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Resumen

En Venezuela desde 1980 se ha señalado la presencia de microorganismos
patógenos como bacteria, hongos y virus en la mayoría de las semillas de legu-
minosas estudiadas, incluye: comercial, registrada, fundación, experimental; y
los métodos empleados para garantizar la sanidad de la semilla, no incluyen
pruebas que permitan extraer los virus, no existen registros ni conocimiento en
general de la introducción de enfermedades virales vía semilla en nuestro país,
a pesar de la relevancia de esta forma de transmisión. Más del 50% de las
enfermedades importantes en caraota (Phaseolus vulgaris L.) y en fríjol (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) más de 15 virus, se trasmiten por semillas. Por ello, se
tomó un volumen de 53 muestras de semillas de caraota y fríjol tipo experimen-
tal, certificada y común provenientes de los Estados Aragua, Falcón, Guarico,
Lara, Portuguesa, y Sucre así como de Argentina, Chile, Colombia, Canadá y
USA; para ser procesadas en la extracción de virus. Empleando dos protocolos,
el primero, la observación de síntomas virales en la primera hoja trifoliada
plenamente expandida y el segundo, la inoculación mecánica de plantas
indicadoras con harina de semillas; ambos confirmaron la presencia de virus.
En caraota tipo experimental el 25% resultaron con infección viral, en caraota
certificada el 28,6%, en caraota común el 23,1% y en semilla importada en el
16,6% presentó infección viral. En cuanto a fríjol, se detectó infección viral en
semilla común (55,5 %). Las metodologías comprueban el porcentaje de infec-
ción viral del material de siembra de diferentes áreas del país y su aplicación
conducirá a establecer controles que impidan la diseminación y uso de material
con un alto grado de contaminación viral.
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Introducción

Las fabaceas comestibles que
tradicionalmente se producen en Ve-
nezuela en orden de importancia son:
caraota (Phaseolus vulgaris L.) y frí-
jol (Vigna unguiculata (L.) Walp.), que
representan una fuente importante y
económica de proteína, principalmen-
te para los grupos sociales de escasos
recursos; quienes las consumen en
forma masiva y popular, y por su
adaptabilidad a gran variedad de con-
diciones agroclimáticas, se les confie-
re grandes perspectivas a nivel nacio-
nal. Quizás la dramática reducción del
cultivo de leguminosas de grano en
Venezuela (con 83% en caraota y 43%
en fríjol), sea la muestra más fehacien-
te del fracaso de la agricultura vene-
zolana, dada la importancia cualita-
tiva de esas especies como fuentes de
proteínas para la población, en gene-
ral, y para el sector con menos recur-
sos, en particular. Como consecuen-
cia de rendimientos prácticamente
estancados y áreas cosechadas decre-
cientes, la producción de leguminosas
graneras se redujo entre 1988 y 2001,
pasando de 31.376 a 9.356 t (70%) en
caraota y de 11.986 a 7.867 t (34,4%)
en fríjol (12).

A pesar de la adaptabilidad a una
gran variedad de condiciones
agroclimáticas, en el país se ha señala-
do que la producción de fabaceas veni-
do disminuyendo gradualmente en los
últimos años (15). Esto debido a que la
mayoría los productores de fabaceas
utilizan como material de siembra, se-
millas de su cosecha anterior o
intercambian entre sus vecinos, llegán-
dose al extremo de utilizar grano de con-

sumo como semilla (17); también los
granos que se importan para consumo,
son utilizados como semilla; esto favo-
rece, entre otras cosas, la proliferación
de enfermedades, sobre todo aquellas
transmitidas por semilla, circunstancia
que evidentemente permite su perpe-
tuación de una generación a otra, ju-
gando este tipo de transmisión un pa-
pel importante en la epidemiología de
las enfermedades (13).

En Venezuela se ha señalado
desde 1980 la presencia de
microorganismos patógenos como bac-
teria, hongos y virus en la mayoría de
las semillas de fabaceas estudiadas,
incluyendo: Certificada, Registrada,
Fundación y Experimental (20). Los
protocolos que se aplican para detec-
tar la sanidad de la semilla, en el
ámbito de introducción de materiales,
no han incluido hasta el presente
pruebas que permitan detectar virus.
Aquellos virus transmitidos por semi-
lla pueden detectarse por medio de
pruebas de germinación, que consis-
te en sembrar muestras representa-
tivas de las semillas, lo suficientemen-
te grande (100 semillas) en bandejas
o materas, para evaluar visualmente
la manifestación de síntomas virales
en al menos una plántula a los 15 a
30 días después de sembradas (16). A
nivel nacional se ha determinado el
porcentaje de transmisión a partir de
semillas de tres cultivares de fríjol (7).
En otro estudio se recomienda la siem-
bra de semillas y evaluación de los
síntomas virales, para luego separar
las muestras sospechosas de virus;
señalándose que esta metodología tar-
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da, por lo menos, dos semanas para
obtener resultados y que se requiere
de cierta infraestructura como cober-
tizos a prueba de insectos y tempera-
turas controladas; sin embargo, has-
ta el momento éste parece ser el mé-
todo más sencillo y más económico
para determinar la presencia o no de
virus en la semilla (20).

Otra metodología que ha sido
aplicada para corroborar la transmi-
sión de virus es el uso de harina de
semillas infectadas, como inóculo fue
empleada esta metodología usando
fabaceas (10, 21), obteniendo una alta
infección tanto en plantas donde se
empleo inoculo a base de harina fres-
ca, como harina que se mantuvo al-
macenada durante 31 meses a –2ºC;
con la harina se prepara el inoculo en
forma de pasta, mezclando, una par-
te de harina por dos partes de agua
destilada (5).

Estas metodologías presenta al-
gunas ventajas, principalmente de tipo
práctico sobre los métodos tradicional-
mente usados en inoculaciones mecá-
nicas. En la mayoría de los casos la
expresión de síntomas es evidente en
las plantas enfermas; excepto algunos
virus no inducen síntomas visibles en
todos los genotipos o en ciertas condi-
ciones ambientales, haciendo necesa-
ria la indexación de plantas de
fabaceas mediante plantas indicadoras
susceptibles a virus (8, 18, 19).

Tomando en consideración lo an-
teriormente expuesto, se realiza el si-
guiente trabajo de investigación, que
tiene como objetivo evaluar
metodologías para la extracción de vi-
rus provenientes de semillas de
fabaceas, específicamente en caraota
y fríjol, que puedan ser implementados
en forma fácil y segura.

Materiales y métodos

Ubicación del ensayo. La inves-
tigación se realizó un umbráculo prote-
gido contra insectos y bajo condiciones
controladas del laboratorio de Virología
Vegetal de la Facultad de Agronomía,
Universidad Central de Venezuela.

Material utilizado. De los
principales estados productores de
caraota y fríjol del país (Aragua, Fal-
cón Guárico, Lara, Portuguesa y
Sucre) se colectó un total de 53 mate-
riales usados como semilla, para de-
terminar a través de la extracción, la
incidencia de virus que se transmiten
por semilla. Los materiales fueron cla-
sificados de acuerdo a su origen, de la
siguiente forma:

Semilla experimental de
caraota. Se evaluaron 8 materiales de
producción experimental o semilla pro-
ducto de la selección de materiales
promisorios, provenientes de evalua-
ciones de líneas avanzadas y varieda-
des, procedentes del programa de me-
joramiento del INIA (Instituto Nacio-
nal de Investigaciones Agrícolas).

Semilla certificada de
caraota y fríjol. Se evaluó un lote
de 9 materiales de semilla de la em-
presa privada, constituida por semi-
lla básica o de fundación, semilla re-
gistrada, sometida al proceso de cer-
tificación y que cumple con los requi-
sitos establecidos para estas catego-
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rías por el Servicio Nacional de Semi-
llas (14).

Semilla común de caraota y
fríjol. Se evaluaron 22 materiales uti-
lizados como semilla producto de la
cosecha anterior de materiales loca-
les, representado por semilla sin iden-
tificación, normalmente usada por los
productores en las diferentes zonas
productoras de fabaceas comestibles
del país.

Semilla importada de
caraota y fríjol (granos). En este es-
tudio se define el término semilla im-
portada, como aquellos materiales que
en la actualidad se siembran en algu-
nas áreas productoras del país; la ma-
yoría de estos materiales en realidad
son granos que se encuentran en el
mercado para consumo humano, y son
tomados por los productores como se-
milla; se evaluaron 14 materiales pro-
cedentes del exterior (Argentina, Chi-
le, Colombia, Canadá y USA) que fue-
ron facilitados por casas comerciales.

Mantenimiento de las plantas.
En todos los ensayos se realizaron dos
riegos diarios, cada ocho días se hi-
cieron aspersiones con abono foliar
líquido y con plaguicidas.

Protocolo I: Observación de
síntomas en la primera hoja
trifoliada de plantas de caraota y
fríjol

Se evaluaron 400 semillas por
cada una de las muestras de los tipos
señalados; utilizándose dos bandejas
germinadoras por muestra. Las ban-
dejas previamente se desinfectaron
con hipoclorito de sodio al 3%; se colo-
caron las semillas y se cubrieron con
una delgada capa de sustrato (aserrín
de coco y tierra negra).

Evaluación de síntomas.
Cuando la primera hoja trifoliada
emitida logró la plena expansión de
su lámina se determinó el porcentaje
de plantas infectadas con virus, eva-
luando la presencia de síntomas
virales de acuerdo a una escala basa-
da en la clave para identificar virus
en fabaceas de Boswell y Gibbs (2),
luego los síntomas fueron reproduci-
dos, mediante inoculación mecánica
sobre plantas sanas de la misma va-
riedad.

Protocolo II: Inoculación
con harina de semillas de caraota
y fríjol

Para esta prueba se procedió a
obtener la harina de los materiales de
caraota y fríjol de los tipos: certifica-
da, experimental, común e importa-
da. Con cada muestra de harina pro-
cesada se inocularon ocho plantas por
cada indicadora utilizada, para un
total de 40 plantas por muestra.

Obtención de la harina usa-
da como inoculo. Se utilizó la me-
todología de Cafati (5) con ciertas mo-
dificaciones, se molieron 72 g de se-
milla (promedio del peso de 400 semi-
llas) en un procesador de alimentos
por 10 min., luego se filtró a través de
tela de organza y se obtuvo un polvo
muy fino que fue la harina empleada
en la inoculación de plantas de
caraota, fríjol y indicadoras de virus;
en dilución 1:5 (p/v) de harina y agua
destilada estéril, se agitó y se
centrifugó a 3000 g por 10 min., y se
tomó el sobrenadante como inoculo.

Inoculación y mantenimien-
to de las plantas. Se inocularon
plantas jóvenes con 7 días de
emergidas, frotando el sobrenadante
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sobre las hojas primarias simples,
previamente espolvoreadas con
carborundo de mallado 600; el exceso
de inoculo se lavó con agua destilada.

Detección y cuantificación
de la sintomatología viral. Se eva-
luó la presencia de síntomas virales y
el porcentaje de plantas con virus en-
tre los 5 a 14 días después de la ino-
culación.

Reproducción de los sínto-
mas virales por inoculación me-
cánica. En la multiplicación de la
sintomatología viral se empleo la me-
todología de French y Hebert (9), se
inoculó con jugo crudo de la muestra
enferma un lote de 48 plantas sanas
de 7-10 días de emergidas de la mis-
ma variedad. Para obtener el jugo cru-
do de tejido enfermo, las hojas se pe-
saron y, se cortaron finamente, luego
se maceró en un mortero frío esterili-
zado, en presencia de buffer fosfato de
potasio, a pH 7,5 y 0,1 M, en propor-
ción de 1:4 (p/v). Las plantas con solo
sus hojas primarias (siete días de
edad), fueron espolvoreadas con el
abrasivo carborundo de mallado 600,
y con la punta del dedo índice impreg-
nado con inoculo se realizaron

tocamientos en toda el área de la hoja
primaria; luego, con agua destilada se
lavaron las hojas inoculadas, a fin de
eliminar restos del inoculo. Como con-
trol negativo se inocularon 5 plantas
solo con agua destilada. Se realizaron
tres evaluaciones a los 5, 10 y 15 días
después de la inoculación.

De igual forma se procedió a eva-
luar la sintomatología viral sobre las
diferentes plantas indicadoras. Se ino-
cularon mecánicamente cuatro plan-
tas por indicadora seleccionada, ba-
sados en que la mayoría de los virus
infectan a una o más de estas espe-
cies (2, 11). Las plantas indicadoras
utilizadas fueron: Chenopodium
amaranthicolor Coste & Reyn., Ch.
quinoa Willd. Nicotiana tabacum L.,
N. glutinosa, Cucumis sativus L.,
Vigna unguiculata L. Walp,
Phaseolus vulgaris L. y Gomphrena
globosa L. (2, 9).

En el caso de fabaceas la inocu-
lación se realizó a los 7 días de edad y
en las plantas indicadoras de otras
familias se realizó en plantas de 20
días de edad. Se realizaron tres eva-
luaciones de los síntomas a los 5, 10 y
15 días después de la inoculación.

Resultados y discusión

Porcentaje de plantas enfer-
mas por tipo de semilla. De los 53
materiales de siembra evaluados el
22,5% de las muestras de caraota y
38,5% de las muestras de fríjol estu-
diadas manifestaron síntomas virales.
Cuando se evaluó el comportamiento
de las semillas de caraota de acuerdo
al tipo, con el protocolo I, en caraota
se obtuvo un alto porcentaje de infec-

ción viral en semilla certificada
(28,6%) sí se le compara con el obte-
nido para semilla experimental (25%),
semilla común (23,1%) y semilla im-
portada (16,6%). En el caso de fríjol,
se obtuvo un alto porcentaje de infec-
ción viral en semilla común (55,5%);
no se evaluó semilla experimental, en
semilla certificada e importada de frí-
jol no se detectó infección viral, aun-
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que el número de muestras utilizadas
fue pequeño para llegar a una conclu-
sión definitiva. Sin embargo, al cal-
cular el total de plantas con infección
viral por muestras de caraota y fríjol,
se observó que, los valores obtenidos
para semilla certificada de caraota se
están por debajo del 2% cumpliendo
este valor con los requisitos exigidos
para el virus del mosaico común de la
caraota (BCMV) en las normas para
certificación del Servicio Nacional de
Semillas, específicamente (14); valo-
res altos de infección viral fueron ob-
tenidos en semilla común (6,06 hasta
20,2%), semilla experimental (5,53
hasta 12,64%) y semilla importada
(2,19 hasta 11,47%).

Efectividad de los protocolos
propuestos. La aplicación de los dos
protocolos para la detección de virus
que se transmiten a través de semi-
lla, permitieron determinar el porcen-
taje de infección viral presente en el
material de siembra evaluado. La
aplicación de métodos de detección de
virus que se transmiten a través de
semilla ("growing-on test"), han resul-
tado eficaz para reducir de forma sus-
tancial la infección en los lotes de se-
milla comercial (1). Aunque, se han
indicado limitaciones en el método
como: la interacción entre cepas de
virus, que algunos cultivares resulten
con síntomas no visibles, debe dispo-
nerse de un tiempo entre 15 a 20 días
para observar los síntomas y espacio
suficiente, el procedimiento es lento
(13-19 días) y no detecta la infección
en las variedades tolerantes a virus
(16). No deja de ser cierto que ambos
protocolos, hoy en día son poco apli-
cados dada la existencia de otras téc-

nicas de detección más sensibles y
rápidas como el ELISA (Enzyme
Linked Inmuno sorbent Assay). A pe-
sar de las limitaciones, estas
metodologías pueden ayudar a detec-
tar material con un alto grado de in-
fección viral y podrían ser aplicadas
por los organismos encargados de ga-
rantizar la sanidad de la semilla, don-
de no se disponga de recursos para la
adquisición de equipos.

Protocolo I. Pro y contras a
la aplicación de esta metodología.
Los porcentajes de plantas detectadas
con virus, con el uso de esta metodo-
logía, resultan importantes, ya que se
tiene el índice de la transmisibilidad
del virus (9). Con el protocolo I solo se
evaluaron síntomas de plantas que
demuestran infección cuando su ex-
presión era evidente, resultando este
hecho una desventaja al no poderse
detectar los virus latentes o enmas-
carados; aunque se afirma que es poco
frecuente el enmascaramiento de sín-
tomas en este tipo de pruebas o
"growing-on test" (6). La literatura
hace referencia con mayor énfasis al
protocolo I (1, 16), esto permite infe-
rir que es el más empleado.

Protocolo II. Pro y contras a
la aplicación de esta metodología.
Al comparar las dos metodologías que,
a pesar de ser diferentes, no deja de
ser relevante el hecho que ambas per-
miten obtener un índice de la
transmisibilidad del virus llevado en
la semilla evaluada. Con el Protocolo
II se evalúa el porcentaje de infección
por muestra y no por planta como en
el protocolo I. Además, se detectan
virus caracterizados, porque una gran
parte de su actividad es retenida en
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tejido seco, dado que los mismos so-
breviven a la desecación de las testas
por largos periodos; quedando en evi-
dencia al utilizar la harina de semi-
lla como inoculo, dándose la posibili-
dad de detección estos virus. Esto es
corroborado por McKinney, quien in-
dicó que el virus del mosaico de la
avena se trasmitía difícilmente cuan-
do se usaron extractos de tejidos fres-
cos, y presenta una ligera actividad
después de la desecación; mientras
que, la harina preparada de semillas
infectadas, de cosechas recientes, pro-
vee una eficiente fuente de inoculo de
virus, demostrando la alta eficiencia
en la transmisión a través de semilla
al lograr detectar mayor cantidad de
muestras infectadas al utilizar hari-
na de semilla como inoculo (21). La
aplicación del protocolo II presenta
ciertas ventajas, principalmente de
tipo práctico, sobre los métodos tradi-
cionales de inoculación, ya que se pue-
de guardar el inoculo por un tiempo
prolongado, al adicionarle sustancias
preservantes, puede ser empleado en
cualquier momento, es económico,
simple y fácil; y asegura un alto por-
centaje de transmisión. Entre las li-
mitaciones esta: la interacción entre
cepas de virus, lo cual requiere espa-
cio por el número de plantas a eva-
luar, disponer de 15 a 20 días para
observar los síntomas, ya que entre
producir un plantel de plantas
indicadoras y comenzar a observar los
síntomas se requiere unos 20 días
aproximadamente; mientras que en el
Protocolo I se lleva unos 16 días.

Comportamiento de los
hospedantes. El emplear una serie
de hospedantes diferenciales en el Pro-

tocolo II, permite identificar virus que
permanecen ocultos y definir varian-
tes del mismo (18). Aunque, las condi-
ciones ambientales y las distintas com-
binaciones de hospedante/virus, influ-
yen en la expresión de los síntomas, es
necesario mantener los umbráculos
donde se encuentran estas plantas, li-
bre de plagas para garantizar los re-
sultados (9). Las especies de fabaceas
y quenopodiáceas mostraron síntomas
virales, es importante resaltar que, P.
vulgaris y V. unguiculata constituyen
las indicadoras principales, por ser
susceptibles a todos los virus que afec-
tan a caraota y fríjol conocidos hasta
el presente (2). Las fabaceas usadas en
este estudio fueron P. vulgaris var.
‘Tacarigua’ y V. unguiculata var. ‘Apu-
re’, ya que pueden cultivarse con faci-
lidad, aminorando el tiempo de reali-
zación de la prueba; Entre las
quenopodiáceas empleadas, Ch.
quinoa mostró mayor número de lesio-
nes locales en un corto tiempo. Es de
resaltar que, las quenopodiáceas y D.
stramonium son hospedantes comple-
mentarios que permiten aislar los vi-
rus y ayudan en la posible identifica-
ción, razón por la cual han sido em-
pleadas en numerosos trabajos (2, 3,
4, 9, 11).

Consecuencias epidemioló-
gicas. En estos resultados se refleja
la calidad, en cuanto a sanidad
fitosanitaria, que posee el material de
siembra que sé están utilizando. La
semilla común presenta altos porcen-
tajes de infección, al compararse con
los obtenidos para semilla certificada
nacional, y estas diferencias son lógi-
cas ya que, para su producción no re-
cibe ningún tipo de control como ins-
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pecciones y raleo de plantas enfermas
con virus; esta semilla, generalmen-
te, proviene de siembras anteriores.
En cuanto a la semilla experimental,
los resultados obtenidos indican que
para su producción, las inspecciones,
eliminación de planta enfermas, con-
trol de vectores, etc.; han resultado
poco eficiente como medidas
fitosanitarias; mientras que, en la se-
milla importada se obtuvieron los
mayores porcentajes de infección
viral, lo que permite decir que, al sem-
brarse granos que entran al país para
consumo, se promueven las enferme-
dades virales e incrementa su inciden-
cia en las áreas productoras de
fabaceas, además, queda abierta la
posibilidad de aparición de algunas
virosis no reportadas en el país. Altos
porcentajes de infección viral pueden
afectar los cultivos de una manera
drástica con pérdidas económicas, al
causar las epidemias, formadas por un
complejo ecológico en el cual los virus,
los vectores, las plantas y el ambien-
te juegan un papel fundamental. Con

la aplicación de estas metodologías de
detección, los porcentajes de infección
viral detectados a través de la obser-
vación de la sintomatología, no dejan
de ser relevantes, ya que se trata de
semillas y material utilizado para este
fin, que se encuentra distribuido en
las principales áreas productoras e
indican la amenaza potencial de los
virus, y de su extensión hacia nuevas
áreas. Besnier (1) señala que las se-
millas juegan un papel importante en
la introducción de nuevas enfermeda-
des en un territorio, sin embargo, no
es posible en la práctica prohibir la
entrada, porque una medida tan ra-
dical, aparte de provocar graves per-
turbaciones en el comercio internacio-
nal, resultaría ineficaz en la mayoría
de los casos; ya que pueden ser intro-
ducidos por otros medios menos con-
trolados; cabe citar que la introduc-
ción de granos como cereales, fabaceas
y oleaginosas, pueden ser utilizados
como semillas, aunque no se destinen
para la siembra, en algunas ocasio-
nes, éste puede ser su fin último.

Conclusiones y recomendaciones

Las metodologías empleadas en
este estudio, permiten conocer en lo-
tes de semillas la presencia de virus,
resultando bastante sencillas, fácil y
de bajos costos sí se cuenta con las con-
diciones mínimas para su ejecución.

La semilla certificada nacional
presentó infección viral, aunque sus
porcentajes fueron los más bajos, lo
que permite decir que los controles
exigidos para su producción se reali-
zan, dando garantía a los producto-
res nacionales para su utilización.

Con relación a la semilla experi-
mental, el alto porcentaje de infección
viral, indica que las prácticas para el
control en campo han resultado poco
eficientes; en la semilla común la pre-
sencia de virus es de esperarse, ya que
generalmente, proviene de siembras
anteriores sin ninguna selección; con
relación al grano importado, los por-
centajes de infección viral resultan
alarmantes, por lo que los mismos no
deben ser usados como semillas.

La ejecución de las metodologías
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empleadas en este estudio, por los or-
ganismos encargados de garantizar la
sanidad de la semilla, permitirá de-
tectar y tomar las acciones necesarias

que garanticen la calidad fitosanitaria
del material de siembra antes que el
mismo sea llevado al campo.
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