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Resumen

El cultivo del banano en el Ecuador se ve afectado 
por una serie de enfermedades, de las cuales el 
Cucumber mosaic virus (cmv) es uno de los fito-
patógenos más importantes. Con este estudio se 
buscó estandarizar una técnica molecular para la 
detección sensible y altamente específica de este 
agente viral en el banano ecuatoriano. Para este 
fin, se realizó el diseño de primers específicos, 
a partir de la secuencia que se codifica para la 

proteína de la cápside del virus. Los primers PC-F1, 
PC-RD1 y K-F, usados en cDNA replicado a partir 
de ARN de banano infectado, permitieron detectar 
eficientemente la presencia del virus con la aplicación 
de reacciones de retrotranscripción y hemi-nested 
PCR. Se reportó la detección del virus incluso en 
plantas asintomáticas, lo cual evidencia que esta 
técnica resulta de alta sensibilidad para su aplicación 
en diagnósticos rutinarios del sector bananero.

Palabras clave: Musa acuminata, cucumovirus del mosaico del pepino, control de enfermedades de plantas, 
transcripción inversa

Sanidad vegetal y protección de cultivos
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Abstract

Several pests and diseases affect banana crop in 
Ecuador and Cucumber mosaic virus (cmv) is 
one of the most important pathogens. The aim of 
this research was to standardize a new molecular 
approach to achieve a sensitive and highly specific 
detection of cmv in Ecuadorian bananas. Specific 
primers were designed from the sequence encoding 

Resumo

A cultura da banana no Equador vê-se afetada por 
uma série de doenças, das quais o cucumber mosaic 
vírus (cmv) é um dos fitopatógenos mais impor-
tantes. Com este estudo procurou-se padronizar 
uma técnica molecular para a detecção sensível e 
altamente específica deste agente viral na banana 
equatoriana. Para este fim, realizou-se o desenho 
de primers específicos, a partir da sequência que 
se codifica para a proteína da cápside do vírus. 

for the virus capsid protein. PC-F1, PC-RD1 and 
K-F primers, obtained from cDNA replicated 
from RNA of infected banana, allowed accurate 
virus detection by Reverse transcription and 
Hemi-nested PCR. Virus detection was possible 
even in asymptomatic plants, providing a tech-
nology with potential use for the Ecuadorian 
banana producers.

Os primers PC-F1, PC-RD1 e K-F, usados em cDNA 
replicado a partir de ARN de banana infectada, 
permitiram detectar eficientemente a presença do 
vírus com a aplicação de reações de retrotranscrição 
e hemi-nested PCR. Reportou-se a detecção do vírus 
mesmo em plantas assintomáticas, o qual evidencia 
que esta técnica resulta de alta sensibilidade para a 
sua aplicação em diagnósticos rotineiros do setor 
bananeiro.

Keywords: Musa acuminata, Cucumber mosaic virus, plant disease control, reverse transcription

Palavras chave: Musa acuminata, cucumo vírus do mosaico do pepino, controle de doenças de plantas, 
transcrição inversa
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Introducción

La producción de banano en América Latina 
representa un importante ingreso económico (Soto 
2011). La exportación de esta fruta a nivel mundial 
está liderada por Ecuador, con el 21,95 % para 
el 2012 (DICI 2013). Para este país, la producción 
de banano aporta de manera considerable a su 
producto interno bruto (PIB): representa el 2 % del 
PIB general, el 26 % del PIB agrícola, el 8 % de las 
exportaciones generales y el 27 % de las exportaciones 
agropecuarias (dici 2013; Fierro y Villacres 2014; 
Moina y Torres 2015). El banano ecuatoriano 
(Musa acuminata, grupo AAA) es conocido a nivel 
mundial por sus características en cuanto a calidad 
y sabor, razón por la cual es ampliamente cotizado 
en los mercados internacionales (Vaca y Mesías 
2014). La disminución de su producción incide 
directamente y de forma negativa en la economía 
del país según lo comentado arriba sobre el PIB. 

Desafortunadamente, los problemas fitosanitarios 
se encuentran dentro de las principales causas de la 
disminución de su producción, lo cual desencadena 
una reducción de la competitividad en los mercados 
por descenso en la producción por hectárea y el 
deterioro de la fruta (Mena 2014). Diversos patógenos 
son los causantes de dichos efectos, ya que el banano 
se ve afectado por virus, bacterias y hongos, entre 
otros (Bautista et al. 2015); sin embargo, los virus 
patógenos son el mayor problema para el cultivo 
(Vishnoi et al. 2013).

La incidencia del cmv (Cucumber mosaic virus), 
también llamado virus del mosaico del pepino, tiene 
un gran impacto económico, ya que aparte de infectar 
al banano, afecta a una amplia gama de hospedantes. 
Su incidencia, en efecto, está reportada en más de 
1.300 especies vegetales, lista a la que se añaden 
nuevas especies cada año (Arafati et al. 2013). En el 
Ecuador, aunque son pocas las enfermedades virales 
reportadas en el banano, el cmv, que se encuentra 
diseminado en amplias zonas bananeras del país 
(Niblett et al. 1994; Orellana et al. 2008), representa 
una amenaza grave para el cultivo. Recientemente 
ha sido reportado también en la provincia de Manabí 
(magap 2014).

El cmv es un virus del género Cucumovirus, de 
la familia Bromoviridae. Posee un genoma que se 
compone de tres moléculas de ARN de sentido positivo 
de una sola hebra y dos RNA subgenómicos. El 
ARN 1 y el ARN 2 codifican proteínas que intervienen 
en la replicación, además de codificar proteínas 
multifuncionales. El ARN 3 codifica las proteínas 
de la cápside y del movimiento (Nouri et al. 2014). 
Los ARN subgenómicos (RNA 4 y RNA 4A) codifican 
para la CP (proteína de la cápside) y para la 2b (proteína 
supresora del silenciamiento génico) (Ding et al. 
1994; Jacquemond 2012). Toda esta información 
ha contribuido a establecer mecanismos de detección 
de este patógeno (Reichel et al. 1996).

Las técnicas tradicionales de detección del virus son 
limitadas, puesto que por tratarse de un parásito 
endonuclear obligado se hace imposible su aisla-
miento en medios de cultivo artificiales. Por otro lado, 
las técnicas de observación que podrían utilizarse 
requieren de la microscopía electrónica, que es una 
tecnología de alto costo y sofisticación (Pupiro et al. 
2003). Las técnicas serológicas, que no requieren 
de un aislamiento previo o presencia de síntomas 
en el hospedante para su detección, tienen una 
sensibilidad limitada, lo cual genera posibles inconve-
nientes para un control totalmente eficiente (Macías 
et al. 2006). 

Hoy día, las técnicas moleculares superan las 
limitaciones de las técnicas tradicionales y serológicas 
para la detección de patógenos. Las primeras permiten 
una detección más eficiente y de mayor fiabilidad, 
además de ser muy variadas y aplicables a casi cualquier 
diagnóstico asociado con agentes biológicos 
(Corvalán et al. 2003; Rodríguez y Barrera 2004; 
Mumford et al. 2006). En el caso del cmv, existen 
reportes de marcadores moleculares para su identi-
ficación, por ejemplo, Berniak et al. (2009) repor-
tan una mayor sensibilidad de la PCR [Polymerase 
Chain Reaction (reacción en cadena de la polimera-
sa)] en la detección de cmv con respecto al método 
ELISA. En el mencionado estudio, la sensibilidad 
del método ELISA se verificó con extractos vegeta-
les con el virus sin diluir o en preparaciones con el 
extracto diluido hasta 100 veces. La sensibilidad de 
la RT-PCR [Reverse-Transcription PCR (reacción en 
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cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa)]
fue superior, pues se detectó el virus en extractos de 
plantas infectadas diluidas hasta 10⁶ veces. 

La alta tasa de variabilidad genética de los virus, 
especialmente, del ARN, provoca la aparición de 
nuevas variantes virales, específicas de un hospedero. 
En consecuencia, en muchos casos se requiere la 
generación de marcadores específicos que permitan 
la detección de estas variantes virales (Reichel et al. 
1996). 

En este trabajo se describe la estandarización de un 
método de detección molecular de cmv para banano 
ecuatoriano. Esta herramienta podrá emplearse 
como método rutinario de detección y control del 
virus, lo cual permitirá tomar decisiones oportunas 
en el manejo de las plantaciones bananeras afectadas.

Materiales y métodos

Diseño de primers de detección

Se realizó una revisión bibliográfica para la búsqueda 
de primers reportados para detectar el virus en banano 
americano. Para el diseño de nuevos primers de 
detección, se utilizaron los polimorfismos del gen 
que codifica la proteína de cápside del virus, obtenidos 
de la base de datos del GenBank del NCBI (National 
Center for Biotechnology Information). Varios estudios 
reportan este gen para la detección de cmv (Rizos 
et al. 1992; Reichel et al. 1996; Mariño 1997; 
Gutiérrez et al. 2004), el cual es de gran interés por 
guardar relación directa con los factores de virulencia 
para la mayoría de las plantas hospedantes del virus 

(Mochizuki y Ohki 2011; Mochizuki et al. 2014). 
Las secuencias disponibles reportadas en GenBank 
para cmv aislado en banano americano tienen 
los siguientes números de accesión: AM055602.1, 
DQ640743.1, AM158321.1, DQ152254.1, U32858.1, 
U32859.1, M98501.1, M57602.1. Para alinear las 
secuencias se utilizó el programa BioEdit® (versión 
5.0.9.1) y se buscaron secuencias de consenso de 18 a 
25 pb (Nouri et al. 2014). Para el diseño de cebadores 
se utilizó el programa Primer3 (versión 0.4.0) y se 
configuraron parámetros para descartar primers 
con alta formación de dímeros o con hibridaciones 
inespecíficas (Medrano et al. 2006). Finalmente, el 
cebador K-F (5’ATGGACAAATCTGAATCAACC3’) 
del estudio de Khan et al. (2011), que presentó 
complementariedad con las secuencias del cmv en 
banano americano, fue utilizado con otros nuevos 
cebadores diseñados para los ensayos de detección 
(tabla 1). 

Obtención del material vegetal infectado

Las plantas de banano infectadas se obtuvieron en 
una plantación en el sector de El Carmen (provincia 
de Manabí) y se establecieron en la Estación Experi-
mental Tropical Pichilingue. La presencia del virus 
se verificó mediante una prueba serológica de ELISA 
con el kit de Agdia® (Cat. N.° PSA 44501/0096). 
Para disponer de suficiente material para los ensayos 
de detección molecular, las plantas infectadas se 
propagaron in vitro. Para los ensayos de detección 
se utilizaron como control dos plantas que resultaron 
positivas en el test ELISA (códigos CP1/CP2). Además, 
se incluyeron como controles negativos plantas que 
resultaron negativas en el test ELISA.

Tabla 1. Cebadores diseñados a partir del gen que codifica la proteína de la cápside del cmv presente en banano 
americano

Primer Secuencia

pc-f1 5’agacgttagcagctggtcgt3’

pc-rd1 5’caaatttcggcaarggatta3’

Fuente: Elaboración propia 
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Tabla 2. Combinación de primers utilizada para la detección de cmv

Proceso Retrotanscripción Hemi-nested

Reacción Síntesis de cDNA Primera PCR Segunda PCR

Primers PC-RD1 PC-RD1/K-F PC-RD1/PC-F1

Producto cDNA Amplicón de 349 pb Amplicón de 222 pb

Fuente: Elaboración propia 

Fuente: Modificado de Khan et al. (2011)

Extracción y cuantificación del arn genómico

Para la extracción de ARN genómico se emplearon 
entre 50 y 100 mg de hojas frescas de banano infectado 
con CMV. La muestra se maceró con nitrógeno 
líquido utilizando TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, 
Cat. N.° 15596-026), conforme al protocolo indicado 
en Chou et al. (2008). La cuantificación del ARN 
se realizó mediante el fluorímetro Qubit® RNA Assay 
(Thermo Fisher Scientific, Cat. N.° Q10210).

Retrotranscripción 

La retrotranscripción se realizó con el Strand 
cDNA Synthesis Kit para RT-PCR (AMV) de Roche 
(Cat. N.° 11483188001). Para este proceso se empleó 
el primer PC-RD1.

Estandarización y optimización de la metodología 
de detección molecular 

A partir del cDNA obtenido se realizó una hemi-nested 
PCR (tabla 2). Las concentraciones de los componentes 
PCR y los programas de amplificación se realizaron 
de acuerdo con Khan et al. (2011) con modificaciones 
recomendadas por Espinosa (2007).

Para estandarizar y optimizar el método de detección, 
se realizaron ensayos de amplificación mediante 
la modificación de la temperatura de annealing 
(50 °C; 53,5 °C; 56 °C; 60° C), la modificación de 
la concentración de cloruro de magnesio (1,5 mM; 
2 mM; 2,5 mM; 3 mM) y la reducción en el volumen 
final (25 µL a 10 µL). La tabla 3 detalla las concentra-
ciones empleadas para la primera PCR estandarizada y 
optimizada en la detección del CMV.

Tabla 3. Coctel PCR optimizado para la primera amplificación de detección de CMV en banano ecuatoriano

Reactivo Concentración inicial Concentración final Volumen

cDNA - - 2,0 µL

Buffer 10 x 1 x 1,0 µL

MgCl2 50 mM 2,0 mM 0,4 µL

dNTPs 10 mM 200 µM 0,20 µL

Primer F (K-F) 10 µM 0,2 µM 0,20 µL

Primer R (PC-RD1) 10 µM 0,2 µM 0,20 µL

Taq polimerasa 5 U/µL 0,04 U/µl 0,1 µL

Agua - - 5,8 µL

Total (µL) - - 10,0 µL
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Las temperaturas y los tiempos de amplificación 
empleados para la primera reacción de PCR se detallan 
en la tabla 4.

La tabla 5 detalla las concentraciones y volúmenes 
empleados para la segunda PCR (hemi-nested) de 
detección de CMV. El programa de amplificación es 
el mismo indicado en la tabla 4.

Reproducibilidad en la detección de CMV

La reproducibilidad de la detección se realizó con 
base en las sugerencias de Villarreal et al. (2008). 

Este ensayo consistió en efectuar cinco repeticiones 
de la prueba de detección, utilizando las condiciones 
estandarizadas y optimizadas de la reacción previa-
mente descritas.

Detección de CMV a partir de muestras vegetales 
infectadas

Para la validación, se realizaron ensayos de detección 
en plantas infectadas sintomáticas y asintomáticas 
disponibles en invernadero, utilizando el control 
positivo de la fase de estandarización.

Fuente: Modificado de Khan et al. (2011)

Tabla 4. Programa de pcr estandarizado para la primera pcr de detección de cmv en banano ecuatoriano

Fase Temperatura Tiempo 

Denaturación inicial 94 ºC 4 minutos

Denaturación 94 ºC 30 segundos

Annealing 50 ºC 45 segundos

Extensión 72 ºC 45 segundos

Extensión final 72 ºC 4 minutos

Total de ciclos: 30

Fuente: Modificado de Khan et al. (2011)

Tabla 5. Coctel pcr optimizado para la segunda pcr de detección de cmv en banano ecuatoriano

Reactivo Concentración inicial Concentración final Volumen final

Producto PCR1 - - 1,0 µL

Buffer 10 x 1 x 1,0 µL

MgCl2 50 mM 1,5 mM 0,3 µL

dNTPs 10 mM 200 µM 0,2 µL

Primer F (PC-F1) 10 µl 0,5 µM 0,5 µL

Primer R (PC-RD1) 10 µM 0,5 µM 0,5 µL

Taq polimerasa 5 U/µl 0,04 U/µl 0,1 µL

Agua - - 6,5 µL

Total (µL) - - 10,0 µL
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Resultados y discusión 

Detección de CMV

Con el protocolo de extracción establecido, se 
obtuvieron al menos 6 fg de ARN del virus, cantidad 
requerida para la RT-PCR. Con el ARN extraído se 
iniciaron las pruebas y ensayos para la detección 
del CMV. Los ensayos de detección del virus se 
realizaron con los primers reportados por Rizos 
et al. (1992), Gutiérrez et al. (2004) y Khan et al. 
(2011), con los cuales no se obtuvo la amplificación 
del fragmento esperado (figura 1). Estos marcadores 
resultaron, por lo tanto, ineficientes para detectar 
el virus en el material de control disponible. Según 
Nouri et al. (2014) y Pita et al. (2015), la diversidad 
de ARN de los virus conduce a la aparición de nuevas 
cepas y genotipos, los cuales surgen por recombina-
ción genética o mutaciones. Por esto, resulta probable 

que las cepas de CMV que se encuentran en el 
Ecuador difieran de las reportadas por Rizos et al. 
(1992) y por Gutiérrez et al. (2004), lo cual explicaría 
que no sean detectadas por los marcadores disponibles. 

Con el alineamiento de secuencias del GenBank, 
se validó únicamente el primer K-F reportado por 
Khan et al. (2011). Además, se evidenció una gran 
cantidad de variaciones a lo largo de las secuencias 
alineadas, de acuerdo con lo mencionado por Nouri 
et al. (2014) y Pita et al. (2015) (figura 2). Se 
identificaron dos secuencias de consenso para 
todos los aislados, lo que facilitó el diseño de nuevos 
cebadores. De este alineamiento se sintetizaron dos 
juegos de cebadores para la detección y se obtuvieron 
los mejores resultados con los primers PC-F1 y PC-RD1. 
Cabe indicar que el primer PC-RD1 es degenerado 
en una base con el fin de amplificar el polimorfismo 
observado en esta posición (figura 3).

Figura 1. Pruebas de amplificación para detección de CMV, con marcadores según Rizos et al. (1992), Gutiérrez et 
al. (2004) y Khan et al. (2011). MP: marcador de peso; CP1 y CP2: controles positivos CMV; neg: controles negativos. 
Fuente: Elaboración propia

Figura 2. Alineamiento y polimorfismo de secuencias de CMV obtenidas en GenBank. 
Fuente: Elaboración propia
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Figura 3. Cebadores PC-F1 y PC-RD1 diseñados en secuencias alineadas de CMV. 
Fuente: Elaboración propia

Figura 4. Visualización del fragmento de detección de CMV en gel de agarosa al 2%. a. Primera PCR; b. Segunda PCR 
(MP: marcador de peso; CP1 y CP2: controles positivos CMV; neg: control negativo). Las flechas indican el fragmento 
de detección de 222 pb. 
Fuente: Elaboración propia

Dado que el virus es monocatenario, la retrotrans-
cripción se realizó con el primer reverse PC-RD1, 
razón por la cual únicamente se empleó el cebador 
reverso. Con el objeto de aumentar la sensibilidad 
de la detección y conforme a la validez de tres 
marcadores, se realizó una segunda PCR, en la que 
se conservó uno de los primers (hemi-nested PCR). 
Esta variante de PCR tuvo una mayor sensibilidad 
y especificidad de detección, gracias a lo cual se 

corroboró lo reportado por Pulido et al. (2006), 
Batista et al. (2008) y Acosta et al. (2011). Además, 
debido a la degeneración del primer PC-RD1, el 
aumento en la especificidad resultó ser otro pun-
to importante para la elección de esta técnica de 
amplificación. El fragmento amplificado tuvo un 
peso de 349 pb en la primera PCR (no visible en gel) 
y, en la segunda, de 222 pb (figura 4).
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Figura 5. Optimización de la reacción de detección de CMV. a. Gradiente en la concentración de MgCl2; b. Gradiente 
en el volumen final de reacción 25 µL y 10 µL (MP: marcador de talla; CP1, CP2: controles positivos CMV; neg: control 
negativo). Las flechas indican la presencia de artefactos de amplificación con el aumento de la concentración de 
MgCl2. 
Fuente: Elaboración propia

Las reacciones PCR se basaron en las recomenda-
ciones de Espinosa (2007) y se optimizaron en 
volumen de reacción, concentración de cloruro de 
magnesio y temperatura de annealing. Como se 
observa en la figura 5, se estandarizó la reacción con 
una concentración final de 1,5 mM de MgCl2 en un 
volumen final de 10 µL.

Reproducibilidad y validación del método

Se comprobó que el método de detección desarro-
llado es altamente reproducible. No se observaron 
diferencias en la eficiencia de la detección en las 

repeticiones realizadas, resultado que concuerda 
con lo reportado en trabajos anteriores (Poutou 
et al. 2005; Villarreal et al. 2008). Por otro lado, 
la validación del método de detección resultó 
eficiente. Los resultados de los ensayos permitieron 
la validación del marcador de detección en plantas 
asintomáticas que resultaron infectadas (figura 6), 
así como en un screening con plantas sanas e infectadas 
(figura 7). Resultados similares se reportan en los 
estudios de Rizos et al. (1992), Gutiérrez et al. 
(2004) y Khan et al. (2011), quienes reportan la 
presencia del virus en plantas asintomáticas.
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Figura 6. Validación del fragmento de detección de CMV (MP: marcador de talla; m1, m2, m3 y m4: muestras de banano 
infectado con CMV; CP1 Y CP2: controles positivos CMV; neg: control negativo PCR). 
Fuente: Elaboración propia

Figura 7. Screening del marcador de detección de CMV en plantas enfermas (P3, P4 y P5) y sanas (P1, P2, P6 y P7) 
(MP: marcador de talla; neg: control negativo PCR; CP1: control positivo CMV). 
Fuente: Elaboración propia
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Conclusiones 

La tecnología de detección reportada permite 
identificar la presencia de CMV en plantas de banano 
ecuatoriano y representa una alternativa frente a 
los métodos serológicos existentes. Las pruebas 
con otros marcadores publicados anteriormente no 
permitieron realizar la detección en las muestras 
de control, por lo que en este trabajo se reporta el 
desarrollo de nuevos primers para la detección en 
plantas infectadas con CMV. 

La sensibilidad del método se basa en una reacción 
de hemi-nested PCR en el cDNA de la cápside del 
virus. Esta técnica fue capaz de detectar hasta seis 
femtogramos de ARN viral presente en la muestra, 
resultado que indica una alta sensibilidad del 
marcador de detección desarrollado. El método 
presenta un elevado potencial para el screening de 
muestras en las que el virus se encuentra en estadios 
de incidencia temprana, inicial o en bajas concentra-
ciones. En el corto plazo, será conveniente adaptar 
esta tecnología a la PCR en tiempo real (qPCR).
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