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Resumen

El frejol es un cultivo que posee una gran importancia en el Ecuador, las zonas de produccion
de esta leguminosa estan ubicadas a lo largo del callejon interandino, en la provincia de
Imbabura especificamente en el canton Antonio Ante, el frejol es un cultivo de interés
econdmico, pues se lo puede realizar en cualquier época del afio. Uno de los factores
limitantes que tiene esta leguminosa, es el ataque de enfermedades de entre las cuales se
destaca la virosis. La presente investigacion tuvo como objeto verificar la presencia de CMV,
BGMV, BGYM, AMV, BDMV, en los cultivares de frejol de esta localidad, para lo cual se
utilizo el sistema de diagndstico de Hibridacion Molecular no radioactiva tipo Dot-blot. Para
esto se colectaron muestras de plantas sintomaticas, de las principales zonas productoras de
frejol del canton, y se sometieron al andlisis respectivo. Los resultados muestran que no existe
la presencia de los virus estudiados, en ninguna de las plantaciones que fueron muestreadas.
Asi mismo se logré determinar mediante analisis foliar, que los sintomas que al parecer
correspondian a AMV, eran ocasionados por deficiencias de manganeso y cinc. Finalmente
se pudo establecer de manera visual que existe la presencia de sintomas de los virus BCMV
y BYMV, por lo que se recomienda estudiar a estos patogenos, utilizando la técnica de
diagnostico empleada en la presente investigacion.
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Abstract

The bean is a crop that has great importance in Ecuador, the production areas of this legume
are located along the inter-Andean alley, in the province of Imbabura specifically in the
Antonio Ante canton, bean’s a crop has economic interest. Since it can be done at any time
of the year. One of the limiting factors that this legume has, is the attack of diseases among
which the virus is highlighted. The objective of the present investigation was to verify the
presence of CMV, BGMV, BGYM, AMV, BDMV, in the beans cultivars of this locality, for
which the Dot-blot type non-radioactive Molecular Hybridization diagnostic system was
used. For this, samples of symptomatic plants from the main bean producing areas of the
canton were collected and submitted to the respective analysis. The results show that there is
no presence of the virus studied in any of the plantations that were sampled. It was also
possible to determine by foliar analysis that the symptoms that apparently corresponded to
AMV were caused by deficiencies of manganese and zinc. Finally, it was possible to establish
visually that the presence of BCMV and BYMV viruses is present, and it is therefore
recommended to study these pathogens using the diagnostic technique used in the present
investigation.
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Introduccion

El frejol o frijol es una de las leguminosas
mas importantes a nivel mundial, siendo
Latinoamérica la zona de mayor
produccion, mientras que en el Africa es
donde mas se lo consume (Morales, 2003).
Nutricionalmente el frejol contiene
proteina, acido folico, tiamina, minerales y
fibra (USDA, 2010), constituyéndose asi
en un alimento basico en la dieta diaria de
la humanidad (Castillo y Gonzalez, 2008).

En el Ecuador, el frejol es la leguminosa
gue mas consume la poblacion; y es
cultivada en su mayoria, en las zonas
templadas a lo largo de la sierra
ecuatoriana. En la provincia de Imbabura
las zonas de mayor produccién de este
grano son él Valle del Chota, Urcuqui,

Intag y Antonio Ante (Peralta, et al.,
2010). En este altimo cantdn las zonas de
cultivo estdn ubicadas en Imbaya,
Chaltura, Atuntaqui y Natabuela, con una
superficie de siembra de 407,85 hectareas
(IEE y MAGAP, 2013), que al afio 2014
corresponderia al 7,93% del area sembrada
en Imbabura (INEC, 2014). De acuerdo a
esta misma fuente de informacion existe
una diferencia de un 12% entre el area
sembrada y el area cosecha, esto se debe a
la influencia de varios factores, de entre
los cuales se destaca el ataque de plagas y
enfermedades.

Entre las enfermedades mas comunes que
atacan al cultivo de frejol en la provincia
de Imbabura estdn las siguientes:



Antracnosis (Colletotrichum
lindemuthianum),  Roya  (Uromyces
appendiculatus), Mancha angular
(Phaeoisariopsis griseola), Bacteriosis
comin (Xanthomonas campestris pv.
phaseoli), Mustia hilachosa
(Thanatephorus  cucumeris),  Mildiu
polvoso o cenicilla (Erysiphe polygoni),
Ascoquita o mancha anillada (Phoma
exigua), y virosis (Peralta, et al., 2010).

Los virus pueden atacar a la mayoria de
cultivos, ocasionando pérdidas de hasta un
75% (Marilyn y Roossinck, 2010; Di
Carli, Benvenuto y Donini, 2012). El
cultivo de frejol no es la excepcidn, esta
especie puede ser atacada por uno 0 mas
virus, ocasionando pérdidas de hasta en
100% (Mena y Rios, 2010). Los primeros
reportes de virus en frejol en el Ecuador,
los hizo el INIAP en 1977 y 1978; en 1981
se establece la presencia de virosis en
frejol a lo largo de todo el callejon
interandino, encontrandose incidencias de
hasta un 100% en las provincias de Azuay,
Cafiar y Loja; catalogandose a esta
enfermedad con una importancia mayor
qgue la Antracnosis, Roya y Ascochita
(Andrade y Ayala, 1994-1995). En
estudios realizados en la serrania
ecuatoriana,  utilizando la  prueba
serologica de ELISA, se logré determinar
la presencia del Virus del Mosaico
Amarillo del Frejol (BYMYV) en Imbaburg;
Virus del Mosaico Comun del Frejol
(BCMV) en Azuay, Chimborazo,
Imbabura y Cafar; y el Virus de Mosaico
Surefio en Loja (Andrade y Ayala, 1994-
1995).

Teniendo en cuenta la falta de estudios
actualizados sobre virosis en frejol en el
Ecuador y especificamente en la provincia
de Imbabura, mismos que impliquen la

utilizacion de técnicas mas sensibles y
precisas, el objetivo de este estudio fue
verificar la presencia de los virus: Virus
del Mosaico del Pepino (CMV), Virus del
Mosaico Dorado del Frejol (BGMV),
Virus del Mosaico Dorado Amarillo del
Frejol (BGYM), Virus del Mosaico de la
Alfalfa (AMV), Virus del Mosaico Enano
del Frejol (BDMV), en el cultivo de fréjol
(Phaseolus vulgaris L.) del Canton
Antonio Ante, Provincia de Imbabura;
para lo cual se utilizd la técnica de
hibridacion molecular tipo Dot-blot,
misma que posee una mayor sensibilidad
que ELISA.

Materiales y métodos

La presente investigacion fue realizada en
las zonas frejoleras del canton Antonio
Ante, ubicadas en las parroquias de
Atuntaqui, Andrade Marin, Imbaya, San
Roque, Chaltura y Natabuela. El area de
estudio posee una temperatura promedio
de 15,7°C; una altitud que va desde los
1880 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%
(GAD de Antonio Ante, 2012).

Primer analisis.

Recoleccion del material vegetal.- La
recoleccién del material vegetal se realizd
en las zonas productoras de frejol del
cantén Antonio ante. Para la definicion de
los lugares donde se hizo la toma de
muestras, en primer lugar se procedié a
establecer cinco estaciones de muestreo en
cada parroquia (Fig. 1), para lo cual se
utilizo la técnica del “cinco de oro”
(Senasica, 2010), dando un total de 30
estaciones en todo el cantdon. En cada



estacion se recolectaron ocho muestras,
recolectandose 240 muestras en total.

Figura 1. Mapa de ubicacién de las
estaciones para el primer muestreo

s V| e .
IMBAVA (SAN LUIS DE COBUENDO)
'S A

® L
SAN JOSE DE CHALTURA® ® o

o 1250  2.500 5.000 m
[ i Pt I AP Y |

El muestreo se lo realizO en las tres
primeras semanas de Abril del 2015, el
tejido vegetal fue tomado de la parte media
y superior de las plantas, mismas que
tenian entre tres semanas de germinadas y
tres meses de edad aproximadamente,
evitando  seleccionar hojas  viejas,
considerando que tengan sintomas
caracteristicos de virus (achaparramiento,
rugosidad de las hojas, mosaicos,
enanismo Yy raquitismo). Los lotes donde
se realizd el muestreo  fueron
georeferenciados, asimismo se registro la
edad de las plantaciones. Las muestras
colectadas en campo fueron llevadas al
laboratorio de Fitopatologia Molecular de
la Universidad Técnica del Norte, donde
fueron almacenadas a -20°C para su
andlisis posterior.

Extraccion de acidos nucleicos.- Para la
extraccion de los RNAs de la planta
existen muchos métodos que utilizan
disolventes organicos toxicos como por
ejemplo el fenol, lo que resulta un
inconveniente para los laboratorios de
diagnosis en los que se procesan un gran
namero de muestras. En esta investigacion

para la preparacion de los extractos a
analizar se utiliz6 como base el método
descrito por Dellaporta (1983); se
homogeniz6 un gramo de hoja en 3 ml de
tampon de extraccion (Citrato sodico
50mM; EDTA 5 mM, pH 85). Se
colocaron 1,5 ml de extracto en tubos
Eppendorf y luego se centrifugaron por un
tiempo de tres minutos a 10000
revoluciones por minuto.

Aplicacion de las muestras sobre
membranas de Nylon.- Una vez
centrifugadas las muestras, se tomo 2 pl
del sobrenadante y se impregnaron en la
membrana de nylon cargada
positivamente, previamente dividida en
cuadriculas de 0,25cm2. Finalizada la
impregnacion las membranas se dejaron
secar a temperatura ambiente por un
tiempo de dos horas.

Figura 2. Membrana de nylon impregnada
con acidos nucleicos (primer muestreo)

Proceso de hibridacién.- A continuacion
la membrana se incub6 con un tampén de
hibridacién (50% formamida, SSC 5x,
0,1% N-Laurosylsarcosine, 0,02% SDS,
Blocking reagent solution) a 68°C durante
1 hora. Luego se incubd toda la noche con
la sonda diluida en dicho tamp6n a 68°C.
Transcurrido este tiempo la membrana se
lavo 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%.

A continuacion la membrana se incub6 5
minutos en tampon de lavado (TL: 0,1 M
acido maleico pH 7,5; 0,15 M cloruro
sodico; 0,3% Tween 20) y seguidamente
se bloqued durante 30 minutos con 0,1 M
acido maleico pH 7,5; 0,15 M cloruro
sodico + Blocking 1X. Finalmente la
membrana se incubd con el anticuerpo
durante 30 minutos (Anti digoxigenin-AP
Fab fragments (1:10000)). Finalmente la
membrana se lavd con TL dos veces
durante 15 minutos, 5 minutos con un
tampon que contiene 0,1 M Tris pH 9,5;
0,1 M NaCl y se incub6 con el sustrato
disuelto en este mismo tampon 5 minutos.
Para finalizar la membrana fue expuesta a
una pelicula autorradiogréafica durante 15-
25 minutos. Las muestras positivas para la
infeccion viral aparecieron en la pelicula
después de su revelado como manchas
negras intensas.

Las muestras fueron analizadas mediante
una polisonda que contenia RNA de los
siguientes virus: CMV, BGMV, BGYM,
AMV, BDMV.

Segundo analisis.

Recoleccion de material vegetal.- Para la
confirmacion de los resultados del primer
analisis se procedid a recolectar muestras
gue presentaban sintomas de los virus en
estudio, especialmente de AMV y CMV.
El muestreo se realiz6 en las parroquias de
Chaltura y Natabuela, pues es en estas
localidades en donde se pudo observar
plantaciones con sintomatologia de estos
virus; también se tuvo en cuenta la
afirmacion de Morales y Castafio (1998)
quienes aseguran que el CMV y el AMV,
han sido encontrados en plantaciones de

frejol, en muchos paises de Ameérica del
Sur, de la misma forma se tomdé en cuenta
los estudios hechos por Colimba, et al.
(2016) quienes reportaron la presencia de
AMV, en un cultivar de pimiento, en la
parroquia de Natabuela en una zona
cercana al limite con la parroguia de
Chaltura.

Se establecieron cuatro puntos de
muestreo (Figura 3), y se recolectaron 30
muestras de plantas sintomaticas (AMV y
CMV). Las muestras colectadas en campo
fueron llevadas al laboratorio de
Fitopatologia Molecular de la Universidad
Teécnica del Norte, donde fueron
almacenadas a -20°C hasta la realizacion
del respectivo analisis.

Figura 3. Mapa de ubicacion de los puntos
para el segundo muestreo
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Extraccion de acidos nucleicos.- Se
utilizé el mismo protocolo de extraccion
del primer anélisis, con la diferencia que
se adiciono 7pl de 2-mercaptoethanol, por
cada ml de buffer de extraccion.

Impregnacion en membrana de Nylon.-
De la misma forma, como en el primer
analisis, se tomaron 2 ul del sobrenadante
y se impregnaron en lamembrana de nylon
cargada positivamente. Se impregnaron
tres repeticiones por cada muestra, dando
un total de 90 muestras impregnadas.



Figura 4. Membrana de nylon impregnada
con acidos nucleicos (primer muestreo)

Proceso de hibridacién.- Se utiliz6 el
mismo procedimiento que en el primer
analisis.

Resultados y discusion

Orientados por el propésito de obtener
informacion valedera y actualizada, sobre
la presencia de los virus CMV, BGMV,
BGYMV, AMV, BDMV, en los
cultivares de frejol del cantén Antonio
Ante, se realizaron muestreos en las
localidades  productoras  de  esta
leguminosa a nivel del cantén. Durante el
muestreo se evidencio la existencia de
sintomatologia  tipica de  virosis,
especialmente la relacionada con AMV y
CMV (Figura 5).

Figura 5. Sintomas de virosis encontrados en
las muestras recolectadas en el area de
estudio. A) Mosaico, AMV (Morales vy
Castafio, 1998); B) Mosaico AMV, Atuntaqui,
C) Deformacion, CMV (Morales y Castafio,
1998); D) Deformacién, CMV, Natabuela.

En cuanto a la presencia de los virus en
estudio, como se puede observar en la
Figura 6, no existio hibridacion en ninguna
de las muestras en el primer analisis.

Figura 6. Placa de revelado obtenida a partir
del primer muestreo
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De igual manera en el segundo analisis,
ninguna de las muestras dio positiva a la
hibridacién con la polisonda (Figura7),
pese a que la calidad de los &cidos
nucleicos utilizados para este analisis
fueron de mejor calidad que en el primero.

Figura 7. Placa de revelado obtenida a partir
del segundo muestreo

Los resultados obtenidos en el primer y
segundo analisis muestran claramente que
en las plantaciones de frejol que fueron
muestreadas en el canton Antonio Ante, no
existe la presencia de ninguno de los virus
en estudio, pese a que las muestras que se
recolectaron tanto para el primero como
para el segundo analisis, mostraban clara
sintomatologia de virosis. Prochnow,
Morales y Stipp (2009) manifiestan que la
clorosis intervenal es un sintoma de
deficiencia de Mn y Zn, mismo que
también es un sintoma de la presencia del




Virus del Mosaico de la Alfalfa, en frejol
(Morales y Castafio, 1998); por esta razon
se hizo un andlisis foliar de las muestras,
en el cual se determino que efectivamente
la mayoria de estas tenian deficiencia de
Mn y Zn. Con lo que se pudo establecer
que en la mayoria de cultivos muestreados
existe una deficiencia de estos
microelementos, que estan ocasionando
sintomas que se confunden con el ataque
de AMV.

En cuanto a las otras sintomatologias de
virosis que fueron encontradas y
evidenciadas en las  plantaciones
muestreadas (Figura 8), puede decirse que
estas corresponden a BCMV y BYMV,
mismos que Yya fueron reportados
anteriormente en la provincia de Imbabura
(Andrade y Ayala (1994-1995), y que no
fueron parte del presente estudio.

Figura 8. Sintomatologia de BCMV y BCMYV
encontrada en muestras de frejol en Antonio
Ante. A) Hojas alargadas y ampolladas B)
Mosaico amarillo C) Planta con hojas
ampolladas D) Foliolos con mosaico amarillo.

Sobre la efectividad de la técnica utilizada
para el diagnostico viral, cabe indicar que
la hibridacion de &cidos nucleicos tipo
Dot-blot posee una mayor sensibilidad que
la PCR (reaccion de la cadena de la
polimerasa), ya que puede detectar la
presencia del agente viral sin la necesidad

de hacer replicaciones (Vaca; Jhon; y
Lépez, 2011). Esto es corroborado por
Falcon (2015), Colimba, et al. (2016) y
Pérez (2017), quienes utilizando esta
misma técnica, pudieron detectar la
presencia de virus en aguacate, pimiento y
malezas, respectivamente.

Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que en
la plantaciones de frejol del canton
Antonio Ante, no existe la presencia de los
virus CMV, BGMV, BGYMV, AMV,
BDMV; ya que en los dos andlisis
realizados, las muestras no produjeron
hibridacion con la polisonda utilizada para
el diagndstico.

En las plantaciones muestreadas se
encontraron plantas con sintomas de AMV
y CMV, las cuales dieron negativo a la
prueba, pudiéndose determinar mediante
analisis foliar que estas corresponden a
deficiencias nutricionales de micro
elementos, especialmente manganeso y
cinc.

Se pudo evidenciar la presencia de
sintomas de BCMV y BYMV, virus que ya
fueron reportados anteriormente en la
provincia de Imbabura, y que no fueron
motivo de etudio en la presente
investigacion.

Recomendaciones

Realizar estudios sobre BCMV y BYMV
en las mismas localidades, utilizando
hibridacion Dot-blot, a fin de corroborar
los resultados (sintomas) encontrados en la
presente investigacion.
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