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Resumen

La produccion bananera de Ecuador enfrenta desafios fitosanitarios significativos, siendo el
Banana streak virus (BSV), género Badnavirus, una amenaza latente. Este proyecto evalua la
incidencia y diversidad genética del patdgeno en las provincias de Guayas y Los Rios para
fortalecer el diagnostico local. Durante el desarrollo se recolectaron tejidos foliares y
reproductivos mediante un muestreo dirigido primordialmente a plantas con sintomatologia
caracteristica. Se optimizaron protocolos de extraccion de &cidos nucleicos y se ejecutaron
ensayos de PCR de punto final dirigidos a regiones de la capside y poliproteinas,
complementados con secuenciacion Sanger y andlisis filogenético. Los resultados demostraron la
presencia del virus en localidades del Guayas como San Lorenzo de Garaicoa, Tenguel y Salitre.
Se identific al Banana Streak OL virus (BSOLV) mediante alineamientos que revelaron alta
homologia con secuencias de referencia. Asimismo, se valido la amplificacion viral en cascara
de fruto, confirmando la naturaleza sistémica de la infeccion. Se concluye que BSOLV prevalece
en el Ecuador y que la herramienta molecular estandarizada garantiza una deteccion robusta,
fundamental para el monitoreo de la salud del cultivo y la prevencion de la dispersion viral.

Palabras Clave: Badnavirus, Diagnostico molecular, Musa spp., PCR, Filogenia.



Abstract

Banana production in Ecuador confronts significant phytosanitary challenges, with

II

Banana streak virus (BSV), genus Badnavirus, representing a latent threat. This project assessed

the incidence and genetic diversity of the pathogen across Guayas and Los Rios provinces to
strengthen local diagnostic capabilities. Throughout the study, foliar and reproductive tissues
were collected via targeted sampling, prioritizing plants exhibiting characteristic
symptomatology. Nucleic acid extraction protocols were optimized, and endpoint PCR assays
targeting capsid and polyprotein regions were performed, followed by Sanger sequencing and
phylogenetic analysis. Findings confirmed viral presence in Guayas localities such as Tenguel
and Salitre, specifically identifying Banana streak OL virus (BSOLYV) through alignments,
demonstrating high homology with reference sequences. Furthermore, viral amplification was
validated in fruit peel tissue, corroborating the systemic nature of the virus. It is concluded that
BSOLYV is prevalent in Ecuador, and the standardized molecular tool ensures robust detection,

which is critical for crop health monitoring and the prevention of viral dissemination.

Keywords: Badnavirus, Molecular diagnosis, Musa spp., PCR, Phylogeny.
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1.1 Introduccion

El banano (Musa spp.) encabeza como uno de los cultivares pertenecientes al sistema
agricola tropical mas importante, debido a su amplia produccion, acogida social y el papel
fundamental que cumple en la economia exportadora de diferentes paises. Segiin Murillo (2021),
los principales productores son las naciones de “Africa, Brasil, China, entre los que destacan
Colombia, Costa Rica y Ecuador”.

La familia Musaceae comprende un grupo reducido de plantas herbaceas perennes de
gran tamano. El género Musa engloba a las especies cultivadas de banano, cuyos frutos se
caracterizan por su dulce sabor y alto valor nutricional (Pareek, 2016), ampliamente aceptados
para consumo humano (Qamar & Shaikh, 2018). A pesar de que cada planta produce una tnica
inflorescencia por ciclo vegetativo, cada racimo puede desarrollar de 8 a 20 manos y
aproximadamente de 70 a cientos de dedos en condiciones 6ptimas (Kumar et al., 2021). Este
rendimiento, junto con la calidad, y riqueza nutricional de su fruto lo destaca entre los productos
de mayor exportacion a nivel global.

En Ecuador, la industria bananera es uno de los sectores mas resilientes y estratégicos,
manteniendo su liderazgo internacionalmente como uno de los principales exportadores de
banano. De acuerdo con el boletin de cifras del Ecuador presentado en septiembre del 2025 por
el MPCEIP, el banano, después del camardn y el petroleo, es el producto que mas se exporta en
el pais con ingresos de USD 2.428 millones FOB registrados entre enero y julio del 2025
(Mufioz & Vargas, 2025). Asimismo, las exportaciones acumuladas registraron un volumen de
cosecha de 257,44 millones de cajas de aproximadamente 18,14 kg cada una, destacando como
principales destinos Union Europea, Estados Unidos, China, Rusia y Paises Bajos
(BananaExportNw, 2025).

Actualmente, la produccion bananera nacional enfrenta grandes desafios que afectan

integralmente en la calidad del fruto y, en consecuencia, el rendimiento de la exportacion. Entre



los principales problemas que limitan la productividad bananera reportados se encuentran las
condiciones climaticas, incidencia de fendémenos naturales, y la susceptibilidad del cultivo a
enfermedades fitosanitarias, agravadas por la carencia de inversion (Salazar, 2025). Este ultimo
destaca como una de las amenazas estructurales mas severas y persistentes, que generan una
gran pérdida econdémica, dado que puede ocasionar reducciones en la productividad y calidad del
fruto de hasta un 80%, incrementa costos de manejo y dificulta la recuperacion de las unidades
productivas afectadas (Ewané et al., 2024).

Manzo (2014) establece que las principales enfermedades virales de mayor relevancia
cuarentenaria y econoémica son las pertenecientes al “Banana bunchy top virus (BBTV), virus del
mosaico de la bractea (BBrMV), virus del estriado del banano (BSV) y virus del mosaico del
platano (BMV)”. Soldrzano, 9 afios mas tarde, reafirma a Manzo colocando al BSV como uno de
los patogenos que mas afectan a la familia de las muséaceas y por consiguiente como un gran
desafio para los productores (Martinez-Solorzano et al., 2023).

Los BSVs pertenecen al género Badnavirus, familia Caulimoviridae. Son particulas
virales baciformes sin envoltura que contienen ADN circular bicatenario parcialmente cerrado.
La infeccion por estos virus se asocia con presentar rayas amarillas o blanquecinas, que
progresan hacia la necrosis en las hojas, fisuras y deformaciones en los frutos, asi como una
disminucioén del crecimiento vegetativo y tamafo del racimo, impactando significativamente las
unidades de produccion (Bhardwaj et al., 2025).

En Ecuador, la informacion sobre prevalencia y diversidad genética de los BSVs sigue
siendo escasa, limitando la comprension epidemioldgica. Ademas, el fortalecimiento de la
exportacion y el intercambio puede incrementar el riesgo de introduccion de variantes virales
(Diario, La Hora, 2006). Ambas situaciones representan una amenaza preocupante para la
economia ecuatoriana. El presente trabajo se orienta a generar conocimiento técnico sobre la

prevalencia y variabilidad genética de los BSVs en Ecuador, integrando competencias de



diagnostico molecular (PCR), bioinformatica y analisis filogenético. Se observaran cuatro
capitulos. El primero, sita el contexto, objetivos, descripcion del problema y la justificacion de
este; el segundo detallard la metodologia empleada; el tercero expondra los resultados y anélisis
para finalmente, en el cuarto, presentar las conclusiones y recomendaciones pertinentes a la

aplicacion de los hallazgos realizados.

1.2 Descripcion del Problema

La exportacion de banano es el tercer ingreso mas fuerte a nivel nacional, siendo un
cultivo de gran importancia econémica y social para el Ecuador (Murillo et al., 2021).

Los cultivos de banano enfrentan diferentes desafios entre los que se destaca la
problematica fitosanitaria al ser propensos a infecciones (Bhardwaj et al., 2025). Cada afio a
nivel mundial, un 40% de cultivares son afectados y aproximadamente el 47% de los patogenos
responsables son virus (Martinez-Solorzano et al., 2023).

Los Virus del Estriado de Banano (BSVs) son pararetrovirus. Para replicarse no necesitan
ingresar al genoma de su huésped, sin embargo, en caso de hacerlo, podrian activarse para
generar enfermedades (Jaufeerally-Fakim et al., 2006). Se han identificado 12 especies que
pueden estar presentes tanto de forma episomal o endégena (Bhardwaj et al., 2025). Son de
comportamiento sistémico y pueden transmitirse a través de vectores, o mediante herencia del
material genético viral, garantizando la transmision al 100% de su progenie (Bhardwaj et al.,
2025). Estas caracteristicas asocian a la enfermedad con pérdidas de un 7% hasta un 90% de la
produccion, que afectan a millones de plantas y productores (Mocha-Cuenca, 2020).

En Ecuador, se han generado afectaciones severas en los cultivares de Musa spp.
vinculados al BSV. El virus induce sintomas en el pseudotallo, hoja y fruto, que varian desde el
moteado, lineas de coloracion blanca o amarillentas en el margen de la hoja, grietas y moteado
en la cascara del fruto hasta la necrosis en la hoja y deformacion de frutos. Estas alteraciones

reducen la capacidad fotosintética de la hoja, el tamafio y peso del racimo, y retrasan el



crecimiento de la planta. En infecciones severas, obliga a los productores a eliminar miles de
unidades de produccion, alzando los costos de produccion para implementar insumos que
estabilicen los cultivos y controlen a los vectores (Armijos et al., 2004). En conjunto, estos
factores comprometen significativamente la calidad y rendimiento de los cultivos, limitando su
valor comercial y su competitividad en los mercados internacionales (Bhardwaj et al., 2025).
Es necesaria la implementacion de estudios que muestren la presencia temprana de estos
virus, analizando la variabilidad genética de los BSVs sobre los cultivares ecuatorianos, de
manera que permita optimizar programas de vigilancia epidemioldgica y generar estrategias de

contencion, prevencion y manejo del virus a favor de los productores ecuatorianos.



1.3 Justificacion del Problema

La industria bananera ecuatoriana presenta un solido crecimiento de exportacion a nivel
mundial, posicionando al Ecuador como una de las naciones mas destacadas en la exportacion de
banano (Lopez, 2025). En 2024, se ubic6 al banano como el segundo producto no petrolero
tradicional de mayor importancia econdmica de la nacion al recaudar USD 3.882,01 millones
(Ortiz, 2025). Siendo un motor para emplear y generar ingresos a familias ecuatorianas, ademas
de posicionar mundialmente al pais como un mercado competitivo.

La presencia del BSV en cultivos de banano amenaza la sostenibilidad de la produccion
ya que, en sus diferentes variantes gendmicas es responsable de severas patologias que afectan la
productividad, calidad y rendimiento, reduciendo la capacidad productiva hasta en un 90%
(Mocha-Cuenca, 2020) .

Su diversidad genética es elevada, diferencidndose en 12 especies con dos diferentes
formas de integracion al genoma del hospedero y activacion de su infeccion, lo que dificulta la
aplicacion de técnicas moleculares de deteccion sensibles y especificas (Umber et al., 2022).

En el caso de Ecuador, la informacion disponible sobre los BSV es escasa, dificultando
su diagnoéstico, conocimiento epidemiologico, evaluacion de riesgo fitosanitario y formulacion
de respuestas oportunas para un manejo eficaz, lo que limita la comercializacion del banano
(Mocha-Cuenca, 2020). Esta carencia de datos representa una brecha fundamental para poder
establecer programas de deteccion, monitoreo y control, los cuales estén intrinsecamente
relacionados con el contexto nacional. El presente estudio es indispensable porque permitira
sentar bases técnicas de la presencia del BSV en Ecuador, facilitando y optimizando la
implementacion de estrategias que reduzcan las pérdidas en el rendimiento y fortalezcan la

seguridad de los productores junto con la competitividad del mercado bananero.



1.4 Objetivos.
1.4.1 Objetivo general

Analizar la prevalencia y variabilidad genética del Virus del Estriado del Banano (BSV)
en plantaciones comerciales del Ecuador y mercados pertenecientes a la ciudad de Guayaquil,
mediante técnicas moleculares y bioinformaticas, para su uso en la implementacion en medidas

de manejo.
1.4.2 Objetivos especificos

a) Desarrollar un protocolo de deteccion de BSV a partir de la hoja y corteza de banano tierno
mediante métodos moleculares.

b) Determinar la prevalencia de BSV en Ecuador a través de analisis moleculares en muestras
provenientes de Fincas y mercados.

¢) Analizar la variabilidad genética de aislados ecuatorianos de BSV mediante secuenciacion

y analisis filogenético de fragmentos gendmicos del virus.



1.5 Marco teorico

1.5.1 Cultivo de Banano

La familia Musaceae engloba a tres géneros de plantas herbaceas perennes de gran
tamafo Musa, Ensete y Musella. El primero, es aquel del que surgen los cultivares de bananos
que destacan por su amplio consumo a nivel mundial (Lau et al., 2020).

La planta de banano puede alcanzar hasta 7,5 m de altura con un sistema radicular
formado por raices primarias que alcanza los 3 metros de longitud y secundarias focalizadas en
los primeros 60 cm del suelo, las cuales surgen del rizoma. Su estructura se basa en un
pseudotallo formado por un conjunto de vainas foliares que se encuentran sujetas en espiral y un
tallo diferenciado en 3 secciones: rizoma, tallo aéreo y pedunculo. El rizoma es crucial para la
produccion de nuevas plantas prosperas, y es de donde surgen las flores que posteriormente
subirdn y se convertiran en frutos, recordando que su reproduccion es completamente asexual
(Banabiosa, 2022). Se produce una sola inflorescencia por ciclo vegetativo en su centro,
sostenida por el pedunculo. Su fruto, es una baya sin semilla cuya maduracion consiste en un
transcurso de 80 a 120 dias. Estos vienen agrupados en racimos, los cuales se componen de
varias “manos”, y estan formadas por hileras de frutos individuales denominados “dedos”
(Monique & Simmonds, 2016).

El clima ideal para el cultivo es el tropical himedo con temperaturas de 18.5°C hasta
35.5°C, precipitaciones minimas mensuales de 120 mm, luminosidad optima de
aproximadamente 1000 horas luz anuales, vientos suaves y altitudes entre 0 a 300 metros. En
Ecuador, el banano (Musa paradisiaca AAA) se encuentra distribuido en todo el litoral
ecuatoriano abarcando provincias como Esmeraldas, Pichincha, Guayas, los Rios, El Oro y Santa
Elena (Jaramillo, 2020). En 2024 se reporta una superficie cosechada de 175,818 hectareas con

una produccion y rendimiento de 7,558,208 t y 42,99 t/ha respectivamente (SIPA, 2024).



1.5.2 Banana Streak Virus (BSV)

1.5.2.1 Panorama General y Morfologia

Los BSVs (virus del estriado de banano) son un complejo de especies virales que forman
parte del género Badnavirus en la familia Caulimoviridae y se caracterizan por tener particulas
virales baciformes. Se los conoce de manera informal como pararetrovirus vegetales, ya que, a
pesar de tener un genoma de ADN, tiene un paso de retro-trasncripcion a lo largo de su
replicacion. Esta familia esta constituida por 8 géneros con dos diferentes morfologias,
isométricas y baciformes. No poseen envoltura y cuentan con un tamafo estimado de 30 nm de

didmetro y una longitud entre 120 y 150 nm (Bhat et al., 2016).

1.5.2.2 Distribucion geografica del BSV y hospederos

Los Badnavirus se encuentran distribuidos geograficamente en regiones tropicales y
templadas. La mayoria de las especies de este género infectan cultivos tropicales y subtropicales
perennes (Sharma et al., 2014). Entre estos, el platano, la pimienta negra, citricos, cacao, cafia de
azucar, taro y name (Bhat et al., 2016).

Los BSVs fueron descubiertos por primera vez en Marruecos en 1974, desde ese
momento, han sido reportados en diferentes paises de Africa, Sudamérica, El Pacifico y Asia,
entre ellos, el Ecuador (Bhat et al., 2016). Una caracteristica de los pararetrovirus es que pueden
integrar su genoma al de su hospedero, a pesar de no requerirlo durante su replicacion. Es decir,
los eventos de integracion ocurren de forma aleatoria y accidental para el virus. A estas formas
integradas se las conoce como pararetrovirus endogenos (endogenous pararetrovirus, EPRV)

Es asi como, ademas de banano, se han encontrado secuencias pararetrovirales similares
al BSV en el genoma nuclear de otras plantas como la petunia, el tabaco, la papa, el arroz y
tomate. Esto no quiere decir que sean huéspedes. Sin embargo, la presencia de EPRV en el

genoma de estas plantas complica el diagnostico molecular por PCR convencional, y si son
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capaces, podrian expresar genomas virales que se desarrollen en particulas virales (Le Provost

et al., 2006).

1.5.2.3 Genoma y variabilidad genética

Este complejo de virus tiene un genoma circular de doble cadena cerrado, no covalente,
con un tamafio aproximado de 6,9 kb a 7,8 kb. Este consiste en una molécula de ADN de dos
hebras, la cual incluye al menos tres marcos de lectura abiertos caracteristicos de los Badnavirus.
En el ORF I se traduce una poliproteina de 23 kD asociado al virion, el ORF II es de 312 pb a
561 pb relacionado con una proteina de union de acidos nucleicos y el tercer ORF traduce a una
poliproteina de 216 kDa que contiene la transcriptasa inversa y la RNasaH (Jaufeerally-Fakim
et al., 2006).

Se replican a través de un ARN intermediario como hacen los retrovirus a través de la
enzima transcriptasa inversa que codifican, sin que la integracion al genoma sea necesaria,
acumulandose en forma de mini cromosomas en el nucleo del huésped (Bhat et al., 2016). Sin
embargo, se ha observado la integracion del genoma de estos virus, incluidos BSV, en el genoma
de la planta huésped, especialmente en plantas de banano, arroz y tomate (Le Provost et al.,
2006). Por lo que las especies infectivas pueden encontrarse de dos formas: el genoma esta
presente como el ADN circular y enddégena donde el genoma se integra con el huésped
(Bhardwaj et al., 2025). Esta integracion puede ser completa o incompleta, asi como capaces e
incapaces de formar infecciones virales episomicas (Bhat et al., 2016). En los BSVs se han
diferenciado dos tipos de integrantes. Uno que posee el genoma completo intercalado con
secuencias invertidas no contiguas, con la capacidad de recombinarse y activar el proceso de
escision que produce la forma episomal del virus; y otro con el genoma incompleto que no le
permiten ser infeccioso (Le Provost et al., 2006).

Existen varias especies reportadas de BSV con diferencias serologicas y gendmicas.

Higginson (2007) establece que Uganda report6 en diferentes variedades de Musa spp., hasta 12
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nuevos tipos de BSV, ejerciendo infecciones tanto individuales como mixtas. No se ha logrado

establecer la razdn de la variabilidad genética del BSV.

1.5.2.4 Transmision, Sintomatologia y Manejo

Los Badnavirus pueden transmitirse de dos formas. Verticalmente, a través de material de
siembra infectado, hereditariamente. Y horizontalmente, basado en la infeccion de plantas sanas
a través de vectores como las cochinillas (Bhat et al., 2016).

Los BSVs, atacan a la familia de las Musaceas. Por ello, las plantas de banano son
susceptibles en cualquier etapa de su desarrollo. La infeccion es sistémica, lo que facilita su
propagacion y afecta completamente a la unidad de produccion (Armijos et al., 2004). Los
sintomas van a variar acorde a la especie viral, cultivar y condiciones ambientales (Bhat et al.,
2016). En el género Musa spp., los sintomas son marcados en la morfologia de la planta y fruto,
presentandose a medida que la enfermedad avanza. En la hoja, del lado del envés, se observan
rayas amarillas o clordticas en patrones, estrias, las cuales, se vuelven necroticas; ademas, ocurre
division y debilitamiento en el pseudotallo junto una pudricién acuosa basal; finalmente, se
generan grietas y moteado en la cascara del fruto. Las afectaciones se visualizan de manera mas
agresiva a 22°C y disminuye en temperaturas entre 28°C y 35°C (Bhardwaj et al., 2025).

No hay productos disponibles en Ecuador para el control de virus en plantaciones. Por
ello, durante un estudio realizado por el INIAP se realizaron 3 recomendaciones para el manejo
del BSV en cultivos. El primero se enfoca en el uso de material vegetal libre del virus, el
segundo indica la eliminacion de plantas enfermas, por lo que resulta en la pérdida de esa

unidad, y por ultimo, controlar la poblacion de vectores (Armijos et al., 2004).

1.5.2.5 Deteccion

Se pueden aplicar diferentes métodos para el diagndstico que pueden ser visuales como

serologicos. Los visuales se basan en la inspeccion de la morfologia de la planta y la deteccion
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de particulas virales por medio de microscopia electronica. Los serologicos se basan en ELISA,
hibridacién por dot-blot y PCR.

La técnica mas usada en diversos estudios para la identificacion de este virus se basa en
la aplicacion de la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Sin embargo, es complejo
diferenciar el ADN independiente y replicativo de las secuencias integradas al huésped, por lo

que complementan con técnicas inmunoldgicas (Higginson, 2007).

1.5.3 Técnicas moleculares preanaliticas (Procesamiento de material genético): Extraccion

de Acidos Nucleicos Totales

Este es un paso preanalitico crucial para poder aplicar métodos de pruebas moleculares de
diagndstico exitosas. Por ello se realiza con cuidado la recoleccion y preparacion de muestra, su
transporte y almacenamiento, la estabilizacion de acidos nucleicos para finalmente extraerlos
(Shin, 2018).

Esta técnica de extraccion consta de tres procesos: Aislamiento o lisis celular,
purificacion e inactivacion de nucleasas intracelulares y concentracion. Y lo que se realice en
cada uno de ellos va a depender de las caracteristicas de la muestra, su sensibilidad y lo que se

desee analizar (Orfao & Pinto, 2011).

1.5.4 Técnicas analiticas especificas (Diagnosticas): RT, PCR y Secuenciacion de ADN

1.5.4.1 PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica molecular que permite la
amplificacion de un grupo de acidos nucleicos de interés, a través del uso de una enzima
denominada Taq polimerasa. Esta es una ADN polimerasa termoestable obtenida de Thermus
aquaticus. Ademas, se hace uso de cebadores, secuencias de 20 a 30 nucleotidos

complementarios a regiones especificas guia. Consta de 3 fases principales que se ciclan, y estos
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consisten en la: desnaturalizacion, la union de los cebadores y la amplificacion. (Khehra et al.,
2025).

En la desnaturalizacién el ADN o ADNc es expuesto a 95°C para que los puentes de
hidrogeno presentes se rompan y las hebras se separen. Luego, baja la temperatura a la ideal de
los cebadores, habitualmente entre 55°C a 72°C, permitiendo que estos reconozcan la secuencia
complementaria en cada hebra y se unan a ella. Finalmente, se da una fase de extension, donde la
enzima polimerasa reconoce al cebador y se une para empezar a anadir nucleétidos
complementarios, recorriendo la cadena en direccion 5 a 3°. Este proceso se repite en un
termociclador de 30 a 40 veces generando multiples copias de ADNc. Se toma en cuenta que la
eficiencia de la amplificacion disminuye con el aumento de los ciclos (Khehra et al., 2025).

Existen dos tipos de PCR, aquella de tiempo real y la de punto final. La primera, es de
caracter cuantitativo, detectando durante la amplificacion y cuantificando por medio de probes
especificos y tintes que se encarguen de la emision de senales. Y la segunda es cualitativa, solo
indica la presencia o ausencia de la secuencia y se revela por medio de un proceso adicional de

electroforesis (Khehra et al., 2025).

1.5.4.2 RT-PCR

Es una técnica molecular que se enfoca en la generacion de una hebra de ADN que
provenga de ARN complementaria a esta. La aplicacion se realiza por medio de una enzima
conocida como Retro transcriptasa caracteristica de mecanismos retrovirales, la cual se encarga
de transformar el ARN en ADNCc, permitiendo que pueda ser amplificada en PCR (Martin,
2019).

En los virus, esta enzima se encarga de tres procesos acorde a Katharine Martin (2019),
“Activar la ADN polimerasa dependiente de ARN, activar la ribonucleasa H y activar la ADN

polimerasas dependiente de ADN”. Este concepto se aplico en biologia molecular permitiendo
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no solo usar muestras de ADN sino también de ARN para detecciones, analisis de genética de

tumores, expresion de proteinas, entre otras (Martin, 2019).

1.5.4.3 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion es un proceso mediante el cual se determina el orden exacto de los
nucleodtidos en un fragmento de ADN o genoma completo (Khan Academy, s. f.).

Una de las principales razones del surgimiento de estas tecnologias tiene que ver con el
estudio viral a través de la secuenciacion y el ensamble de genomas que permitan establecer
soluciones a problematicas virales (Jansz & Faulkner, 2024).

Principalmente se usan dos generaciones de tecnologias de secuenciacion: Primera
generacion y HTS.

a) Secuenciacion Sanger (Primera Generacion): Método clasico basado en la terminacion de
cadena mediante dideoxinucle6tidos. Es un proceso de amplificacion lineal con
reacciones diferentes para cada sentido de lectura. La calidad de la lectura disminuye en
los extremos, sin embargo, al realizar un ensamblaje informéatico de ambas secuencias, se
genera una consenso libre de errores (Heather & Chain, 2016).

b) Secuenciacion de Alto Rendimiento (HTS) (Tamang, 2024): Permiten la lectura masiva y

paralela de millones de fragmentos (Janz & Faulkner, 2024).



Capitulo 2
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2. METODOLOGIA.

2.1 Coleccion de muestras de banano

El estudio se llevd a cabo usando muestras de tejido vegetal (Musa spp.) recolectado
entre los meses de septiembre y diciembre del 2025. Mediante la colaboracioén de productores, se
coordino el envio de muestras o se realizaron expediciones de campo en zonas estratégicas de las
provincias del Guayas y Los Rios (Figura 1). Adicionalmente, se incluyé un monitoreo en
mercados locales de la ciudad de Guayaquil con el fin de evaluar la presencia del virus en el
fruto comercializado.

Figura 1

Mapa de las provincias muestreadas del Ecuador

DC}
&OJ

&

Provincias
Muestreadas
W Guayas
W Los Rios

Nota. Ubicacion geografica del area de estudio. El mapa politico del Ecuador destaca las
provincias de Guayas y Los Rios, seleccionadas para andlisis. Figura adaptada de Mapchart

(https://'www.mapchart.net/)

Se aplico un muestreo dirigido no probabilistico hacia la seleccion de plantas de banano
que presentaban sintomatologia compatible con el Banana streak virus (Figura 2), para la
extraccion de frutos y hojas. Los criterios de inclusion abarcaban: presencia de estriado clordtico

o necroético en el envés o nervadura y deformaciones en ldmina foliar, lesiones de tipo acuosa o

agrietamiento en los frutos, asi como decoloracion tisular y moteado necrotico en el pseudotallo.


https://www.mapchart.net/
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Figura 2

Sintomatologia de plantas muestreadas para diagnostico molecular del Banana streak virus

Nota. Sintomatologia observada en los tejidos vegetales analizados. Las imagenes detallan
afecciones presentes en nervadura central, fruto y pseudotallo de algunos de los ejemplares

seleccionados para analisis.

Se obtuvieron 152 muestras provenientes de 17 fincas (14 en Guayas y 3 en Los Rios) y 6
mercados locales (Sauces 6, Sauces IX, La Florida, La Aurora, Vergeles y el Mayorista). El
material bioldgico fue organizado, etiquetado, transportado y almacenado en cadena de frio a
4°C para evitar degradacion tisular. Es importante destacar que durante los muestreos en campo
se aplicaron normas de bioseguridad para evitar afectaciones de las unidades de produccion.

En el laboratorio se descartaron especimenes en un estado de madurez avanzado que
pudiera comprometer calidad de la extraccion debido a la sensibilidad del tejido o aquellos cuyos
sintomas no eran marcados, resultando en 43 muestras representativas seleccionadas para

analisis molecular (Figura 3 y Tabla 1).



Figura 3
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Muestras seleccionadas para elaboracion de protocolo de diagnostico molecular

Nota. Seleccion de material bioldgico para analisis. Se aislaron 43 muestras para ensayos

provenientes de ejemplares que exhibian sintomatologia caracteristica.

Tabla 1

Provincia, localidad, sitio de muestreo, tipo y numero de muestras obtenida s y analizadas.

Provincia Ciudad  Mercado Sitio de Plan Fru Ho Hojas  Frutos Muestr
/Finca muestreo jas analiza analiza as
das das analiza
das
Guayas  Guayaquil Mercado Guayaquil - 0 0 0 0
La Aurora
Guayas  Guayaquil Mercado Guayaquil - 0 0 0 0
La Florida
Guayas  Guayaquil Mercado Guayaquil - 0 0 0 0

Mayorista
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Guayas  Guayaquil Mercado Guayaquil - 5 5 0 0 4 4
Sauces IX
Guayas  Guayaquil Mercado Guayaquil - 3 3 0 0 0 0
Sauces VI
Guayas  Guayaquil Mercado Guayaquil - 3 3 0 0 0 0
Vergeles
Guayas Simén Finca Lorenzo de 2 2 0 0 2 2
Bolivar Garaicoa
Guayas Cerecita Finca Cerecita 14 24 0 0 5 5
Los Rios San Juan Finca San Juan 11 63 0 0 5 5
Finca 1 2 0 0 2 2
Los Rios  Quevedo Finca Quevedo 5 40 O 0 10 10
Los Rios  Guayaquil Finca Ventana 2 2 0 0 2 2
Guayas  Guayaquil Finca Tenguel- 1 0 1 1 0 1
Liliana
Guayas  Guayaquil Finca Tenguel- 1 0 1 1 0 1
Santa Rosa
Guayas  Guayaquil Finca Tenguel- 1 0 1 1 0 1
San José,
Manuel
Sadan
Guayas  Guayaquil Finca Tenguel- 2 2 2 2 1 3
Maria
Augusto
Guayas  Guayaquil Finca Tenguel- 2 2 1 1 1 2
Danielita
Guayas  Guayaquil Finca Tenguel- 2 4 3 3 1 2
Julio
Simbala
Guayas  Guayaquil Finca Tenguel- 2 2 2 2 1 3
Rosita
Guayas Salitre Finca Tenguel- 2 0 2 2 0 1
Vizcaya
Total 54 16 13 13 34 43

Nota. Muestras del estudio y su origen.

2.2 Procesamiento preanalitico: Extraccion de acidos nucleicos

El genoma del BSV es de ADN bicatenario circular, lo que implica la sintesis activa de

transcritos de ARN pre gendmico en su ciclo de replicacion. Por consiguiente, se decidi6 trabajar

por medio de la extraccion de acidos nucleicos totales para poder recuperar ambas moléculas

diana y aumentar la eficiencia diagndstica al incrementar la disponibilidad del molde viral al
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momento de realizar la deteccion molecular por medio de un paso previo de retro transcripcion
que permita generar ADN complementario.

Por otro lado, el banano es caracteristico por un proceso acelerado de maduracion junto
con una alta tasa respiratoria y produccion de etileno o fenoles, generando cambios protedmicos
y bioquimicos en su cascara. Estas cualidades dificultan la conservacion de la integridad de la
muestra y sus acidos nucleicos para analisis, ya que las reacciones podrian ser inhibidas. Por
ello, es obligatorio realizar las actividades en frio y estabilizadas (B. V. U. Kumar & Shashank,
2025).

Considerando el tejido del hospedero junto con la replicacion del virus, se estandarizo un
protocolo de extraccion de acidos nucleicos totales con base en la metodologia de Waliullah et
al. (2020), adaptado al tipo de tejido de las muestras. Esto permitié asegurar la integridad del
ARN-ADN extraido y su eficiencia.

El procesamiento se realiz6 a partir de 100 a 120 g aproximadamente de tejido
epidérmico (exocarpo) fresco de banano, el cual fue macerado en frio y en presencia de buffer de
extraccion con 2-betamercaptoetanol para evitar la oxidacion fenodlica y liberar los compuestos
moleculares.

Para la purificacion, se precipitaron las proteinas por medio de acetato de potasio,
seguido de centrifugacion a 13,000 rpm a 4°C por 10 minutos. El sobrenadante recuperado fue
sometido a precipitacion con isopropanol en frio a 13,000 rpm durante 25 minutos. Finalmente
se realizaron dos lavados por medio de wash buffer con etanol y silice para eliminar sales
residuales. El pellet obtenido fue secado a temperatura ambiente en Speedvac durante 10 minutos
y suspendido en 45 ul de agua libre de nucleasas. La calidad y pureza se validaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y cuantificacion por espectrofotometria Nanodrop

(Thermo Fisher Scientific) con relacion de radios de A260/A280 y A260/230 entre 1.5y 2.0,
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respectivamente. Durante el preprocesamiento de las muestras, se hicieron uso de reactivos,

equipos y herramientas en frio para conservar la integridad de los acidos nucleicos.

2.3 Deteccion viral: RT, PCR, Electroforesis, Purificacion y Secuenciacion Sanger

Para el diagnostico viral se llevaron a cabo pruebas que permitieran elaborar un protocolo
eficiente y eficaz. Debido a la particularidad de los pararetrovirus mencionadas, se varid entre el
uso de RT-PCR y PCR convencional, seguidos por revelacion en electroforesis, para seleccion

de muestras positivas, purificacion de bandas y secuenciacion SANGER.

2.3.1RT

Este procedimiento metodologico se llevd a cabo bajo el fundamento de la biologia del
BSV el cual implica la transcripcion inversa de ARN pregendémico. Por consiguiente, la
conversion de este ARN virtual en ADNc, sumado al ADN episomal propio del virus,
incrementa sustancialmente la cantidad de molde disponible para la amplificacidon, permitiendo
la deteccion del patogeno incluso en muestras de baja concentracion viral.

Para la obtencion de ADN complementario, se usaron dos enzimas transcriptasas
reversas, M-MLV y Scriptase. Ambas se prepararon con 2 ul de template de acidos nucleicos
totales en un volumen final de 15 pl.

La mezcla de la reaccion para la enzima M-MLV (200 U/ ul) contenia: 3 pl de buffer
(5X), 0.5 ul de desoxinucleotidos triofosfato (ANTPs) a 10 mM, 0.5 ul de cebadores al azar
(random primers, 40 uM), 0.4 ul de inhibidor de ribonucleasa (ribonuclease inhibitor), 0.6 ul de
enzima y 8 ul de H20O destilada libre de nucleasas (Ultrapure).

Por otro lado, para la Scriptase se usé: 3 ul de buffer (5X), 1.5 ul de ditiotreitol (dTT),
2.3 ul de ANTPs (2 mM), 0.5 ul de random primers (40 uM), 0.3 ul de inhibidor de ribonucleasa,

0.3 ul de enzima y finalmente 5.1 pl de H20 destilada Ultrapure.
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La incubacion se llevé a cabo en el equipo MiniAmp Plus Thermal Cycler (Thermofisher
Scientific). Las condiciones térmicas se ajustaron a los requerimientos especificos de cada
enzima, enfocados en tres etapas, alineamientos, elongacion, inactivacion.

e M-MLV: 25°C por 5 minutos, 37°C por 1 hora y 85°C por 10 minutos.
e Scriptasa: 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos y 80°C por 10 minutos
El producto final contenia hebras de ADN gendémico y ADNec sintetizado, siendo base

solida amplificacion de regiones del virus del estriado del banano.

2.3.2 PCR

Con el objetivo de establecer un protocolo de deteccion eficaz, eficiente y funcional, se
evalud comparativamente la amplificacioén mediante dos moldes: 4cidos nucleicos totales y
ADNC sintetizado junto con el ADN episomal.

Para la deteccion especifica del BSV, se seleccionaron dos juegos de cebadores
reportados por Waliulluah et al. (2020), que amplifican dos regiones conservadas del marco de
lectura abierto III (ORF3):

1. Set BSV 4673 /BSV 5317: Amplifica fragmento de 644 pb correspondiente a la region
de la Proteasa Aspartica y Transcriptasa Reversa.

2. Set BSV 156 / BSV 962: Amplifica fragmento de 806 pb dirigido a la proteina de la
capside.

Se evalud el rendimiento de cuatro enzimas de polimerasa comerciales tanto
independientes como mezclas preformuladas (BlueTaqg Master Mix, GoTaq Green Master Mix,
FastGene Green Master Mix y Green Script). El protocolo se estandarizé usando las
formulaciones GoTaq Green Master Mix (Promega) y FastGene Green Mdaster Mix, ya que
ofrecieron la mayor eficiencia, reproducibilidad, especificidad y eficacia, ademas de permitir la

carga directa sobre el gel de electroforesis.
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Para poder garantizar la validez y calidad de los ensayos realizados se incluyo, en cada
proceso realizado, el uso de controles positivos y negativos. Los componentes y volumenes
empleados para las enzimas seleccionadas, con una reaccion final de 10 pl, son los siguientes

(Tabla 2y 3):

Tabla 2
Composicion de la mezcla de reaccion para PCR de punto final de mezclas maestras

(MasterMix)

Componentes Irx (pul)
Buffer (2X) 5
Primer Forward (40uM) 0.5
Primer Reverse (40uM) 0.5
Template 1
H20 3
Total de reaccion. 10

Nota. Volumenes de reactivos empleados para los protocolos de amplificacién, con enzimas
comerciales de mezclas maestras: BlueTaq Master Mix, GoTaq Green Master Mix, FastGene

Green Master Mix.

Tabla 3

Componentes y cantidades usadas para las reacciones de PCR con enzima Green Script

Componentes Irx (ul)

Buffer (10x) 1

dNTPs (10uM) 0.2

Primer Forward 0.5

Primer Reverse 0.5

Taq Enzyme 0.1
Template 1

H20 6.7

Total de reaccion. 10

Nota. Cantidades en pl de reactivos usados para PCR de punto final con enzima Green Script.
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador bajo el siguiente perfil:
desnaturalizacion y separacion inicial de las hebras a 94°C por 4 min, seguida de un programa de
ciclado de 35 repeticiones que consiste en 3 pasos: desnaturalizacioén a 94°C por 30 s,
alineamiento de cebadores a las hebras separadas a 55°C por 30 s y el periodo de extension
donde la polimerasa se une a cebadores generando nuevas hebras a 72°C durante 1 min. El

proceso finaliz6 con una etapa de extension final a 72°C por 5 min.

2.3.3. Electroforesis

La verificacion de la integridad de los acidos nucleicos extraidos, asi como la
confirmacion de la amplificacion de los productos de PCR, se realiz6 por medio de un proceso
de electroforesis en geles de agarosa.

Tanto la matriz de agarosa como el buffer para la corrida estaban compuestos por TAE
1X (Tris-Acetato-EDTA). El porcentaje de concentracion de agarosa se ajustd segtin el objetivo
del analisis. Para la visualizacion de acidos nucleicos totales se emplearon geles 1% (p/v), en el
caso de los amplicones virales el gel correspondia al 1.5% (p/v) de agarosa.

Ademas, se uso un Ladder de 100 pb (Fast Gene 100 bp Blue Juice Vazyme) para poder
comprobar los tamafos de los amplicones establecidos por los cebadores.

Como agente intercalante para la visualizacion de la bandas se us6 Thiazole Orange
incorporado directamente en ¢l. En el caso de los productos de PCR resultantes de los Master
Mix Gotaq y FastGene Green, no se requirio de la aplicacion de un Loading Dye. Sin embargo,
en las pruebas preliminares realizadas con las enzimas que carecian de colorante y para la
verificacion de las bandas de acidos nucleicos totales, se afiadio Loading Dye (Blue Juice) a las
muestras.

Finalmente, se realizo la separacion electroforética a 90 V durante un periodo de 40 a 50
minutos. La visualizacion y foto documentacion se llevaron a cabo en un transiluminador de luz

azul (FastGene FAS-DIGI Compact, NIPPON Genetics Europe).



25

2.3.4 Purificacion de amplicones y Secuenciacion Sanger

Con el fin de poder caracterizar molecularmente y determinar la presencia del virus en las
muestras, se seleccionaron los productos de PCR que mostraron perfiles electroforéticos con
bandas consistentes con los tamafios de los amplicones conocidos.

Una vez identificada la muestra presuntivas positiva a BSV, fueron sometidas a una
ronda de re-amplificacion por duplicados para asegurar la disponibilidad de material genético
suficiente. Se fraccionaron mediante electroforesis con un gel de agarosa.

El procedimiento de purificacion inici6 con el corte cuidadoso del fragmento presente en
el gel de agarosa. Se procesaron las muestras por medio del kit de purificacion Quick PCR
Purification Kit (Invitrogen). Este paso se realizo con el objetivo de eliminar componentes
ajenos a la region de interés que puedan actuar como interferentes en la secuenciacion. El
volumen final de la elucidon con agua libre de nucleasas y destilada fue de 40 pl.

Para el envio al servicio de secuenciacion Sanger, se prepararon dos reacciones diferentes
para cada muestra (Primer Forward y Primer Reverse). Se estandarizo un volumen final de 15 pl
por cada tubo de reaccion, constituido por 1 pl del cebador correspondiente (40 uM) y 13 pl para

el producto de PCR purificado.

2.4 Analisis Bioinformatico

El procesamiento de los datos crudos de secuenciacion se llevo a cabo en el software

Geneious Prime (Geneious | Bioinformatics Software for Sequence Data Analysis). Se realizd

una fase inicial de edicion y depuracion de datos, se importaron las secuencias para su
inspeccion manual. Se les asignaron codificaciones correspondientes a las muestras y se procedio
a realizar cortes de los extremos (trimming).

Las secuencias depuradas de buena calidad fueron ensambladas mediante la técnica de
novo (De Novo Assemble), integrando las lecturas bidireccionales correspondientes a cada par de

cebadores. Adicionalmente se realizé un alineamiento multiple de las secuencias locales de las


https://www.geneious.com/

muestras diagnosticadas positivas al virus (Figura 4). Finalmente, con el fin de determinar la
taxonomia de las secuencias consenso, se aplicé la herramienta de busqueda de homologia local

BLASTn en la base de datos GenBank del NCBI (Genes & Expression - Site Guide - NCBI).

Para el estudio filogenético, las secuencias resultantes fueron alineadas por medio del
algoritmo de MUSCLE.

Figura 4

Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas consenso de aislados ecuatorianos de Banana streak virus

(BSV).

Cansensus [

FWD-1, 1 Salitre.Vizcaya.156/962 Assembly 2 A
FID 2. 2 Tenguel SantaRosa.156/962 Assembly 2
FIID 3, 4 Tenguel MariaAgusto.156/962 Assembly 2

FIID 4, 6 Tenguel.Danielita,156/962.Assembly 2

FIID 5, 7 Tenguel JulioSimbala.156/962.Assembly 2

FUD &, 8. Tenguel JulioSimbala.156/962.Assembly 2

AEV 7. BSV_156/962 2. San Lorenzo Garaicoa. Positive Control.

Consensus

FUD 1, 1 Salitre.Vizcaya.A673/5317. Assembly 2

FUI 2, 2. Tenguel.SantaRosa.4673/5317 Assembly 2
FliD 3, 4, Tenguel.MariaAgusto.4673/5317 Assembly 2
FUL-4, 6. Tenguel.Danielila.4673/5317. Assembly 2
FEv'5, 7 Tenguel JulioSimbala.4673/5317.Assembly 2
FEV 6, 8 Tenguel JulioSimbala.4673/5317.Assembly 2
FEU 7, BSV_4673/5317 2. San Lorenzo Garaicoa, Positive Control.

Nota. Alineamientos multiples de secuencias generados mediante el software Geneious Prime. (A)
Region parcial de la capside amplificada con los cebadores BSV 156 / 962, evidenciando una
secuencia consenso de aproximadamente de 800 pb. (B) Segmento de la poliproteina
correspondiente a los cebadores BSV 4673 / 5317, con una longitud de 640 pb. Las barras oscuras

corresponden al nivel identidad nucleotidica y la cobertura entre las secuencias alineadas.

Finalmente, se realizo la construccion de la historia evolutiva mediante el software
MEGA12 por medio del método estadistico de Maxima Verosimilitud (Maximun Likelihood),
modelo de sustitucion de Tamura-Nei incorporando una distribucion Gamma (G) con 5
categorias discretas para modelar la variabilidad de las tasas evolutivas. Con respecto al
tratamiento de datos faltantes, se aplico la opcion de eliminacion parcial con una cobertura del
90%. La fiabilidad del arbol filogenético realizado se evalué mediante una prueba de Bootstrap

con 100 réplicas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/genes-expression/

Capitulo 3
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3. Resultados y analisis

3.1 Estandarizacion y optimizacion del protocolo de deteccion molecular.

El desarrollo de un protocolo de diagndstico eficaz para el Banana streak virus requirid
de la evaluacion critica de los componentes de las reacciones a usar. Por lo que, el primer
resultado de esta investigacion fue el establecimiento protocolo de diagnostico molecular

adaptado a la naturaleza recalcitrante de los tejidos de Musa spp.

3.1.1. Adaptacion de la extraccion de acidos nucleicos

La implementacion del protocolo base (Waliullah et al., 2020) requiri6 de pruebas y
cambios para superar la rapida oxidacion fendlica y obtener una buena calidad de acidos
nucleicos totales que permitieran un post-procesamiento de las muestras sin inhibir las
reacciones enzimaticas posteriores.

Se determin6 que las variables determinantes para obtener acidos nucleicos de alta pureza
consisten en:

e Realizar todo en cadena de frio (4°C).

e Trituracion del tejido.

® Aplicacion de agente reductor.

e C(Cantidad de lavados realizados.

e Elucidn con agua destilada libre de nucleasas.

e Incubacidn a temperatura ambiente luego de elucion y a 65°C para suavizar pellet silica.
e Realizacion de todos los pasos de centrifugacion a 4°C.

e Todos los reactivos deben estar previamente enfriados -20°C, a excepcion del Buffer de

extraccion con 2-betamercaptoetanol.
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Estos cambios permitieron la obtencion de lecturas espectrofotométricas con
concentraciones mayores a 50 ng/ pl y relaciones de pureza (Aze0/280 Y A260/230) Optimas para
analisis, tal como se muestra en la Tabla 4 y la Figura 5.

Tabla 4

Parametros espectrofotométricos de muestras de tejido vegetal (Musa spp.) con diagndstico

positivo: concentracion y relaciones de absorbancia

Gramos Concentracion

Tipo Provincia  Lugar 11;11111360532 palc*iteida Nﬁgllgi(():i)s Azconso A2s0230
(8) (ng/ ul)

Tenguel -

Finca Guayas Santa Hoja 0.115 259.8 2,09 2,01
Rosa
Tenguel -

Finca Guayas Maria Hoja 0.120 270,4 2,05 2,02
Agusto

Finca  Guayas o7 o 0.100 2932 2,13 2,03
Danielita
Tenguel -

Finca Guayas Julio Hoja 0.108 3348 2,08 2,06
Simbala
Tenguel -

Finca Guayas Julio Hoja 0.098 2497 2,12 2,06
Simbala
Tenguel -

Finca Guayas Julio Fruto 0.112 147,6 2,03 1,55
Simbala

Finca  Guayas MM posa 0.100 168,5 2,04 1,94
Vizcaya

Nota. Cuantificacion realizada mediante espectrofotometria (Nanodrop). Los valores de
absorbancia Axs0/280 y A260/230 cercanos a 2, indican el grado de pureza de las muestras con respecto
a proteinas y contaminantes organicos sales presentes, respectivamente. Se detalla el rendimiento
de la extraccion (ng/ul) a partir del peso inicial del tejido y los indices de calidad de las muestras

procedentes de Tenguel y Salitre que resultaron positivas en el analisis molecular final.
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Figura §

Evaluacion de la integridad y calidad de acidos nucleicos totales extraidos de fruto y hoja de Musa spp.

Nucleic Actds Banana Protecol Extraction, Samples from .
. Corecita” and “San Juan" Fleids; o
1 San Juan—= -

Molecular Virology
25-nov-2025
Nucleic Acids Results Extraction Protocol Test. Banana
e SR e

Homogenized using Bead Beating
C.Ext 1 2 3 4
[—
Nuckc Acids Barlana Profocot Extraction:
“Mapasingue"” Market and Ventana’s Fcld,

lllJ‘
sigiiigec

L

= “Tromogenized using

Samplés from
Sauces 9 Market,
collected o
October 20,2025.

Molecuiar Virology
22-0ct_2025

Nota. Compendio representativo de perfiles electroforéticos obtenidos durante fase de
procesamiento de muestras en gel de agarosa al 1.5%. Se observan bandas nitidas y definidas
correspondientes a subunidades de ARN, asi como una banda de alto peso molecular atribuido al
ADN gendmico. La ausencia de un gran barrido degradativo indica la preservacion de la integridad
de los acidos nucleicos. Ademas, se compara en el panel inferior derecho la eficiencia de dos
homogenizaciones, una por bead beating y otra de mortero. Ambas muestran recuperacion exitosa,

sin embargo, la segunda incrementa la concentracion final.
3.1.2. Optimizacion de la amplificacion y evaluacion del tipo de molde

Una vez realizado un protocolo de extraccion que asegure la calidad de los acidos
nucleicos totales base, se evaluo el desempefio de los componentes de la reaccion de RT y PCR.
Ademas, se compar? la eficiencia de la deteccion acorde al tipo de molde: PCR directa vs RT-

PCR. Y asi poder determinar la estrategia diagnodstica mas eficiente.
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3.1.2.1 Validacion del tipo de template: PCR Directa vs RT-PCR.

En base a las pruebas realizadas de deteccion viral usando dos tipos de moldes iniciales,
Acidos nucleicos totales directamente (ADN gendémico) y ADNc adicionado al gendmico. Ante
el desconocimiento inicial de la carga viral y para mitigar el riesgo de falsos negativos ante bajas
concentraciones de ADN, se opt6 por usar inicialmente RT-PCR como método preferente. Sin
embargo, los ensayos demostraron que es factible la deteccion del BSV directamente a partir de
template de 4cidos nucleicos, sin necesidad de realizar un paso de retro-transcripcion previa
(Figura 6). Esto es significativo ya que reduce el tiempo de analisis y costos, siendo una
alternativa rapida y eficiente para muestras con concentraciones altas de ADN gendémico. Con
ambos métodos, al realizar electroforesis, en los geles se evidenciaron bandas de gran intensidad
y definicién en las muestras positivas, que aseguraban la precision diagndstica.

Figura 6

Ensayo final de perfil electroforético en gel de agarosa confirmando la deteccion de BSV en tejidos foliares y

reproductivos

Final PCR Test BSV from Optimized Diagnosis Protocol.
Total Nucleic Acids from banana leaves and fruit as direct
template
BSV 4673 /5317
Tenguel Salitre
C2 A O 51 9 1

e

BSV 156 /962

Tenguel Salitre
4 6 7 8 8.1 9 1

- ey
- HEREEes

All except from 8.1 are

banana leaves samples. Molecular Virology
8.1 Fruit sample from same 14-ene-2026
plant as 8

Nota. Validacion del diagnostico molecular mediante PCR de punto final. Panel Superior:
Amplificacion con los cebadores BSV 4673/5317. Panel Inferior: Amplificacion con los cebadores

BSV 156/962. Se observa la presencia de banda tnica e intensa en los tejidos foliares de Tenguel
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y Salitre diagnosticadas positivas. Se destaca la muestra 8.1 correspondiente a tejido de cascara de

fruto (asintomatico) que presenta amplificacion comparable a la de su hoja de origen.
3.1.2.2 Evaluacion del desempeiio y calidad de los sistemas enzimaticos.

Con los sistemas enzimaticos evaluados de retro-transcripcion (M-MLV Reverse
Transcriptase y Scriptase), a pesar de requerir condiciones de incubacion distintos, ambas
enzimas demostraron ser validas y eficientes para la sintesis de la primera cadena de ADNCc.

La comparacion entre las cuatro enzimas polimerasas usadas, evidencio que las dos que
ofrecieron una mejor eficiencia fueron GoTaq Green Master Mix y FastGene Green Master Mix.
Esto revelo que la calidad de la formulacion enzimatica es un factor de gran importancia. Las
polimerasas de gran rendimiento lograron amplificar las regiones con bandas nitidas y definidas
(Figura 7). Lo que sugiere que poseen mayor robustez antes inhibidores de PCR que puedan
estar remanentes en la extraccion.

Por el contrario, el uso de enzimas de gama estandar result6 en fallos de amplificacion o
bandas difusas, especialmente si el tipo de molde eran directamente los dcidos nucleicos totales.
Aunque estas opciones representan un costo inicial menor, ante su falta de sensibilidad se
recomienda usar previamente un paso de retro transcripcion y no se considera la mejor

alternativa para secuenciacion.
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Figura 7

Evaluacion comparativa de eficiencia de amplificacion de cuatro sistemas de enzimas de ADN polimerasa para el

diagnostico molecular de BSV

Samples from Tenguel and Salitre.

PCR. GoTAQ-Green Tagq Test. Banano. BSV PCR for Purification. BSV 4673/5317. Samples from Ventana| PCR for sequencing. BSV 4673/5317 and 156/962. Banana jeave
4673-5317. BSV 156-962 Nucleic Acids 'Mapasingue” Market and Cerecita. .

e BSV 156/962
Ventana M.M Cerecita V
() 121212 2022 2 22 g P z

{1 e

BN 008 T, A el e e e e M
’ Ventans MM Cerecita

1.21.21.2 2.2 .2 2 2 2 (+)
=

% r1
Bl S8 s &

L -

-

Molecular Virofogy
22-dic-2025

Q.

Molecufar < Molecular Virology

Virology i
- . 4-dic-2025
| 26.02.2025 Linzyme usod: BlueTag Enzvme used: Fast Gene Green Taa.

Nota. Ensayos de rendimiento por medio de formulaciones de enzimas. (A) Se compara el
rendimiento de dos enzimas, GoTaq Green Master Mix y Green Taq Polimerase, evidenciando
una amplificacion robusta con bandas de alta intensidad con la primera enzima mencionada, e
inespecificidad e ineficiencia con la enzima Green Taq Polimerase. (B) Se compara el rendimiento
de la enzima estandar BlueTaq con dos tipos de template: cDNA + Acidos nucleicos y Acidos
nucleicos totales. Observando la falta de eficiencia de la enzima para la deteccion. (C) Por altimo

se evalua la eficiencia de la enzima FastGene Green Tagq, revelando bandas fuertes y definidas.

Por lo tanto, se establecid que, mientras la etapa de retro transcripcion es flexible, es
importante el uso de sistemas enzimaticos robustos que aseguren la sensibilidad analitica del
protocolo, como es el caso de la PCR. Sin embargo, en caso de no realizar secuenciacion, y solo
requerir deteccion, podrian ser usadas enzimas de menor gama con un paso previo de retro

transcripcion.

3.1.2.3 Especificidad de cebadores

El analisis realizado de las bandas con respecto a los diagnosticos realizados, arrojaron
diferencias funcionales entre los dos sets de cebadores usados de la literatura.
e Set BSV 4673/5317 (Poliproteina, 644 pb): Posee una especificidad moderada. Durante

los analisis moleculares realizados, se observo frecuentemente la aparicion de productos
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inespecificos, asi como bandas tenues consistentes con el tamafio del amplicon de los
cebadores. La validacion mediante secuenciacion Sanger reveld una reactividad cruzada
con el genoma del hospedero Musa spp. Por lo tanto, se establece que la presencia de
bandas débiles de este set debe ser interpretadas con cautela, pueden representar falsos
positivos. Al contrario, la presencia de bandas intensas y consistentes con el tamafio son
indicativo de infeccion, confirmando el virus del estriado de banano.

e Set BSV 156/962 (Capside): Posee una mayor especificidad analitica. No se presentaron
bandas tenues o inespecificas, solo amplicones limpios y fuertes en presencia del virus.
Este fue seleccionado como set estandar para trabajo.

Basado en estos resultados, se establece que la mejor estrategia para evitar diagnosticos
erroneos consiste en el uso de ambos sets de cebadores, incrementando la fiabilidad del

resultado.

3.2 Deteccion viral y prevalencia en zonas de estudio, tejidos y correlacion sintomatologica.

3.2.1 Deteccion viral y prevalencia.

Mediante el protocolo realizado de deteccion viral, se procesaron 47 muestras, tanto de
hoja como de fruto. El diagnostico molecular revelo la presencia del virus en 7 unidades
productivas distintas, 5 pertenecientes a la parroquia de Tenguel, 1 en el canton Salitre y
finalmente 1 en la parroquia de San Lorenzo de Garaicoa, tal como se muestra en la Figura 8 y

Tabla 5.
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Resultados electroforéticos de andlisis de muestras sospechosas de infeccion activa

LB e St

BSV 156-962
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Molecular Virology
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PCR. Banano. BSV 4673/5317 - 156/962. Samples of leaves
and fruits collected from Tenguel and Salitre.
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Nota. Perfil de amplificacion con los cebadores BSV 4673/5317 y BSV 156/962 de muestras

recolectadas en: (A) San Lorenzo de Garaicoa (B) Tenguel y Salitre.

Tabla 5

Localidades analizadas y su diagnostico.

Provincia

Localidad Mercado/Finca

Sitio de

Diagnostico
muestreo

Guayas  Guayaquil

Guayas Guayaquil

Guayas  Guayaquil

Guayas Guayaquil

Guayas  Guayaquil

Guayas  Guayaquil

Mercado

Mercado

Mercado -

Mercado

Mercado

Mercado

Guayaquil
-La
Aurora
Guayaquil
-La
Florida
Guayaquil

Negativo

Negativo

Negativo
Mayorista
Guayaquil
- Sauces
IX
Guayaquil
- Sauces
VI
Guayaquil
- Vergeles

Negativo

Negativo

Negativo
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Simén Lorenzo
Guayas , Finca de Positivo
Bolivar .
Garaicoa
Guayas  Cerecita Finca Cerecita  Negativo
Los Rios  San Juan Finca San Juan  Negativo
Finca Negativo
Los Rios  Quevedo Finca Quevedo  Negativo
Los Rios Guayaquil- Finca Ventana  Negativo
Tenguel
Guayas Guayaquil- Finca Liliana ~ Negativo
Tenguel
Guayaquil- . Santa .
Guayas Tenguel Finca Rosa Positivo
Guayaquil- San Josc,
Guayas vaq Finca Manuel  Negativo
Tenguel .
Sadan
Guayaquil- . Maria .
Guayas Tenguel Finca Augusto Positivo
Guayas Guayaquil- Finca Danielita  Positivo
Tenguel
Guayaquil- . Julio .
Guayas Tenguel Finca Simbala Positivo
Guayas Guayaquil- Finca Rosita Positivo
Tenguel
Guayas Salitre Finca Vizcaya  Positivo

Nota. Resultados finales del andlisis realizado en localidades pertenecientes a las provincias del

Guayas y Los Rios basados en la revelacion electroforética PCR de Punto Final.

Figura 9

Ubicacion espacial de los casos positivos de Banana streak virus en zonas de estudio

Localizacién de zonas con A Leyenda
incidencia positiva @ Salitre

Tenguel - Guayaquil
@ Simon Bolivar

M Guoyos

Nota. Distribucion geografica de la incidencia del Banana streak virus. (A) Mapa general de la

provincia del Guayas con presencia viral. (B) Detalle de las localidades especificas con casos



37

positivos: San Lorenzo de Garaicoa, Tenguel y Salitre. Mapa realizado en Mapchart

(https.//www.mapchart.net/) y Software QGIS.

La distribucion geografica de aquellos casos positivos se encontrd en la provincia del Guayas,
sin embargo, mostraron una prevalencia en la zona sur (Figura 9). Esta incidencia puede deberse
a tres factores determinantes.

1. Cantidad de unidades de produccion: Tenguel es una parroquia caracterizada por alta
concentracion de fincas bananeras colindantes. La proximidad entre las fincas incrementa
el riesgo de dispersion de vectores biologicos e incluso el intercambio de material vegetal
infectado entre los productores.

2. Manejo fitosanitario y control de malezas: Se observaron grandes variaciones con
respecto al manejo de malezas en cada una de las fincas visitadas. Estos arvenses actiian
como reservorio de virus y vectores, favoreciendo la prevalencia de afecciones sobre los
cultivos.

3. Estacionalidad y condiciones climaticas: Las temperaturas calidas, ambientes de
humedad relativa media y precipitaciones, favorecen la proliferacion de vectores. Estos
factores junto con los del estrés ocasional de la planta, potencia la transmision horizontal
del virus como la expresion de los sintomas. Por lo tanto, en época de invierno,
incrementa la incidencia del virus. Sin embargo, aunque los muestreos se realizaron en
verano, habia presencia de precipitaciones ligeras en los sectores, favoreciendo la

humedad y presencia de vectores en la zona.

3.2.2 Evaluacion de tejidos y correlacion sintomatologica

Durante la fase de experimentacion, se valido la versatilidad del protocolo para detectar
material genético viral en dos 6rganos de la planta. Se confirmé la amplificacion exitosa del
virus del estriado del banano tanto en tejido foliar como en el epicarpio del fruto. Por lo que

ambos tejidos pueden ser usados para el diagnostico molecular.


https://www.mapchart.net/
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Sin embargo, si existe una discrepancia entre la sintomatologia visual y los resultados
obtenidos. Durante el muestreo, se seleccionaron plantas con sintomas en el pseudotallo y en la
nervadura central de las hojas; sin embargo, los racimos correspondientes a estas plantas
presentaban, en su mayoria, apariencia fenotipica asintomatica. Esta observacion de campo se
correlacion6 con los resultados obtenidos en laboratorio, donde se confirmo6 la presencia del
virus en el tejido foliar, mientras que la deteccion en el epicarpio del fruto result6é negativa en la

mayoria de los casos.

3.3 Identidad taxondémica.

Una vez realizadas las purificaciones (Figura 10) y el envio de muestras para la
secuenciacion Sanger, se realizo el analisis bioinformatico de las secuencias consenso.

Figura 10

Verificacion electroforética de la calidad y pureza de los amplicones previo a su envio para secuenciacion Sanger

Purification Results. BSV 4673-5317 and BSV 156-962 4 Purification Results. BSV 4673/5317. Banano Samples from
BSV 2673-531 - BSV 156-962 “ il », i ji
Foa S K Ventana, "Mapasingue” Market and Cerecita. For sequencing.

BSV 46735317 (644.bp) e T R
Tonguel - Saiiige = -
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Molecular Virotagy
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. - BSV 156962 (8046p) 7
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Molecular Virology
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22.dic-2025 21-0c6:2025

Nota. Visualizacion de los fragmentos recuperados tras realizar el proceso de purificacion
mediante columnas del Quick PCR Purification Kit (Invitrogen). Las imagenes compilan los
resultados de las muestras presuntivas positivas. Se observan bandas nitidas correspondientes con
los pesos moleculares esperados para los dos pares de cebadores usados (BSV 4673 / 5317 y BSV
156 /962).

La busqueda de homologia mediante BLASTn mostr6 valores de identidad nucleotidica

entre 98.50% y 100%, ademas, los valores E-value fueron de 0.0 con puntuaciones de Max Score
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superiores 1400 perteneciendo a accesiones de referencia del Banana streak OL virus para todas
las muestras identificadas como positivas, confirmando de forma inequivoca la circulacion de la
variante de Banana Streak OL Virus, descartando preliminarmente la circulacion de otras
especies de BSV. Para aquellas con un resultado no conciso durante las pruebas, se identifico

como material vegetal perteneciente a Musa.

3.4 Analisis filogenético y distancia genética.

Con el fin de determinar la relaciones evolutivas y variabilidad genética de los aislados
ecuatorianos de Banana Streak Virus, se desarrollaron arboles filogenéticos mediante el métodos
de Maxima Verosimilitud en MEGA 12, basados en el modelo de sustituciéon de Tamura-Nei con
distribucion Gamma.

Se generaron construcciones filogenéticas diferentes con los dos amplicones evaluados de
las regiones de capside y poliproteina (Figura 11). En ambos casos se observo una topologia
congruente que evidenciaba la siguiente estructura:

e Todas las secuencias del estudio se agruparon en unico clado monofilético bien definido,
incluyendo las secuencias de referencias internacionales. La formacién de este grupo
compacto indica que el virus circulante en las zonas de estudio, pertenecen a la variedad
BSV-OL sin mezclas con otras especies del complejo de BSV.

e El andlisis de soporte realizado mediante bootstrap con 100 réplicas, arrojé valores
elevados en los nodos principales. Especialmente, en el nodo que agrupa a los aislados
ecuatorianos con las referencias globales present6 valores de soporte superiores al 85%.
Con respecto a los nodos internos, se observaron valores moderados que reflejan la alta
conservacion genética entre las muestras.

Por lo tanto, no hay divergencia evolutiva significativa. Los aislados conforman una

poblacion viral homogénea.
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Figura 11
Analisis filogenético de aislados de Banana streak virus basado en la secuencia parcial del gen de la capside (set

BSV 156 /962) y la region de poliproteina (set BSV 4673 / 5317), pertenecientes al ORF3

1 Banaaa streak OL vius ke 1-S13 complete genome
g Kt Wobing BAC MBP.17D14c compiete st
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Nota. Reconstruccion filogenética en MEGA12 mediante el método de Maximum Likehood,
usando el modelo de sustitucion de Tamura-Nei + Gamma. El andlisis se realizé a partir de los
alineamientos de las secuencias recuperadas de las zonas de estudio con las secuencias de
referencia de GenBank NCBI por medio de la herramienta de alineamiento local basica para
nucledtidos (BLASTn). (A) Dendrograma generado a partir del producto de los cebadores BSV
156/962, evidenciando que los aislados de Salitre, Tenguel y San Lorenzo se ubican en el clado
BSOLYV con una estrecha relacion evolutiva a variantes internacionales como BSV OL isolate 2-
535 (B) Dendrograma generado a partir de producto de cebadores BSV 4673/5317, se mantiene la
posicion dentro del grupo BSOLV y se separan de otras especies como Banana Streak CA virus.
Se posicionan a todas las muestras dentro del grupo de la especie BSOLV. Los valores de
Bootstrap observados son consistentes con la similitud de identidad genética presente entre las
muestras. La poblacion viral es homogénea, sin divergencia evolutiva significativa en las zonas de

estudio.
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Por otro lado, el andlisis de distancias genéticas por pares realizada en Geneious Prime

entre las secuencias positivas, corroboro lo visualizado en los arboles. Al comparar los aislados

locales se evidencio una alta conservacion genética con poca variabilidad (Figura 12).

Figura 12

Matriz de porcentaje de identidad nucleotidica por pares (Pairwise distance) entre los aislados ecuatorianos

1.5alitreVizcaya 4673/...
2.Tenguel.5antaRosa ...
4. Tenguel.Mariafgusto....
6.Tenguel.Danielita 467 ...
7.Tenguel JulioSimbala....
8.Tenguel JulioSimbala....
BSV 4673/5317 2. San ...

1.5alitre Vizcaya.156/9...
2.Tenguel.5antaRosa.l...
4. Tenguel.MariaAgusto....
6.Tenguel.Danielita.156...
7. TenguelJulioSimbala....
8.TenguelJulioSimbala....
BSV_156/962 2. San Lor...

1.5alitre Viz... 2.Tenguel.5... 4.Tenguel... 6.Tenguel.. 7.Tenguel).. 8.Tenguel].. BSV_4673/..
98.943% 98.480% 99 44495 97.574% 97.183% 98.354%
98.943% 99.106% 99.512% 98.211% 97 .886% 98.862%
98.480% 99.106% 99.269% 97.456% 97.178% 98.405%
99.4449% 99.512% 99.269% 98.095% 97.778% 98.887%
97.574% 98.211% 97.456% 98.095% 98.445% 97.664%
97.183% 97.886% 97.178% 97.778% 98.445% 97.196%
98.354% 08.862% 98.405% 08.887% 97 .664% 97.196%
1.5alitre Viz... 2.Tenguel 5. 4.Tenguel... B.Tenguel... 7.Tenguell.. 8Tenguel).. BSV_156/9..
98.324% 99.051% 99.398% 97.928% 97.660% 98.995%
98.324% 98.953% 98.590% 97.677% 97.308% 98.462%
99.051% 98.953% 99.215% 98.298% 98.168% 99.084%
99.398% 98.590% 99.215% 98.217% 95.751% 99.106%
97.928% 97.677% 98.298% 98.217% 98.025% 98.194%
97.660% 97.308% 98.168% 95.751% 98.025% 95.865%
98.995% 98.462% 99.084% 99.106% 98.194% 95.865%

Nota. Andlisis de divergencia genética realizado por medio del software Geneious Prime,

empleando modelo p-distance. Los valores numéricos muestran el numero de sustituciones de

bases por sitio entre secuencias. Estos datos confirman la homogeneidad de la poblacion viral y la

ausencia de segregacion genética entre las zonas geograficas evaluadas.



Capitulo 4
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4.1 Conclusiones y recomendaciones.

4.1.1 Conclusiones

Tras la ejecucion de las fases metodoldgicas y el andlisis de los resultados obtenidos, se

derivan las siguientes conclusiones.

Como principal aporte de este estudio, se logro estandarizar un protocolo de
diagnostico molecular optimizado para tejidos de Musa spp., determinando el uso
estricto de una cadena de frio continua durante la fase de extraccion, para neutralizar
la oxidacion fenolica y aumentar la calidad y pureza de los acidos nucleicos
extraidos. Aunque se valid6 la viabilidad de PCR directa, se establecio a la RT-PCR
como método estandar del protocolo debido a su sensibilidad diagnéstica. Asimismo,
se establecid que el uso de sistemas enzimaticos de alto rendimiento y la combinacidon
de cebadores BSV 156/962 (deteccion primaria) y BSV 4673/5317 (confirmacion)
garantizan la especificidad necesaria para un diagnostico fiable, superando las
limitaciones de métodos convencionales.

También se confirm¢ la presencia y circulacion activa del virus en las zonas
productoras evaluadas del Guayas. Esta distribucion se vincul6 directamente con
factores de manejo agrondémico, especificamente a la alta densidad de unidades
productivas y al control de malezas que pudieran ser foco de vectores.

Por ultimo, la caracterizacion filogenética determiné inequivocamente que la variante
viral aislada corresponde a la especie Banana streak OL virus (BSV-OL), exhibiendo
una identidad nucleotidica superior al 98.5%. La topologia del clado monofilético,
poseia distancias genéticas minimas, evidenciando una poblacion viral homogénea

sin evidencia de eventos de recombinacidn evolutivos.
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4.1.2 Recomendaciones

Acorde a los hallazgos expuestos y los procedimientos realizados, se plantean las
siguientes recomendaciones fundamentales para profundizar en el conocimiento del patdgeno y
optimizar estrategias de manejo:

e Implementar el protocolo de extraccion en frio estandarizado en este estudio
como metodologia de rutina en los laboratorios locales, debido a su rendimiento
en material vegetal recalcitrante.

e Realizar estudios futuros que incluyan el disefio de cebadores de alta
especificidad que permitan identificar un espectro mas amplio de variantes del
complejo de BSV, evitando regiones homodlogas que generen falsos positivos por
una amplificacion cruzada con material genético vegetal.

e Evaluar la presencia del virus en malezas circundantes para establecer un rol
como reservorios naturales y disefiar estrategias de control de malezas mas
eficientes.

e Llevar a cabo estudios para implementar estrategias que permitan diferenciar
particulas virales causantes de la enfermedad de secuencias virales endogenas
integradas al genoma del hospedero.

e Realizar un seguimiento exhaustivo longitudinal que abarque y compare la
presencia del BSV en ambas épocas climaticas del Ecuador. Permitiendo
determinar con mayor precision como las variaciones estacionales influyen en la
expresion de sintomas, carga viral y dindmica poblacional de los vectores sobre
las zonas productoras.

e Se recomienda ampliar el alcance del diagnoéstico molecular viral hacia las

especies de cochinillas presentes en las fincas.
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