones de campo no

se conoee bien, debido a que sus sintomas, en ciertos casosy =
pueden confundirse con los producidos por el Mosaico Comfim y el Mosaico A
marillo (61).

El virus produce reacciones locales o infecciln sistémica, se
gln la va?iedad inoculadas La reaccidn sistémica, tal como en el caso del
Mosaico Comfin, comienza con un moteado leve en las hojas trifoliadas y au=-
menta en intensidad a medida que la planta alcanza su madures; el tejido =

intervenal es m&s claro que el adyacente a las venas de las hojas y se pre
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senta malformacidn y reducciln en el tamafio de éstas. La reaceciln local-
se caracterisa por lesiones circulares café-rojizas de 1-3 mm de difmetro
¥y su tamafio estf determinado por la variedad infectada, edad de la hoja y
nfimero de lesiones por unidad de superficie (4, 15, 20, 21y 57)s Los sin
tomas sobre las vainas som mucho més pronunciados que los producidos por
el Mosaico Conmfin, ya que aparecen manchas verde oscuro en variedades de
vaina verde y verde-amarillo en variedades de vaina amarilla (61)e

Este virus, que estd presente en todos los Srganos de la plan
ta (11), posee bastante resistencia a ciertos agentes fisicos, ya que 88
lo se inactiva a 90-952 C por 10 minutos; su punto de dilucibn final es
1:500,000 y tolera 222 dfas de envejecimiento in vitro a 182 C de tempera
tura (61)¢ Se caracteriza por ser mis infeccioso que ninguno de los ©
tros virus que atacan el frijole Su transmisidn por semilla es relativa
mente baja (4=61) y en el campo es transmitido por Ceratoma trifurcata -
Forst (52).

E, Otros virus encontrados en frijol.-

. El hecho de que el frijol es susceptible a m&s de un virus, -

fue primero descubierto por Carsner (10) en 1926, M&s tarde,

Wingard (53) demostr8 que el virus que produce manchas anilladas en el ta
baco, produce lesiones locales en frijols A su vez, Zhumeyer'(56) en
1933, mencion8 del ataque al frijol por parte de diferentes virus de legu
minosas; los sfintomas de este ataque no siempre fueron semejantes a los =
conocidos hasta ese entoncese Luego Thomas y Zaumeyer (47), basados en
observaciones de Virgin (48), informam de un virus que ataca al frijol y
cuyo sintoma mis caracterfstico es la coloracidn rojiza que adquieren los

nudos de las plantas, junto conm manchas también rojizas y anilladas en
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las vainas atacadase Dicho virus posee un punto de inactivaciln termal
de 56-582 C por 10 minutosj un punto final de dilucisn de 1:1000 y resiste
2k pero no 32 horas in vitro a 182 C de temperatura; en tejido seco su in
fectividad se mantiene por 30 dias. No se conocen vectores y no existh
evidencias de transmisidn por semilla, También Zaumeyer y Thomas (59) =
Walters (50451) y Skotland (39) estudiaron un virus denominado virus del
"Mbteado de las Vainas" por las manchas y deformaciones que produce en las
vainas de las variedades atacadas, Este virus es transmitido por Ceratoma
trifurcata Forste Se inactiva entre 70 y 752 G por 10 minutosj se mantie
ne infectivo en diluciln de 1:1000 pero no a 1:100,000; a 182 C de tempera
tura resiste 62 dfas in vitro, pero no 93 dias.

En 1950, Zaumeyei ¥ Thomas (60) describen un virus que denomi=-
nan virus del "Punteado Amarillo" del frijol. Este virus se inactiva por
calor entre 72«752 C por 10 minutos y se mantiene activo en dilqci&n de
1:50,000 pero no 1:75,0003 resiste 5 dias in vitro, a 182 C de temperatura
y en tejido seco mantiene su infectividad por 80 dias.

Skotland y Burke (40) describen un virus que es transmitido =
por sémilla en un 2=3% y cuyos sintomas principales son necrosis en las ve
nas de hojas primarias, epinastia, moteado, hojas en forma de cuchara y ex
ceso de brotacifn. Se inactiva por calentamiento a 60-658 C durante 10
minutos, posee un punto final de dilucidn entre 1:10.000 y 1:50,000 y per
manece infectivo afin despuls de 72 horas a 172 C de temperatura in vitro,

Es un virus transmitido tambidn por &fidos.

Yerkes y Patifio (54) citan la presencia en M&xico de un nuevo
virus, semejante al que causa el Mosaico Comiin, pero cuyos sfntomas son mu

cho mids intensos. No se transmite por semilla y sus propiedades fisicas
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son: runto de inactivacidn termal, 922 C por 10 minutos, punto final de
dilucidn 1:40,000,000, conserva su infectividad en tejido seco durante 7
meses Y en extracto por 11 semanas.

Murillo (27) menciona para Costa Rica la existencia de dos ais
lamientos virosos semejantes, que segiin sus caracteres, estin estrechamen-
te relacionados con el virus del Mosaico Surefio y la cepa de &éste, conoci-
da como Mosaico Severo de M&xico, anteriormente citada como descrita por
Yerkes y Patifios Uno de estos aislamientos, denominado By fue transmiti=-
do experimentalmente por medio de insectos de la especie Diabrotica adel-

pha Harold.

II. Identificaciln de virus que atacan a las plantase

Algunos virus bien conocidos pueden ser identificados en base a in=
formaciones en relacifn s8lo con algunas de sus propiedades, que son nota
blemente caracteristicas, en tanto que para otros es necesario diﬁponer de
toda la informacidn posible para poder diferenciarlos de virus similares.

HistSricamente la sintomatologfa ha sido uno de los criterios m&s u
sados para la identificacidn de virus, pero desde hace‘bastante tiempo se
reconocieron sus liﬁitaciones, ya que un mismo virus produce a veces sintg
mas &iferentes en plantas sgmejantes y diferentes virus provocan iguales -
sintomas en iguales especies de plantas (36).

Posteriormente se observd que, por lo general, virus diferentes po
seen un Ambito de hospederos también diferentes y asi entonces, el rango =
de hospederos de un virus en especial pasd a convertirse en otro criterio
a usar en la caracterizaéi6n de 8l. A medida que avanzaba la ciencia de
la virologfa vegetal se fuerom conociendo los medios de transmisidn (mec&~

nica, vector especifico, semillas, injerto) y propiedades fisicas del jugo
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ffesco (punto final de dilucidn, longevidad in vitro y punto de imactivacién
termal). Estos fueron los finicos criterios usados hasta 1930 aproximada=-
mentee.

Luego, la demosfraci6n de la inmunidad adquirida y la naturaleza an
tigénica de algunos virus vegetales, aportaron dos de las herramientas mfs
empleadas hoy dia, tales como pruebas de proteccién cruzada y las pruebas
seroldgicas respectivamente (5, 33, 36).

Recientemente algunas pruebas in vivo han demostrado tener valor en
el diagndstico de .algunos virus. Entre estas pruebas se pueden citar la
respuesta diferente frente a la inoculacién con un mismo virus que presen=
tan algunas plantas que 88lo difieren entre si en algin cardcter gendtico
ya conocido, y tambi&n la interaccidn entre dos virus que son inoculados a
la vez en una s8la planta y cuya mayor o menor relacidn es medible en 1la
planta inoculada segiin el efecto que produzcan sobre ellae.

La cristalizacidn del virus del Mosaico del Tabaco (TMV) y la demos
tracidn de que es una nficleoprotefina, junto con el advenimiento del micros
copio electrénico, han aportado gran cantidad de informacidn acerca de al
gunas propiedades fisicas y quimicas de los viruse. Los aspectos puramen=-
te biol8gicos, aunque de gran importancia en la caracterizaciln e identifi
cacidén de un virus no pueden, for las razones apuntadas anteriormente, dar
base a una identificacisn definitiva. Estos estudios deben complementare
se con estudios fisicos y bioquimicos como la determinacidn de la forma, =
tamafio y peso molecular de la particula virosa, aparte de la composicién =
de su &cido nucleico, el nfimero de sus unidades de protéina y la identidad
del residuo de aminofcido terminal en la cadena peptidicae Estas propie
dades intrinsicas de los virus, mis sus relaciones seroldgicas y sus carac
teres de transmisidn pueden considerarse como bases mds 0 menos seguras ra

ra la clasificacidny nomenclatura e identificacidn de los virus (36).



MATERIALES Y METODOS

Plantas de frijol que mostraban sintomas de una enfermedad aparente
mente virosa, de identidad desconocida, fueron colectadas en la Estacidn -
Experimental de la Universidad de Costa Rica en San Josecito de Alajuelaes
Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad consistian en un mosaico =
de severidad variable, generalmente verde oscuro y verde claro en las ho
jas trifoliadas que luego se observaba como bandas de color verde oscuro =
que corrian paralelas a las nervaduras de las hojas; ademis se presentaba
una alteracidn en la forma de &stas que se tornaban mis angostas y alare
gadas de lo normal y acopadas hacia abajo. Dichas plantas, debidamente e
tiquetadas, fueron depositadas en bolsas de material plastico y 1llevadas
al laboratorio.

El agente infeccioso que provoca esta enfermedad fue tentativamente

denominado Virus del Frijol 1 (VF-1) durante el curso de los experimentoss

I. Inoculacidn mecfnica

Muestras del material enfermo fueron trituradas en morteros estﬁgg
les, y la pulpa posteriormente exprimida y filtrada a travds de gasae El
extracto asi obtenido se frot8, usando el dedo indice, sobre hojas prima
rias de plantas a inocular, que habfian sido previamente espolvoreadas con
el abrasivo "carborundum", Luego de la inoculacidn, las hojas se lavaron
a presidnm leve con agua corriente y las plantas se dejaron en condiciones
de invernaderoe. Especial cuidado se tuvo siempre de lavarse las manos

con una solucidn detergentey, antes de inocular o manipular las plantase

11, Plantas hospederas
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Todas las plantas inoculadas con el VF=-1 fueron mantenidas en inver
naderos, en los cuales la temperatura promedio en el curso de estos experi
mentos oscild entre 22-282 C, con una duracidn del dia de 118 a 1247 ho
ras de luz astrondmicamente posibles.

Con objeto de conocer el'ﬁmbito de hospederos del agente infeccioso
en estudio, se procedid a inocularlo mecé&nicamente sobre plantas no legumi
nosas y leguminosase Entre las plantas leguminosas inclufdas se inocula=-
ron diversas especies del género Phaseolus y a su vez, numerosas varieda=-
des de Phaseolus vulgaris L. Todas las semillas de estas plantas fueron
pre-germinadas en cimara hfimeda a temperatura ambiente (unos 222 C en pro
medio) y sembradas en macetas de 15 x 20 cms con tierra esterilizada con
dibromuro de metilos Las plantas fueron mantenidas en el invernadero ¥y
se seleccionaron para inocular aquéllas que mostraban mayor uniformidad de
tamafio y vigor. 81 al cabo de un plazo prudencial las plantas inoculadas
no mostraban diferencias apreciables con sus testigos, se procedia a efeo
tuar la recuperacidn del virus en estudio. Para &ésto, se tomaba una mues
tra representativa de las plantas inoculadas, que consistia en hojas o tro
zos de hojJas escogidas al azar en cualquier parte de cada una de las plan
tase. Con esta muestra compuesta se inocularon plantas de la variedad del
frijol Col 109=FK que afienas habian expandido totalmente sus hojas primarias.
Esta variedad se utiliz8 rutinariamente por su ya conocida susceptibilidad
del virus en estudioe Igual se procedid con plantas que fueron dejadas =
como testigos, y por otra parte, nuevamente se inoculd en la variedad Col
109=R el extracto proveniente de plantas de frijol se presentaban eviden==
tes sintomas de la enfermedad en estudio, Se tuvo asi tres grupos de -

plantas de frijol Col 109-Rs uno inoculado con extracto de plantas que
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-no mostraban sintomas; otro inoculado con extracto de plantas testigo y el
filtimo, inoculado con extracto de plantas de frijol con sintomas de viro--

sis.

Ko Plantas no leguminosase=

Se inocularon entre 6 y 12 plantas jévenes de Datura stramonium,
Chenopodium amaranticolor Coste y Reyn, Chenopodium album L.,
Micotiana glutinosa Ley Tomate (Lycopersicum esculentum Mill), Pepino (Gue

cumis sativus L.), Tabaco (Nicotiana tabacum L.) variedad H=-425 y MeldSn =
(Cucumis melo Lo)s Para todos los casos se dejaron entre 4t y 6 plantas -
de testigos que fueron espolvoreadas con carborundum, frotadas con agua es

téril y posteriormente lavadas con agua corrientee.

Be Plantas leguminosasc=

Se inocularon entre 6 y 10 plantas jOvenes de Haba (Vicia faba
Le)y Rabiza (Vigna sinensis (L) Endl) de las variedades T-4988,
T-4986 y T=5010 de la coleccin del Instituto Interamericano de Ciencias A

gricolas (Centro de Turrialba), Arveja (Pisum sativum L.), Alfalfa (Medica-

go sativa Le) de las variedades Moapa, Tanverde y Caliverde; Garbanzo (Ci-

cer arietinum L.), Tr&bol rojo (Trifolium pratense L.), Trébol blanco iTri-

folium repens L.), Trébol subterrineo (Trifolium subterraneum), ¥igna hir-

Ya L. y Dolichos lablab L.

Se dejaron 3=4 plantas de cada una como testigos, tratados en

id&ntica forma al caso anteriore

Ce Especies del G&nero Phaseoluse=

Se inocularon 10 plantas de 6 a 7 dfas de edad de las siguiene
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tes especies: Phaseolus lunatus L., P. ricardeanus, P. mungo, P acutifo-

lius, P. calcaratus, P. angularis, P. aureus, P. aconitifolius, P. bractea-

tus y P. lathyroides. Se dejaron 6 plantas de testigos para cada espeoie.

Todas las plantas fueron inoculadas en sus hojas primarias, apenas &stas se

hatifan expandido totalmentee

Be Variedades de Phaseolus vulgaris Le-

Para complementar el conocimiento del &mbito de hospederos del

virus en estudio, para conocer la reaccidn de diferentes varie-
dades usadas en Costa Rica frente a este virus y en bfisqueda de algunas va
riedades que reaccionaran localmente a la infeccidn con el objeto de cuanti
ficar el in8culo posteriormente, es que se inoculd el extracto de plantas =
enfermas en diferentes variedades de frijol. Siempre se inocularon plan=-
tas que apenas expandfan totalmente sus hojas primarias (6 a 7 dfas de edad).
En todos los casos se inocularon 10 plantas y se dejaron 6 de testigos de
las siguientes variedadess 27-R, Mex 24-N, S89-N, Mex 80-R, Bl 157, S182-
N, $382-R, C165=-B1, Mex 29-N, Mex 27-N, Col 109-R, Bountiful, Kentucky Won=
der, Tendergreen, Great Northern UI #60, Michelite y Pinto 111

III. TransmisiSn por insectos

A. Myzus gersic#e Sulz (Homoptera, Aphididae)®.=

Para todas las pruebas realizadas con objeto de probar si el
VF-1 se transmitfa por este &fido, se seleccionaron &afidos wvigo
rosos que fueron colocados en cajas de Petri cubiertas por un papel celofén,

en cuyo fondo habla un papel filtro humedecidoe. Los insectos se mantuvie~

hd Los &fidos fueron identificados por H, G. Stroyan, Rothamsted Experimen
tal Station y De balteata por Alvaro Cordero, Facultad de Agronomia de
la Universidad de Costa Rica.
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ron en estas condiciones por 2 horas sin alimentacidn; este perfodo se de-
nomind de ayuno. Luegoy con un pincel humedecido se tomd cada vez un &
fido y se colocd sobre una hoja de frijol de la variedad Col 109=R,.que =
presentaba evident;s sfntomas de la enfermedad en estudioj ahi se le permi
ti8 alimentarse durante varios segundos. Apenas el afido hubo sacado su
estilete del tejido vegetal enfermo, fue removido de la hoja con el mismo
pincel y colocado cuidadosamente sobre una planta sana y muy joven de 1la
misma variedad. Sobre esta planta se dispuso un pequeilo trozo de papel =
en el que se deposit8 el &fido con objeto de evitar la posible transmisiln
del virus por medio del pincel, Una vez que el aAfido estuvo sobre la nue
va planta, se cubrid &sta con un vaso de cristal invertido y asi permane==
ci8 por un perfodo de minutos o por 24 horas, al cabo de los cuales fue e

liminado con Malathidm al O¢1%e

Be Picturaphis brasilensis Moreira (Homoptera, Aphididae)*e=

Enm general se realizd con proceso id&ntico, pero a este &fido

se le permiti8 permanecer durante 10 minutos en la planta en
ferma y luego fue transladado a la planta joven y sana, en donde permene=s
c¢id por 24 horas antes de ser eliminado. Se procedid de este modo’y debi=
do a las dificultades que presenta el manejo de estos &fidose Se trabajl
con 10 &fidos por planta en 14 plantas sanas de la variedad Col 109=-R. Se

dejaron 4 plantas sanas de testigo y 4 plantas inoculadas mec&nicamentes

Ce Diabrotica balteata Leconte (Coleoptera, Chrysomelidae)*e=

Se dispusieron 5 plantas enfermas de la variedad Col 109«R en

2 jaulas de malla fina. Se usaron plantas de buen desarro=-

* Los &fidos fueron identificados por He Ge Stroyan, Rothamsted Experi
mental Station y D balteata por. Alvaro Cordero, Facultad de Agrono=
mfa de la Universidad de Costa Ricas
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1llo, pero afin bastante tiernas. En cada jaula se colocaron ademfs 40 im=
dividuos de De balteata que permanecieron alli alimentadndose por 24 horase.
Al cabo de este tiempo y por medio de un succionador buca1; se traspasaron
2 insectos a cada una de las plantas j6ven;s de la variedad Col 109=R que
fban a ser inoculadas y se mantuvieron alli, bajo un vaso de vidrio inver=
tido por otras 24 horase Se inocularon asf 40 plantas j8venes de Col =

109-R, 8 permanecieron como testigos sanos y 4 fueron inoculadas mec&nica=

mentee

Ive Transmisidn por semilla

Para conocer si el virus en estudio se transmitia por semilla, se

escogieron algunas variedades de frijol que en la coleccisn de va
riedades de frijol de la Estacidn Experimental Agricola de la Universidad
de Costa Rica habfan demostrado estar severamente infectadas*e Estas va
riedades fuerons Bola Filadelffa, Ge 236-R, G. 257-N, Negro Filadelffa'y-
Nic 230-Ry 112=Bl, Bayos Filadelfia y Chiricano de Filadelfiae Se sembra
ron en cajones de tierra estéril 100 semillas de cada una de las varieda—-
des y luego, seglin la expresidn de sintomas, se verificd si existfa o no
transmisidn por semilla, Para evitar la eventual presencia de 1nsecfos -
se aplicd Malathidn al Oe1% cada 2-3 dfas duramte el experimentoe En to
dos los casos se sembraron 10 semillas provenientes de plantas sanas de la

variedad Col 109=R de testigos,

Ve Resistencia a la inactivacién

“

Ko Pérdida de infectividad en el tejido seco por envejecimientoe=

De plantas que mostraban marcados sintomas de la enfermedad se

¢ (@&mez, Re Comunicacidn personal.
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tomarom hojas que fueron divididas en trozos pequefios. Estos trocitos de
hojas fueron depositados en pequefios tubos de vidrio que a su vez se colo
caron dentro de un disecador con sflica-gel.

Para probar la infectividad del virus en estos trozos pequefios, s8e
maceraron en agua destilada y el extracto fue usado para inocular plantas
de Col 109=R, El efecto del envejecimiento én la infectividad se probd

a 108 1-2-3=4=5-10=15 y 20 dfas de permanencia en el disecador.

B Inactivacibn termale-

Volfimenes de 1-2 ml de extracto de plantas enfermas fueron dis

pensados cuidadosamente en 4 tubos de vidrio de pared delgadae
Estos tubosy sostenidos verticalmente en una gradilla de alambre, fueron =
colocados en el interior de un bafio de agua "Magrii Whirl" modelo MW 1120
a una temperatura constante y determinadae. Los tubos se sumergieron de
modo que el nivel del agua fuera superior al del extracto dentro del tuboe
Los tubos se mantuvieron a la temperatura deseada por 10 minutos y al cabo
de ese tiempo fueron sumergidos inmediatamente en agua con hieloe. Se rea
lizaron pruebas a temperaturas de 30-40-50-60-70 y 802 C y luego a 55«57=
59 y 612 C respectivamente. De cada tubo o tratamiento se inocularon 3
plantas de Col 109-R j8venes, cuyas hojas primarias recién estaban totalmen
te expandidas. Se dejaron en total 7 plantas inoculadas con extracto sin

calentary, que sirvieron de testigos.

Ce Tolerancia a la dilucidn.-

Extracto de plantas infectadas con el VF=1 fue utilizado para
preparar diluciones de 1:10, 1:100 hasta 121000000000 en a

gua destilada del extracto crudoe. Cada una de estas diluciones se inocu=
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16 a 8 plantase Posteriormente se realizaron diluciones de 13500, 131700,
11900, 1310004 1:1300, 131500, 121700, 131900 y 1:2000 y se inoculd cada di
lucidn en 6 plantas, dejando 4 plantas de testigos sin inocular y 4 plantas
inoculadas con extracto sin diluir. Todas las plantas fueron de la varie

dad Col 109=R,

De Envejecimiento del extracto in vitro.-

Aproximadamente 45 ml de extracto de plantas infectadas fueron

depositada en un frasco Erlenmeyer estéril tapadoe El frasco
fue envuelto en papel aluminio con objeto de protegerlo de la accidn de la
luz y colocado en una incubadora a 202 C de temperatura. A las 8-16-~20=
24=28=32=36=40=bL=li8=52-56-60 horas de envejecimiento se sacaron muestras
alicuetas que fueron inoculadas en plantas jdvenes de Col 109=R, Se ino-
cularon 8 plantas en cada intervalo de tiempo. Las plantas a inocular ha

bian sido a su vez sembradas a id&nticos intervalos de tiempoe

VI. Purificacidn parcial del virus

Con objeto de verificar que el VF=1 era una nticleoproteina, y como
un intento preliminar en la bfisqueda de un m&todo adecuado de purificacisn
para una posterior utilizacidm de la muestra purificada en elaboracidn de
antisueros, se prob8 el m&todo ya descrito por Scott (38).

Plantas infectadas, de 14=21 dias de edad, fueron homogenizadas con
2 ml de cloroformo, 2 ml de butanol y 1 ml de fosfato buffer O0¢2My PH 74 -~
por cada gramo de tejidoe Después de filtrado a través de gasa, se mantu
vo el extracto en embudo separador aproximadamente 20-222 C de temperatura
toda una nochee Luego la fase acuosa fue separada y centrifugada a Le¢500

rpm durante 20 minutos, con el objeto de clarificarla, e inmediatamente al
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macenada a =42 C de temperaturas Posteriormente esta fase acuosa fue some
tida a centrifugaciones diferenciales de alta y baja velocidad alternada==
mente en la siguiente forma:

28,000 rpm durante 2 horas

10,000 rpm durante 10 minutos

38,000 rpm durante 1.5 horas

10,000 rpm durante 10 minutos

38,000 rpm durante 1.5 horas

10,000 rpm durante 10 minutos

38,000 rpm durante 1.5 horas

En las centrifugaciones de alta velocidad se resuspendid el sedimen
to resultante en fosfato buffer 0,01 M, pH 7. En los de baja velocidady
se empled el supernatante y el sedimento fue descartado. Al cabo de 1la
Gltima centrifugacidn, el sedimento resuspendido fue dializado contra bu
ffer de fosfatos 0,01 My PH 7 a 52 O de temperatura por 12 horas, con un
cambio de buffer a las 6 horase

Para la purificacidn se us8 una centrifuga Beckman "Spince" modelo
L y todo el proceso de centrifugacidn fue llevado a cabo a una temperatura
de =32 C,

Una muestra de la auspeneién purificada fue inoculada en plantas de
frijol Gol 109-R con el objeto de probar su infectividad. Otra parte =
fue analizada en un espectrofotimetro DU Bsckman, para obtener el espeetro

de observacifn del virus entre 200 y 300 my.



- 2.0-

RESULTADOS

I. Inoculacidn mec&nica

La inoculacidn de plantas de frijol var. Col 109-R con el extracto
del material enfermo trafdo del campo permitid el aislamiento del virusg, ya
que se reprodujeron en condiciones de invernadero idénticos sintomas a los
observados en el campo, ya descritos. Generalmente la sintomatologia ti=
pica de esta enfermedad se puede observar en esta variedad de frijol a los
7-8 dias a partir de la fecha de inoculacidn, y se manifiesta principalmen
te como bandas de color verde oscuro que corren paralelas a las nervaduras

de las hojas trifoliadas, tal como se muestra en la Figura 14

II. Plantas hospederas

Como puede observarse en los cuadros N2 1, 2 y 3, el virus VF=1 tie
ne su &mbito de hospederos limitado al género Phaseoluse Entre las espe=
cies de este género probadas, se observd que Po lunatus y Ps acutifolius =
mostraban en sus hojas trifoliadas los mismos sintomas que son caracteris=-
ticos de esta enfermedad en frijol. Sin embargo, probablemente exista u
na muy estrecha relacifn entre luminosidad, edad de la planta y manifesta=
cién de sintomas para ambas especies, pues los sintomas s8lo se hicieron e
videntes cuando las plantas poselan ya un tamafio considerable y expusieron
sus hojas trifoliadas mis altas, a pocos centimetros del techo del inverna
dero. Los sintomas, especialmente bandas verde oscuro en la zona adyacen
te a los haces fibrovasculares, sblo fueron obser;;bles en las hojas mis
altase. En P, calcaratus y P. bracteatus se pudo determinar que el virus

infecta las plantas pero no produce sintomas en ellas, como lo revela su

posterior recuperacidn en frijol de la variedad Col 109-R, de ya conocida
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Figura 1. Hojas trifoliadas de frijol var.
Col 109=R mostrando sintomas ca

racteristicos provocados por el
VF"1 ®
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susceptibilidad a la enfermedad.

Al comparar los resultados obtenidos con los deséritos por otros in
vestigadores que han estudiado el &mbito de hospederos del virus del Mosal
co Comlin del frijol, se difiere finicamente de los resultados que obtuvie—-
ron Zaumeyer y Wade (62) en que estos autores mencionan a P. yulgaris como
el finico hospedero de este virus. Sin embargo, Reddick y Stewart (34) ¥y
Pierce (31) citan a Po lunatus y a P. acutifolius como hospederos de este
virus, tal como ocurri8 en el presente estudio. Por otra parte Nels$n =
(30) cita a Po lunatus, P. acutifolius, P. calcaratus, P. angularisy P. a-
conitifolius y P. mungo como susceptibles a este virus, En relaciln con
otro tipo de plantas hospederas, aparte de las ya nombradas, tambiln Re
ddick y Stewart (34) citan a Wicia faba como hospedera del virus del Mosai
co Comfin del frijol y a su vez Pierce (31) menciona como susceptible a es
te virus a especies del género Vigna. Ninguno de estos dos tipos de plan
tas anteriormente citados, resultaron susceptibles en el trabajo presentes

En relacidn con las variedades de frijol ensayadas en este trabajo;
la mayoria de 8stas ya hablan sido observadas en su reaccidn frente a dos
aislamientos del virus del Mosaico Surefio descritos para Costa Rica por Mu
rillo (27) y a un aislamiento del virus del Mosaico Rugoso*e La sintoma=-
tologia presentada por las variedades inoculadas con el virus del presente
estudio difiere radicalmente de la presentada por las mismas variedades 1
noculadas con los virus mencionados anteriormente.

Cabe resaltar la reaccidn presentada por las variedades Bl 157 y C
165 Bl; los sintomas se presentan muy corto tiempo (4=5 dfas) después de
la inoculaciln y son muy severos. La planta se deforma totalmente y se

produce marchitez prematura que comienza por el extremo superiore Las ho

* @Gé&mez, Re Comunicaciln personal.
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jas cotiledonales sufren necrosis venal seguida de amarillamiento y caida.

La sintomatologfa en la variedad Col 109-R es muy caracteristicd? -
ya que reacciona con un mosaico tipico de las hojas trifoliadas, que pron
to se observan cruzadas por bandas de color verde oscuro que corren parﬁ;g
las a las venase Las plantas inoculadas muy jévenes o por medio de in
sectos vectores, presentan sus hojas trifoliadas en forma de cuchara% in
clinadas hacia abajo y muy angostas. La sintomatologia de esta variedad
se afecta en gran medida por factores como concentracidn de indculo, edad
de la planta, temperatura y luminosidad principalmente.

Ninguna de las variedades probadas present8 reacciones locales ade
cuadas como para poder estudiar cuantitativamente cualquier propiedad del
virus. Great Northern UI #60, Pinto 111 y Stringless Green Refugee mos
traron, al cabo de varios dias de la inoculacidn, sintomas locales en for
ma de anillos grandes color caf® rojizo sobre las hojas primarias. Estas
lesiones anilladas eran poco numerosas y dificilmente contables.

Otra reaccidn destacable fue ofrecida por la variedad Bountiful, =
que 88lo reacciond con un mosaico relativamente leve, un grado de clorosis
no muy marcado y s8lo un enanismo incipiente al comparérsele con sus testi
g08 sanos.

De la recuperacidn del virus en las plantas que no presentaban sin
tomas se concluye en que 8510 la variedad Stringless Green Refugee es hos
pedera sin sintomase En la literatura (15) se cita a Michelite, Pinto 111
y Great Northern UI #60 como resistentes a la raza tipica del virus del
Mosaico Comfine Estas variedades no fueron atacadas por el VF=1 en el pre
sente estudio, Tambifn Michelite y Pinto 111 se citan como susceptibles

al virus del Mosaico Amarillo del frijol.,
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III. Transmisidn por insectos

Los resultados de los experimentos de transmisidn del virus por medio
de &fidos demuestran que Me persicae es un vector eficiente del viruse En
una prueba preliminar en la que se emplearon 15 ejemplares de M. persicae
por planta, todas las plantas resultaron infectadas, como lo demuestra el
Cuadro 5. Despuls se procedid a un ensayo mayor, en el que se usaron q§
lo 5 &fidos por planta y en el cual 17 de 20 plantas probadas fueron infegc
tadas (Cuadro 6)3 Posteriormente, efectuando la transmisiln a través de
un s8lo individuo, se determind la eficiencia de transmisidn del vector.
En este experimento se usd s8lo un &fido por planta; cada £fido permaneci®
10 minutos en una primera planta, y 24 horas en una segunda planta a la =
que el &fido fue transferido al concluir el primer periodoe GCom &sto se
quiso estudiar la eficiencia de transmisidnm y la retencidn del virus por =
el &fido determinada por el hecho de que el vector perdiera o no el virus
después de alimentarse unos pocos minutos sobre una planta sanae Segfin
los resultados obtenidos, la eficiencia de transmisién fue del 52&3% 0 sea,
se infectaron 11 de 21 plantas inoculadas por permanencia de 10 minutos =
del &fido sobre ellas (Cuadro 7)e Del segundo grupo de plantas, en 1las
que los £fidos permanecieron 24 horas, ninguna mostrd sintémas, lo que de
muestra que el virus pertenece al grupo de los '"no persistentes" o porta=—e
dos en el estilete (42) y que el virus es adquirido y retenido solamente =
por un perfodo de pocos minutose

En el cuadro N2 9, se demuestra que en el trabajo presente el &fido

Picturaphis brasilensis no fue vector del VF-1,

Tambi&n los resultados del Cuadro N2 10 demuestran que el crisomﬁli

do D. balteata no es vector del virus, pues a pesar de la gran cantidad de
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imdividuos empleados, no se consiguid transmisidn por ninguno de ellose
Entre los primeros investigadores que trabajaron con &fidos para 1o
grar la transmisidn del virus del Mosaico Comiin del frijol, se puede citar
a Fajardo (18) quien en 1930 logrd transmitir este virus por medio de Mo
persicaeo Posteriormente Zaumeyer (55) y Zaumeyer y Kearn (58) también -
- consiguieron la transmisidn no s8lo por M. persicae sino también por otros
8fidos; sin embargo no lograron la transmisidn de este virus por otros in
sectos que no fuesen ifidos. En este aspecto, los resultados obtenidos
con el presente trabajo concuerdan con los autores citados anteriormente =

ya que se logrd transmisidn por M. persicae y no por D. balteatas

v, Transmisidn por la semilla

En los ensayos fealizados con objeto de comprobar la existencia de
transmisi8n del VF=1 por medio de la semilla se determin8 claramente que
existe transmisi8n por este medioe. Asi lo indica el cuadro N2 104 en el
que se puede observar que en las variedades probadas ocurre desde un 21 =
hasta un 58% de transmisidn. Comparando estos resultados con la literatu
ra se tiene que en general estfn de acuerdo con otros ihvestigadores ya
que Burkholder y Muller (8) citan que a menudo existe mis de un 50% de =
transmisidn por la semilla del virus del Mosaico Comin del frijole En cam
bio Pierce y Hungerford (32) informan que el grado de transmisiln de este
virus por la semilla se encuentra préximo a un 33¥. De cualquier modo, =
en la literatura se encuentra una considerable variabilidad en los porcen=-
tajes citados de transmisibn del virus del Mosaico Comiin del frijol por me

dio de la semilla (16, 17, 18, 25, 30, 32, 35, 43, 4k4),

Ve. Resistencia a la inactivacidn
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Cuadro 5 Reaccidn de las plantas de frijol, vare Col 109-R
inoculadas con el VF-1 por medio de Myzus persicae
Sulz.

Colonia* Reaccidn de la planta®**

+ + o+ 4+

F W D 2

* Cada colonia consta de 15 &fidos.

** (+) = Presencia de sintomas; (=)=
Ausencia de sintomas.

Cuadro 6. Reaccidn de plantas de frijol, var. Col 109-R ino
culadas con el VF-1 por medio de Myzus persicae
Sulze

Colonia* Reaccidn de la planta Colonia®* Reaccidn de la planta**

1 + 11 +
2 + 12 +
3 + 13 +
L + 14 +
5 + 15 +
6 + 16 -
7 ¥ 17 +
8 - 18 +
9 + 19 +
10 + 20 -

* (Cada colonia consta de 5 &fidos.
** (4) = Presencia de sintomas; (~) = Ausencia de sintomas



Cuadro 7 Eficiencia de transmisidn y retencidn individual
del VF-1 por Myzus persicae Sulz; en plantas de
frijol vare. Col 109-R,

ndtviduo 1 JRercetSn do 1o plasta s | Reacoltn do o ylaate
1 - -
2 - -
3 - -
b + -
5 - -
6 + -
7 + -
8 + -
9 - -
10 - -
11 - -
12 + -
13 - -
14 + -
15 + -
16 + -
17 + -
18 - -
19 - -
20 -
21 -

* (4) = Presencia de sintomasj (~) = Ausencia de sintomas
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Cuadro 8, Reaccidn de plantas de frijol var. Col 109-R
inoculadas por medio del afido Picturaphis
brasilensis Moreira.,

Colonia* Reaccidn de la planta®**

SQaaaa
FWNL= 0OV FWNL -

* Cada colonia consta de 10 &fidos

** (4+) = Presencia de sintomas;
(=) = Ausencia de sintomas
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Cuadro 9« Reaccidn de plantas de frijol var. Col 109«R
a la inoculacidn por medio de Diabrotica bal-
teata Leconte.

Reaccidn de
la planta**

Reaccidn de

la planta** Colonia*

Colonia*

1 - 21 -
2 - 22 -
3 - 23 -
L - 2k -
5 - 25 -
6 - 26 -
7 - 27 -
8 - 28 -
9 - 29 -
10 - 30 -
11 - 31 -
12 - 32 -
13 - 33 -
14 - 34 -
15 - 35 -
16 - 36 -
1?7 - 37 -
18 - 38 -
19 - 39 -
20 - ko -

. Cada colonia consta de 2 individuos

**  (+) = Presencia de sintomas}
(=) = Ausencia de sintomas
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Las propiedades del virus en extracto y en tejido que fueron estudia
das aparecen en los cuadros 11 al 16,

El tiempo que el virus permanece infectivo en el tejido seco es has
ta 4 dfas, pero no mayor de 5 dfas (Cuadro 11). Esta es una medida de un
valor relativo que depende en parte de la relacidn patSgeno=hospedero y
también del proceso de secamiento en s, El resultado obtenido estf en
general de acuerdo con el citado por Fajardo (18) quien menciona que 72 ho
ras de envejecimiento es el mfximo de tiempo en que permanece infectivo el
virus del Mosaico Comfim del frijol en tejido disecado.

Ep la inactivacidn del virus por calentamiento (Cuadro 12), se Obe=
serva de que a los 502 C hay todavia infectividad, pero no a los 602 C de
temperaturae Luegoy al efectuar calentamientos a intervalos de 22 C (ng
dro 13), se nota que la infectividad se mantiene a los 572 C, pero se redu
ce considerablemente a los 592 C. El punto de inactivaciln termal del vi
rus se halla entonces entre los 59 y 602 C de temperaturae

De los Cuadros 15 y 16 se observa que el punto final de dilucifn =
del virus se encuentra entre 1:1000 y 1:2000. M&s precisamente la infeg
tividad baja a partir de las diluciones de 1:300 y 1:500 o mayorese

Enh la inactivaciSn del extracto infectivo por envejecimiento‘2§>!2=
tro (Cuadro 16), se observa que a partir de las 40-44 horas de envejecimien
to comienza un notable descenso en la cantidad de plantas que se infecta=e
ron y puede decirse que el virus en estudio resiste, a 202 C de temperatura,
48 horas pero no 56 horas de envejecimiento.

Los resultados obtenidos para el punto de inactivacidn termal, para
el punto final y para el tiempo de inactivacidn del extracto infectivo por

envejecimiento in vitro a 202 C, estin en general de acuerdo con todos los



Cuadro 10, Transmisidn por la semilla de frijol
del VF=-1,

MR de semillas Plantas con Porcentaje

Variedad probadas s{ntomas de transmi
8idn
Bola Filadelfia 100 58 58%
Chiricano Filadelfia 100 57 57%
Negro Filadelfia 100 21 21%
Nie 230~R 100 52 52%
112-B1 100 3l 34
G 236«R 100 48 48%
G 257=N 100 27 27%

Cuadro 11¢ Inactivacidn del VF-1 en tejido seco

M™empo de Plantas con
envejecimiento sintomas
15 horas 6/6*

1 da 6/6

2 dlas 6/6

3 dfas 5/6

4 d1as 1/6

5 dlas 0/10
10 dflas 0/7

15 dfas 0/14
20 dias o/7

* Rfmero de plantas de fri
jol var. Col 109=R que
mostraron sintomas, sobre
niimero de plantas inocu=-
ladas.
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Guadro 12¢ Inactivacidn del VF=1 por calentamiento
a diferentes temperaturas.

Temperatura Plantas con
Q2 C sintomas
30 12/12*
Lo 12/12
50 8/12
60 0/12
70 0/12
80 0/12
sin calentar Ly 4

*  Nfimero de plantas de frijol var. Col 109-R
con sintomas, sobre nfimero de plantas ino-
culadas.

Cuadro 13, Inactivacidn del VF-1 por calentamiento
a diferentes temperaturas.

Temperatura Plantas con
QC sintomas
55 5/10*
57 6/13
59 1/ 9
61 0/12
sin calentar 3/ 3

* Nfimero de plantas de frijol var. Col 109-R
que mostraron sintomas, sobre nimero de =
plantas inoculadas.
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Cuadro 14, P8rdida de infectividad por dilucidn de
extracto infeccioso de VF=1,

Dilucidn Plantas con sintomas
1310 8/8*
13100 6/8
131000 8/8
1810,000 0/8
1:100,000 0/8
12 14000,000 0/8
1810,000,000 0/8
1:100,000,000 0/8
sin diluir L/4

¢ Nfimero de plantas de frijol vare Col 109-R que mos
traron sintomas, sobre niimero de plantas inocula-=
dase

Cuadro 15 P8rdida de infectividad por dilucidn de
extracto infeccioso de VF=-1,

Dilucidn Plantas con sintomas
1: 500 L/6"
12700 5/6
1:900 6/6
1316100 6/6
1216300 l+/6
121500 1/6
1310700 0/6
121900 1/6
1:2,000 0/6
sin diluir L/b

. Nimero de plantas de frijol var. Col 109-R que mos
traron sintomas, sobre numero de plantas inocula-=
dase
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Cuadro 16, Pérdida de infectividad por envejecimiento
: in vitro a 202 C de extracto jinfeccioso de
-l
-"“.

Tiempo de Plantas con
envejecimiento sintomas
8 horas 8/8+
16 8/8
20 6/8
2k 7/7
28 ?7/7
32 7/8
36 7/8
Lo 2/8
Ly L/7
48 2/8
52 3/8
56 0/8
60 0/8

* Nfmero de plantas de frijol var. Col 109=R que
mostraron sintomas, sobre niimero de plantas i=
noculadase



autores que han estudiado previamente estas propiedades para el virus del

Mosaico Comfin del frijol (18, 31, 41),.

\'p 98 PurificaciSm parcial del virus

El extracto clarificado por el procedimiento de cloroformo y butanol
fue sdnetido a centrifugaciones diferenciales en la forma ya descrita por
el método de Scott (38)¢ Durante el curso de las centrifugaciones fue po
sible observar que la opalescencia caracteristica de las proteinas desapa=
recia a medida que el proceso avanzaba y aparentemente &sto indicaba que
habia una gran pérdida de virus en la preparacidne. En las preparaciones
purificadas del virus que provenian de muestras de 300 a 4OO gramos de te=
jido enfermo, se estimd que &stas no contenfan mias de medio miligramo de
virus por centimetro cfibico*s Sin embargo estas preparaciones, al ser i
noculadas en plantas j8venes de frijol variedad Col 109-R, reprodujeron «
los sintomas caracteristicos de la enfermedad, tal cogo ocurria al inocu==
lar esta variedad con extracto infectivo no clarificadé.

6tra parte de la suspensidn fue analizada en el espectrofotSmetro -
para comprobar si el agente infeccioso en estudio era una nficleoproteinae
El resultado obtenido se puede apreciar en la Figura 2, que revela una cur
va tipica de una nficleoproteinag con un minimo y un méximo de absorciln’ =
proximadaos entre 240=260 milimicrones de longitud de ondae Aparentemente
la preparacidn no era lo suficientemente pura, ya que la curva aparece que

brada.

* @Gémez, Re Comunicacisn personal.



( DENSIDAD OPTICA)

ABSORCION

.1000

.900

.800

.7T00

.600

.500

.400

.300

.200

.100

=lt0=

FIGURA 2.- ESPECTRO DE ABSORCION DE UNA PREPARACION
PARCIALMENTE PURIFICADA DEL VF-I.—-

1 1 | 1 | ] 1 |

210 220 230 240 250 260 270 280 290

LONGITUD DE ONDA EN MILIMICRONES



DISCUSION

Los resultados de esta investigacidn, sobre la identidad del virus
aislado en la Estacidn Experimental de la Universidad de Costa Rica, indi=
can claramente que puede tratarse del virus del Mosaico Comfin del frijol o
de una varianza o raza de &1,

Respecto al &mbito de hospederos del VF=1, en el presente estudio =
no se observd ninguna reaccidn frente al virus por otra especie de plantas
aparte de las pertenecientes al género Phaseolus,

Dentro de las plantas del g&€nero Phaseolus inoculadas, los resulta

dos obtenidos concuerdan en parte con los de Reddick y Stéwart (34), quie~

nes citan también a Pe lunatus y a P. acutifolius como hospederos del vi
rus del Mosaico Cbmﬁn del frijol, pero difieren en relacidn con ¥icla fabd
que en presente estudio no fue atacada pero que es descrita como suscepti-
ble por estos autores, HNelson (30) cita, ademids de los hospederos ante~=
riores, a Po calcaratus, que tambi&n se mostrd susceptible en este estudios
sin embargo, este autor menciona a P. angularis, Pe aconifolius y P. mungo
como hospederos del virus del Mosaico Comfin, 1o que no ocurrid en este en~
sayoe En parte, tambiln los resultados estin de acuerdo con Pierco’(31)

quien cita como hospederos del virus del Mosaico Comfin a Pe lunatus y P.

acutifolius, tal como ocurrid en el estudio presente, pero Pierce cita tam
bién como hospederos de este virus a especies del género Vigna, que no fue
ron atacadas por W=1% Por filtimo, los resultados de este ensayo de plan
tas hospederas difieren de los obtenidos por Zaumeyer y Wade k62) quien in
forma s88lo a Pe yulgaris como finico hospedero del virus del Mosaico Comfin

del frijole Los resultados apareﬁtemente contradictorios que se desori=e

ben, serfn mejor analizados al considerar las condiciones diferentes del =
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lugar de trabajo, la &poca en que se efectuaron y la falta de patrones comu
nes a seguir en la metodologia de un ensayo de susceptibilidad de plantas a
determinado viruse Sin embargo, hay coincidencia por parte de todos los a
utores en la restricciln del virus dentro del género Phaseolus,

X pesar de que &mbito de hospederos del virus del Mosaico Comfin del
frijol, es en general semejante al del Mosaico Amarillo (61)y Zaumeyer y Wa
de (62) citan como hospederos de este filtimo a Phaseolus aureus, Gicer arie-
tinum, Pisum sativum y Trifolium pratense, que en este trabajo no se presen
taron como susceptivos, Por otra parte, Afanasiev y Morris (2) citan como
yospedero del virus del Mosaico Amarillo del frijol al Frijol de Soya (Gly-
cine max) que en este experimento no se demostrd atacado.

Entreblas variedades de frijol probadas, Michelite, Pinto 111 y
Great Northern UI #60, que se citan como resistentes a la rasza tipica dil
virus del Mosaico Comfin del frijol (15-49).pero susceptibles a la raza 1lla
mada de Burkholder, New York 15 o Strain A, en este ensayo tambifn se mos==
traron resistentess A su ves, Michelite y Pinto 111 se citan como suscep=-
tibles al virus del Mosaico Amarillo del frijol y, como en este estudio no
presentaron los sintomas que caracterizan esta enfermedad, se obtienen algu
nos antecedentes como para considerar que el VF=1 no es el virus que incita
el Mosaico Amarilloe En suma, el rango de hospederos estudiado aporta al
gunas evidencias para suponer que pueda tratarse del virus que causa el Mo
saico Comfin del frijols

Em relacidm com la transmisiSm del VP-1, se demostrd que es transmi
tido en el estilete por el &fido Myzus persicae, ya que el virus fue adqui=
rido por el &fido en un corto perfodo de tiempo probando sobre una planta =

enferma, La retencidn del virus por parte del &fido es muy corta, puesto
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que con s8lo 10 minutos de permanencia en una planta sana, se perdi8 la ca=
pacidad del &fido para transmitir el virus. Diversos autores citan a es=
te &fido como vector del virus del Mosaico Comfin del frijol (16=17=25=55=

56=58)s Picturaphis brasiliensis, que en este trabajo no fue vector del =

VF=1, se encuentra esporfdicamente colonizando frijoles en Costa Rica*s No
se encontr8 transmisiSn a través de insectos masticadores como Diabrotica -
balteata, que s transmite el virus del Mosaico Rugoso del frijol*, Em 1la
literatura no se menciona a ninglin insecto masticador como vector del virus
del Mosaico Comfin del frijol (16=17-25-55-56-58),.

La transmisiSn por la semilla constituye una de las diferencias en
tre el virus del Mosaico Comfin del frijol y del Mosaico Amarillo, ya que es
te filtimo no es transmisible por la semilla (61)e BEn esta experiencia se
observd desde un 21 a un 58% de transmisidn por este medio lo que aporta [
videncia a la hip8tesis que el VF-1 sea el virus que incita el Mosaico Co
miin del frijols Los grados o porcentajes de transmisidn a través de la se
milla estfn de acuerdo con los antecedentes aportados en la literatura por
Reddick y Stewart (35)', quienes demostraron que existe una considerable a
riabilidad en los porcentajes de transmisidn del Mosaico Comfin por este me
dio. Burkholder y Muller (8) informan de plantas afectadas de Mosaico Co
mfin y cuyo porcentaje de transmisidn por intermedio de la semilla fue supe-
rior a un 50%e Pierce y Hungerford (32) en sus experiencias demostraron =
que existe un 33% de transmisi8n de este virus por medio de semillase Fa
jardo (17=18) prob8 lo que mfs tarde serfa corroborado por Harrison (25), =

de que el porcentaje de infeccidén de la semilla estd relacionado con deterw

minados peri8dos del crecimiento de la planta. 0 seay si la infeccidn o

* Gimez, Re Comunicacidn personal,
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curre antes de la floracidn, la semilla puede ser portadora dei virus, pero
sl la infecci®n ocurre despuds de la floracidn, no se presenta transmisién
por intermedio de la semilla,s Sin embargo, Nelsom (30) ha observado que
cuando la variedad de frijol es muy susceptible al Mosaico Comfin, la transe
misi8n por semilla ocurre asi cualquiera sea el estado de desarrollo de 1la
planta en el instante de ser inoculada con el virus,

Las evidencias de transmisidn por la semilla obtenidas con este es=
tudio revelan que las fariedades ensayadas pudieron haber recibido el in6qg
lo en su primer estado de desarrollo, o sea antes de la floracidn, para ro
der transmitir el virus a través de la semilla. Por otra parte, seglin =
Smith y Hewitt (43), las variedades mis susceptibles, transmiten el virus =
en mayor grado a travds de la semilla y entonces los porcentajes diferentes
obtenidos en este estudioy no sean sino el reflejo de la mayor o menor sus=
ceptibilidad de la variedad. Tambi&n es necesario considerar de que Sew=
gfin Harrison (25) las plantas que crecen de semillas infectadas transmiten
el virus a sus semillas en un mayor grado que las no provenientes de seml--
llas infectadasi luego, el uso continuo de una variedad que transmite el vi
rus del Mosaico Comfim por la semilla aumenta a la larga el grado de transmi
8i8n por este medioj con respecto a este iltimo punto, se puede pensar que
en el futuro los porcentajes de transmisidn demostrados por las variedades
aquil ensayadas pueden aumentar afin mis,

En relacidn con las diferentes propiedades del VF=-1, tanto en teji=
do como en extracto, se puede citar la resistencia del virus a la inactiva-
cidn en tejido disecado que para esta experiencia demostrd ser de 3=4 dfas.
Estos resultados concuerdan con los de Fajardo (18), de 72 horas aproximada

mente, Esta es una medida de un valor relativo que en la literatura se
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encuentra pocas veces. S8lo reviste alguna importancia cuando se hace ne=
cesario almacenar el inSculo en alguna forma con objeto de proseguir mfs =
tarde algfin trabajo especial, Es una medida muy condicionada a la relacifn
patégeno-hospedero y a las condiciones de disecado mismas, Numerosos in=-=
vestigadores (17=18-30-31=41) citan que tanto para el virus del Mosaico Co
mlin como para el Mosaico Amarillo del frijol, las propiedades en extracto =
son:

=Punto final de dilucidn entre 1:1000 y 1:2000 en agua destiladae

=Punto de inactivacidn termal entre 55 y 602 C por 10 minutose

~Envejecimiento del extracto in vitro a 18-202 C entre 32 y 48 horas.

-

Con respecto a las propiedades anteriormente nombradas, cabe desta-
car que a pesar de los esfuerzos de Bos et al (6) para fijar ciertas normas
patrones a seguir en la identificacidn de virus de leguminosas, los datos
que menciona la literatura son el producto de diferentes investigadores tra
bajando bajo condiciones tambidn diferentes y siguiendo procesos similares
pero no idénticos. Esta carencia de uniformidad ha trafdo como conseeuen
cia una variabilidad de resultados, ya que el jugo crudo de plantas infecta
das de diferentes especies es casi siempre diferente en concentracidn de vi
rus, en composicidn quimica y en pH. Sin embargo, las propiedades en ex
tracto han probado ser de un valor considerable en la caracterizacilm e iden
tificacidn de virus (6)s El punto final de dilucidn del VF=1 se encuentra,
seglim los resultados obtenidos, entre 1:1000 y 1:2000, lo que concuerda to
talmente con los autores ya citados, Esta es una medida que se afecta en
gran parte por la temperatura en la cual se encontraban las plantas que fue
ron fuente del extracto, porque la temperatura afecta en gran medida la con

centraciln del virus en el tejido, y al igual que otras medidas, &sta se a
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fecta tambidn por las condiciones quimicas de la savia en la que se encuen=
tra el virus (36)%

En cuanto al punto de inactivacidn termal del VF-1, &ste se encuen~
tra entre los 59 y 602 C de temperatura, 1o que tambidn estf de acuerdo a
la literatura citada anteriormentes La inactivacifn del virus en esta me
diday no s8lo depende de la temperatura aplicada sino también del pHy de
las condiciones quimicas del jugo en el que se encuentra el virus'y aunque =
sobre esta medida tiene menor importancia la condicién quimica del extracto
infectivo (18=31=36=41),

El tiempo que el virus permanece infectivo a 202 C de temperatura =
en extracto in vitro que fue de 48 horas pero no de 56 horas, tambifn coine
cide con el citado por otros investigadores. Acerca de esta medida se =
tiene que es afectada por numerosos factores como la planta de la cual se
obtuvo el extractoy la temperatura exacta usada, la sensitividad de las =
plantas inoculadas a diferentes intervalos de tiempo y la poblaciln micro=e
biana del jugo (18=31=36-41),

A pesar de los diversos factores que inciden en la variabilidad de
las medidas descritas, se considera que el VF=1 tiene propiedades en tejido
y en extracto que constituyen una evidencia adicional para pensar en que se
trata del virus que incita el Mosaico Comfin o el Mosaico Amarillo del fri
Jol, pero como el virus en estudio se transmite por la semilla, se descarta
la posibilidad de que se trata de este filtimo virus del frijol, Por otra
parte la sintomatologia presentada por la enfermedad motivo de este estudio,
no corresponde en severidad de sintomas, lo mismo que su limitacidn al glqg
ro Phaseolus a la descrita por el Mosaico Amarillo del frijol (61).

La purificacisn parcial del VF=-1 se intento con objeto d&s comprobar
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si el agente infeccioso en estudio correspondfa o no a una nucleoprotein&f
y como un ensayo para la aplicacidn de un método de purificacidn posterior
con el prop8sito de elaborar un antisuero para el VF=1, El m&todo de pu
rificacibn empleado por Scott (38) no fue lo suficientemente efectivey ya
que se perdil gran cantidad de material infectivo y serd necesario introdu
cirle algunas modificaciones con objeto de perfeccionarlo. Sin embargo,

la preparaciln purificada resultd infectiva como lo demostraran las plan
tas de frijol Col 109=R que fueron inoculadas con ella y que desarrollaron
idénticos sintomas a los de la enfermedad inducida por el VF=1 en extracto
no clarificadoes Los sintomas fueron més severos y se presentaron antes =
de lo corrientes En el andlisis de este preparacin purificada en el es=-
pectrofotémetro se obtuvo un espectro de absorcidn tipico de una nuclebppg
teina, con un minimo y un miximo aproximados entre 240 y 260 milimicrones

de longitud de ondae Es deciry, se demostrd que el VF=1 era una nﬁcloopgg
teina infectivas La curva obtenida se muestra quebrada por la existencia
de otras sustancias que absorben luz a idénticas longitudes de ondaj este
hecho era de esperar, pues se trataba nada mis que de un m8todo de purifie

cacidn parciale.
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CONCLUSIONES

El virus estudiado presenta los siguientes caracteres:

Ambito de hospederos

Ko Su &mbito de hospederos se reduce al género Phaseolusy nfs pre

cisamente a Pe lunatus, P. acutifolius, P. calcaratus, P. brac-

teatus y P. vulgaris.

Transmisidn

Ae Se transmite mec&nicamente por frotacidn del extracto infecti-
vo sobre las hojas del frijol.
Be Se transmite por insectos
1¢ Myzus persicae S, lo transmite en el estilete
2¢ Picturaphis brasilensis no es vector
3» DPliabrotica balteata no transmite el virus,.

Ce Se transmite por la semilla en porcenfaje aproximados de 21=58%.

Resistencia a la inactivacidn

Ae Resiste un envejecimiento en tejido seco de hasta 4 dfas

Bs» Posee un punto final de dilucidn entre 1:1000 y 1:2000

Ce QResiste un envejecimiento en §xtracto in vitro a 202 C de tem-
peratura de 48 horas.

De Su punto de inactivacidn termal estd entre 59 y 602 C de tempe

ratura por 10 minutos,

Purificacién parcial del virus
Ae El método de purificacibn descrito por Scott (38) no resultd

bueno pues se pierde gran cantidad de material infectivo.



9.

Be Por anflisis en el espectrofotlmetro se determind que el agen-

te infeccioso en estudio era una nucleoproteinae
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RESUMEN

Se determinaron algupas propiedades de un virus que provoca una en
fermedad comfin del frijol en la Provincia de Alajuela, Costa Ricae

La enfermedad es notable por un mosaico de las hojas trifoliadasgy =
que posteriormente se observa en bandas oscuras que corren paralelas a las
nervaduras de la hojae A veces, las hojas trifoliadas se presentan mfs an
gostas y acopadas hacia abajo y en general se percibe un menor desarrollo =
de la plantae

Diferentes especies de plantas se inocularon con este virus a fim -
de conocer su £mbito de hospederos. De todas las plantas probadas, s8lo =
algunas de las que pertenecfan al género Phaseolus se mostraron susceptibles
al virus. Por otra parte, se inocularon también élgunas variedades de fri
jol con el objeto de determinar su reaccidn varietal a la infeccidng se en
contraron algunas variedades resistentes entre ellas: 27-R, Mex 24=Ny, S 89
N, S 182-N y Mex 27-N%

Se prob8 la transmisidn por insectos, y el &fido Myzus persicae re
sultd un eficiente vector para este virus. Sin embargo, el &fido Piectura-
phis brasilensis no demostr8 ser vector, al igual que un insecto masticador,
el orisom8lido Diabrotica balteata.

Para comprobar la transmisién de este virus a través de la semilla’y
se sembraron algunas semillas de variedades que en el campo presentaban un
ataque severo de la enfermedade Se comprobd su transmisidn a través de la
semilla en porcentaje desde el 21 al 58%.

Se determinaron algunas de las propiedades del virus en savia y en
tejido disecadoe En tejido seco el virus permanece infectivo entre 3«4 =

dfzc; su punto de inactivacidn termal estd entre 59 y 602 C por 10 minutodf



su punto final de dilucisn entre 1:1000 y 1:2000, més precieaménte entre -
131500 y 1317004 y persiste infectivo en extracto in vitro a 202 C de tempe
ratura por 48«52 horas.

Se intento ademis, efectuar una purificacidn parcial del virus usan
do clarificaciln con solventes orgénicos y centrifugaciones diferenciales.
Se consiguid por el m8todo usado una suspensidn infectiva pero no muy con=e
centrada. Dicha suspensidn, analizada espectrofotom&tricamente demostrd
un espectro de absorcidm tipico de una nficleoproteina.

En base a los resultados obtenidos en estos estudios, el virus es i

dentificado como el virus del Mosaico Comiin del frijole



SUMMARY

Some properties of a bean virus of common occurrence in Alajuela,
Costa Ricay were studiede

The most remarkable symptoms of the disease caused by this virus are
first a mosaic and later a pronounced vein-banding of the trifoliate leaves,
which appear sometimes narrow and cupped downwards. The plant is usually
stunted.

The host range of the virus was found to be narrow; out of 33
species of plants mechanically inoculated with the virus only some of those
belonging to the genus Phaseolus were found to be susceptible, Varieties
of beans, P vulgaris L., were also found to differ in their susceptibility.

Insect transmission tests showed that the aphid Myzus persicae Sulz
is an efficient vector of the virus, which was not transmitted by the aphid

Picturaphis brasilensis Moreira or the crysomelid Diabrotica balteata

Leante.

Seed transmission was found to vary from 21 to 58% in different
varieties of beans.

The stability of the virus in dried tissue and crude sap was studied.
In dry tissue the virus remained infective for 3 to 4 days onlye In crude
sap, the thermal inactivatiom point was found to be between 592 C to 602 C,
the dilution end point between 1:1500 and 1:1700, remaining the virus
infective between 48 to 52 hours of ageing in vitro at 202 C,

Kk partially purified preparation of the virus was obtained after
clarification of crude extracts with organic solvents, and differential
centrifugation, The absorption spectrum of the preparation was found to be
that of a typical nucleoproteine Om the basis of the results obtained,

the virus is identified as commom bean mosaic virus.
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