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ABSTRACT

Para contribuir a la metodologia de seleccién de variedades de frijol
con resistencia al Virus del mosaico dorado amarillo del frijol
(BGYMV) se realizaron ensayos con materiales del banco de
germoplasma del Instituto de Investigaciones Horticola Liliana
Dimitrova. Se puso a punto la validacién del método de hibridacién
de acidos nucleicos no radiactiva, el cual result6 eficiente y especi-
fico para la evaluacion de materiales de frijol provenientes de pro-
gramas de mejoramiento. Se us6 una sonda de ADN en el ensayo no
radiactivo para determinar los parametros de especificidad, efica-
cia, sensibilidad, repetibilidad relativa y el limite de deteccién. Los
resultados mostraron porcentajes del 100% para los parametros
analizados. El procedimiento fue eficiente para la evaluacion de
material de frijol mejorado.

Palabras claves: validacion, hibridacién no radiactiva, BGYMV,
begomovirus, frijol comuin

In contribution to bean varieties selection methodology with resistance
to Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV), trials with germplasm
materials from Horticultural Research Institute Liliana Dimitrova were
carried out. Validation of non radioactive nucleic acid hybridization
method was realized which was efficient and specific for the evaluation
of bean genetic materials coming from improvement programs. A DNA
probe was used in not radioactive trial to determine the parameters of
specificity, efficacy, sensibility, relative repeatability and limit of
detection. Results showed percentages of 100% for the parameters
analyzed. The procedure was efficient for the evaluation of bean ma-
terial genetically improved.

Key words: validation, non-radioactive hybridization, BGYMV,
begomovirus, common bean

INTRODUCCION
El frijol comtn (Phaseolus vulgaris 1.), originario de Améri-

ca, se considera uno de los alimentos basicos, ya querepre-
senta un aporte proteico del 15-30% con 340 cal/100 g.
Su produccién en América tropical y subtropical as-
ciende a mas de cuatro millones de toneladas al ano,
donde los mayores productores son Brasil y México,
con cinco y dos millones de hectareas cultivadas, mien-
tras que en los paises de Centroamérica se cultivan
aproximadamente 500 000 ha, y en el Caribe, particu-

larmente Cuba, Republica Dominicana y Haiti, la ci-
fra asciende a 250 000 ha [Morales, 2000].

En Cuba se cultivan aproximadamente 52 000 ha de
frijol, sin incluir las areas dedicadas al autoabas-

tecimiento. La produccién estatal solamente cubre el 5%
de la demanda, lo que exige la importacién de 120 000 t
anuales de este grano, equivalente a 40 millones de dé-

lares [ONE, 2006].

Enlaregién de América la baja productividad del frijol se
debe a diversos factores, entre los que se encuentran la
falta de asistencia técnica, el bajo uso de insumos dedica-
dos ala atencién del cultivo y los problemas fitosanitarios;
entre estos tltimos los que mas se destacan son las enfer-
medades virales del tipo del mosaico dorado, transmiti-
das por moscas blancas Bemisia tabaci [Morales, 2000].

Las enfermedades virales causadas por begomovirus que
afectan al frijol en América Latina son el Virus del
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mosaico dorado del frijol ( BGMYV), el Virus del mosaico
cdlico del frijol (BCaMV) y el Virus del mosaico enano
del frijol (BDMV) [Morales et al., 1990; Brown et al.,
1999], y de ellos el de mayor importancia es el mosaico
dorado del frijol, senalado por primera vez en Brasil
[Costa, 1965], y que se diseminé a regiones producto-
ras de América Latina y el Caribe para convertirse en
la década de los ochenta del pasado siglo en la enferme-
dad mas devastadora del cultivo de todos los tiempos
[Schieber, 1969; Gamez, 1970; Bird et al., 1972; Baltasar,
1978; Blanco y Bencomo, 1978; 1981; Lépez-Salinas y
Becerra, 1994].

Con posterioridad se distinguieron dos especies del vi-
rus que causan el sintoma de mosaico dorado: la
suramericana —Virus del mosaico dorado del frijol
(BGMV)-y la mesoamericana —Virus del mosaico dora-
do amarillo del frijol ( BGYMV)—. La primera se trans-
mite solo por moscas blancas, y esta distribuida en Bra-
sil, Argentina y Bolivia, mientras que la mesoamericana
se transmite por moscas blancas, y por via mecanica, y
se encuentra en Repiblica Dominicana, Nicaragua, Cos-

ta Rica, Puerto Rico, Haitiy México [Morales, 2000].

En Cuba el cultivo comenzé a tener la afectaciéon desde
inicios de la década de los setenta, y se sefialaron los sin-
tomas de amarillamiento en el frijol como causados por el
BGMY [Blanco y Bencomo, 1978] asociado a poblaciones
de moscas blancas. E1 BGMV provocé, en las campanas
delos afios 1989-1991, porcentajes maximos de infeccion
en las provincias de Pinar del Rio, Matanzas y Holguin,
que conllevé la destruccién de mas de 1000 ha del cultivo.
Posteriormente, a finales de la década de los noventa, con
la presencia de Bemisia tabaci biotipo B, la enfermedad
alcanzé afectaciones de 90% y se convirtié en el principal
patégeno viral del frijol comiin en Cuba [Blanco y Faure,
1994; Vazquez, 1999]. Los estudios realizados hasta hoy
en Cuba y relacionados con el BGMV se basaron en algu-
nos aspectos epidemiol6gicos [ Blanco y Bencomo, 1978;
Blanco et al., 1984].

Las medidas implementadas para proteger al cultivo
de enfermedades virales se basan en la utilizacién de
variedades mejoradas genéticamente, la aplicacion de
plaguicidas para reducir los niveles del insecto vector,
implantacion de los manejos integrales, aplicaciéon de
técnicas moleculares, produccion de plantas resisten-
tes al BGMYV aislado de Brasil y el mejoramiento de
frijoles de diferentes cultivares de semilla pequenia con
resistencia a mosaico dorado [Dardon, 1993; Beebe et

al.,1993;1995; Aragao et al., 1998].

De acuerdo con estos aspectos, en Cuba se realizan es-
fuerzos para transferir a P vulgaris los genes deseables
de resistencia que se encuentren en otras especies de
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Phaseolus, lo que puede contribuir a la piramidacién de
genes y ala ampliacion de la base genética para la resis-
tencia estable a los begomovirus transmitidos por mos-
ca blanca, de ahi que sea necesario el conocimiento de
aspectos de la enfermedad viral presente en el pais, asi
como contar con un diagnéstico de calidad. De esa ma-
nera se obtendrian resultados para enriquecer los méto-
dos evaluativos de la seleccion de variedades de frijol
mejoradas genéticamente, y aportar al programa de
mejoramiento genético del cultivo del frijol los elemen-
tos para el diagnéstico del begomovirus presente en Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de parametros analiticos para la detec-
cion de BGYMY en plantas de frijol por hibridacion de

acidos nucleicos

Obtencion, marcaje de la sonda y procedimiento de hibri-
dacion. Para el procesamiento de las muestras se toma-
ron dos discos de 6 mm de diametro de las hojas de frijol
de la parte apical de las plantas por evaluar y se macera-
ron con 30 UL de NaOH 0,4 N en tubos eppendoff; se
usé una punta de cristal estéril con ayuda de un
macerador vertical [Rom et al., 1993]. Se aplicaron 3 uL.
de cada muestra en la membrana de nailon Hybon N+
con el uso del dispositivo conectado al vacio. ELADN se
fijo con luz ultravioleta con el horno de UV.

La sonda empleada se obtuvo al amplificar por PCR la
region intergénica del BGYMYV aislado de Holguin, y
para ello se disenié un oligonucleétido para esta zona
denominado PAR1¢90 (* CATTGG TCAGTCAAAA?),
de manera que se us6 el par de oligonucleétidos
PAL1v1978, informado por Rojas et al. (1993), y el
PAR1c90 antes descrito.

Las condiciones de PCR fueron las senaladas por Rojas
etal. (1993). Se parti6 de un fragmento de una talla aproxi-
mada de 800 pb, con una concentracién de 1 ug/uL de
forma tal que la sonda pZBGY-RI se hibridé a una
concentraciéon de 32 ng/UL. El marcaje de la sonda, la
prehibridacion, hibridacién, deteccion y la exposiciéon
se realiz6 segun describen Sambrook et al. (1989).

Evaluacion de la sonda para la deteccion de BGY M V. Se
analizaron 10 controles infectados procedentes de plantas
de frijol previamente inoculadas con el virus y 10 sanos
de plantas sanas de frijol mantenidas en condiciones ais-
ladas, ambas confirmadas por ELISA-DAS con el anti-
cuerpo 3F7 [Cancino et al., 1995]. Se utilizé la sonda
pZBGY-RI, y se hicieron cuatro réplicas de cada mues-
tra 'y cinco de este experimento. Se determiné la intensi-
dad de la sefial de cada muestra con un dencitémetro
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auxiliado por el Molecular Analyst Sofware (versién
1.4.1, 1992-1996). Se determiné el porcentaje de con-
cordancia de los resultados, paralo que se establecié la
repetibilidad relativa del método.

Limite de deteccion y establecimiento de los pardmetros
evaluativos del método de hibridacion. Para establecer el
limite de deteccién se evaluaron diluciones de un clon del
componente A del BGYMY, preparado en extracto de
savia de plantas sanas de frijol. Las diluciones ensaya-
das fueron 5 pg, 10 pg, 20 pg, 39 pg, 78 pg, 156 pg,
313 pg, 625 pg, 1,3 ng, 2,5 ng, 5ng, 10 ng, 140 ng, 560 ng,
1ug hasta 4,5 [Lg. Se determind la intensidad de la senal
en tres réplicas del experimento mediante el Molecular
Analyst Sofware (versién 1.4.1,1992-1996). A partir de
los valores de concentracion e intensidad estimadas se
establecieron las curvas de mejor ajuste mediante anali-
sis de regresion con el programa Statistica (1984-1995).

Para la determinacion de los parametros por el método
de hibridacién de 4cidos nucleicos no radiactivo se eva-

luaron 325 muestras, de ellas 205 positivas (plantas
de frijol inoculadas con BGYMYV) y 120 negativas
(plantas de frijol sanas), que se comprobaron por el
ELISA-DAS descrito anteriormente. Se realizaron dos
réplicas interensayo y dos intraensayo para estable-
cer larepetibilidad relativa. Los resultados del méto-
do de hibridacién de acidos nucleicos (HAN) no
radiactivo permitié determinar los indicadores de va-
lidacién del ensayo segin lo establecido por Peraltay

Villoch (1999).
Evaluacion del germoplasma de frijol frentea BGY MV

El método validado se utiliz6 para evaluar el compor-
tamiento de 30 lineas o variedades del germoplasma
de frijol del Instituto de Investigaciones Horticolas
Liliana Dimitrova, frente al BGYMYV aislado de la
provincia de Holguin. De ellas siete eran comerciales,
cuatro precomerciales y 21 lineas avanzadas. Del to-
tal, 28 eran de origen mesoamericano y dos de origen

andino (Tabla I).

Tabla 1. Material del germoplasma de frijol evaluado y sus caracteristicas

Material Color Fu'ente ' Raza Tipo ‘
del grano de resistencia de material

Velasco Largo Rojo Desconocido A Comercial
Red Kloud Rojo Red Kidney A Comercial
Delicias 364 Rojo DOR 364 M Comercial
MD 30-75 Rojo DOR 483 M Precomercial
MD 30-37 Rojo DOR 483 M Precomercial
CC-25-9 Negro Negro San Luis M Comercial
Tomeguin 93 Negro DOR 364 M Comercial
BAT 304 Negro Porrillo sintético M Comercial
Tazumal Negro Turrealba 1, Porrillo sintético M Comercial
CUT 45 Negro NXDO 10855-3 M Precomercial
CUT 53 Negro DOR 41 M Precomercial
FM 22 Negro Negro San Luis M Linea avanzada
FM 15 Negro Negro San Luis M Linea avanzada
FM 30 Negro Negro San Luis M Linea avanzada
FM 25 Negro Porrillo sintético M Linea avanzada
FM 28 Negro Porrillo sintético M Linea avanzada
FM 11 Negro DOR 364 M Linea avanzada
FM 20 Negro DOR 364 M Linea avanzada
FM 13 Rojo DOR 482 M Linea avanzada
FM 23 Rojo DOR 482 M Linea avanzada
FM 21 Rojo A 429 M Linea avanzada
FM 17 Rojo A 429 M Linea avanzada
FM 29 Rojo A 429 M Linea avanzada
FM 16 Rojo DOR 482 y A 429 M Linea avanzada
FM 27 Rojo DOR 482 y A 429 M Linea avanzada
FM 14 Rojo DOR 364 M Linea avanzada
FM 18 Rojo DOR 364 M Linea avanzada
FM 26 Rojo DOR 483 M Linea avanzada
FM 10 Café DOR 364 M Linea avanzada
FM 19 Crema DOR 364 M Linea avanzada

A: Andino M: Mesoamericano
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El experimento se realiz6 en casa de cristal con condi-
ciones controladas de temperatura (24-26°C), y el inéculo
se obtuvo de plantas de frijol variedad Delicias 364,
después de 15 dias de infectarse por biobalistica y com-
probarse por PCR. La inoculacién fue de forma meca-
nica y la evaluacion se realiz6 mediante una escala de
sintomatologia de 1-9 [CIAT, 1987] alos 7,14, 21 y 45
dias después de inoculadas las plantas (dpi). Para de-
terminar el grado de severidad de los sintomas de un
material se tomé como vilido el grado que mostr6é mas
del 60% de las plantas infectadas de cada linea o varie-
dad probada. Parala inoculacién mecanica los fragmen-
tos de hojas de frijol con BGYMYV se maceraron con
tampon fosfato 0,1 M a pH 7,5, (1 gen 10 mL de buf-
fer), que contenia 2-mercaptoetanol al 1% y se utilizé
carborundum como agente abrasivo.

La evaluacion por hibridaciéon de acidos nucleicos se rea-
liz6 sobre 16 plantas por cada linea o variedad, alos 7y
14 dias (dpi), para lo que se tomaron en consideracién
los valores de intensidad (DO/mm?®) de las muestras,
determinados por el programa Molecular Analyst, com-
parados con los de la curva de calibracion del BGYMYV.
Los resultados se sometieron a una prueba de Duncan
y un analisis de varianza con el programa Statistica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros analiticos para la deteccion de BGYMYV en
plantas de frijol

Evaluacion de la sonda para la deteccion de BGY M V. La

intensidad de la senal de hibridacién con respecto a los

531,550 % loo's

Li]

controles positivos fue suficientemente distinguible
para valores mayores de 1500 DO/mm?, de manera que
los controles negativos no mostraron sefial de hibri-
dacién, por lo que su intensidad fue de valor 0 DO/
mm?, lo que posibilit6 una alta precision en la detec-

cibondel BGYMYV.

Limite de deteccion y establecimiento de los pardmetros
evaluativos. El valor del indice de correlaciéon (R?) es
muy cercano a 1, de manera que se observa la exacti-
tud del ajuste de la curva exponencial a los valores
medios de intensidad (Fig. 1). Elmétodo es capaz de
diferenciar entre positivos y negativos, de forma que
se detect6 la presencia de una sefial de hibridacién
hasta alcanzar valores de concentraciones del virus de
10 pg. Para concentraciones menores fue imposible la
deteccion de la sefial. Este valor se consider6 adecua-
do como limite de deteccion o sensibilidad analitica
de este método, ya que es capaz de detectar bajas con-
centraciones del virus dentro del vegetal [Matthews,
1991]. Este limite de deteccion en el rango de los
picogramos coincide con los informados al emplear una
sonda genérica y otra especifica al evaluar por HAN
no radiactivo para la deteccion del Tomato yellow leaf
curlvirus (TYLCV) en plantas transgénicas de toma-
te [Rodriguez et al., 2003]. Otros autores han sefala-
do que no existen diferencias para el limite de detec-
cién cuando se utilizaron métodos no radiactivos
(quimioluminiscente y colorimétrico) en la detecciéon
de Potato spindle tuber viroid (PSTVd) en papa, y de
TYLCYV en tomate, respectivamente [Gonzalez et al.,

2001; Quifiones, 2002].

AT, RS0
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Figura 1. Curva de mejor ajuste para la deteccién del BGYMV
por el método de hibridacién de dcidos nucleicos no radiactiva.



Desarrollo de genotipos del frijol comin...

Los resultados de los valores basicos de los controles
positivos y negativos por la hibridacién de acidos
nucleicos no radiactiva (HAN) no mostraron falsos
negativos (FN), ni se detectaron falsos positivos (FP),
como evidencia que no se incurri6 en el desarrollo de
contaminaciones exégenas, lo que condicionaria la dis-
minucién de la especificidad de la técnica (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de evaluacion
de controles de referencia

Resultados Controles Referencia
del HAN de infectados de sanos

Positivos 205 Vp Fp 0

Negativos 0 Fn Vn 120

Verdaderos positivos (Vp) Falsos positivos (Fp)

Verdaderos negativos (Vn)  Falsos negativos (Fn)

Los resultados de los parametros evaluativos determi-
nados a partir de los valores basicos (Tabla 3) demos-

tré que la técnica HAN no radiactiva permite la detec-
cion de diluciones de hasta 10 pg de material infectado
con BGMV-CU, del 100% de los controles verdadera-
mente infectados y 100% de seguridad de que los con-
troles sanos no revelen senal al realizar la técnica, lo
que le confiere alta eficiencia y factibilidad de aplica-
cién para analisis rutinarios y masivos, y coincide con
resultados de evaluaciones realizadas por Peralta y
Villoch (1999) y Quiiiones (2002), con una sonda espe-
cifica a material de tomate mejorado genéticamente con

resistencia al TYLCV.

Los valores de los parametros restantes reafirman la
eficacia de la utilidad de esta técnica para el diagnosti-
code BGYMV-CU. Ademas de que presenta facil y ra-
pida manipulacién, se obtiene una senal con una niti-
dez excelente y no ocasiona dafio ambiental. Estos
resultados coinciden con los de otros autores al evaluar
material importado de papa en la detecciéon de PSTVd
por un método HAN no radiactivo, al demostrar que el
método quimioluminiscente es sensible y confiable para
la deteccién de este patégeno [Gonzalez et al., 2001].

Tabla 3. Parametros evaluativos determinados para la deteccion de BGYMV

por el método HAN no radiactivo

Parametro Valor Parametro Valor
Sensibilidad analitica A-SN 10 pg |Eficacia E 100%
Sensibilidad diagnéstica D-SN 100% | Valor predictivo negativo (VPN) 100%
Especificidad diagnéstica D-SP 100% | Valor predictivo positivo (VPP) 100%

pg: Picogramo.

Evaluacion del germoplasma de frijol frentea BGY MV
Del total de las variedades y lineas del germoplasma de
frijol evaluado por observacién de sintomas, el 53,3%
resulté resistentes con sintomas de grado 2 y 3 de seve-
ridad. E143,3% tuvo un comportamiento intermedio
con sintomas de grado 4, 5y 6 de severidad, y en algu-
nos casos se observé encrespamiento foliar severo, que
produce deformacién del patrén de crecimiento de las
plantas, y el 3,3% fue sensible al virus con grado 8 de

severidad (Tabla 4).

En la evaluacién visual ningtin material resulté inmu-
ne al virus, pero la mayoria tuvo un buen comporta-
miento frente al BGYMYV CU, teniendo en cuenta el
grado de severidad, de forma tal que son ttiles como
material comercial o como portador de genes de resis-

tencia al BGYMYV para la obtencién de nuevas lineas
en el programa de mejoramiento genético. La resisten-
cia relativa o susceptibilidad ensayada, basada en el
porcentaje de plantas infectadas por el virus, la severi-
dad de los sintomas y estimacién de la cantidad de ADN
viral, a los 7 y 14 dias después de inoculadas (dpi) se
muestra en la Tabla 4.

El tiempo requerido para la aparicion de los sintomas
fue diferente para cada linea o variedad, de forma tal
que los genotipos que alcanzaron mayor cantidad de
ADN viral en los primeros 7 dpi desarrollaron mas ra-
pidamente los sintomas tipicos de mosaico dorado y
encrespamiento foliar. Este hecho esta directamente
relacionado con la severidad de los sintomas mostra-

dos por cada genotipo evaluado (Tabla 4).
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Los porcentajes mas altos de infeccion y grado de seve-
ridad fueron observados en una linea denominada Velasco
Largo. La mejor combinacion de los mas bajos valores
de infectividad y severidad se encontré en los materiales
Red Kloud, Tomeguin 93, MD 30-75, CUT 45, CUT 53,
FM 13, FM 18; sin embargo, de acuerdo con la produc-

cién de vainas y la severidad de los sintomas, los mejores
resultados se observaron en Red Kloud, FM 13, FM 23,
FM 14 y CUT 53. Esta dltima variedad tuvo un com-
portamiento similar en estudios anteriores, y en condicio-
nes de produccién alcanzé un rendimiento de 1,166 kg/ha,
considerados como aceptables (Tabla 4).

Tabla 4. Relacion de la severidad, el nimero de plantas infectadas, la DO/mm?

y la evaluacion de la produccion de vainas de los materiales evaluados

del germoplasma de frijol comun (Phaseolus vulgaris) frente al virus

del mosaico dorado amarillo del frijol de Cuba

1 2 2 16
gz;zzlgi Severidad | PIPT (%) | 7 %‘EE“ PI/PT (%) DI?L/ g‘p‘? P;:i:fﬁ;osn
CC-25-9 2 (R) 1/16 (6,3) | 1884 13/16 (81,3) | 27168 +
Red Kloud 2 (R) 0/16 (0) 0 716 (43.8) | 44247 ot
Tomeguin 93 3 (R) 116 (6,3) | 27405 | 6/16 (37,5) | 27237 +
MD 30-75 2 (R) 0/16 (0) 0 11/16 (68,8) | 4152,2 +
MD 30-37 2 (R) 4/16 (25) 2277 15/16 (93,8) | 2249.9 +
Delicias 364 2 (R) 0/16 (0) 0 12/16 (75) | 3639.5 +
FM 10 3 (R) 2/16 (12,5) | 25898 | 12/16 (75) | 4388.8 +
FM 11 3 (R) 0/16 (0) 0 12/16 (75) | 4008.8 +
FM 13 2 (R) 1/16 (6,3) | 2914 10/16 (62,5) | 2343.1 r
FM 14 2 (R) 0/16 (0) 0 15/16 (93.8) | 3655,1 .
FM 16* 3 (R) 0/16 (0) 0 11/16 (68,8) | 4792 -
FM 18% 3 (R) 5/16 (31,3) | 46923 | 8/16 (50) 14692.3 +
FM 23 2 (R) 0/16 (0) 0 8/16 (50) 5649,9 +
FM 26* 2 (R) 1/16 (6,3) | 1566 16/16 (100) | 41087 +
CUT 45 2 (R) 3/16 (18,8) | 23897 | 11/16 (68.,8) | 32935 +
CUT 53 3 (R) 0/16 (0) 0 10/16 (62,5) | 35501 +r
Velasco Largo 8 (5 7/16 (43,8) | 54829 16/16 (100) | 38879 -
Tazumal 5 (1) 5/16 (31,3) | 3085 14/16 (87.6) | 35761 +
BAT 304 4 (1) 4/16 (25) 2049 13/16 (81,3) | 3689 +
FM 15% 6 (1) 9/16 (56,3) | 5689.3 | 16/16 (100) | 2367.8 -
FM 17** 1(6) 10/16 (62,5) | 5019 15/16 (93,8) | 3475.9 ¥
FM 19% 5 (1) 516 (31,3) | 31293 | 15/16 (93.8) | 6287.9 +
FM 20% 6 (1) 9/16 (56,3) | 4557.6 | 16/16 (100) | 39553 +
FM 21%* 5 (1) 6/16 (37,5) | 4358,3 | 15/16 (93.8) | 2531.3 +
FM 22 5 (1) 4/16 (25) 30522 | 14/16 (87,6) | 5398.4 +
FM 25 6 (1) 8/16 (50) 6191,8 | 15/16 (93,8) | 2285 +
FM 27 4 (1) 516 (31,3) | 17926 | 15/16 (93.8) | 4343,1 +
FM 28% 5 (1) 1/16 (6,3) | 1789 16/16 (100) | 2009.1 +
FM 29% 4 (1) 4/16 (25) 3920,3 | 16/16 (100) | 2137.9 +
FM 30 5 (1) 4/16 (25) 2402 14/16 (87,6) | 5133.4 +

PI/PT: Plantas infectadas/Total de plantas inoculadas * Plantas con encrespamiento foliar severo.

R: Plantas resistentes I: Plantas con comportamiento intermedio S: Plantas sensibles

++ Todas las plantas producen vainas ** Plantas con encrespamiento foliar severo y deformacién total

— Ninguna de las plantas producen vainas.

Las variedades Delicias 364, MD 30-75, MD 30-37,
CC-25-9, Tomeguin 93, BAT 304, CUT 45 y CUT 53
tuvieron buen comportamiento frente a la infeccién con
BGYMYV en Cuba, en ensayos realizados en campo donde
la incidencia del virus y la mosca blanca son elevadas;
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sin embargo, no existen referencias sobre el comporta-
miento de las lineas avanzadas en estudio y denomina-
das FM 10,11,13,14,15,16,17,18,19, 20, 21, 22, 23,
25, 26, 27, 28, 29 y 30. La variedad Red Kloud, cuya

fuente de resistencia proviene de Red Kidney, posee la
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cualidad de resistir el efecto abortivo de las flores, la
deformacion de las vainas, y tienen tolerancia a la in-
feccion por el BGYMV/BGMY, de forma tal que pro-
ducen aceptablemente a pesar de estar infectados [Mo-

rales, 2000].

Algunos autores encontraron en el material Andino los
valores mas altos de infeccion y los sintomas mas seve-
ros al compararlos con lineas de origen mesoamericano,
y senalan como mucho mas susceptible al material del
germoplasma Andino, frente ala infeccién con BGYMYV-
Mx. De igual forma, al ensayar diferentes métodos de
inoculacion en lineas mesoamericanas, se detectaron
bajos porcentajes de infeccién cuando usaron la inocu-
lacion de savia [Garrido-Ramirez et al., 2000]. Muchos
autores coinciden en que la infeccién de BGYMV en
frijol depende del método de inoculacién experimental
utilizado, del genotipo y el estado de crecimiento de las
plantas en el momento de la inoculacién. Este aspecto
es importante para evaluar el material del germoplasma
con el método que mejor refleje la capacidad de un
material para resistir la infeccion del virus en condicio-
nes naturales [ Garrido- Ramirez et al., 2000].

En cuanto a los resultados por HAN; el tiempo reque-
rido para la aparicién de los sintomas fue diferente para
cada linea o variedad, de forma tal que los genotipos
que alcanzaron mayor cantidad de ADN viral y de va-
lores altos de DO/mm?, en los primeros 7 dpi, desarro-
llaron mas rapido los sintomas tipicos de mosaico do-
rado y encrespamiento foliar, lo que esta directamente
relacionado con la severidad de los sintomas mostrado

por cada genotipo evaluado (Tabla 4). Se puede obser-
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var que a los 14 dias, aunque existen diferencias signi-
ficativas, el comportamiento entre las lineas y varieda-
des fue muy homogéneo, y no se puede diferenciar en-
tre variedades resistentes, intermedias y sensibles, por
lo que estos resultados indican que el momento 6ptimo
para realizar las evaluaciones es a los 7 dpi, lo que se
corroboré al realizar el analisis estadistico y encontrar
diferencias significativas entre los genotipos que se com-
portaron como resistentes e intermedios con grado 4 y
5 de severidad, y los que se comportaron como inter-
medios con grado 6 y sensible con grado 8 (F'ig. 2).

Al analizar la relacién existente entre la DO/mm?® y la
concentracion viral por cada genotipo en estudio a los
7 dpi, se obtuvo una diferenciacién en dos grupos. En
los primeros, se encontraban los genotipos resistentes
y los intermedios con grado 4 y 5 que representaron el
76,7% de los materiales evaluados, y la concentracién
viral vari6 entre 0-300 pg (Tabla 4). Otro aspecto inte-
resante es el hecho de que estos genotipos intermedios
poseen grado 4 o 5 de severidad, con los mas bajos valo-
res de incidencia dentro del grupo de los intermedios

(Tabla 4).

Un segundo grupo en el que se incluyen los genotipos
con comportamiento sensibles e intermedios con grado
6, que representan el 23,3%, y la concentracién viral
oscila entre 1.3-140 ng; sin embargo, las lineas interme-
dias FM 15, FM 17, FM 21, FM 25, FM 29, FM 20 po-
seen un comportamiento similar a la variedad sensible
Velasco Largo, y con excepcion de FM 29, los demas ca-
sos poseen grado de severidad 6 y porcentajes de plantas
infectadas entre 37,5y 62,5% (Tabla 4).
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Figura 2. Diferencias significativas entre la intensidad (DOxmm?) de los genotipos

evaluados a los siete dias después de inoculadas.
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Echemendia y otros

En la evaluacién realizada a los 14 dpi se encontré una
tendencia de los genotipos con mejor comportamiento al
aumento de la concentracién viral, de forma tal que en
los materiales sensibles e intermedios la mayor concen-
tracién viral se encuentra en el entorno de los 7 dpi. En
los materiales resistentes este valor tiende a desplazarse
en el entorno de los 14 dpi. Esto pudiera explicarse por
el mecanismo de resistencia de varias especies de plantas
que se basan en limitar la replicacién viral y su expan-
sién por toda la planta, lo que favorece su recuperaciéon
ante los patégenos y reducen los dafios que estos pueden
ocasionar en infecciones tempranas [Morales, 2000]. Este
tipo de resistencia pudiera estar asociado a caracteres
cuantitativos que al parecer reducen la iniciacién y el
grado de sintomas foliares en este material resistente

[Miklas y Santiago, 1996; Morales, 2000].

Resultados de otros autores sefialan que el amplio ran-
go de respuesta a la infeccién por BGYMYV —obtenido a
partir de cruces con distintas fuentes de genes de resis-
tencia— sugiere que la resistencia al BGYMYV es con-

trolada por multiples genes que pudieran ser cuantita-
tivos [Morales y Singh, 1993].

Los procedimientos moleculares generalmente se usan
para la cuantificacién especifica de fitopatégenos. El
uso de sondas de acidos nucleicos para estimar canti-
dad de virus en el tejido de las plantas ha sido una
herramienta 1til para la seleccién de genotipos resis-
tentes [Gilbertson et al., 1991; Lorens et al., 1989; Raffo
et al.,1989]. La practica de la inoculacién por savia es
sencilla y posibilita la infeccion de gran cantidad de
plantas por evaluar en condiciones controladas y simi-
lares a las del cultivo. Este método, aparejado a la hi-
bridacién de 4cidos nucleicos no radiactivo, conforma
un aporte significativo a la metodologia para la evalua-
cion del material del germoplasma de frijol con resis-
tencia al BGYMYV en las condiciones del pais; constitu-
ye un resultado cientifico-técnico novedoso, no antes
introducido en Cuba, y que permite la evaluacién de un
nimero de materiales considerables, la eliminacién de
las poblaciones segregantes y el ahorro de tiempo en la
obtencion de genotipos resistentes al virus.

CONCLUSIONES

* La técnica HAN no radiactiva para el diagnéstico de
BGYMYV-CU mostré una eficacia de 100%, al igual que
una sensibilidad y especificidad diagnésticas, porlo que
es util y confiable para la evaluacién de materiales de
frijol provenientes de programas de mejoramiento.

10/fitosanidad

* Laaplicacién del diagnéstico por HAN no radiactivo
facilité la deteccion de 16 genotipos resistentes, 13
con comportamiento intermedio y uno sensible.
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