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RESUMEN. En el dltimo decenio se ha incrementado el problema conocido como “amachamiento” o esteri-
lidad en las principales regiones productoras de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de Costa Rica. Este consiste en
una reduccién del 24%-50% en la productividad de las variedades de frijol afectadas, sin que las plantas mues-
tren sintomas severos. Un andlisis de plantas de frijol de variedades mejoradas, con sintomas de “amachamien-
to”, permiti6 detectar la presencia de un virus isométrico. Algunas plantas de frijol de variedades criollas po-
sefan el virus isométrico, asi como un potyvirus identificado como virus del mosaico comun (BCMYV). Pruebas
de microscopia electronica, serologia, electroforesis y analisis de dcidos nucleicos virales, permitieron identifi-
car el virus isométrico como una cepa, adaptada al frijol, del bromovirus del moteado clorético del caupi
(CCMV). Este virus habia sido reportado en Costa Rica en 1972, causando un “moteado amarillo” en frijol,
pero no habia sido asociado a sintomas de “amachamiento”. Los sintomas caracteristicos del “amachamiento”
fueron reproducidos en esta investigacién por el CCMV. Este virus es transmitido en forma mecdanica y por cri-
somélidos, pero no por semilla. En Costa Rica se desarrolla un programa de manejo integrado del CCMV y
sus insectos vectores.
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ABSTRACT. Etiology of “amachamiento” “(sterility”’) in common bean in Costa Rica. In the last decade the
problem known as “amachamiento” (“sterility™) has been increasing in the main bean production regions of
Costa Rica. This problem consists of a reduction of 24% — 50% in the production of affected bean varieties,
without the plants showing severe symptoms. An analysis of bean plants of improved varieties, with symptoms
of “amachamiento”, revealed the presence of an isometric virus. Some bean plants of local varieties contained
the isometric virus and a potyvirus identified as bean common mosaic virus (BCMV). The isometric virus was
characterized by electron microscopy, serology, electrophoresis and nucleic acid analyses, as a strain, adapted
to bean, of cowpea chlorotic mottle bromovirus (CCMV). This virus had already been reported in Costa Rica
in 1972, as the causal agent of bean “yellow stipple”, but had not been associated with the symptoms of “ama-
chamiento”. The characteristic symptoms of “amachamiento” were reproduced in this investigation with
CCMV. This virus is transmitted mechanically and by chrysomelid beetles, but not by seed. An integrated ma-
nagement program is being implemented for CCMV and its insect vectors in Costa Rica.
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Introduccion
El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los produc-
tos alimenticios mas importantes en Centroamérica.
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En Costa Rica, actualmente se cultivan aproximada-
mente 38 257 hectdreas, lo cual representa una dismi-
nucién en el drea sembrada del 45% con respecto al
periodo 1991-1992. La regién Brunca, en el sur del
pais, ha sufrido la mayor reduccion en términos de
rea cultivada, pasando de 26 250 ha en 1991-1992, a
12 098 ha en 1997-1998 (Salazar 1997, Araya 1994).




Entre las causas que explican la disminucién en el
area sembrada de frjol en la regién Brunca, se men-
cionan la baja productividad del frijol y los problemas
fitosanitarios. La reduccién de la productividad estd
asociada a la topografia montanosa del terreno y al
sistema de produccion utilizado (tapado y espeque).
Entre los problemas fitosanitarios mas importantes de
esta zona estan los hongos patégenos causantes de la
antracnosis (Celletotrichum lindemuthianum) y la
mustia hilachesa (Thanatephorus cucumeris). Sin em-

bargo, en el dltimo decenio se ha incrementado otro
problema 1do como “amachamiento”, caracteri-
zado por reducir no nte la emision de vainas y
la produccion de frjol en la region. Este afecta parti-

cularmente una tﬁ}?pﬁncipales variedades mejora-
das de frijol de grano negro cultivadas en Costa Rica,
llamada Talamanea._ lo cual ha forzado a los agriculto-
res a reemplazaria por variedades nativas de menor
potencial de remdimiento y susceptibles al virus del
mosaico comun.

Las investigaciones realizadas en la region Brun-
ca, han contribuide a reemplazar, gradualmente, el sis-
tema de tapade por la siembra directa y a mejorar el
manejo de las enfermedades fungosas. Por el contra-
rio, el “amachamiento”™ se ha incrementado, debido al
desconocimiento del agente causal.

En la Region Huetar. al norte de Costa Rica, la
producciéon de fmjol se ha tecnificado significativa-
mente, duplicande el rendimiento promedio de los ul-
timos diez anos, con respecto a los de la region Brun-
ca (450 kg/ha). Desafortunadamente, los rendimientos
de la region Huetar. han disminuido, pasando de 870
kg/ha en 1993-1994_a 562 kg/ha en 1996-1997 (Araya
y Araya 1998 comunicacion personal). En esta region
se considera al “amachamiento™ como uno de los fac-
tores que interfieren en la produccion de frijol (J.A.
Saborio, Comunicacion personal). Estos rendimientos
contrastan con el rendimiento promedio (1600 kg/ha)
en América del Norte.

Esta investigacién se realizé con el objetivo de
determinar la etiologia del “amachamiento” del frijol
comun en Costa Rica y desarrollar alternativas de ma-
nejo que permitan recuperar la productividad del fri-
jol en las zonas productoras de este pais, asi como de
Panama y N'mnﬂf, donde se ha informado la pre-

sencia de este problema.

Materiales y métodos
Reconocimiento en la Regién Brunca: 1.0s reconoci-
mientos se realizan en julio de 1998, en los alrededo-
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res de la localidad Veracruz (9° 05’latitud norte, 83°
32’longitud oeste), cantén de Pérez Zeledén, a una al-
tura de 660 msnm. En esta drea predominan las varie-
dades criollas de frijol tales como Sacapobres (varie-
dades de grano rojo y negro) y Generalito (grano
rojo). En otras localidades cercanas se siembra la va-
riedad “Talamanca” de grano negro y se realizan in-
vestigaciones sobre mejoramiento genético de frijol.
Toma de muestras: Cada muestra consistio de 0,05 g
de tejido foliar, tomado de la parte mds joven de cada
planta sintomatica. Las muestras se sometieron a un
proceso de secamiento rapido, en un vial hermética-
mente sellado, conteniendo un desecante gelatinoso
de silice activado (Davidson Chemical, Baltimore,
MD, USA). Este proceso inactiva todo organismo
asociado a la muestra, pero fija proteinas y dcidos nu-
cleicos para anilisis de laboratorio.

Microscopia electronica: Las muestras se prepararon
para microscopia electrénica directa (tincién negati-
va) en acetato de uranilo al 2%, pH 3,7. En forma si-
milar, se prepar¢ tejido foliar para un examen citolé-
gico, segin el método descrito anteriormente
(Morales et al. 1990). Los cortes finos del tejido vege-
tal fijado e incluido en resinas epodxicas se hicieron
con un ultramicrétomo Sorval MT6000.

Serologia: Se utilizaron antisueros policlonales especi-
ficos contra los siguientes virus: virus del mosaico co-
mun del frijol (BCMYV), virus del mosaico comtn y la
necrosis del frijol (BCMNV), virus del mosaico rugoso
del frijol (BRMYV), virus del mosaico surefio del frijol
(BSMYV), virus del mosaico suave del frijol (BMMYV),
virus del mosaico severo del caupi (CPSMV), virus del
mosaico del pepino (CMV),y el virus del enanismo del
mani (PSV). También se utilizaron antisueros mono-
clonales de amplio espectro para potyvirus (Agdia),
cucumovirus y geminivirus transmitidos por mosca
blanca. Estos antisueros, excepto el antisuero mono-
clonal para potyvirus, son parte del banco de antisue-
ros de la Unidad de Virologia del CIAT.

Las pruebas inmunolégicas utilizadas fueron

ELISA (Clark y Adams 1977) directa e indirecta y la
de inmuno-captura y microscoscopia electrénica, de
éstas se utilizé la ISEM (Derrick 1973).
Extraccion de acidos ribonucléicos de cadena doble:
La prueba de extraccién de dcido ribonucléico de ca-
dena doble (ARNcd) se realizé segtn la técnica reco-
mendada por Dodds y Bar-Joseph (1993). Los pesos
moleculares aproximados se determinaron usando
una escala de marcadores de 1kb (Bethesda Research
Laboratory, Bethesda, MD, USA).




Prueba del “Western Blot” para la deteccion de la
cubierta proteica viral : Esta prueba se realiz6 me-
diante electroforesis de muestras de plantas afectadas
y sanas en geles de poliacrilamida al 10%, en presen-
cia de sulfato dodecilo de sodio. Las muestras se co-
rrieron a 100V durante 1 h, y las bandas se transfirie-
ron a una membrana de nitrocelulosa, utilizando un
sistema de transferencia de Bio-Rad (Hertfordshire,
Inglaterra, HP2 7TD). El andlisis de proteinas se rea-
liz6 usando el sistema de andlisis de Western Blotting
de la Amersham Life Science Ltda. (Buckinhamshire,
Inglaterra, HP7 9NA). El antisuero se us6 en una con-
centracién de 1:1000 (v/v).

Prueba de patogenicidad: Se inocularon mecanica-
mente 19 genotipos de frijol: “Dubbele Witte”, “Strin-
gless Green Refugee”, “Redlands Greenleaf B y C”,
“Pure Gold Wax”, “Imuna”, “Great Northern 123",
“Sanilac”, “Michelite 62”, “Red Mexican 34 y 357,
“Pinto 1147, “Monroe”, “Jubila”, “Black Turtle Soup”,
“Top Crop”, “Improved Tendergreen”, “Amanda” y
“Bountiful”. Estos genotipos fueron inoculados en la
hoja primaria, utilizando cinco plantas por genotipo de
frijol. El inéculo consisti6 en tejido foliar de plantas de
frijol afectadas por “amachamiento” pero libres de los
potyvirus BCMV y BCMNYV, homogenizado en agua
destilada estéril. Las plantas inoculadas se mantuvie-
ron en condiciones de invernadero, dentro de jaulas
cubiertas con malla a prueba de artropodos vectores.

Resultados
El reconocimiento de las localidades estudiadas en la
region Brunca de Costa Rica, permiti6 observar diver-
sas variedades y materiales de mejoramiento genético
de frijol en etapa reproductiva, con crecimiento vege-
tativo normal e inclusive vigoroso pero con escasa pro-
duccién de vainas. Las plantas afectadas por “amacha-
miento” mostraban una coloracién verde oscura y
algunas plantas posefan una guia anormalmente larga
(Fig.1). En la mayoria de las plantas afectadas, se apre-
ciaban diversos grados de deformacién foliar (Fig. 2),
sin manifestacién de algtn tipo de mosaico o variega-
cién. Algunas plantas mostraban diversos grados de
clorosis foliar, pero sélo en la variedad “Talamanca” se
observaron manchas cloréticas tenues (Fig. 3). Las po-
cas vainas formadas, en las variedades de frijol cultiva-
das en esta localidad, no presentaban sintomas aparen-
tes, excepto en la variedad “Sacapobres”, que algunas
vainas en formacion, tenian una textura coriicea.
Algunas plantas de frijol mostraban baja inciden-
cia de sintomas semejantes a los inducidos por gemi-
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Figura 1.
Elongacién
anormal de la
guia en plantas
de frijol
"amachadas".

nivirus transmitidos por mosca blanca y por el virus
del mosaico comiin del frijol.

Con respecto a otras enfermedades, se observo
baja incidencia de enfermedades fungosas, como la
mustia hilachosa. Las plantas también presentaban
dafio foliar inducido por crisomélidos (Coleoptera:
Chrysomelidae) y se aprecio una poblacién abundante
de diferentes especies de esta familia.

Mediante microscopia electrénica se determiné
que la mayoria de plantas de frijol afectadas por “ama-
chamiento”, mostraban la presencia de dos tipos de
particulas virales: filamentos flexuosos de ca. 750 nm
de longitud y particulas isométricas de ca. 30 nm en
didmetro (Fig. 4). En cortes ultrafinos del tejido foliar
de algunas plantas de frijol afectadas por “amacha-
miento” se observaron inclusiones citoplasmaticas ci-
lindricas caracteristicas del grupo de los potyvirus.
Ademas se observaron grupos de particulas similares a
virus isométricos, dispersas en el citoplasma de células
infectadas (Figura 5). En las muestras de la variedad

Figura 2.
Deformacion
foliar en plantas
de frijol
"amachadas".




Figura 3. Manchas cloréticas tenues en la variedad Tala-
manca, afectada por "amachamiento".

“Talamanca™ solo se apreciaron particulas isométricas.

Las pruebas serologicas demostraron la presencia
de potyvirus, especificamente BCMV, en la mayoria
de las muestras de variedades criollas. Las muestras de
las plantas de frijol con sintomas similares a los indu-
cidos por geminivirus, reaccionaron con el anticuerpo
monoclonal de amplio espectro para geminivirus
transmitidos por mosca blanca, confirmando la obser-
vacién de sintomas. Estos virus resultaron ser diferen-
tes al virus del mosaico dorado (BGMYV) del frijol (F.J.
Morales, datos no publicados). Algunos de los anti-
sueros utilizados para la deteccién de cucumovirus
reaccionaron débil. pero positivamente, con las mues-
tras de plantas de frijol afectadas por “amachamiento”,
provenientes tanto de la region Brunca como de la Hue-
tar (muestras de la variedad “Talamanca” suministradas
por el Ing. J.A. Saborio. CIAT-Costa Rica). Ninguno de
los otros antisueros incluidos para la deteccion de virus
isométricos, comuinmente encontrados en frijol, reac-
cionaron positivamente.

La electroforesis de ARNcd permitié detectar la
presencia de cuatro bandas (Fig. 6) de tamafio molecular
aproximado a 3173,2607, 1972 y 779 pares de bases (p.b.)

Figura 4. Observacion directa de particulas virales (flechas)
observadas por microscopia electronica en plantas de frijol
"amachadas"
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asociadas a las plantas de frijol afectadas por “amacha-
miento” en la regién Brunca. Debido a que este patrén
de bandas y los sintomas de campo son similares a los in-
ducidos por cucumovirus, la prueba de Western blotting
se realizé con un antisuero producido contra el virus del
mosaico del pepino (CMV). En esta prueba, y a pesar de
que este antisuero para CMV no habia reaccionado en
pruebas de ISEM, se detect6 una banda con un peso
molecular aproximado de 20 Kd (Fig. 7).

Estos resultados no coinciden con los valores
de peso molecular esperados para los componen-
tes gen6émicos ni para la subunidad proteica de un
Cucumovirus (3400, 3000, 2000 y 1000 p.b., y 24 Kd,
respectivamente). Los valores encontrados en es-
tas dos pruebas son similares a los comunes para
un miembro del género Bromovirus ( Lane 1979).

Figura 5. Citologia de particulas similares a virus en células
de frijol afectadas por "amachamiento".

El tnico bromovirus reconocido como patdgeno
del frijol comin en condiciones naturales, es el motea-
do clorético del caupi, llamado anteriormente virus
del “moteado amarillo” del caupi (Zaumeyer y Tho-
mas 1950). Este virus generalmente induce un amari-
llamiento intenso, que difiere de los sintomas observa-
dos para el “amachamiento” del frijol en Costa Rica.
Se procedi6 a realizar un ISEM con un antisuero con-
tra el virus del moteado clorético del caupi (CCMV).
Los resultados de esta prueba fueron positivos, obser-
vandose la inmunocaptura del virus isométrico pre-
sente en las muestras de plantas de frijol afectadas por
“amachamiento” con el antisuero especifico para el
CCMV (Fig. 8).

En las pruebas de patogenicidad, el CCMV infec-
t6 sistémicamente todas las variedades de frijol inocu-
ladas. Las variedades “Stringless Green Refugee”,
“Redlands Greenleaf B y C”, “Imuna”, “Sanilac”,
“Red Mexican 34 y 35, “Jubila”, “Black Turtle Soup”



e “Improved Tendergeen” reaccionaron con deforma-
cion foliar, Las variedades “Redlands Greenleaf-B y
C”, “Great Northern 1237, “Monroe y “Improved
Tendergreen” presentaron diversos grados de motea-
do leve. Las variedades “Amanda”, “Bountiful”,
“Dubbele Witte”, “Pure Gold Wax”, “Imuna”, “Red
Mexican 34 y 357, “Jubila”, “Black Turtle Soup” y
“Top Crop” mostraron clorosis. Ademas la variedad
“Dubbele Witte” presenté defoliacion.

Figura 6. Bandas
(flechas) obtenidas por
electroforesis de acidos
ribonucléicos de cadena
doble extraidos de plan-
tas de frijol afectadas
por "amachamiento” (E);
control sano (S); y
marcadores de peso
molecular (M).

Discusion
Los resultados obtenidos demuestran que el problema
conocido como “amachamiento” del frijol en Costa
Rica es una enfermedad viral. El principal virus cau-
sante de la pérdida de rendimiento en las variedades
de frijol afectadas por “amachamiento”, es el virus del
moteado clorético del caupi (CCMV). La deteccioén
del CCMV con algunos antisueros producidos contra
cepas del virus del mosaico del pepino se debe a la es-
trecha relacién taxonémica que existe entre virus de
los géneros Bromovirus y Cucumovirus (Lane 1979).
En las variedades de frijol criollas como Sacapo-
bres y Generalito, el virus del mosaico comtn contri-
buye a incrementar las pérdidas de rendimiento cau-
sadas por el CCMV. Este tltimo virus, se reporté en
Costa Rica en 1969 con el nombre de “moteado cloro-
tico” (Gamez 1969). Posteriormente, Gdmez se refirio
a esta enfermedad como el “moteado amarillo” del
frijol (Gamez 1976), por asociacion a un virus similar
aislado de frijol comun en Illinois, Estados Unidos en
1950 ( Zaumeyer y Thomas 1950). Gamez informo so-
bre la transmision del virus causal por los crisomélidos
Cerotoma ruficornis y Diabrotica balteata.
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Figura 7. "Western Blot" de extractos de plantas de frijol

afectadas por "amachamiento" (E) mostrando la subunidad
protéica de la capside viral (flechas); control sano (S); extrac-
tos de planta de frijol infectada por el virus del mosaico del
pepino (CMV); y marcadores moleculares (M), utilizando un
antisuero (Kaper) para el CMV.

Fulton et al. (1975a), concluyeron que el virus
del “moteado amarillo” del frijol es una variante pa-
togénica del virus del moteado clorético del caupi
(CCMYV). Este tltimo, es el nombre oficial del virus,
aceptado por el Comité Internacional para la Taxo-
nomia de Virus (Murphy et al. 1995). El CCMV tie-
ne un amplio ambito de hospedantes, predominante-
mente leguminosas, tales como el frijol comin y
otras especies de Phaseolus, como P. lunatus y F.
acutifolius; el caupi y otras especies de Vigna, Glyci-
ne max, Cajanus cajan, Cassia spp., Cyamopsis tetra-
gonoloba, Macroptilium lathyroides, Lupinus albus,
Pisum sativum y Desmodium spp. (Gamez 1969, Ful-
ton et al. 1975b, Brunt et al. 1990).

tractos de plantas de frijol afectadas por "amachamiento”, uti-
lizando un antisuero para el virus del moteado clorético del
caupi (CCMV), mostrando alta concentracion de particulas vi-
rales atrapadas.
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Conclusi
El “am =ato” del frijol en Costa Rica, es
causado por el wirus del moteado clorético del cau-

pi (CCMVW chlorotic mottle virus), un
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bromovirus transmitido por crisomélidos. Los sin-
tomas inducidos por este virus en la region Brunca
de Costa Rica, difieren del “moteado amarillo” ca-
racteristico de esta enfermedad en los Estados Uni-
dos, Costa Rica y Cuba. Es posible que la sintoma-
tologia del “amachamiento” esté asociada a la
adaptacion del virus a condiciones ambientales di-
versas o a nuevas variedades de frijol.

En esta investigacion se lograron reproducir los
sintomas caracteristicos del “amachamiento”: defor-
macion y moteado foliar y, disminucion de la capaci-
dad reproductiva de las plantas de frijol infectadas sis-
témicamente por el CCMV. Las pérdidas de
rendimiento del 44-73%, reportadas en Cuba, coinci-
den con los resultados obtenidos en esta investigacion
en Costa Rica; siendo el nimero de vainas por planta,
y el nimero de semillas por vaina, los componentes de
rendimiento més afectados por el CCMV.

El cultivo de variedades de frijol criollas en la re-
gion Brunca, como “Sacapobres”, incorpora otro fac-
tor limitante para la produccién de frijol: la suscepti-
bilidad al mosaico comin del frijol. Esta enfermedad
se encontré ampliamente diseminada en las localida-
des estudiadas en la Regién Brunca, lo cual contribu-
ye a reducir mas la productividad del frijol en las zo-
nas afectadas por “amachamiento”.

La asociacion frecuente de los cultivos de maiz y
frijol y la labranza minima en la regiéon Brunca, favo-
recen el desarrollo de altas poblaciones de crisoméli-
dos vectores del CCMV en estos hospedantes. A pesar
de que el control quimico de crisomélidos es relativa-
mente mas facil que el de otros insectos vectores, es
necesario desarrollar estrategias de manejo integrado
de plagas acordes con los sistemas de produccién agri-
cola sostenible. En Costa Rica, se han iniciado esfuer-
zos para mejorar el manejo del problema de “amacha-
miento” del frijol con base en los resultados de esta
investigacion. 2
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