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GLOSARIO

AN: Acidos Nucleicos

ADN: Acido desoxirribonucleico

AMV: Virus del mosaico comdn de la alfalfa

BUFFER: Solucion tampon que mantiene invariable el pH
CMV: Virus del mosaico comun del pepino

cDNA: ADN complementario

cRNA: RNA complementario

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

Hibridacién: Unidn de &cidos nucleicos de DNA o RNA
Nm: Nanémetro

Nt: Nucleotidos

NaCl: Cloruro de sodio

M: Concentracion molar

PCR: Reaccion de la Cadena Polimerasa

RNasa: Ribonucleasa

RNA: Acido ribonucleico

SDS: Laurilsulfato sédico

SSC: Dodecilsulfato sédico

Sonda: secuencias de DNA o de RNA, complementarias a aquellas que se
quieren detectar.

Tris-HCL: Tris-Hydrochloride

Mg: Microgramos

pl: Micro litros
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RESUMEN
El fréjol es un cultivo de gran importancia en el Ecuador, especialmente en la provincia de
Imbabura. En el cantdon Antonio Ante, esta especie es muy cultivada debido a las
excelentes condiciones climaticas. Una de las limitaciones del cultivo, es la afectacion por
enfermedades que impiden su normal desarrollo, entre las cuales se encuentran las de tipo
viral, mismas que pueden ocasionar serias pérdidas econémicas al agricultor. La presente
investigacion tuvo como objetivo, detectar la presencia de los virus CMV, BGMV,
BGYMV, AMV, BDMV en las plantaciones de fréjol del canton Antonio Ante, usando el
método de hibridacién molecular no radiactivo tipo Dot-Blot, mediante el uso de una
polisonda con la secuencia genética de los 5 virus. Para esto se realizd un muestreo
dirigido, en los cultivos de esta leguminosa establecidos en este canton. Los resultados
indican que no existe la presencia de ningun virus de los 5 que integran la polisonda en
las plantaciones muestreadas, por lo que es necesario realizar trabajos adicionales para

determinar la causa de los sintomas encontrados en las plantas analizadas.

Palabras clave: fréjol, hibridacion, polisonda, virus.
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SUMMARY

The bean is an important crop in Ecuador, especially in the province of Imbabura. In the
canton Antonio Ante, this species is widely cultivated because to the excellent weather
conditions which owns the area. One of the limitations of this crop is the affectation of
diseases which complicates their normal development, the main diseases that attack the
bean, are of type viral, same that can cause serious damages to the crop, and hence,
considerable economic losses to the farmer. The present study aimed to detect the presence
of CMV, BGMV, BGYMV, AMV, BDMV viruses, in bean plantations in the canton
Antonio Ante, for which the was used method of molecular hybridization non-radioactive
of type Dot-Blot, using a polisonda of 5 viruses. For this they were have been made
two samplings directed, in the main growing areas of this legume in this canton. The
results of the two analysis disclosed that there is not presence of none of the 5 viruses that
integrated the poli-sonda, in the plantations where the study was conducted. The results
obtained suggest be carried out further work for determining the causes of the symptoms
found in this study.

Keywords: bean, hybridization, polisonda, viruses.
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CAPITULO1
1. INTRODUCCION

1.1 PROBLEMA.

Morales (2003) menciona que el fréjol es una de las leguminosas mas importantes,
cubriendo méas de 26 millones de hectareas de cultivo en todo el mundo, en la que
Latinoameérica es su principal zona productora, en donde el consumo per cépita esta
entre los 10 y 18kg, mientras que en lugares como el Africa alcanza un consumo de 50
kg/ persona, es un alimento que puede cubrir hasta el 35% de las necesidades proteicas y
340 calorias/100g como aporte a los requerimientos nutricionales diarios a las familias
pobres urbanas y rurales. También cultivado y consumido en importantes cantidades en

paises de Asia, Africa, Medio Oriente y resto del mundo.

Segun el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), (2010) este
grano aporta nutricionalmente a la dieta con proteina, acido félico, tiamina, potasio, hierro
vegetal, fibra'y magnesio. Castillo y Gonzalez (2008) afirman que este grano constituye un

alimento béasico en la alimentacién diaria.

En el Ecuador, el fréjol es la principal leguminosa para consumo humano. Esta planta
es cultivada en zonas de clima templado del callejon interandino como es el caso de
la provincia de Imbabura. Las principales zonas de produccién se localizan en el Valle del

Chota, Urcuqui, Intag y Antonio Ante (Peralta et al., 2010).

El cultivo de esta leguminosa ha ganado espacio en la actividad agricola del
cantén Antonio Ante, pero en los Ultimos afios se ha visto afectado por problemas
fitopatoldgicos observandose sintomas asociados a infecciones virales. En algunos casos
los agricultores han llegado a tener incidencia de la enfermedad de 100% (Andrade y Ayala,

1995) lo que ocasiona pérdidas del 100% de su produccion (Menay Rios, 2010).

La no existencia de estudios precedentes sobre la temética antes sefialada condujo a
esta investigacion sobre problemas virales en el cultivo de fréjol de este cantdn, razon
fundamental por la que no se ha podido disefiar e implementar estrategias de mitigacion,
que permita reducir las perdidas ocasionadas por virus. A esto se suma el intento de control
por parte de los agricultores, con agroquimicos que resultan inutiles, lo que refleja el

desconocimiento que existe sobre patogenias virales en fréjol, debido a la escasa informacion



disponible sobre el tema. Opinion fundamentada en una encuesta realizada a los agricultores
(ANEXO 4).

1.2 JUSTIFICACION

En el canton Antonio Ante, el cultivo de fréjol es uno de los mas importantes,
puesto que no es un cultivo limitado a temporada y representa una fuente de ingreso
econdmico para quienes lo practican. Lo antes expresado condujo a estudios sobre las
enfermedades que afectan a esta especie en la que se trato de identificar virus diferentes a

los reportados en Imbabura por Ayala y Andrade en 1995.

Dentro de este contexto de desconocimiento del estado fitosanitario (respecto a virus)
en areas productoras de fréjol del Cantdon Antonio Ante, se considerd prioritario el
diagnostico de este tipo de enfermedad, con el proposito de generar informacion sobre el
estado fitosanitario de este cultivo en los campos de la regién, lo que permitiria corregir estos
problemas, disefiar a futuro programas de saneamiento mediante estrategias de control en las
zonas productoras, minimizar la diseminacion evitando la transferencia de agentes virales
causantes de enfermedades que afectan a los productores de esta leguminosa, mitigando el
impacto de estas patologias en el mediano y largo plazo a niveles agronémicamente
tolerantes, que permitan al productor obtener cosechas de calidad, en condiciones sanitarias
aceptables y econémicamente rentables.

Una de las prioridades fue el empleo de la técnica de hibridacién molecular no
radiactivo tipo Dot-Blot, mediante el uso de sondas mdltiples en este caso se utilizd una de
con la secuencia genética de 5 virus que afectan al fréjol. Esta técnica ayuda a maximizar el
namero de muestras procesadas y economizar el coste de los analisis a medida de lo posible
(Rubio-Cabetas et al., 2012), esto es corroborado por Colimba et al., (2016) quienes
utilizaron este método en Imbabura para hacer un primer reporte de la presencia del Virus
del Mosaico de la alfalfa (AMV) en pimiento dulce en Ecuador. Falcdn (2015) afirma que
con esta técnica identificO presencia de virus en el cultivo de aguacate en la parroquia San
Vicente de Pusir provincia del Carchi.

Por cuanto se siguié la misma linea de investigacion utilizando este método para
fréjol por primera en Imbabura. Este método de diagnostico que es lo suficientemente
sensible, rapido, econdmico permite la deteccion simultdnea del mayor nimero de virus

posible y facilita el procesamiento Pallas et al, (2010); Sanchez-Navarro (2014) y permite



analizar de manera relativamente sencilla y econémica un gran numero de muestras
(Martinez, et al., 2011).

1.3 OBJETIVOS
Obijetivo general

— Verificar la presencia de los virus CMV, BGMV, BGYMV, AMV, BDMV
en el cultivo de fréjol (Phaseolus vulgaris L.) del Canton Antonio Ante,

Provincia de Imbabura.

Objetivos especificos

— Establecer la presencia o ausencia de los virus CMV, BGMV, BGYMV, AMV y
BDMV, mediante el uso de la técnica: Hibridacion molecular en Dot-blot con
sondas no radiactivas multiples, en los cultivos de fréjol del canton Antonio Ante

— Determinar el tipo de virus presente en los sembrios de fréjol, en caso de detectarse

presencia de al menos uno de estos.

— Estimar los niveles de incidencia en caso de detectarse virus.
1.4 PREGUNTAS DIRECTRICES

— ¢Existe la presencia de los virus CMV, BGMV, BGYMV, AMV y BDMV, en los
cultivos de fréjol del canton Antonio Ante?

— ¢Cudl es el tipo de virus presente en los sembrios de fréjol, en caso de detectarse
presencia de al menos uno de estos?

— ¢ Cuales son los niveles de incidencia de estos virus, en caso de ser detectados?



CAPITULO II
2. REVISION DE LITERATURA

2.1 GENERALIDADES

Entre los afios 9000 y 5000 a. C. en diferentes partes del mundo se domesticaron
diversas especies vegetales, entre ellas el fréjol comun (Phaseolus vulgaris L.). Los restos
fosiles, establecen que el fréjol comun se originG en Mesoamérica y posteriormente se
domesticd entre los 5000 y 2000 afios a. C. en dos sitios: Mesoamérica (México y
Centroamérica) y los Andes (Sudamérica). A partir del fréjol silvestre se formaron dos
acervos genéticos distintos, Mesoamericano y Andino (Herndndez, Vargas, Maruaga,
Hernandez y Mayek, 2013).

El fréjol en el Ecuador es cultivado en condiciones climaticas que se encuentran en
altitudes entre 1200 a 2500 m.s.n.m. (&reas de valle) y de 1000 a 2200 m.s.n.m.
(estribaciones), con un requerimiento hidrico entre los 300 a 700 mm de precipitacion en el
ciclo, la temperatura adecuada esta entre los 16°C a 20°C, y los suelos a los que mejor
se adapta son los que tienen un pH entre 5,5 a 7,5; su época de siembra es desde febrero
hasta abril, utilizando una cantidad de semilla que va desde los 90 a 110 kg/ha, sembrandose
a una distancia de 60 a 70 cm entre surcos y 25 a 30 cm entre sitios (Peralta et al., 2010).

Las zonas de produccién de fréjol en Ecuador se encuentran distribuidas en todo el
callején interandino, en la provincia de Imbabura es cultivado en el Valle del Chota,
Urcuqui, Pimampiro y Antonio Ante, Intag y Salinas. Entre las que se cultiva
principalmente las variedades INIAP 418 Je.Ma. Il rojo moteado, INIAP 420 Canario del
Chota y INIAP Centenario (Peralta et al., 2010).

La superficie total cultivada en el Ecuador es de 67186 ha, de las cuales, la provincia
de Imbabura aporta con un 5,16% de la produccion nacional, contando con un total de 3467
ha, destinadas al cultivo de esta leguminosa (INEC, 2013).

2.2 PLAGAS

En el fréjol las plagas mas comunes son: Lorito verde o mosquilla (Empoasca
kraemeri), Barrenador de tallo y vainas (Epinotia aporema), Araiiita roja (Tetranychus sp),
Trips (Thysanoptera: Thripidae), Gorgojo (Acanthoscelides obtectus), Trozadores (Agroty

sp), Mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum) (Peralta et al., 2010).



2.3 ENFERMEDADES

Entre las enfermedades mas comunes que afectan los cultivos de fréjol en Imbabura
se encuentran Antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum), Roya (Uromyces
appendiculatus), Mancha angular (Phaeoisariopsis griseola), Bacteriosis comun
(Xanthomonas campestris pv. phaseoli), Mustia hilachosa (Thanatephorus cucumeris),
Mildit polvoso o cenicilla  (Erysiphe polygoni), Ascoquita 0 mancha anillada (Phoma

exigua), y virosis (Peralta et al., 2010).
2.4 VIRUS

Los virus son parasitos submicroscopicos, intracelulares obligados, su genoma esta
conformado de uno o méas componentes de &cido nucléicos (DNA o RNA), se encuentran
dentro de una cubierta o capside, las caracteristicas especificas permiten su clasificacion
taxondmica. Los virus, solo pueden infectar y multiplicarse en células vivas de hospedantes
susceptibles especificos (Menay Rios, 2010). Su tamafio oscila entre los 20 a 250 nm que
utilizan un mecanismo especial de replicacion (Ruchansky, 2011).

2.4.1 Clasificacién

Martinez (2014), indica que los virus segun su naturaleza y material genético se
agrupan en: virus RNA, virus DNA y retrovirus. Los virus DNA presentan genomas, un
ciclo replicativo y su expresion genética ocurre a través de un RNA mensajero, transcrito
similar a los organismos celulares. Los retrovirus poseen fragmentos de DNA y ARN en

sus ciclos replicativos, y poseen una gran variedad de tamafios y forma.

Martinez (2014), clasifica los virus de la siguiente manera:

— RNA de simple cadena y polaridad positiva (SSRNA+).
— RNA de simple cadena y polaridad negativa (sSRNA-).
— RNA de doble cadena y (dsRNA).

— DNA de simple cadena (ss DNA).

— DNA de doble cadena (dsDNA).

2.4.2 Transmision

Los virus no son capaces de trasmitirse por si solos de forma automatica por las
aperturas naturales como lo hacen los hongos y bacterias, los virus entran a los vegetales por

las célula a través de inoculacion mecanica, por una herida cuando se produce rose directo



entre la planta y planta, de una planta enferma a una planta sana. También pueden ser
transmitidos por vectores a los que pertenecen varias especies de insectos, nematodos,
acaros, bacterias, y hongos del suelo, por propagacion vegetativa, como por semillas y
polen, hospedantes en donde los virus permanecen latentes de generacion en generacion
(Mena y Rios, 2010).

2.4.3 Patogénesis de virosis en plantas

Entre las formas de infecciones virales se han descrito virus que reciben el nombre
de “latentes” ya que aparentemente no provocan sintomas en sus huéspedes naturales. Por
otro lado, virus cuya infeccion en determinadas especies provoca sintomas muy agresivos,
pueden comportarse como infecciones latentes en huéspedes distintos. Estos huéspedes
reciben el nombre de “huéspedes tolerantes” y ponen de manifiesto que la patogenicidad
no es consecuencia Unicamente del virus sino de la asociacion virus-huésped (Gomez et

al., 2009); la incidencia de los virus depende de la persistencia del vector (Vidal, 2011).
2.4.4 Replicacion

Gergerich et al., 2010 afirman que la replicacion de los virus esta mediada por la
informacidn contenida dentro de sus genomas, reproduciéndose en todo organismo vivo
que puedan infectar. Mena y Rios (2010), sefialan que la infeccion de una planta con virus
esta relacionada directamente con la sintesis del mismo, su replicacion es compleja pero

se divide en las siguientes etapas:

— Adsorcion y penetracion.

— Liberacion de AN.

— Replicacién del AN.

— Sintesis temprana de la proteina.
— Sintesis tardia de la proteina.

— Ensamblaje.
2.4.5 Movimiento viral de célula a célula

Una vez infectadas las primeras células, el virus debe colonizar las células adyacentes
antes de llegar a partes distales de la planta. Tanto virus como RNAs enddgenos realizan
este tipo de movimiento, denominado movimiento célula a célula, a través de los
plasmodesmos, que son los organulos de interconexion citoplasmatica intercelular. La

mayor velocidad de avance de los virus respecto a RNAs inmdviles sugiere algun tipo de
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mediacion dirigida. Es probable que los virus se unan a un huésped para utilizarlo como
medio de transporte (Gémez y Pallas, 2004; Gomez et al., 2005).

2.4.6 Movimiento de los virus en el sistema vascular

La entrada de las moléculas al sistema vascular se encuentra regulada, por los filtros
que se encuentran en las células del haz que separan el mesoéfilo del floema. El paso de RNAs
se mantiene limitado, implicando secuencias de factores del huésped (Hamada et al.,
2003).

2.4.7 Hospederos de virus

Todos los tipos de organismos son huéspedes vivos incluyendo animales, plantas,
hongos y bacterias son hospedantes de virus, pero la mayoria de los virus infecta solo un
tipo de hospedante. Los virus son responsables por pérdidas en el rendimiento y la calidad

de los cultivos en todas partes del mundo (Gergerich et al., 2010).

Entre los huéspedes de virus mas comunes e importantes que afectan a los cultivos,
se encuentran las malezas, en donde utilizando la prueba DAS-ELISA se determind la
presencia de algunos virus que afectan a los cultivos, encontrdndose malezas hospederas
y portadoras de estos virus tanto sintomaticas como asintomaticas que fueron localizadas

tanto dentro de los cultivos como en sus alrededores (Ormefio y Sepulveda, 2005).
2.4.8 Sintomas

En general los sintomas caracteristicos asociados a enfermedades virales en plantas
se resumen en: mosaicos (zonas verde clara o amarillentas en hojas y frutos), deformaciones
y enrollamientos de hojas, raquitismo, flores variegadas (pétalos con zonas decoloradas),
enanismo (entrenudos cortos), clorosis, decaimiento generalizado en su rendimiento

entre otras (Pallas y Garcia, 2011; Pallas, Martinez y Gomez, 2012).

Es probable que en la asociacion virus-huésped, la aparicion de sintomas sea una
excepcion. En este sentido, hay que destacar que las patologias de etiologia viral se han
identificado en especies cultivadas de interés comercial y por tanto son plantas que han
sufrido algun tipo de seleccion por parte del hombre, normalmente este tipo de seleccion
estd dirigida a favorecer caracteres de interés agronomico. En la mayoria de casos esta
seleccién suele comprometer y mermar la eficacia biolégica de estas especies

“domesticadas” que yano son competitivas en espacios naturales y su existencia queda



relegada a su cultivo en condiciones favorables creadas artificialmente por el ser humano
(Martinez et al., 2011).

2.4.9 Control

A diferencia de los tratamientos existentes para bacterias y hongos, no existe un
tratamiento efectivo para enfermedades de etiologia viral, siendo el diagnostico precoz el
principal método de control para estos patdgenos (Sanchez-Navarro, 2014). Asi se considera
de vital importancia el control de los vectores transmisores de virus a las plantas, ya que
son el principal foco de infeccidn, junto a malezas u otros cultivos infectados (Ares, Tabasco,
y Andueza, 2014).

2.4.10 Propagacion de pantas libres de virus

El cultivo de meristemos apicales es el mas comun al tener la ventaja de carecer de
tejido vascular por donde los virus se trasportan para infectar las plantas. Frecuentemente es
combinado con quimioterapia o con tratamientos de calor. Con la combinacion de estos
métodos, las plantas se liberan de los virus, de hongos y otros patdgenos, que se lo consigue
al utilizarse procedimientos mixtos que combinan termoterapia, microinjerto y formacion de

tallos adventicios con el cultivo de meristemos (Villalobos & Thorpe, 1991).
2.5 ENFERMEDADES VIRALES EN LOS SISTEMAS PRODUCTIVOS

Las especies cultivadas son susceptibles de sufrir un gran nimero de enfermedades
virales que repercuten en su rendimiento y produccion y por tanto ocasionan importantes
pérdidas econémicas, que en algunos casos pueden superar el 75% de la produccion.
Se estima que en algunas familias vegetales el nivel de incidencia de enfermedades virales

puede sobrepasar el 70% (Marilyn y Roossinck, 2010; Di Carli, Benvenuto y Donini, 2012).
2.5.1 Enfermedades virales que afectan al cultivo del fréjol

Las enfermedades virales en fréjol son un gran problema debido a que no pueden
ser tratadas como las demas enfermedades, en cuanto los agricultores pierden del 30 al 40%
del rendimiento inicial de una nueva variedad, a causa del mal manejo en la proteccion del
cultivo y uso de sus propias semillas (Rodriguez et al., 2003), pudiendo llegar a tener
pérdidas del 100% (Mena y Rios, 2010).



2.5.2 Virus en fréjol en el Ecuador

En investigaciones realizadas por el INIAP en 1977 se menciona al virus del
mosaico comun del fréjol como la enfermedad mas diseminada en las provincias de
Pichincha e Imbabura, la mas peligrosa y severa, el INIAP en 1978 reporta a la virosis como
la enfermedad més prevalente, en 1981 se estudia la enfermedad encontrandose en todo el
callejon interandino, siendo las provincias de Azuay Cafar y Loja en donde se encontrd
incidencias de hasta el 100%, tomando tal importancia que se la catalogé como la principal
enfermedad incluso antes que la antracnosis, roya y ascochita (Andrade y Ayala, 1994-
1995).

En un muestreo realizado en las provincias de Imbabura, Chimborazo, Azuay, Cafiar
y Loja encontraron 60 muestras con virosis mediante el uso la prueba serologica (ELISA),
reportandose la presencia del virus del Mosaico Amarillo del fréjol en Imbabura, el Virus
del Mosaico comun del fréjol en Azuay, Chimborazo, Imbabura y cafiar, ademas el Virus
del Mosaico surefio en Loja (Andrade y Ayala, 1994-1995).

Figura 1. Plantas de fréjol con infeccion de virus del 100%.

2.5.2.1  Transmision de virus en fréjol.

Pierce (1934) determind por medio de la inoculacidn artificial la susceptibilidad de
24 variedades de fréjol a los virus BCMV, BYMV, AMV, TMV. Asi mismo, Pefiay Trujillo
(2006) indicaron en su investigacion que el 22,5 % de los materiales sembrados mostraron
sintomas virales que fueron transmitidos por semilla. Gonzélez (2004) sefial6 que en fréjol
tipo granja Asturiana, el virus que con mayor frecuencia se asocio a semilla fue el Mosaico
Comaun del Frejol y Virus del Mosaico del Pepino.



Usando la variedad susceptible Top Crop de Phaseolus vulgaris L., se realizd
la trasmision de virosis con éxito, partiendo un adulto por planta de mosca blanca
Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), pero a partir de los 15 individuos por
planta laincidencia no fue significativa; los genotipos evaluados exhibieron diferentes
niveles de resistencia, siendo los materiales de fréjol negro los mas resistentes (Cuellar,

Morales, y Lerma, 2011).

En 49 lineas iranies de fréjol comun, que fueron inoculadas por frotacion con el virus
de CMV, y luego de ser analizadas en base a sintomatologia se determin6 una variedad con
resistencia moderada seis con tolerancia al CMV y 42 variedades susceptibles a este virus
(Azizi y Shams-bakhsh, 2014).

2.6 PRUEBAS MAS COMUNES PARA EL DIAGNOSTICO DE VIRUS

Mena y Rios (2010) afirman que las técnicas mas comunes son las siguientes.
— Observacién de sintomas virales en semillas y plantas.

— Pruebas bioldgicas, como la de crecimiento, usando plantas indicadoras.
— Pruebas bioguimicas, entre las que se encuentran serolégicas, técnicas de

tincién, microscopia electronica.
En las pruebas seroldgicas la mas comdn es la prueba de (ELISA)

ELISA es unatécnica que se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con
una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica
como enzimatica. Esto da un soporte (inmunoadsorbente), la reaccion antigeno-anticuerpo
quedara inmovilizada, lo que permitird mediante la adicion de un sustrato especifico el
revelado, que al actuar la enzima producira un color observable a simple vista o cuantificable

mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro (Batista et al., 2008).
2.6.1 Pruebas moleculares

Las técnicas moleculares son una clara alternativa para diagnosticar enfermedades
virales ya que constituyen una forma mas practica y segura de diagnosticar este tipo de

patologias en los vegetales (Pallas et al., 2010).
2.6.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La invencion de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue creada por Mullis

en 1985 (Somma y Querci, 2011). La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica
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in vitro utilizada para amplificar enziméaticamente una region determinada de ADN situada
entre las regiones de ADN cuya secuencia se conoce, incluso con un ejemplar de gen
puede amplificarse con PCR a un millon de ejemplares en tan solo unas pocas horas
(Somma vy Querci, 2011).

Pallas, Sanchez-Navarro, Aparicio y Herranz (2010) mencionan que el PCR, utiliza
una enzima con capacidad para amplificar en forma  exponencial secuencias
especificas de DNA, lo cual requiere de un paso previo de retrotranscripcion reversa (RT)
en los virus RNA, para la obtencion de un DNA copia del genoma viral. Mientras que en
alimentos este paso no es necesario pues lo que se detecta directamente es el DNA genético
presente en la muestra. Se trata de un método extremadamente sensible y que por tanto

permite detectar concentraciones extremadamente bajas del patdgeno.
2.6.3 Técnica de la hibridacion molecular

La hibridacion molecular como método de diagnostico en virologia vegetal fue
utilizada por primera vez en los afios 50 (Owens y Diener, 1981; Maule, Hull y Donson,
1983). Esta técnica se basa en la complementariedad de las dos cadenas constituyentes de
un acidos nucléicos bicatenario y el resultado es la formacion de un hibrido entre la secuencia
de nucledtidos del virus a detectar y una secuencia complementaria marcada a la que se

denomina sonda (Hassan, Gomez, Pallas, Myrta y Rysanek, 2009).

Pallés, et al., (2010); Rubio-Cabetas et al, (2012), afirman que la variante mas
comunmente empleada en hibridacién molecular es la de "Dot- Blot" en la que la solucion
de acidos nucleicos es aplicada directamente sobre un soporte sélido, como por ejemplo una
membrana de nylon, y detectada con una sonda especifica marcada. Deteccion simultanea
de secuencias de virus mediante el uso de polisondas no radioactivas, tipo Dot-Dlot.

El concepto de polisonda supone la clonacion en tandem de varios fragmentos
gendmicos de distintos virus en un mismo vector plasmidico lo cual permite la sintesis en la
misma reaccion de transcripcion, de una Unica sonda de RNA o DNA. La invencion
retine por un lado, la sensibilidad que confiere la hibridacion molecular y por otro, permite
disminuir los costos y el tiempo necesarios para la realizacion de los analisis (Pallas et
al., 2010).
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2.6.3.1 Elaboracion de una polisonda.

Para obtener una polisonda se amplifica por PCR fragmentos gendmicos
representativos de la secuencia que se desea detectar. EI tamafio minimo debe ser de 50 pares
de bases, aunque para mayor sensibilidad es recomendable fragmentos de alrededor de 200
bases. Para la PCR se usa cebadores especificos de las secuencias a detectar, con los sitios
de restriccién compatibles con el vector a utilizar para la clonacion. Tras realizarse las
subclonaciones se obtiene un clon con los fragmentos genomicos en tandem o con
secuencias especificas de separacion. Una vez obtenido el clon se genera la polisonda.
Dependiendo que si se trata de una polisonda de RNA o de DNA se utilizard una enzima
u otro sistema de deteccion basado en marcaje con oligonucleétidos radioactivos,
digoxigenina, biotina o cualquier otro método de marcaje estandar escogido por el personal

que se dedica a la elaboracion de polisondas (Pallas et al., 2010).
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CAPITULO III
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 CARACTERISTICAS DEL AREA DE ESTUDIO
3.1.1 Ubicacidon geogréfica de la localidad

El canton Antonio Ante se encuentra ubicado al noroeste de la provincia de
Imbabura limitando a norte con el canton Ibarra, al sur con Otavalo, al este con el cerro
Imbabura y al oeste con los cantones Cotacachi y Urcuqui. Cuenta con seis parroquias,
urbanas: Atuntaqui y Andrade Marin; rurales: San Roque, Chaltura, Natabuela e Imbaya
(GAD de Antonio Ante, 2012).

MAPA DE UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO
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Figura 2. Mapa del cantén Antonio Ante, Imbabura Ecuador.

3.1.2. Caracteristicas climaticas

El clima de Antonio Ante se caracteriza por ser ecuatorial, mesotérmico, semi

hdimedo, con una temperatura promedio de 15,7°C, una altitud que va desde los 1880
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hasta los 4560 msnm con un promedio de 2360 msnm. Tiene una precipitacion media

anual de 714 mm y una humedad relativa de 65% a 85% Imbaya (GAD de Antonio Ante,

2012).

3.2 MATERIALES, EQUIPOS, REACTIVOS Y SUSTANCIAS UTILIZADAS EN

LA INVESTIGACION

Cuadro 1. Materiales utilizados en la investig

acion

Materiales de campo

Materiales de laboratorio

— Fundas de polietileno
— Tijeras de podar

— Cooler

— Etiquetas

— Cémara fotogréfica
- GPS

— Agua destilada

— Agua bidestilada

— Vasos de precipitacion

— Gotero

— Guantes

— Mascarilla

— Bisturi

— Micro-pipetas

— Puntas para micro-pipetas

— Membrana de nylon cargadas
positivamente

— Peliculas fotograficas

— Tubos eppendorf 1,5 ml

— Kit de revelado por inflorescencia

— Sondas de RNA marcada con

digoxigenina

Equipos de Laboratorio

Equipos de oficina

—  pH-metro
— Agitador magnéetico

— Micro-pipetas

— Computadora
— Impresora
— Hojas A4
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— Horno de hibridacion — Archivador
— Sistema de revelado de peliculas
— Mini centrifuga

— Fuente de luz ultravioleta

Reactivos y sustancias Material experimental usado en

la extraccion de acidos nucleicos

— Agua estéril El material utilizado fue tejido vegetal
— Citrato de sodio (hojas) con sintomatologia caracteristica de
—  Cloruro sédico infecciones virales, en cultivos de fréjol
— Acido maleico muestreados en las localidades de las
_ EDTA parroquias del canton Antonio Ante.

— 2- Mercaptoenol

— Polisonda con la secuencia genética
de 5 virus (Universidad Politécnica
de Valencia-Espafia)

Fuente: Elaboracion propia
3.3 METODOS

La presente investigacion tuvo como prioridad estudiar la presencia de agentes
patdgenos no comunes (virus), que estén afectando a los cultivos de fréjol del Canton

Antonio Ante de la provincia de Imbabura.
3.3.1 Tipo de Investigacion

Esta investigacion se la considera de tipo basica con enfoque cuantitativo, porque se
trabajo con aspectos variables y medibles a la realidad. Tuvo un alcance exploratorio, ya que
se estudié un tema poco conocido (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010), como son las

enfermedades virales en el cultivo de fréjol en el canton Antonio Ante.

15



3.3.2 Disefio de la Investigacion

En este trabajo se uso6 un disefio de tipo no experimental, de tipo transversal, porque
no hubo manipulacion variables y se observo los fendmenos en su ambiente natural en donde

se tom¢ datos por Unica ocasion (Hernandez et al., 2010).
3.3.3 Factor estudiado

Enfermedades virales CMV, BGMV, BGYMV, AMV, BDMV en el cultivo de

fréjol en Antonio Ante.
3.4 VARIABLES ESTUDIADAS

— Tipos de virus presentes en la polisonda, en caso de detectarse la presencia de
éstos.
— Niveles de incidencia de las enfermedades virales en los cultivos de cada parroquia,

en caso de la presencia de los mismos.

3.4.1 Tipos de virus presentes en la polisosnda, en caso de detectarse presencia de
éstos

Esta variable permitié responder a los dos primeros objetivos especificos, para
lo cual, se utilizo el analisis de hibridacion molecular no radioactiva tipo Dot- Blot, con
una variante, en donde, se usé una polisonda la misma que se encontraba constituida por la
secuencia genética de CMV, BGMV, BGYM, AMV, BCMV. Y asi determinar la

presencia 0 ausencia de estos agentes patdgenos.

3.4.2 Niveles de incidencia de las enfermedades virales en los cultivos de cada

parroquia, en caso de la presencia de los mismos

Al no detectarse presencia de virus esta variable no pudo ser calculada, se
pretendia utilizar calculo matematico para obtener el porcentaje de incidencia de las

enfermedades virales presentes en las parroquias muestreadas.

Se planted la siguiente ecuacion; donde | = Incidencia.

Numero de plantas enfermas
= 100

Numero de plantas sanas
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3.5 POBLACION

La superficie con respecto al uso actual del suelo que se ocupa para actividades
agricolas en Antonio Ante es de 5058,64 ha (GAD de Antonio Ante, 2012), no existe una
informacion disponible sobre cuantas hectareas se destinan al cultivo de fréjol en este canton.
Por lo tanto se consider6 como poblacion a todos los lotes de cultivo de fréjol, que estaban

ubicados en el canton Antonio Ante, en el momento que se realizé la presente investigacion.
3.6 MUESTRA

El muestreo se realizé utilizando la técnica del cinco de oro, para la utilizacién de
esta técnica de muestreo se tomd en cuenta las caracteristicas geogréficas y ambientales
del &rea de estudio, por lo tanto, el método mas idoneo para este tipo de estudio fue
el sistema aleatorio sistémico de cinco puntos, que consiste en fijar cinco puntos, los que
permiten hacer una inferencia directa sobre la poblacion independientemente del estado

fenoldgico del cultivo a ser analizado (Senasica, 2010).

Figura 3. Esquema de muestreo aleatorio sistematico de 5 puntos.
Fuente. (SENASICA, 2010)

3.7 MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO
3.7.1 Muestreo

Para la recoleccion de muestras, primeramente se definié los lugares en los que se
procedidé a implementar la técnica “cinco de oro” en las seis parroquias a muestreadas, Como
Imbaya, Chaltura, Natabuela, Andrade Marin, Atuntaqui y San Roque, identificandose 5
estaciones por parroquia, dando un total de 30 estaciones en todo el cantén, recolectandose
8 muestras por cada estacion.
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Figura 4. Mapa de ubicacién de las estaciones de muestreo en el cantén Antonio Ante.

El muestreo se lo realizo en las tres primeras semanas de Abril del 2015, a la parte
media y superior de plantas, mismas que tenian entre cinco semanas hasta los tres meses de
edad aproximadamente, evitando seleccionar hojas viejas, considerando que tengan sintomas
caracteristicos de virus (achaparramiento, rugosidad de las hojas, mosaicos, enanismo y
raquitismo), finalmente se obtuvo un total de 240 muestras de tejido vegetal. Las mismas
que fueron empacadas en fundas plasticas, posteriormente identificadas y colocadas en un
cooler refrigerado con la finalidad de evitar la deshidratacion y oxidacion del tejido vegetal.
Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de fitodiagnostico molecular de la
FICAYA donde se almacenaron a -20°C.

3.7.2 Extraccion de acidos nucleicos

En la extraccion de los acidos nucleicos se utiliz6 el método descrito por
DELLA PORTA, mismo que consistio en homogenizar 1 gramo de tejido vegetal, y se
procedié a macerar en 3 ml de tampon de extraccion (Citrato sédico 50 mM, pH. 7;
EDTA, 5 mM, pH. 85) enuna funda sellada. Luego se coloco 1,5 ml de extracto a

un tubo tipo eppendorf, y seguidamente se centrifugo durante 3 minutos a 10000 rpm.
3.7.3 Aplicacion de las muestras sobre membranas de Nylon

Una vez finalizado el proceso de centrifugacion se tomé 2 ul del sobrenadante (acido

nucleicos) de cada muestra con la ayuda de una micro pipeta y se impregné en la membrana
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de nylon previamente dividida en cuadros de 0,25 cm? este procedimiento se realizo
por duplicado dando un total de 480 impregnaciones.

Acidos nucleicos

Figura 5. Punto de gota de las muestras, acidos nucleicos impregnados en membrana de nylon
con carga positiva.

3.7.4 Proceso de hibridacion

Para este proceso las muestras se enviaron al Instituto de Biologia Molecular y

Celular de Plantas de la Universidad Politécnica de Valencia-Espafia.

El proceso de anélisis de las membranas inicié con la implementacion de cuatro
controles positivos, los cuales, contenian la secuencia genética de los virus a ser
estudiados. Los controles consisten en un método para validar la técnica que se utiliza en
esta investigacion, ya que si el proceso estd mal realizado no se observara sefial de
hibridacién (coloracién obscura en los puntos de control), dando a conocer que se fall6 en

los anélisis.

Las membranas se incubaron con un tampon de hibridacion (50% formamida,
SSC 5x, 0,1% N-Laurosylsarcosine, 0,02% SDS, Blocking reagent solution) a 68°C
durante 1 hora. Luego se incub6 toda la noche a 55° C con una polisonda diluida en
dicho tampon, misma que podia detectar la presencia de 5 virus frecuentes en frejol. Esta
polisonda contenia la secuencia de los siguientes virus: CMV, BGMV, BGYMV, AMV,
BDMV. Transcurrido este tiempo la membrana se lavoé dos veces durante 5 minutos en
SSC 2X/SDS 0,1% a temperatura ambiente seguido de dos lavados de 15 minutos a 68°C
en SSC 0,1X/SDS 0,1%.
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A continuacion la membrana se incubd 5 minutos en tampon de lavado (TL:
0,1 M é&cido maleico pH 7,5; 0,15 M cloruro sédico; 0,3% Tween 20) y seguidamente
se bloqueo durante 30 minutos con 0,1 M acido maleico pH 7,5; 0,15 M cloruro sédico +
Blocking 1X. Finalmente la membrana se incub6 con el anticuerpo durante 30 minutos (Anti
digoxigenin- AP Fab fragments (1:10000). La membrana se lavo con TL dos veces
durante 15 minutos, 5 minutos con un tampon que contuvo 0,1 M Tris pH 9,5; 0,1 M NaCl
y se incubd con el sustrato disuelto en este mismo tampdon 5 minutos. Para finalizar la

membrana fue expuesta a una pelicula autorradiografica durante 15-25 minutos.
3.7.5 SEGUNDA PRUEBA

Se muestrea por segunda vez para corroborar los resultados obtenidos del primer
muestreo, para esto fue necesario colectar hojas de plantas de fréjol, con caracteristicas de
infeccion viral, entre los que destacan sintomas caracteristicos del Virus del Mosaico de la
Alfalfa (AMV) y el Virus del Mosaico del Pepino (CMV) mismos que atacan al cultivo de

frejol y que aiin no han sido reportados en el Ecuador.

3.7.5.1  Delimitacion del &rea de estudio para el segundo muestreo

IMBAYA (SAN LUIS DE COBUENDO)

SAN JOSE DE CHALTURA

SAN FCO{DE NATABUELA

ATUNTAQUI
|
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o 1.250 2.500 5.000 m
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Figura 6. Mapa de ubicacion de las areas del segundo muestreo. Sitios donde se recolecté las
muestras de tejido foliar.

Se recolectaron de forma focalizada 30 muestras de fréjol que mostraban sintomas
similares a los producidos por los virus del mosaico del pepino (CMV) vy del virus del
mosaico de la alfalfa (AMV), sintomatologias observadas en las localidades de Chaltura y

Natabuela, tomando en cuenta que estos dos virus se han encontrado en cultivos de fréjol de
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distintos paises en Sur América (Morales y Castafio, 2008) y que ha sido confirmada la
presencia (AMV) en el pimiento dulce cultivado en la parroquia de Chaltura canton Antonio
Ante (Colimba, et al., 2016).

Figura 7. Cultivo de fréjol tutorado en rastrojo de tomate de arbol en la parroquia de Chaltura.

Las 30 muestras fueron procesadas con un buffer de extraccion diferente al que se
utilizé para las primeras muestras, este buffer contenia 7ul de mercaptoetanol por cada ml
de buffer, con la finalidad de evitar al maximo la oxidacién de las muestras y de esta manera
poder obtener un extracto con una mayor cantidad de acidos nucleicos. Se impregnaron tres
repeticiones de cada muestra, dando un total de 90 muestras a analizar en el laboratorio del
(IBMCP) Valencia, Espana.

Acidos nucleicos

Figura 8. Acidos nucleicos del segundo muestreo implantados en la membrana de nylon

21



CAPITULO 1V
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE LABORATORIO MEDIANTE LA
UTILIZACION DE LA POLISONDA

Los resultados obtenidos de los dos analisis realizados en el Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas de la Universidad Politécnica de Valencia IBMCP (Espafia),
en donde se hicieron las pruebas por el método de hibridacion molecular no radioactiva tipo
Dot-blot, no detectaron la presencia de ninguno de los virus en estudio. Las muestras no
presentaron hibridacion, como se puede observar en la figura 9; la no existencia de puntos
con coloracién obscura, indican una notable diferencia con los controles positivos (parte
inferior de la membrana). Estos resultados dan a conocer que los 5 virus analizados no se

encuentran infectando al fréjol cultivado dentro del &rea de estudio.

Acidos nucleicos que no hibridaron

Controles

Figura 9. Placa de revelado obtenida a partir del primer muestreo.

Después de obtener estos resultados se utilizé la formula propuesta para calcular la
incidencia en donde se determina que los virus analizados en las diferentes localidades de

Antonio Ante, presentan una incidencia igual al 0%.

Numero de plantas enfermas
= 100

Numero de plantas sanas

0
I—gXlOO [=0%

22



4.1.2. Resultados del segundo analisis

Acidos nucleicos

|
Controles

Figura 10. Placa de revelado obtenida a partir de la hibridacién de gota del segundo analisis.

Al igual que en el primer muestreo presenta una incidencia igual a 0%.

Numero de plantas enfermas

X 100
Numero de plantas sanas

— 0 —
I——30X100 [=0%
4.2 DISCUSION DE RESULTADOS

En este trabajo de investigacion se trabajé con el protocol6 descrito por DELLA
PORTA que ha demostrado ser eficaz en otras investigaciones realizadas en las provincias
de Carchi e Imbabura en cultivos de Aguacate (Falcén, 2015) y Pimiento (Colimba et al.,
2016), siguiendo la misma linea de trabajo se utiliz6 el mismo protocolo para la presente

investigacion con fréjol.

Es importante mencionar que las hojas recolectadas presentaron sintomas virales
semejantes a los ocasionados por el AMV y CMV, por lo que era importante confirmar la

presencia o ausencia de estos virus en los cultivos de fréjol de este canton.

Morales y Castafio (2008) manifestan que los sintomas del virus del mosaico de la
alfalfa (AMV) se caracterizan por un amarillamiento notable del area foliar, o un moteado

incipiente en variedades moderadamente resistentes.
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Figura 11. Sintomatologia del virus del mosaico
comun de la alfalfa AMV. Figura 12. Sintomatologia del virus
Fuente: Morales y Castafio, 2008 AMV, muestra Atuntaqui (Al).

En la Figura 12, se puede observar la sintomatologia que presentan las hojas de fréjol
encontradas en esta investigacion, son similares a las del virus del mosaico comudn del de
la alfalfa (Figura 11). Los sintomas que se observd en las hojas fueron, una clorosis
intervenal y amarillamiento del area foliar, mismas que describen a la infeccion causada por

el virus del mosaico de la alfalfa.

Todos estos antecedentes y analogias, pueden ser descartados como caracteristicas
de la presencia de AMV en los cultivos de fréjol de Antonio Ante, ya que Prochnow,
Morales y Stipp (2009) afirmaron que las deficiencias de Mn y Zn presentan clorosis
intervenal muy visibles en el &rea foliar de las plantas y el Zn en algunas especies manifiesta
su deficiencia en manchas cloréticas entre las nervaduras. Conforme avanza la carencia

puede llegar a ser confundida con una deficiencia de magnesio Casas y Casas (1999).

Casas y Casas, (1999) nos indican que los niveles normales de Mn, estan en un rango
superior a 100 mgkg-1, para Zinc superior a 35 mgkg-1. Indicando también que los niveles
deficientes para Manganeso son inferiores a 40 mgkg-1 y para Zinc menores a 28 mgkg-1.

Por este motivo se realizd6 un analisis foliar (Anexo 5), de las hojas con
sintomatologia recolectadas en el cantén Antonio Ante, el mismo que reveld que los niveles
de Mn y Zn en hojas que presentan estas caracteristicas no eran los adecuados, estaban por
debajo de los requeridos para el cultivo de fréjol, lo antes mencionado justifica las
expresiones sintomatoldgicas observadas en esta investigacion. Que en mayor detalle se

puede observar en los resultados de los andlisis foliares en la Tabla 1.
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Tabla 1. Resultados de los analisis foliares (ANEXO 5)

RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS FOLIAR

Elemento M1= AM14 M2 =136 M3 =A1 M4 = N39 M5 =N 10 Unidad
Mn 42 35 32 37 44 mg.kg?
Zn 23,4 58,9 27,6 89 26 mg.kg*

Fuente: Elaboracion propia

En lo que respecta a sintomatologias caracteristicas del virus del mosaico comun
del pepino (CMV), presenta mosaicos, deformaciones foliares, incluyendo ampollas, de
estos sintomas el ahusamiento foliar es el mas frecuente, asociado a la presencia de cepas

de CMV en el fréjol comin (Morales y Castafio, 2008).

Figura 13. Sintomatologia perteneciente al
virus del mosaico comun del pepino CMV.
Fuente: (Morales y Castafio, 2008)

Figura 14. Sintomatologia del virus CMV,
muestra Natabuela (N12).

En la Figura 14 se puede observar sintomatologia similar a la ocasionada por el CMV
que ha sido reportados en cultivos de fréjol en paises de Sur América como Argentina,
Colombiay Chile, capaz de infectar fréjol comdn y otras 775 especies de plantas (Morales
y Castafio, 2008). Sin embargo, en este estudio fue descartada la presencia en el area
muestreada, por lo tanto los sintomas con caracteristicas similares de CMV encontradas,

podrian estar ocasionados por otras causas que no fueron objeto de esta investigacion.

Andrade y Ayala (1994-1995) usando la prueba serolégica ELISA detectaron la
presencia en la provincia de Imbabura de los virus mosaico comdn del fréjol (BCMV)
y del virus mosaico amarillo del fréjol (BYMV). Mismos que no se tomaron en cuenta en

esta investigacion por haber sido detectados anteriormente, de esta manera se justifica por
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qué las sintomatologias encontradas el cultivo de fréjol estaban estrechamente asociadas a

estos virus.

La técnica que fue utilizada en esta investigacion se la conoce como hibridacién en
Dot blot, misma que posee una mayor sensibilidad que la PCR, ya que puede detectar la
presencia del agente viral sin la necesidad de replicarse (Vaca, Betancurty Lopez, 2011).
Ademas la PCR requiere abundantes copias del gen viral de tal manera que le permita
incrementar una fraccion del DNA. Estudios de deteccion de agentes virales han demostrado
que la sensibilidad entre las técnicas de hibridacion Dot Blot es reducida con la PCR, por lo
tanto es recomendada su uso para estudios de diagndsticos virales masivos (Beltran, 2013 y
Hernéndez et al., 2013).

La hibridacion molecular Dot Blot presenta varias ventajas cientificas y economicas
sobre la PCR, como por ejemplo la factibilidad de manipulacion, una reducida
contaminacion (lglesia, Arocha, Peralta y Alvarez, 2005), la hibridacion molecular es una
técnica de diagnostico confiable para la deteccion de agentes virales y da un medio mas
econdmico y rapido para la deteccion (Sanchez-Navarro, 2014; Pallas et al., 2010 y Beltran,
2013).

Al término de esta investigacion, se pudo generar informacién respecto a
enfermedades virales que posiblemente estaban presentes en las areas estudiadas de Antonio
Ante en las que se cultiva fréjol, de esta forma se establece la ausencia de los virus
analizados, dando un valor positivo a la calidad de producto obtenido en esta zona

productora del Ecuador.

26



CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se constato la ausencia de los virus CMV, BGMV, BGYMV, AMV y BDMV
mediante el uso de la técnica hibridacion molecular en Dot-blot con sondas no
radiactivas multiples en fréjol. Por lo que no se identifica presencia alguna de estos
virus en los sembrios de frejol en Antonio Ante.

Se determind que las sintomatologias que presentaron las plantas evaluadas en este
trabajo son causadas por deficiencias nutricionales, y no por virus; sus sintomas son

muy semejantes a las que se expresan cuando hay presencia de éstos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar mas estudios de investigacién, para conocer sobre el estado
fitosanitario de las plantas en lo que respecta a infecciones virales que pudieran estar

presentes en los cultivos con importancia econdémica de la region.

Antes de realizar trabajos para determinar la presencia de patologias virales se
sugiere determinar mediante andlisis foliar el estado nutricional de las plantas que
presenten sintomatologias similares a las causadas por virus, ya que pueden estar
directamente relacionadas a deficiencias nutricionales y no a virus. Esto ahorrard

tiempo y recursos en la obtencion de resultados.
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Anexo 1. Mapa de ubicacion de los puntos del primer muestreo.
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Anexo 2. Mapa de ubicacion del area de estudio.

MAPA DE UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO
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Anexo 3. Diagrama del proceso de hibridacion
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Anexo 4. Encuesta para determinar los conocimientos sobre enfermedades virales, realizadas a los
productores de fréjol del cantén Antonio Ante.

1) ¢Cuantas siembras de fréjol realiza al afio?

Numero de siembras

m 1 Siembra

m 2 Siembras

2) ¢Qué superficie de terreno destina a este tipo de cultivo?

Hectareas cultivadas

hectdrea

® De media hectdrea a una

B Dos hectareas

1 Tres hectareas

Mas de tres hectareas

3) ¢Cuanto invierte en dinero usted, en una hectarea de terreno?

5000 a 700, 700 a 900, 900 a 1100, 1100 a 1300

Dinero invertido en una ha.
10%

25%

20%

m 500a 700

=700 a 900

m900a 1100
1100 a 1300
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4) ¢Ha observado en sus cultivos achaparramiento de las platas acompafiado de
deformaciones y mosaicos (partes amarillas) en las hojas? (Si...), (No...).

Sintomatologia de virosis
0%

mSi
® No

5) ¢Ha perdido alguna vez su cultivo por causa de los sintomas antes mencionados?
(Si...), (No...).

Perdidas por sintomatologias virales

mSi

® No

6) ¢La perdida por estas afectaciones ha sido?
Total Parcial Insignificante

Niveles de predidas
M Total

m Parcial

M Insignificante

7) ¢En qué etapa del cultivo ha visto usted que se presentan estos sintomas?
Al inicio A mediados Al Final
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Manifiesto de sintomas

10%

m Al Inicio

= Al Final

® A Mediados

8) ¢Ha observado en su cultivo la presencia de insectos como?

Mosca blanca Loritos Trips Pulgones

Insectos vectores de virus
0%

B Mosca binca, Lorita verde y
Trps

H Pulgones

9) ¢Con que controla usted estos insectos?

Ventas

M Insectisidas quimicos conocidos M Insectiidas biologicos

1 Con el insectisida que le vendan
30%

0%
70%

10) ¢ Cuéntos controles quimicos realiza usted en el ciclo de cultivo?
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Controles quimicos

m 6 Controles
m 5 Controles

1 4 Controles

3 Controles
11) ¢ Conoce usted algo sobre las enfermedades virales en fréjol?
Productores encuestados
5%
H No
mSi
|

12) ¢ Sabia que el achaparramiento y los mosaicos en el frejol son causados por virus?

(Si...), (No...).

Productores encuestados

B No mSi
5%

95%




Anexo 5. Andlisis foliar para determinar el estado nutricional de 5 muestras con sintomatologia viral.

7 zast, UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

g UNIVERSIDAD ACREDITADA RESOLUCION 002 - CONEA - 2010 - 129 - DC.
™ a Resolucion No. 001 - 073 - CEAACES - 2013 - 13
&40
2 FICAYA
Sz Laboratorio de Andlisis Fisicos, Quimicos y Microbioldgicos
Informe N°: 127 - 2015
Andlisis solicitado por:  |Sr. Daniel Rivera
Empresa: No aplica
Muestreado: No aplica
Fecha de recepcién: 14 de diciembre de 2015
Fecha de entrega Informe: |18 de diciembre de 2015
Ciudad: barra
Provincia: Imbabura
Muestra: Hojas de fréjol
luo. de Lote No aplica
Resultado
Parémetro Analizado Unid: Metodo de ensayo
M1 M2 M3 M4 M5
Manganeso (Mn) ppm 0,42 0,35 0,32 0,37 0,44 | Espectrofotometria
de Absorcién
Zinc (Zn) ppm 0,234 0,589 0,276 0,89 0,26 Atémica (lama)
-Los resultados obtenidos pertenecen exclusivamente para las muestras anallzadas
Atentamente:
Bioq. Moreno

Técnico de Laboratorio

Av 17 de Julo S-21 y Joss Maria

Céedova Baerio Bl Olvo
Visién Institucional ax 11
La Universidad Técnica del Norte en el afio 2020, seré un referente en ciencia tecnologia E!':mmw.cmcc
@ innovaciHn en el pais, con estindares de excelencia instiucionales s b
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FOTOGRAFIAS

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Foto 5. Centrifugado de muestras

Foto 6. Impregnacién en membrana de Nylon
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Foto 6. Punto de gota de acidos nucleicos

PROCESO DE HIBRIDACION

Foto 8. Incorporacion de la membrana de nylon

Foto 9. Colocacién del tubo en el horno hibridacion Foto 10. Hibridacion de la membrana
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Foto 11. Placa de revelado de las muestras analizadas
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