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RESUMEN

El Virus del rayado del Banano (BSV) es un patége-
no que se transmite a través de propagacion vege-
tativa de material infectado y de sus insectos vec-
tores, esta causa grandes pérdidas econdémicas vy
€s un serio problema en programas de mejoramien-
to. La falta de un método de diagndstico confiable,
sensible y especifico, ha permitido que este virus
esté transmitiéndose continuamente en los campos.
El virus del rayado del banano (BSV) miembro del
género Badnavirus, causa pérdidas en la produc-
tividad de las plantaciones bananeras, entonces,
como primer paso en la lucha contra este virus, se
planted el objetivo de: Determinar la presencia del
virus del rayado del banano, en las bananeras de
Machala, Provincia de El Oro. EI ADN viral y vegetal
fue extraido usando un método rapido con CTAB y
que produce una muestra de ADN apropiada para el
analisis de PCR. Utilizando un juego de iniciadores
que amplifican un fragmento de 221 pares de bases
correspondiente al gen de la transcriptasa inversa
de los badnavirus, usando este método fue posible
detectar la presencia de este virus en un determina-
do numero de muestras, en la Provincia de El Oro.
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ABSTRACT

Banana streak virus BSV is a pathogen which is
transmitted through vegetative propagation of in-
fected material and through its insect’s vectors; this
virus causes great economic losses and it is a se-
rious problem in breeding programs. The lack of a
reliable diagnostic protocol, sensitive and specific,
has allowed that this virus is being transmitted conti-
nuously in banana farms. Banana Streak Virus (BSV)
member of genus Badnavirus, is the responsible of
yield losses in banana plantations, then, as first step
for fight against this virus, this goal was stablished:
to elaborate a diagnostic protocol for the detection of
Banana Streak Virus, in the banana farms of Machala,
province of El Oro. Viral and plant DNA was extrac-
ted using a rapid CTAB method which produces a
suitable DNA sample for PCR analysis. Using a set
of primers that amplified a 221 bp fragment corres-
ponding to inverse transcriptase of Badnaviruses
ORF 3, was possible to detect the presence of this
virus in a determined number of samples at the El
Oro province.
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INTRODUCCION

El banano es un cultivo de gran importancia eco-
némica para nuestra provincia, ya que representa
su principal actividad agricola y es una importante
fuente de ingreso econdmico para los pequenos y
grandes productores, y la principal para las familias
que trabajan en las fincas donde se produce. En el
Ecuador se cultivan alrededor de 200000 Ha de ba-
nano subgrupo Cavendish (AAA), el mismo que es
atacado por una variedad de plagas y enfermeda-
des, entre las cuales se encuentra la causada por
el Virus del rayado del Banano, el cual es el virus de
mayor importancia econémica presente en las plan-
taciones de nuestro pais.

Este virus puede llegar a ocasionar la pérdida de
la productividad del cultivo entre el 7 y el 90 %
(Lassoudiere, 1979) y se transmite primordialmente
de forma vegetativa al 100 % de la progenie y por
medio de las cochinillas. El virus pertenece al gé-
nero Badnavirus, es cual esta constituido por parti-
culas baciliformes de 120-150 * 30 nm de diametro,
que encierra un genoma de ADN circular de doble
cadena de aproximadamente 7500 pares de bases.

La produccion bananera en Ecuador, se encuentra
amenazada por este virus, ocasiona severos dafios a
la plantacion, a diferencia de las enfermedades oca-
sionadas por bacterias y hongos, las enfermedades
virales no se pueden controlar mediante productos
quimicos. La aplicacion de este protocolo, ayudara
al diagndstico oportuno de este virus y evitara que
la enfermedad sea propagada en los campos por
medio de la reproduccion de material infectado.

MATERIALES Y METODOS

En los materiales y métodos en lo que concierne al
trabajo de campo se lo llevd a cabo en las plantacio-
nes de banano de la provincia de El Oro, que com-
prenden los cantones: Machala, Pasaje, EI Guabo,
Santa Rosa y Arenillas.Geograficamente, los can-
tones estudiados se encuentran entre las siguien-
tes coordenadas: Latitud: 03° 15’ Sur y 03° 33’ Sur,
Longitud: 79° 51’ Oeste y 80° 04’ Oeste, Altitud:< 50
msnm.

Las muestras fueron recogidas en fincas bananeras
de los cantones Machala, Pasaje, El Guabo, Santa
Rosa y Arenillas, donde se produce banano en la
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provincia de El Oro, para el muestreo las fincas fueron
clasificadas como Tecnificadas, Semitecnificadas y
No Tecnificadas, dentro de esta clasificacion de las
fincas por nivel de tecnificacion se sigui6 el criterio
siguiente:

Una finca tecnificada es aquella que consta de riego
a presion, sistemas de cable via, buen control de
malezas y un Técnico encargado de la misma.Una
finca semitecnificada es la que puede tener riego a
presion o cable via, pero carece de un técnico en-
cargado. La finca no tecnificada es la que carece de
todos los componentes tomados en cuenta en las
dos categorizaciones anteriores.

Estas muestras cubrieron los principales clones que
son cultivados en la provincia, como son los del sub-
grupo Cavendish, entre ellos Cavendish gigante,
Cavendish enano y Valery, en menor numero Filipino
y Grand naine, todos estos pertenecientes al grupo
gendmico AAA. Las muestras de hojas fueron toma-
das de plantas que expresaron sintomas de BSV, tal
como los descritos anteriormente (Daniells, Smith &
Hamill,1999). La muestra correspondid a una parte
de la hoja que mostraba sintomas de rayado cloroti-
co de aproximadamente 10 x 40 cm. En las plantas
que no mostraron sintomas sobre las hojas, pero te-
nian otros sintomas como los descritos en Daniells,
etal. (1999), se tomo la muestra de la tercera hoja to-
talmente abierta. Para cada muestra el sitio, nombre
de la finca, nivel de tecnificacion, area, la variedad
de banano y el tipo de sintomas fueron registrados.

Las muestras fueron envueltas en papel periodi-
co humedecido y colocadas dentro de una funda
plastica como lo recomendado por Caruana (1998).
Luego estas muestras seran guardadas a -20 oC y
examinadas posteriormente.

El protocolo de diagndstico se realizara mediante la
recoleccion de la muestra a partir de plantas que se
sospecha estan infectadas por el virus del rayado
del banano, de acuerdo con los sintomas, la extrac-
cion de ADN de dichas muestras y posterior analisis
de PCR, utilizando los iniciadores disefiados a partir
de regiones conservadas del virus, para luego en
base a los resultados diagnosticar la infeccion por el
Virus del rayado del banano .Las técnicas molecula-
res requieren de la extraccion de ADN gendmico de
apropiada pureza. El aislamiento de ADN de buena
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calidad es el prerrequisito para la investigacion mo-
lecular. Aplicaciones exitosas de PCR requieren la
eficiente recoleccion de un ADN de buena calidad
y cantidad. Los miembros del orden Zingiberales,
entre ellos Musa, contienen una gran cantidad de
polisacaridos y de polifenoles. Los metabolitos se-
cundarios y los polisacaridos intervienen con los
procedimientos de extraccion de ADN vy aplicacio-
nes de PCR, es por esto que la remocién de estos
contaminantes requiere de complicados protocolos
(Khumallambam, 2013).

Para la extraccion de ADN se realiza lo siguiente:
precalentar el bufer de extraccion que contiene (2 %
CTAB, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.2 %
mercaptoetanol), Se tomo aproximadamente 1 cm?2
de tejido foliar y se lo introdujo en un microtubo de
1.5 ml. Se agregd N2 liquido hasta cubrir la muestra
y se macero directamente en el tubo hasta que se
consumio el nitrégeno, en los casos que fueron ne-
cesarios se volvio a agregar nitrogeno a la muestra.
Se agregd 800 ml de CTAB buffer precalentado a
60 oC a los tejidos macerados y se mezclé en un
vortex. La mezcla entera fue mantenida a 60 oC por
20 min. Durante la incubacion la mezcla fue puesta
en el vortex varias veces. Después de la incubacion
se agregod 600 ml de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1) helado, se agito vigorosamente la mezcla en
un vortex, y se centrifugo a 13000 rpm por 5 min. Se
transfirio 400 ml del sobrenadante a un tubo nuevoy
se agrego un volumen igual de isopropanol helado y
se coloco la mezcla en hielo durante 10 min. Se cen-
trifugo a velocidad méaxima por 8 min y se descarto
la fase acuosa. Se enjuago el pellet con etanol al 80
%, se dejo secar al ambiente y luego se resuspen-
dié en 50- 100 ml de agua ultrapura o en TE. Esta
preparacion fue usada para PCR (Zhang, Uyemoto
& Kirkpatrick, 1998).

Para la realizacion de la Reaccion en cadena de la
polimerasa PCR se utilizaron juegos de iniciadores
basados sobre secuencias conservadas de la trans-
criptasa inversa presente en el ORF 3 de los bad-
navirus y que producen un amplicon de aproxima-
damente 221 pares de bases, estos son: ScBV F5
5 TCA AAG TTT GAT TTG AAG AGC GGG 3’ ScBV
R5 5 CTC CGA GAA AAC CAA TAT GTC ATC 3,
el mix de PCR contenfa 5 ml de Buffer (10 x), 8 ml
del Cl2Mg (25 mM), 4 ml de dNTPs, 0,2 ml de Taqg
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polimerasa, mas la mezcla de los iniciadores y el
ADN en un volumen final de 500011, ElI programa
de PCR utilizado seré el siguiente: 1 ciclo 94 0C por
7 min; 3 ciclos 94 0C por 30 seg, 50 0C por 30 seg,
72 0C por 1 min; 37 ciclos, 94 0C por 30 seg, 55 0C
por 30 seg, 72 OC por 1 min; 72 0C por 10 min, 10
0C por co.

Los productos de PCR fueron migrados en un gel de
agarosa de 1,5 % tenido con 0.8 uL de Bromuro de
Etidio (15 mg/ml).

RESULTADOS y DISCUSION

Se realiz6 el muestreo en 5 Cantones de la provincia
El Oro, donde se visitaron varias fincas con diferen-
tes niveles de tecnificacion (Tabla 1)

Tabla 1. Detalles acerca del niumero y nivel de tecni-
ficacion de las fincas visitadas en cada Canton.

Nivel de . El Santa ’
Tecnificacion Machala | Pasaje Guabo | Rosa Arenillas | Total
Tecnificadas 4 7 6 1 1 19
Semitecnifica-
das 7 2 0 3 0 12
No-tecnificadas | 11 2 0 1 2 16
Total 22 11 6 5 3 47

Los sintomas observados en el muestreo oscilaron
desde leves a severos con rayas cloréticas, vainas
foliares exteriores partidas y distorsion general de
la filotaxia siendo los vistos con mayor frecuencia,
seguidos por rayado necrético, rayas color marrén,
hoja cigarro necraética, lineas anchas de color ama-
rillo a lo largo de la hoja, también se observo otros
sintomas como rayado clorético-necrético, margen
purpura de las hojas, manchas color café en el pe-
ciolo, tejido necrotico en la seccion transversal del
pseudotallo, peciolos partidos, hipertrofia de la ner-
vadura secundaria, racimo deforme y puntas de las
hojas arrugadas. Asimismo, se pudo constatar que
no todas las hojas mostraban sintomas, y en algunos
casos los sintomas sobre las hojas no fueron eviden-
tes, pero lo fueron sintomas como vainas del pseu-
dotallo partidas y distorsion general de la filotaxia.

En cuanto a la extracciéon de ADN de todas las
muestras se observd una cantidad y calidad de
ADN apropiadas para el andlisis por PCR como se
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muestra en la figura 1. Los analisis de PCR fueron realizados a partir de las extracciones de ADN realizadas
con este protocolo.

Figura 1. Migracion de los extractos totales de acidos nucleicos tefiidos con bromuro de etidio (BE) de varias muestras de banano
(Musa sapientum,) extraidos con el protocolo descrito, sobre un gel de agarosa de 1.5 %.

- - -

221 pb

Figura 2. Foto de un gel de electroforesis de 1.5 % de agarosa
en el que se muestra la migracion de los amplicones de una
PCR con los iniciadores ScBV F5 y ScBV R5, y el fragmento de
amplificacion esperado de 221 pares de bases.

Se pudo confirmar que, de 103 muestras colectadas
en el campo, correspondientes a plantas que mos-
traban sintomas de estar infectadas por BSV, solo
72 dieron resultados positivos a la infeccion por el
virus BSV, como se aprecia en la figura 2, lo cual
representa el 69.9 % del total. De las 47 fincas visi-
tadas en la zona bananera de la provincia de El Oro
se encontré la presencia de BSV en 42 de estas lo
que representa el 89,36 % del numero total de fin-
cas, como se aprecia en la tabla 2, de las cuales
19 eran tecnificadas, 12 Semitecnificadas y 16 no
tecnificadas.
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Tabla 2. Resultados epidemiolégicos de BSV, de las
muestras colectadas en la provincia de El Oro, luego
de realizada la PCR.

Numero Positivo Negativo
Fincas 47 89,36% 10,64%
Muestras | 103 69,90% 30,10%

En la tabla 3 se puede observar la frecuencia con
que fueron encontrados los sintomas sobre plantas
que dieron positivo a la infeccion por un Badnavirus.

Tabla 3. Sintomas encontrados con mas frecuencia
sobre plantas que dieron resultados positivos a la
infeccion por un Badnavirus.

Sintoma Frecuencia

Rayado clorético 56
Distorsion general de la filotaxia 28
Vainas del pseudotallo partidas 27
Rayado color café del pseudopeciolo 13
Rayas color marrén 13
Rayado necrotico 11
Hoja cigarro necrdética 6
Hojas arrugadas 6
Lineas amarillas anchas a lo largo de la nervadura 4
central

Manchas necréticas 3
Tejido necrdtico en la seccién transversal 3
Rayado clorético-necroético 2

En el estudio se diagnostico la infeccion por el Virus
del Rayado del Banano BSV en las plantaciones
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bananeras de la provincia de El Oro, utilizando como
método una poderosa herramienta como lo es la re-
accion en cadena de la polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés) realizada a partir de extractos tota-
les de acidos nucleicos. Los sintomas observados
sobre las plantas muestreadas fueron muy variables
como se puede observar en la tabla 3, pero se en-
marcaron dentro de los descritos por los autores ci-
tados (Lockhart & Olszewski, 1993; Lockhart, 1995;
Diekmann, et al., 1996; Daniells, et al., 1999; Jones,
et al., 2000; Harper, Hart, Moult & Hull, 2002).

Aunque existe evidencia de la presencia de sustan-
cias inhibidoras de la PCR cuando esta se realiza a
partir de purificaciones de ADN no apropiadas para
este proceso en esta investigacion hemos sido ca-
paces de superar este inconveniente, y otro, que es
la utilizacion de tediosos y largos procesos de pu-
rificacion de ADN, con el uso del procedimiento de
Zhang, et al., (1998). Lo primero es demostrado por
la consistente amplificacion del fragmento de ADN
esperado y lo segundo por el corto tiempo utilizado
en la extraccion de ADN de cada muestra.

La amplificaciéon con los iniciadores no fue acorde
con los sintomas observados en el campo, esto po-
dria deberse a la incapacidad que tienen los inicia-
dores preparados para una cepa de detectar otras
cepas (Dietzgen, Thomas, Smith & Maclean, 1999),
lo cual también se puede constatar con la muy am-
plia heterogeneidad genética de BSV encontrada en
Uganda (Harper, Hart, Moult & Hull, 2004). Aunque
en el trabajo de Caruana (1998), solo obtuvo ampli-
ficacion a partir de minipurificaciones de particulas
virales, nosotros hemos sido capaces de hacerlo a
partir de extractos totales de acidos nucleicos, evi-
tando el tedioso proceso de la minipurificacion. En
tanto que la integracion del genoma de BSV en el
genoma de Musa ha sido publicada (Harper, Osuji,
Heslop-Harrison & Hull, 1999; Ndowora, et al., 1999;
Geering, Olszewski, Dahal, Thomas & Lockhart
(2001), el hecho de no existan reportes de BSV
integrado en el genoma las plantas del subgupo
Cavendish AAA, mas lo demostrado, de que la for-
ma integrada completa esta en el genoma B y este
se encuentre ausente de los clones del subgrupo
Cavendish, el cual es el que se cultiva en nuestra
provincia, la no-amplificacion del control negativo y
la existencia de muestras negativas es evidencia de
que no estamos amplificando secuencias integradas
en el genoma A. Ya se ha hablado de que los sinto-
mas de BSV pueden ser confundidos por los causa-
dos por otros virus (Lockhart, et al., 1993; Diekmann
& Putter, 1996; Jones, et al., 2000), los sintomas ob-
servados sobre muestras que resultaron ser nega-
tivas, son caracteristicos de BSV, sin embargo, no
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se descarta que estos pudieran ser atribuidos a la
infeccion por otro virus.

Ya que el origen de los bananos cultivados en El Oro
es muy diverso, y la propagacion clonal es un fac-
tor muy importante en la diseminacion de la enfer-
medad, sumado a que es un cultivo que ha estado
establecido durante méas de 40 afios, entonces, sur-
ge la posibilidad de que se encuentren numerosos
aislados de BSV infectando banano y que al igual
que en Uganda (Harper & Hull, 1998) la variabilidad
genética pueda ser muy grande, lo cual impida que
seamos capaces de detectar todas las cepas.

Asimismo se ha indicado que las cochinillas
vectores de Badnavirus incluyen especies de
Pseudococcus, Planococcus, Planococcoides,
Ferrisia, Saccharicoccus y Dysmicoccus (Lockhart,
1995, 1998) y de acuerdo al estudio realizado por
Armijos & Silva (2004), especies de los géneros
Dysmicoccus y Pseudococcus son encontradas en
las bananeras del Ecuador, y con la observacion
hecha en nuestro Pais, de que estas son llevadas
por hormigas (Jones, et al., 2000), aumenta el riesgo
de un brote de BSV, entonces el verdadero rol que
juegan las cochinillas y las hormigas en la disemi-
nacion de BSV en una plantacion de Banano en el
Ecuador debe ser establecido. Entonces para po-
der lograr un diagnéstico confiable de Badnavirus
en las bananeras del Ecuador es necesario, como
lo mencionado por Lockhart (1995), tener la capa-
cidad de detectar todos los aislados existentes en
el campo, y para llegar a hacerlo se necesita rea-
lizar una caracterizacion gendémica de los aislados
presentes en las plantaciones bananeras, para de
esta forma poder tener un conocimiento de la varia-
bilidad genética de BSV en el Ecuador y constatar si
la variabilidad genética presente en Uganda ocurre
también en otras partes.

CONCLUSIONES

Se diagnostico la presencia del Virus del rayado del
Banano en las plantaciones bananeras de la provin-
cia de El Oro, utilizando como método una poderosa
herramienta como lo es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) realizada
a partir de extractos totales de acidos nucleicos

Los sintomas observados sobre las plantas mues-
treadas son muy variables, pero se enmarcan dentro
de los descritos por los autores citados.

El protocolo de extraccion de ADN utilizado dio
como resultado una buena cantidad de ADN, libre
de sustancias inhibidoras, y por lo tanto apropiado
para su uso en PCR.



Se identificaron las plantas infectadas con el Virus
del Rayado del Banano, ya que luego de la realiza-
cién de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, a
partir de las extracciones de ADN de las mismas y
posterior separacion de los fragmentos de ADN, pro-
ductos de dicha reaccioén, sobre geles de Agarosa,
estas produjeron un fragmento de ADN de 221 pares
de bases, acorde al tamafio esperado para la region
del ADN del virus que flanquean dichos iniciadores.
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