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Introducci6n 

La importancia del cultivo del frijol a nivel mundial y especialmente en 
Am érica Latina, donde el grano constituye un artículo de producción y 
consumo esencial para la población de escasos recursos económicos, ha 
merecido la creación de programas nacionales dedicados a investigar los 
factores que limitan la producción de ese cultivo, con miras a su control. 

Uno de estos factores limita tivos es la incidencia de patógenos causantes de 
varias enfermedades. Entre ellas, se at ribuye al mosaico común prioridad en los 
programas actuales de mejoramiento genético del frijol, no só lo por la 
disminución del rendimiento -del o rden del 50%- observado en plantas 
infectadas por el virus, y por su distribución mundial-el virus causal puede ser 
trasmitido a través de la semilla proveniente de plantas infectadas- sino 
porque ya se han identificado fuentes de resistencia adecuadas para el control 
de la enfermedad. 

El objeto de esta publicación es proporcionar a los investigadores que 
trabajan en producción de frijol, tanto en el campo como en el laboratorio, una 
visión general del problema fitopatol ógico y, al mismo tiempo . describirles la 
metodología que se usa en el CIAT para identificar y manejar el virus y sus 
cepas durante el proceso de evaluacíón de materiales de frijol por su resistencía 
al virus del mosaico común. Esperamos que este trabajo pueda ser asimilado y 
adaptado por los diferentes programas nacionales para satisfacer sus propias 
necesidades de mejoramiento genético del frijol común. 

Identificaci6n del Virus del 
Mosaico Común del Frijol (SCMV) 

Sintomatología general 
Los síntomas producidos por el virus del mosaico común (BCMVI) en el frijol 
(Phasealus vulgaris L.) son el producto de la interacción establecida entre la 
planta, el virus y el medio ambiente . Teniendo en cuenta la variabilidad 
introducida en los síntomas por estos tres factores, se pueden distinguir dos 
sintomatologías principales en cultivares' de frijol infectados por el BCMV: el 

Bean Co rumon Mosaic Vi rus. Para fa cilitar su identificació n en cualq uier idioma , se u~n (.omÍlnm~nte las 
iniciales del nombre inglh de este ~irus . 

En el vocabula rio técnico agricola se ha general iz.ado el uso de la palabra "cult ivar" para referirse a las 
variedades de una planta cuyo cultivo se ha extendido apreciablemente. 
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mosa ico y la necrosis sistémica . El mosaico (Lám ina 1) es la mani fes tación de la 
infección sistémica crón ica ca usada por el virus en plantas que posea n el tipo de 
resistenc ia recesiva encont rada originalmente en el cultivar 'Robust' (Spragg y 
Down. 1921 ). La necrosis sis tém ica. conocida tam bié n com o "raíz negra " 
(Lám ina 2), es e l result ado de una reacción de hiperse nsibilidad con que los 
cultiva res con e l tipo de resistencia dominante deri vado inicia lmente del 
cu lti var 'Co rbelt Refugee' (Za umeyer, 1969) responden a la infecció n sist ém ica 
prod ucida po r a lg unas cepas del BC MV . 

Un síntoma característ ico del mosaico es la presencia de áreas de colo r ve rde 
oscuro, bien definida s sobre un fondo verde claro, que se distribuyen 
irregula rmente sobre la lámina fol iar a lo largo de la s nervaduras (ver Lám ina 
1). Este síntoma de l mosa ico puede tambi én ir acompaliado por o tros, tales 
com o el enrolla miento (Lá mina 3) Y el amp olla mien to (Lá mina 4) de las hojas . 
Además. es posible qu e persista la infección sistémica en un cultivar sin que se 
manifieste ningun o de es tos sínto mas. 

La necrosis sistémica se caracteriza por e l deterioro rápido O gradual del 
sist ema vascu lar de la s hojas trifo li ada s más jóvenes (Lá mina 5) . La necros is se 
extiende luego a l resto de la lámina fo liar y, en fo rma descendente , al siste ma 
vascula r de toda la plant a incluyendo las vaina s ( Lá mina 6) las cua les ex hiben. 
a veces . lesiones necrólicas locales (Lámina 7). 

Trasmisión del BCMV por la semilla 
La capac idad q ue tien e e l BCMV pa ra trasm ilirse con algu nas de la s sem illas 
proven ienles de una planta infectaa'a por es te virus es una característica útil 
para su identificació n. Hay que a no ta r. sin e mbargo, q ue só lo la s planta s q ue 
posean resistencia de carácter recesivo pueden trasmitir el viru s por la se milla 
(Drifhout, 1978). 

En a lgunos casos. e l BCMV puede se r identificado en plántulas na cidas de 
semill a infectada una ve z que las hojas primarias haya n aparecido ( Lámina 8). 
En la mayoría de los casos, sin embargo, los sínt o mas se observan más 
claramente en e l primero o segundo tri foli o de la pl anta. 

El porcentaje de se milla infectada porel BCMV depe nde tan tO del cullivar de 
frij o l de donde proced e esa semilla, como de la época en que ocur ra la 
infecc ión. Cuando la planta ha alca nzado e l estado de desa rrollo en q ue se 
inicia la formació n de las va inas. es baja la probabilidad de que el virus infec te 
la se milla (Nelso n, 1932). El porcentaje de semilla inCectada en la ma yoría de 
los cu ltivares de frijol obse rvad os en el CIAT oscil a entre 15 y 50%. 

El virus del mosa ico sureño del Crijol (U ye moto y Groga n, 1977) y el virus del 
mosa ico del pepino ( 8 0S y Maal. (974) se Irasmilen ta mbi en.aunque en meno r 
grado . a las plantas de frijol por la semill a. Los sínto mas inducidos por estos 
virus -deformación severa de la s hojas o mo teado indefinido y suave-son, 
casi sie mpre. distintos a los ca usados po r e l BCMV . 

Trasmisión del BCMV por áfidos 
Varias espec ies de áfidos son vec to res del BCMV (Bos, 197 1). Co mo miembro 
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del grupode los potyvirus (Fenner, 1976), el BCMV es trasmitido por áfidosen 
forma no persistente , es decir, el insecto vector puede adquirirlo en 15 a 60 
segundos de una planta infectada y trasmitirlo inmediatamente a una planta 
sana. 

Myzus persicae Sulzer es tal vez la especie de áfidos más adecuada para llevar 
a cabo estudios de tras misión del BCMV, porque puede identificarse y 
mantenerse con relati va facilidad en varias especi es de plantas tales como el 
pimiento (Capsicum spp.). Para efectuar la trasmisió n del virus, se recomienda 
usar forma s no aladas del Mido (ninfas) y so meterlas a un periodo de 
abstinencia de una hora, como mínimo, antes de permitirles alimentarse de 
plantas infectadas con el virus. 

Con una lente de 10 aumentos se puede observar el momento en que el áfido 
pone su aparato bucal chupador en contaclO con la lámina foliar y dirige la s 
antenas hacia atrás, colocándolas contra la superficie dorsal del abdomen. De 
15 a 90 segundos después, el Mido ha penetrado la epidermis de la hoja yen ese 
momento se puede desprender de ella con un pequeñ o pincel humedecido para 
trasladarlo a la planta sa na que se desee infectar. Se pueden colocar hasta tres 
áfidos en cada planta sana que se inocule . 

Deben inocu larse plantas jóvenes, es decir , a la edad en que sus hojas 
primarias ya han aparecido. Los síntomas se ma nifestarán de 8 a 15 días 
después de la inoculación. El mosaico surefio del frijol no es trasmitido por 
áfidos sino por ciertas especies de escarabajos (Co)eoplera). 

Trasmisión mecánica del BCMV 
El BCMV es trasmitido mecánicamente con relativa fa cilidad . Al hacerlo con 
fines experimentales, se recomienda usa r como inóculo las hojas primarias o el 
primer trifoli o -o ambas estructuras- de plantas que exhiban los sí ntomas 
del mosaico, y efectuar la inoculación en las hojas primarias de las plántulas 
sanas de frijol a ntes de que aparezca el primer trifolio. El virus también puede 
aislarse , para inocularlo artificia lmente, de planta s que muestren sí ntoma s 
iniciales de necrosis sistémica. 

El tejido de donde se obtendrá el inóculo puede macerarse en agua o en un a 
solución am ortiguadora (fosfato de potasio 0.01 M. pH 7.5) hasta obtener una 
dilución de 1: JO (p/v)l . El inóculo, que se conservará frío siempre que sea 
posible , puede aplicarse con u!l trozo de gasa estéril. Este método evita el uso 
de productos abrasivos cost osos y nocivos como el carborundum y, a l mismo 
tiempo, reduce la probabilidad de que las plantas inoculadas se contaminen 
con o tros virus presentes en ellas, porque la gasa puede cambiarse frecuente
mente (Lámina 9). 

Reacción producida por el BCMV 
en variedades diferenciales de frijol 
Como se explicó antes, existen dos grupos principales de cultivares de frij ol 

p =. peso de !a muestra de lejido: \l '" I'olu men de cada soll'en te. 
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según el tipo de resistencia al BCMV que posean: uno , en el cual el BCMV 
causa la sintomatología denominada mosaico y otro , en que el virus se 
manifiesta como una necrosis sistémica. 

Siguiend o en general este criterio en la identificación del BCMV, cualquiera 
de sus cepas debe causar mosaico en cuhivares tales como 'Double White'. 
' Stringless Green Refugce', 'Bountiful' o 'Red Kidney', pero no en cultivares 
como ' Widusa, ' Black Turtle Soup', 'Jubila' o 'Top Crop', siempre y cuando 
los cultivares sean genéticamente puros. En el segundo grupo de cultivares, 
algunas cepas del BCMV pueden causar necrosis sistémica. Lo importante, sin 
embargo, es constatar que el BCMV no produzca mosaico en este segundo 
grupo de CUltiV3r'CS. 

Prueba de inducción de lesiones locales 
Entre las especies de plantas descritas en la literatura como "indicadoras" del 
BCMV (Bos, 1971), la variedad de frijol 'Monroe' parece ser la más adecuada 
para es ta prueba , por los anillos neeróticos (Lámina 10) que se forman en las 
hojas inoculadas con varias cepas del virus (Trujillo y Saettler, 1972). Estas 
lesiones loca les se observan mejor si la temperatura ambiente oscila entre 16 y 
28°C, pudiendo no manifestarse a temperaturas superiores a los 30°C. La 
inducción de les iones locales en frijol 'Monroe', sjn embargo, no es una 
propiedad exclusiva del BCMV. 

Microscopía de luz 
Es pos ible o bserva r, con un microscopio de luz,la presencia del BCMV en una 
planta de frij ol infectada por el virus (Christie y Edwardson, 1977). Esta técnica 
se basa en la detección de grandes agregados de proteína , llamados inclusiones, 
que a parecen en el citoplasma de las células infectadas (Figura 1). 

Para esta prueba se escoge una hoja que exhiba los síntomas del mosaico, y 
con la ayuda de pinzas de punta fina, se desprende una franja de 2 a 5 mm de 
longitud por 1 a 3 mm de ancho de la epidermis que recubre las nervaduras en el 
envés de la hoja. Para facilitar la observación de las inclusiones, el tej ido puede 
sumergirse en una solución al 5% de Tritón X-lOO durante cinco minutos; este 
tratamiento destruye los plastidíos del citoplasma. El trozo de tejido se coloca 
luego sobre papel secante para remover el exceso de Tritón e inmediatamente se 
sume rge en una mezcla de una parte de agua, una parte de Calcomina Naranja 
2 RS (Direct Orange 102) y ocho partes de verde brillante Lu xol (preparado con 
guanidina de I ,3-di-orthotolyl y con verde ácido 3-C 142085) por espacio de 15 
a 30 minutos (Christie y Edwardson, 1977). Después de la ,inción, el tejido se 
pasa po retanol absoluto (15 a 30 segundos) y luego se monta sob re una lám ina 
portaobjeto en Euparal O bálsa mo del Ca nadá . Se recomienda usar objetivos 
de inmersión aunque las inclusiones pueden observarse con menor a umento. 

Microscopía electrónica 
Observación rápida del BCMV en extractos de tejido. 
En laboratori os donde existe o se puede contratar un microscopio e}ectró-
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nico , es posible determinar , en men os de 15 minutos, la prese ncia de partículas 
de aproximadamente 700 a 800 nm de longitud y de 12 a 15 nm de diámetro, 
típicas de po tyvirus tales como el BCMV (Figura 2). 

Fif!,ura 1. InclusIOnes del BCM Ven una célula infectada observada con microscopio de luz. 

Figura 2. POJ"/icula del BCMV observada con microscopIo electrómco 
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Para preparar la muestra, se toma una sección de aproximadamente I cm2 de 
teji do folia r que oj alá incluya áreas con síntom as de mosaico, se macera en tres 
golas de una so lució n al 2% de ácido fosfolúngslico, pH 6.5 , Y se deja en 
suspen sión por espacio de un o a dos minutos. Luego, con una micropipeta o 
pipeta Pasleur se coloca una gota de esa preparación sobre una rejilla 
portamuestras , dejándola reposar duranle un minut o antes de secar la reji ll a 
con papel de filtro; fi nalmente, se observa la muestra en el microscopio 
electrón'ico. 

Observación de inclusiones del BCMV en cortes de tejida. 
Esta técnica co mpleme nta el método de microscopia de lu z en la observación 

de inclusiones vira les. El microscopio electró nico pe rmite , obviamen te, una 
mejor resolución de las inclusiones, facilitando así el diagnóstico del BCMV. 

Las inclusio nes ob tenidas con el BCM V se observan, en cortes ultrafinos de 
tejido vegetal, como est ructuras de apariencia circu lar, tubula r , o rad ia l, 
const it uid as por agregados lam inares (Figura 3). 

Para desa rro llar esta téc nica, se necesita n materiales para incluir las 
muestras en plástico (Sp urr , 1969) Y un ultramicrÓtomo, además del microsco
pio electrónico , Este procedi miento , si n embargo, es rutinario en laboratori os 
de virología de pla nt as y pato logia , ta nto huma na co mo animal , a donde se 
pueden llevar muest ras con el fin de ca racte rizar adecuadamente un vI rus O 

ce pa que se describa por primera vez, 

F('i,um J. In t lllf/olIl!( del BCMVen corrrs de rejidos. 

6 



Lánlm(1 l . CamCle/'ÍS /l cn.\ ,ipicus del masO/cn 

¡mll/eido {la/ el RCMV en una planta de fnJal 
Infcoada sisumállCUmenll' 

l .lÍlI1l!1o 3 Sil!foma del ('nrollamie/I/O de 1m 
hojas inducido por el BCMV en plantas 
infectadas siSlémicamenle. 

I ómlll(} z.' SllIIomo de nccro.{/.\ sisl t' /1/ica 

i"duudo por ({'{la I m'(lQ/ico.1 del BCM Ven 
plOlllll::' rf" ~j lll.'llle\ (jI mosmco. 

Uímina 4. Sin/ama dr ompollonuelllo tI<> las 
IIOJos ¡l/dundo pOI el BCM V el/ plolllos 
/1I(ec /(Jdas sislémlc(jmenlf!. 
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Lámina (¡ . .')ínloma taraCl prí\"{ico de necrosll 

de vaina IIIducido por cepas n('crótiCM de! 
BCMV. 

Lómina 8. Mo.wico ('11 uno hoja 

primaria de UI/U ploma di' ¡/"Ijol 
in(eClada por el BCM V a /ravb de 

la semilla. 
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I.ánlmo J. Sin/O/ua ( 'llI"t1C/(:'IÚI/CO de necl"asi.\· del 

SI .l/ t'ma I'(/$(."Ial" de hoj lB"jól·t'nr.t ,mll/cido pOI' 

c('pas l/eerOl/ms del BCMV 

Uinllna 7. Síll/oma de Ic.l"lone.\ 

neaó'¡cm 10foles en /(¡ I'oino. il/dundo 
pOI" ('epm nC("I'ó,;cas dd BCMV 

Lámil1a 9. Procedlllllenlo corriel1le 

de inoculación manual del BCMV. 
utilizado en el in vernadero. 



Serología 
La serología es la técnica más rápida y confiable para identificar virus de 
plantas. Para llevar a cabo esta prueba es necesario disponer de un suerO 
específico que se-prepara a partir del virus purificado, es decir, separado de los 
componentes antigénicos normales de la planta de donde se tomó la muestra . 

Purificación del BCMV. 
El método descrito a continuación se divide en dos etapas. La primera, que 

puede desarrollarse en labora tori<¡s dotados s6lo con una centrífuga común de 
baja velocidad (hasta 12,000 rpm), produce el virus parcialmente purificado, 
con el cual se puede obtener un antisuero de mediana especificidad. La segunda 
etapa puede complementar la primera y requiere el uso de una ultracentrífuga, 
con una velocidad de aproximadamente 40,000 rpm, para producir un virus 
suficientemente puro que permita obtener un antisuero altamente específico . 

El tejido vegetal de donde se extraerá el BCMV debe proceder de plantas de 
una variedad de frijol susceptible al virus, inoc uladas en las hojas primarias 
antes de que emitan el primer trifoli o; es recomendable tomar el tejido de las 
hojas primarias y del primer trifo lio una vez hayan aparecido los sínt omas. El 
tejido cosechado (unos 100/g com o mínim o) se homogeneíza durante un 
minuto en una so lución amortiguadora de fosfato potásico 0 .5 M( l :2, p/v) , pH 
7.5, que contenga 0.5% de sulfi to de sodi o (Na,SO,). Enseguida, se agregan al 
homogeneizado cloroformo y tetracloruro de carbono (0.5: 1, v/ p) y se 
hom ogeneíza por dos minutos más . 

Para co mpletar el proceso de clarificación, se somete el volumen homogenei
zado a centrifugació n (5,000 rpm) du ra nte cinco minutos . El sobrenadante que 
resulte se trata, ent onces, con glicol-polietileno (PEG) al 6.0%, y se agita en frío 
(4 2 C) durante dos hora s. El virus así precipitado se concentra por centrifuga
ción a 8,500 rpm durante 10 minutos. 

El precipitado obtenido se resus pende en fosfa to de po ta sio 0.25M. pH 7.5, Y 
se incuba por espacio de seis horas antes de clarifi carlo por centrifugación a 
10,000 rpm dura nte 10 minutos. 

Del sobrenadan te se hace precipitar de nuevo el virus añadiendo PEG al 20% 
a razón de dos mililitros de esta soluci ón por cinco mililitros del sobrenadante, 
y se incuba durante una hora en frío (4°C). El precipilado se concentra 
enseguida por centrifugación a 12,000 rpm durante 10 minutos, y se resus pende 
des pués en una solució n de fosfato de po tasio 0. 25 M. pH 7.5 (0.5 mi de esa 
solución por cada 100 g de tejido) ; 12 horas más ta rde , se clarifica por 
centrifugación a 10 ,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante, que debe 
quedar tan cri sta lino como sea posible, contiene el virus con un grado relativo 
de pureza, 

Se obtiene un virus más purificado para inmunizar animales de laboratorio si 
al virus parcialmente purificado por el procedim iento anterior se le centrifuga 
en un gradiente de densidad de cloruro de cesio al 30% (p/p) en solución de 
fosfato de potasio 0.05 M. pH 7.5 (por ejemplo: 34.8 g CsCl en 81 mi de 
solució n) a 36 ,000 rpm durante 17 horas. 
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El virus puede ser observado en estos gradientes como una banda al iluminar 
los tubos con un haz de luz en un cuarto osc uro (Figura 4). El vi rus puede 
recolec tarse med iante una jeringa e inmediatamente se conctntrará por 
centrifugación a 36,000 rpm durante 90 minutos (Figura 5). El virus así 
precipitado , puede ser resuspendido en solución de fosfato de potasio 0.05 M, 
pH 7.5 (0.5 mi de solució n por cada lOO g de tejido ho mogeneizado). 

Espectrofotometría del BCMV. 
Con el fin de determinar la pureza y la concentración del BCMV, se analiza la 

suspensió n final del virus ya purificado en un espectrofotómet ro dentro de una 
banda de longitudes de onda comprendida entre 240 y 360 nm (luz ultravio
leta) . Se recom ienda usar ce lda s de un mililitro o men os y diluír la suspensión 
20 veces O más. 

Una suspensión viral adecuada para producir un antisuero, debe posee r una 
relación de absorbancia A lbO/280 cercana a 1.25 . 

Para determinar la concentración aproximada del virus en una suspe nsión 
cuya A260/ 280 sea aproximadamente 1.25, se puede aplicar la siguiente fórmula : 

Au.o '( dilución 
Concentración del BCMV---------; mg BCMV/ ml 

2.4 

Flgllra 4. Purificación y concentración del BCMV por cenlrijugo(Jón. 
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Figuro 5. Virus (SCM V) purificado. 

Inmunización con el BCMV. 
El método de inmuniza ción más eficiente, cuando se di spone de cantidades 

limitadas del virus (por ejemplo: 0.6 mi de una suspensión de I mg BCMV/ml), 
es la inyección de la suspensión viral en las yemas (o almohadillas) de los dedos 
de las patas traseras de un conejo (Ziemiecki y Wood, 1975). 

Graci·as a es ta técnica , 200 g de tejido de una planta de frijol infectada son 
su fi cientes para aislar, en un solo ciclo de purificación, el virus necesario para 
obtener un antisuero. La rutina de inmunización consiste en la aplicación de 
cuatro inyecciones, de 0.15 mi cada una, de una suspensión viral (1 mg/ml). Las 
inyecciones se emulsifican con un volumen igual de adyuvante de Freund, 
completo para la primera inyección e incompleto para las res(.antes. Las tres 
primeras inyecciones se pueden administrar con una se mana de intervalo , y la 
última, un mes después de la tercera in yección. 

Se puede empezar a sangrar el conejo una sema na después de la tercera 
inyección teniendo ciudado de privarlo de comida por 10 menos seis horas antes 
de la sangría. La sa ngre (hasta 30 mi) puede colectarse en un tubo de ensayo y se 
lleva luego a un baño de agua a 37°C durante 45 minutos. Inmediatamente 
después se centrifuga el tubo a 2,000 rpro durante 10 minutos y se somete el 
sobrenadante de nuevo a centrifugación por la minut os a 5,000 rpm. El 
antisuero obtenido (sobrenadante) se transfiere a varios frascos pequeños 
(1 mi) y se congela hasta el momento en que deba usarse. 
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Prueba sero/ógica can el BCMV. 
Aunque existen numerosas pruebas de serologia (Ball. 1974) la prueba de 

difusión doble (Ouchterlony) en medio de agar es la más recomendable para la 
identificación del virus (Purcifull y Batchelor, 1977). 

Con el BCMV la prueba se desarrolla de la siguiente manera : 

1. Preparación del medio 
A 4 g de agar noble se añaden 300 mi de agua destilada; el recipiente se coloca 

en agua caliente para disolver el agar, que una vez disuelto, se esteriliza en el 
autocla ve a 121"C (250· F) durante 5 minutos. Cuando esté tibio, se agregan al 
agar 5 g de azida de sodio (Na N,) agitando hasta disolverla . 

Al mismo tiempo , se disuelven 2.5 g de sulfato de dodecilo de sodio(SDS)en 
150 mi de agua destilada caliente y se agrega n a l agar; se completa el volumen a 
500 mi co n agua destilada agitando constantemente. Del medio as í preparado 
se vacian en platos de pelrj plás tico (o de vidrio tratados con Formvar) unos 12 
mi por plato, teniendo cuidado de hacerlo sobre una superficie nivelada . Una 
vez llenos, los platos se pueden guardar en la nevera (el SDS se precipita en frío, 
pero a temperatura a mbiente, el medio se aclara de nuevo). 

2. Preparación de la prueba serológica 
El arreglo de las muestras yde l antisueroen los platos se ilus tra en la Figura 

6. Para hacer los pozos en el agar se recomienda usa r un sa cabocado de borde 
bien cortante , de unos 3 a 4 mm de diámetro. Los pozos en que se colocan la s 
muestras deben es tar separados unos 4 6.5 mm del pozo central que contiene el 
antisuero. Para preparar una muestra, se macera aproximadamente 1 g de 
tejido vegetal en una me zcla de I mi de agua y I mi de una solución al 3% de 
SOS. Al descongeJar el antisuero se usa como está . Una vez colocados los 
reactivos en el plato , éste se deja a temperatura ambiente, o mejor, en una 
cámara húmeda a 24 °C durante un período de aproximadamente 20 horas. La 
reacción de precipitación entre el virus y sus anticuerpos específicos se 
manifiesta como una linea semicircular en el área que separa sus pozos 
respectivos (ver Figura 6) 

Siempre se debe n incluir , como test igos , extractos de plantas que no estén 
infectadas para comprobar que el antisuero no reacci ona con proteínas de la 
plan ta, lo que puede esperarse si el antisuero se obtuvo a partir del virus 
parcialmeme purificado . En ese caso, se recomienda Henar primero el pOlO 

donde se pon drá el an tisuero con extracto de una planta de frijol sana, oja lá de 
la misma variedad que se inoculó para ex traer y purificar el virus (no debe 
usa rse SOS al preparar el ext racto) y dejarlo as í durante unas 8 horas; 
enseguida, se retira ese extracto y se colocan , en sus respectivos pOlOS, el 
antisuero y 'Ias muestras. Procedimientos más complejos para neutralizar 
anticuerpos no específicos al virus, presentes en antisueros co ntaminados , han 
sid o ya descritos (Shepard, 1972). 

Co nvi ene anotar que extractos de sem illa de frijol no pueden ser a nalizados 
con la prueba serológica. debido a su alto co ntenido de compone ntes 
hem aglutin antes que causan reacciones no específicas con los ingredientes de 
lo s medios usados en la prueba. Esas reacci ones no especificas se manifiesta n 
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Fi1!lIra 6. Prueha seroJóglCfl de d!fl/Jión doble e/1 ngar. 

generalmente como bandas anchas que , a veces, ocupan to do el espacio que 
sepa ra , en el aga r, el pozo del antígeno (la mues tra) y el del antisuero, Más 
adela nte (ver sección de Producción de Semi lla) se describe una técnica 
serológica adecuada para detectar el BCMV en la semilla. 

Clasificación de cepas del BCMV. 
Una vez identificado e l BCMV como agente causal de la enfermedad, se 

procederá a de te rminar la cepa del virus según su pat ogenici dad, luego de se r 
inoc ulad o en va ri os grupos diferenciales de cultivares de frijol (Drijfh o ut, 
1978) . La reacció n de estos cu ltivares difere nciales a las cepas estudiadas del 
BCMV se describe en el Cuadro l. 

Es aconsejable inoc ular po r lo menos dos veces los dife rencia les con la ce pa 
que se desea identiricar para co nfirmar su patogen icidad y disminuir así el 
riesgo de estar inoculando inadvertidamente mezclas de ce pas. Los cultivares 
difere ncial es de los grupos 7 a 9 deben ma nte nerse a tempe ra turas entre 26 y 
30 QC para detec ta r ciertas cepas que inducen en ellos la nec rosis sistémica . 

Los cultivares que no exhiban sínt o mas después de la inoculación, deben 
so meterse a una prueba se ro lógica o a una prueba de infectividad con el fin de 
excluír la posibili dad de que el virus se encuentre en ellos en forma latente. Para 
practicar la prueba de infecti vidad, se toma una hoja joven de cada planta 
inoculada que no haya desarro llado síntomas , se macera, y con el extracto se 
inocula una va riedad susceptible del grupo 1. 
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a. 

Cuadro L Claslficacl6n de ctpU MI virus del BCMY. 

Cepa del BCMya 

Gru- Cultivar 
po Diferencial Tipo fl. NYI~ NL2 NLJ NL4 NL5 NL6 NL7 NLS 

Cultivares P-r+ 
I Doublc White + + + + + + + + + + 

Stnnglcss Green Refugee + + + + + + + + + + 

2 Rcdlands Green Leaf e + h + h + + + + 
Puregold Wax + +v + +v + + + + 
¡muna + +v + +v + + + +v 

3 Redlands Green ua:f B + + + + + 
Great Norlhem 123 + + + h + 

4 SaniJac + + + + + 
Michelite 61 + + + + + 
Red Mexican J4 + + + + + 

S Pinto 114 + + + + 

6 Monroe + 
Great Northem 31 + 
Red Mexican 35 + 

Culllvares Jl 
7 W,dusa + + +1 + 

Black Turlle Soup + + +1 + 

8a Jubila +1 + + + 

8b To p Crop +1 + + +1 
(mproved Tendergreen +1 + + +1 

9 Amanda + 

ReaCCIón al BCMV: + = mosaico en cultivares 1+[+ o necrosis sistémIca en culllva res 11 : +v= síntomas variables y poco 
evidentes con infección sistémica: +t '" necrosis sistémica a temperaturas altas; espaC10 en blanco'" no hay reacción. 
(E. Dn)fhoul, 1>178) 

Una vez identificadas las cepas , es recomendable mantenerlas en la semilla 
de los diferenciales específicos de cada cepa. Por ejemplo , la cepa Florida se 
conservará en cuhivares del grupo 2ó 3; la NY 15, en culti vares del grupo 4 Ó 5; 
y la NL4. en cuhivares del grupo 6. Las cepas necróticas, obviamente , deben ser 
preservadas en cultivares en los cuales causen mosaico. 

En cuanto se refiere a l no mbre de las cepas , es preferible adoptar sus 
nombres comunes (Tipo Flo rida, NY 15) o el número NL, o ambos (ver Cuadro 
1) mientras se llega a un acuerdo definitivo sobre su nomencl atura. 
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Mejoramiento Genético del Frijol 
por su Resistencia al BCMV 

Pu esto que controlar la diseminación del BCMV por áfidos o por la se milla de 
frij o l infectada es una la bor difícil, la incorpo rac ió n de resisten cia a es te virus 
ha sido uno de los métodos de contro l más favo recidos. 

Fuentes de resistencia genética al BCMV 
La resi sten cia a l BCM V en P. v!j.!Karis es tá condicionada. según Drijo-lO ut 
( 1978). por ge nes no especí ncos@.c-u), po r ge nes es pecíficos co nl fa cierta s 
cepas del virus (be-I , bc-2 y bc-J) y, p ri-nci pa lm en le. po r el gen d o min a nI Rue 
co ndic io na la reacció n de la planta a c iert as cepas del virus conoc ida co mo 
nec rosis sistémi ca. La fo rma homocigota recesiva de este genk 1 ,., e rmite la 
infección si stémi ca cró nica de la planta po r cepas patógenas. 

El genotipo de Jos diferentes grupos de cu lti va res diferenciales de frij ol 
aparece en e l Cuadro 2 j unto con los ge nes de patogenic idad de las ce pas del 
BCMV (Drijfh o ul , 1978). 

Incorporación de resistencia al BCMV 
en cultivares susceptibles 
Existen , bá sica mente, dos métod os de inco rpo ra r resistencia genética al 
BCMV en culti vares de f rijol susceptibles a l virus: primero , media nt e la 
introducción de genes recesivos específicos co nl ra una cepa dete rm inada' de l 
BCMV y segundo. po r adición del gen 1 de necrosis, q ue exc luye la in fecc ió n 
sistémica crónica por cua lq u iera de las cepas de l BC MV . 

Cuad ro 2. [nteracclÓn genérica entre culllvares de Phaseolus vulgaris y cepllS del virus del mosaico 
común del rrlJol. 

Cepa BCMV y Genes de Patogenlcldsds 

Cultivar Genes de Tipo Fla-NL6 NYI!-NL2 NLJ-NL! NL4 NL7 
Diferencial Resistencia PO PI. 1¡ P\.2 Pl.l¡2 Pl.l ¡.2¡ PI 

Double 
White 1+ + ++ ++ ++ + + 

[muna I+ bc- u be-I ++ ++ + + + + 
RG-S ¡+be·u-be l ' + + ++ + 
Mleheli!e I+ be-u tK-2 + + + + 
Pinto 114 (+be-u be-I bc-2 ++ ++ 
G rea! 

Nonhern 31 ¡+be-u be- Jl be_21 + 
Widusa + ++ 
Jubila be-I + + ++ 
Top Crop be-! + + + + 
Amanda be- j i + 

en blanco = no ha y reacció n. ti' . l>riJlllo ul. f97X). 

, 
.J 

NL8 
P2 

+ 

+ 

+ 
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Resistencia a las cepas predominantes del virus. 
Alcanzar este objetivo supone un eSlUdio a fondo de las cepas del BCMV 

existentes en el área de interés donde se cultiva frijol , así como un control 
estricto de la ca lidad ritosanitaria de la semilla que se siembre en esa región . Por 
ejemplo, si se comprobara que la única cepa del BCMV presente en una región 
es la Tipo, se podrían usar, en proyectos de mejoramiento , los cultivares de los 
grupos 2 a 6 (ver Cuadro 1) como padres resistentes. 

Desa forlunadamente, no existe en el momento ningún programa o entidad 
nacional que posea la tecnología adecuada para prevenir la introducción de 
nuevas cepas del BCMV en semillas infectadas. Este hecho , sumado a la 
diseminación natural de cepas eel BCMV por insectos vectores, resta 
trascendencia a los proyectos de incorporación de resistencia de tipo recesivo a 
las cepas predominantes del BCMV. 

Resistencia a la infección sistémica crónica. 
La incorporación del gen 1 que previene la infección sistémica crónica (la que 

se manifies ta generalmente como mosaico en las plantas que no poseen este 
gen) es uno de los objetivos más codiciados en los programas actuales de 
mejoramiento del frijol. Este gen dominante previene también la infección de la 
semilla y, por lo tanto, la trasmisión del BCMV por semillas infectada s. 

A pesar de que existen cepas del BCMV llamadas "necróticas" por su 
capacidad de inducir necrosis sistémica en presencia del gen l ,la experiencia de 
campo en países latinoamericanos donde, en presencia de cepas necrnticas del 
BCMV, se han cultivado variedades de frijol que poseen es te gen dominante. 
indica que su incidencia no ha revestido una notoria importanc ia económica. 

Existen , además, dos métodos para controlar las cepas necfótlcas del 
BCMV. El primero consiste en el control de su trasmisió n por semilla al 
sembrar s610 cultivares 1 resistentes; en otras palabras, no es conveniente 
cultivar variedades de frijol susceptibles a la infección sistém ica (gen I +)junto 
con variedades resistentes (gen 1), para eliminar así la s fuentes de cepas 
necróticas e impedir su trasmisión por insectos vectores a pla ntas que posean el 
gen r. 

El segundo método de control se funda en la incorporación de genes 
específicos de resistencia a cepas necróticas del BCM V en materiales que 
posean el gen 1. Este objetivo ya ha sido logrado e n el caso de la línea 
experimental de frijol lVT 7233, producida en Holanda I Drijlho ut , 1978), que 
es resisteOl e a todas las cepas co nocidas del BCMV. Posiblemente. el genotipo 
que posee esta variedad es una combinación del gen 1 de necrosis con los genes 
específicos de resistencia (bc-1 2 bc-22) a cepas necrótica s del BCMV, obtenidos 
del grupo de cultivares al que penenecen el 'Great Northern 31' (ver Cuadro 
2).Varias línea s han sido ya desarrolladas a partir de cruzamientos entre 
materiales híbridos IVT y germoplasma del CJAT de mayor adaptación a 
ambientes tropicales. 
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Evaluación del Material Genético 

La evaluación de variedades de frijol por su resistencia al BCMV está sujeta al 
tipo de resistencia que se desee incorporar, a saber: genes específicos de 
resistencia o el gen I de necrosis. En ambos casos se debe desarrollar una 
metodología efectiva de inoculación y evaluación con el fin de detectar e l 
mayor número de plantas susce ptibles a la cepa o cepas del BCMV que se 
quiera controlar. 

Generalmente , los métodos de inoculación mecánica , como el explicado 
anteriormente (ver sección Trasmisión mecánica), son los más eficaces . Sin 
embargo, en regiones donde la incidencia de insectos vectores (áfidos) sea a lta y 
constante durante cie rtas épocas del año, se pueden evaluar los materiales para 
mejoramiento en condiciones naturales de campo. Lo más acertado se ría una 
combinación de los dos mét odos de inoculación , el manual y el natura l. 

Secuencia de evaluación 
Se debe conocer, ante todo, el (i o~ re~cia presen~e en las variedades 
seleccionadas co mo padres resis tentes co n el fin de seleccionar los progenitores 
deseados. y facilitar el manej o y la interpretación de los resultados obtenidos en 
la evaluación de progenies. 

Esta información se obtiene inoculando plantas de frijol con cepas 
diferenciales del BCMV. incluyendo las necróticas, para confirmar la presencia 
de los alelas recesivos (mosaico) o dominantes (necrosis sistémica) del gen 1. 
Para detectar el gen 1, se efectúa una "prueba de necrosis" que consiste en 
inocular una hoja primaria o un folíolo del tercero o cuarto trifolio de la planta 
con una cepa necrótica. La hoja inoculada se coloca en cámara húmeda a una 
temperatura de 27 a 30'C po r 4 o 5 días, con el fin de detectar la presencia de 
necrosis en las venas de las hojas de aquellos materiales que posean el gen 1 
(Láminas 11 y 12) . Los resu ltados obtenidos se confirman finalmente en 
condiciones de campo. 

La inoculación o la evaluación deben empezar en la generación F2, puesto 
que la F, de un cruce entre dos plantas que posea n resistencia de tipo recesivo. 
una resistente y la otra susceptible a una cepa del BCMV, se rá suscep(ible. 
Igualmente. la F I de un cruce entre una planta que posea el gen I y ol ra 
susceptible a mosa ico (gen 1 +), se rá resiste nte . 

Los Cuadros 3 y 4 explican la segreg(:tc ió n por resistencia al BCMV 
observada en la F 2 de cruces obten idos entre dos materiales que poseen 
resistencia de tipo recesivo (1 + X 1 +), ye n la F 2 resultante de una variedad con 
resis tencia recesiva y de otra con resistenc ia dominante (1 + X 1). respecti
vamente. 

Debido a que la generación Fl debe también evaluarse en el campo respecto 
a olras caracleristicas agronómicas distintas a su resistencia al BCMV, existen 
dos alternativas para su eva lua ción por resistencia a este virus. La primera, 
aprovechar la incidencia natural del BCMV trasmitido por semilla y por áfidos, 
con el fin de evaluar só lo aq uella s plantas que no muestren síntomas de 
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Cuadro 3. Prueba de la aenuaclóa F 2 pron.lente de cruces entre cultivares que po5ftn los 
alelos recestvos (¡+¡+) del ¡en de necrosis. 

Cepa BCMV (S:R)" 

Cultivar Cultivar 
Suscepdblt Resistente Tipo Fla NY15 

Double White Michelite IS : I IS : I 1:0 
Double White Great Northem 31 S7 :7 IS: I S7:7 
Imuna Michelitc 9:7 3:1 
Imuna Great Northem 31 0:1 3: 1 9:7 

a. S:R = proporciÓn de plantas susceptibles a resistentes. (E. Drijfhouc) 

NU 

IS: 1 
1:0 
3:1 

mosaico, respecto a otras características agroriómicas deseables; la segunda, 
inocular mecánicamente las plantas en el campo. Es posible inocular plantas de 
poblaciones Fz en el campo (Lámina 13) usando los dedos, o mej or aún un 
recipiente (botella plá stica tipo atomizador de 150 mi y gasa estéril) para 
dispensar el inóculo como se aprecia en las Láminas 14 y 15; sin embargo , esta 
práctica tiene algunas limitaciones. Una de ellas es el efecto adverso que ·ejercen 
sobre el virus factore s ambientales como la ir radiación solar , la lluvia o la 
presencia de tierra en las hojas que se inoculen ; otra, es la irregular germinación 
de la semilla que habrá de afectar la homogeneidad de las plan las al momento 
de la inoculación . En consecuencia. la eficiencia de la inoculación en el campo 
es menor comparada con la obtenida en invernaderos, o en casas de anjeo 
(Lá mina 16) donde las plantas están parcialmente protegidas. El uso del 

Cuadro 4. Prueba dt la eeneraclón F l proveniente ele crucesenlre cultivares que poseen los 
alelas receslvos (I+r+) y cultivares con los alelas dominantes (11) del ¡en de 
necrosis. 

Seereeaclóna 

CulUvar Cultivar Cepa Total 
Susceptible Resistente BCMV S"-I RI+ NS RI Plantas 

Imuna Widusa Tipo 61 7 249 317 
M ichelite Widusa Tipo 1S t 18 467 636 

NL 2 92 O 243 m 
NL 4 IS9 10 479 648 
NL 5 79 O 24S O 324 

Imuna Top Crop Tipo 91 20 366 477 
Michelite Top C rop Tipo 136 JI 446 593 

NL 2 127 O 11 434 572 
NL 4 128 6 442 576 
NL S 3S O 117 O 152 

.. s = stlSccplible a infecci6n Slstl:mlca; R[+ = resistencia a infección sist~m¡ca, de carácter recesivo: NS "-
necrosis si 5 1~miC1l : RI - resistencia a infea:i6n sisttmíca del tipo dominante, positivo en pru eba de 
necroSIS. (E. Drijfhoul, 1978) 
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recipiente plástico es recomendado en toda inoculación mecánica (Lámina 17) 
con cambio frecuente de la gasa para evitar contaminación por virus 
trasmitidos por sem illa en los materiales a evaluar. 

Sea cual fuere el proceso de evaluación escogido, es preciso hacer selecciones 
individuales en poblaciones F 2 para facilitar la detección de líneas susceptibles 
o segregantes, con respecto al BCMV, en generaciones más avanzadas. La F3, 

por ejemplo, puede escogerse como la generación en la cual se confirman, 
median le inoculación de una muestra representativa de plantas de esa 
generación, los resultados de la evaluación llevada a cabo en la F2. 

Si se prefiere evaluar la F2 por otras caracteristicas agronómicas que no sean 
su resistencia al BCMV, las progenies F2 de las selecciones individuales pueden 
inocularse con el BCMV por primera vez, aprovechando el hecho de que existe 
mayor probabilidad de descubrir líneas susceptibles o segregan tes en la FJ . En 
tal caso, la muestra inoculada debe contener, como mínimo, 20 semillas por 
selección. 

La inoculación de las líneas F3 puede practicarse en un invernadero o casa de 
anjeo: al mismo tiempo , la semi lla remanente se siembra en el campo para ser 
sometida a observación y evaluación con respecto a otros factores. Se espera 
que la resis tencia al BCMV esté fija en la generación F4 . 

Otro método usado en el CrAT para incorporar los alelas dominantes del 
gen de necrosis (IJ) en materiales de frijol susceptibles, ha sido el retrocruza
miento. 

En la Figura 7 se diagrama n los pasos seguidos hasta lograr la incorporación 
de los genes 11 . En líneas generales, se comienza la labor de retrocruzamiento a 
partirde la generación F, del cruce entre un padre que posee los alelas recesivos 
(1+1+) y otro que posee los alelas dominantes (1I) del gen de necrosis, hasta 
alcanzar la quinta retrocruza, F, RC5. Durante todo el proceso se inoculan 
manualmente las progenies Con el virus a fin de eliminar las plantas susceptibles' 
(1 +1 +). Se obtiene luego la generación F, (RC'), que se somete a una prueba de 
progenies para eliminar las plantas heterocigotas (11+) y homocigotas 
susceptibles (1 +1 +). Finalmente , se a vanza a la siguiente generación, F, (RC'), 
a partir de las plantas F, (RC') homocigotas resistentes (1I). 

Se recomienda usar una mezcla de las cepas NYI5 y NL4 del BCMV para 
eliminar las planta s que posean los alelos recesivos del gen de necrosis (I+I+). 
Además,la variedad comercial susceptible debe ser o el progenitor recurrente o 
la madre , para detectar mejor posibles casos de autofecundación que, si 
ocurriera , generaría plantas susceptibles al BCMV. 

Tambi én , se ha prac ticado un método intensivo de evaluación y selección en 
el CrA T mediante el uso exclusivo de cepas necróticas del BCMV. Este método 
permite la detección temprana de plantas ó líneas que poseen el gen 1 mediante 
pruebas sucesivas de necrosis. Entre sus ventajas se pueden citar: la detección 
temprana de genotipos susceptibles al BCMV -que no expresan síntomas de 
infección sistémica- y la posibilidad de seleccionar por el gen 1 en materiales 
segregantes heterocigotos. El método, sin embargo, no permite la evaluación 
de un gran número de materiales segregantes debido a las condiciones 
intensivas y cuidadosas que exigen las pruebas de necrosis. 
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Generación o 
retrocruce Variedad Comercial Donante 

Padres A (1 + 1+) x B (1 1) 

F, RC' A ~+ 
A ~++[J+I+J' F, RC' 

F, RC' A G, + + [1 + I + l' 

~ 
11+ + [I+¡+l' 

t 
F, (RC') 11 

+ 
+ [11 + l' + [1 + l +1' 

FJ(RC') JI 

2 L1S plantas que poseen los alelos encerrados en el paréntesis [ . . . 1 son elimInadas 
medIante pruebas de inoculación manual con e18CMV. 

Figura 7. SiSlema de rt:/rocruzamienro usado para incorporar resi.Hencia dominan/e al virus del 
mosaIco común del frijol. 

Cepas del BCMV usadas en evaluación 
Si un programa de mejoramiento decide introducir resistencia a una cepa 
determinada del BCMV, deberá usar esa cepa para eliminar las plantas O 

materiales susceptibles. Por ejemplo, si se busca resistencia a la cepa Tipo del 
BCMV, se inoculará únicamente con esta cepa. Si por el contrario, se pretende 
incorporar el gen 1 a un cultivar susceptible, deberá usarse una mezcla de cepas 
del BCMV capaces de atacar todas las plantas que no posean el gen dominante 
de necrosis, 1. Dos cepas que cumplirían este requisito son la NY15 y la NL4 
que , en combinación , atacan a todas las plantas de los grupos de cultivares de 
frijol con resistencia recesiva pero no causan necrosis sistémica en planta s que 
posean el gen 1 (ver Cuadro 1). 

Para confirmar la presencia del gen 1, es necesario efectuar la "prueba de 
necrosis" (ver la secci6n Evaluación de material genético). 

En caso de que no existan algunas de las cepas necesarias para lograr los 
objetivos previstos. se puede evaluar primero la resistencia de los materiales a 
la cepa predominante del BCMV en la región, adelantando los materiales 
resistentes respecto a otras de sus características agronómicas deseables. A 
medida que avanza así una linea, se puede enviar una muestra de su semilla al 
CIA T o a países donde existan otras cepas del virus, para observar allí el 
comportamiento de ese material frente al virus , Conviene siempre evaluar 20 
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semillas provenientes de una selección individual de la última generación. 
En la Figura 8 se ilustra un proceso de evaluación cuyo objetivo es 

incorporar el gen 1 de necrosis en materiales de frijol susceptibles al BCMV. 

;f Control Integrado del BCMV 

La fácil trasmisión del BCMV por la sem illa de plantas susceptibles infectadas 
y la abundancia de insectos vectores en la mayor parte de las áreas de 
producción de frijol , constituyen una a menaza constante de introducción de 
nuevas cepas del virus, capaces de causar pérdidas de rendimiento en el cultivo. 

En especia l, la incide ncia de cepas necfóticas puede incrementa rse a medida 
que se extiende el cultivo de variedades de frijol que posean el gen 1 dominante, 
o cuando la demanda del grano en el mercado estimule la siembra de estos 
cultivares en épocas que coincidan con la presencia de poblaciones altas de 
insectos vectores. 

De estas consideraciones se desprende que la incorporación de resis tencia 
genética al BCMV no es un método exclusivo de control del virus. Mientras 
existan variedades susceptibles al mosaico en un cultivo de frijol, se debe ejercer 
un control estricto , tanto sobre la calidad fitosanitaria de la semilla de 
cultivares susceptibles usada para siembra, como sobre el insecto vector. 

Control de insectos vectores 
El agente causa l del mosaico común del frijol es, como explicam os an tes, un 
virus que puede ser trasmitido por áridos de manera no persistente, es decir, 
que un áfido virulifero puede trasmitir el virus a una planta sana en menos de 
un minuto después de haber llegado a ésta. Gene ralmente , los á fidos migran a 
los campos de frijol desde cultivos diversos, se mbrados en lotes vecinos, siendo 
las formas aladas del insec to la s que llegan a las plantas de frijol. Una vez 
dentro del cultivo, los áfidos pueden trasmitir el virus a plantas susceptib les 
antes que los insecticidas puedan matarlos. Por lo tanto, un in secticida que 
trate de prevenir la dispersión del BCMV, s610 será efectivo cuando se aplique a 
las plantas de donde proceden los áfidos. 

El cont rol de los áfidos no tiene que se r químico, también puede se r cultural, 
si es posible encontrar áreas geográficas con una población baja de áfidos o 
sembrar frijol en épocas del año en que la ausencia del inseclO sea conocida. Sin 
embargo, la sensibi lidad de algunos cultivares de frijol al fOl operíodo ya las 
variaciones de temperatura , así como la impredecible dinámica de las 
poblac i on~ s de á fidos, hacen que el comrol de los insectos vectores del BCMV 
no siempre sea eficaz. 

Producción de semilla libre del BCMV 
La producci6n de semi lla libre de virus ha sido una medida efica z de control del 
BCMV en países como los Estados Unidos. en donde la semilla de variedades 
de frijol suscep tibles al virus se multipli ca en regiones alejada s de los cultivos 
comerciales del grano, en las que no hay áfidos vectores o su población es 
insignificante . En los países product ores de fr ijol de la zona tropical , por el 
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Identificación del Tipo de 
Resis tencia Presente en Materiales del 

Banco de Germoplasma e Introducciones 
de Programas Nacionales 

Materia les 
Resistentes 

1 

Materiales 
Susceptibles 

1+ 

y y 
Selección de Materiales Parentales 

e Hibridación , 
F, 

Evaluación de Campo para BCMV 
y otras Características Agronómicas 

I 
I Selección Individual I , 

F, 
Inoculación en Casa de Anjeo 

con BCMV NY 15 + NL4 

Materiales Resistentes 
Seleccionados en el Campo , 

F, 
Prueba de Confi rmaci6n 
con BCMV NYI5+ NL4 

Y 
Prueba de Necrosis 

con BCMV NL3 6 NL5 

y 
MATERIALES CON GEN DOMINANTE DE NECROSIS, 

UNIFORMES POR SU REACCION AL BCMV 

Figuro 8. EvaluaciÓn de \'oriedades y mOleriales de me}oramiel/lo .~enhi(o dr/ri/ol por Sil 
re~i.HenC/a al virus del mosaico comlÍn. 
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contrario, los escasos programas de cert ificación de semilla de frijol se ocupan 
sólo de su pureza genética, porque carecen de personal calificado y de técnicas 
de de tección del BeMV en la se milla para poder garantizar su calidad sanitaria . 

Métodos de detección del BCMV en la semilla 
Prueba de germinación. 
Este método es el más sencillo y barato para es tablecer la presencia del 

BC MV en la semilla . Basta sembrar una muestra de se milla lo suficientemente 
grande para detectar, por lo menos, una semilla infectada en 100 sanas, cuando 
las plantas manifiesten los síntomas del mosaico en las hojas primarias o en los 
primeros trifolios. 

Entre las limitaciones de este método se pueden citar: la interacción entre 
cepas del BeMV y algunos cultivares de frijol que resulta en síntomas no 
visibles; el espacio de inve rnadero que ocupan las bandejas de sie mbra, y 
finalmente, los 15 a 20 días que se requieren para observar los sí ntomas. 

Pruebas serológicas. 
La serología es una prueba rápida y confiable para la detección del Be MV; 

no obstante , su aplicació n a la detección del virus en la semilla del frijol ha sido 
obstaculizada por la presenci a de com puestos hemaglutinantes en los extractos 
de semilla, que producen reacciones no especí ficas en pruebas se ro lógicas 
rutinarias. Además, se necesi tarían grandes cantidades de materiales para 
sero logía y de antisuero para examinar una muestra de semi lla estadística
mente significativa, con el agravante de que la mayoría de las pruebas 
serológicas carece n de la sensi bilidad necesa ria para deteétar el virus si el 
Dorce ntaje de semilla infectada es bajo . 

Recientemente, se ha adoptado la técnica inmuno-en zimá tica conocida 
como ELIS A (En zyme Linked Immun osorbent Assay)' al estudio de los virus 
de plantas y, particularmente, a la detección de virus en semillas (Hamihon y 
Nichols, 1978) y (Lister, 1978). Esta téc nica ha permitido, con un gasto míni mo 
de antisuero, la detección de un embri ón infectado con el BC MV que se halleen 
un grupo de 2,000 embriones sanos (Jafar pour y Shepherd, 1978). La técnica de 
ELISA ya ha sido adoptada con éxito en el e l A T para detectar el BCMV en la 
semilla de varios culti va res de frijol. 

La prueba, a grandes rasgos, co nsiste en adsorber los anticuerpos específicos 
del virus a una fa se só lida (platos desechables de poliestireno para pruebas de 
microprecipitación), agregar luego la muestra (extraclOs de semilla) y, por 
último, los anlicuerpos específicos del virus, pero es ta vez, conjugados con una 
enzima. Los anticuerpos conjugados solo podrían adsorberse en los pozos de la 
muestra donde haya virus, porque después de la adició n de cada reactivo, se 
lavan los platos para retirar los componentes de las muestras diferentes a l virus, 
y, por consiguiente, los anticuerp os conjugados a la enzima que no 
encontraron un virus al cual adsorberse. 

Prueba Inm unológica de AdsorCIón co n Conjugados Enzlmállcos. 
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El resultado final se logra al añadir el su bstrato de la enzima, produciéndose 
una reacció n colorimétrica que puede observarse visualmente en aquellos 
pozos que contenían el virus (Lámina 18). 

Información más explicita sobre el desarrollo y la aplicación de ELISA u 
o tra de las técnicas tratadas en esta guía de investigación puede solici tarse a 
Programa de Frijol , Virología del Frijol, Cenlro Internacional de Agricultura 
Tropical (CIAT), Apartado Aéreo 6713, Cah, Colombia. 
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