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Resumen: Actualmente las enfermedades y la falta de material certificado para la siembra estan originando una serie de
inconvenientes al cultivo de banano, siendo amenazas constantes los diferentes agentes bidticos (bacterias, hongos o virus).
En el cultivo de banano, el virus del mosaico de pepino CMV (cucumber mosaic virus) tiene una distribucion mundial con
caracteristicas en su sintomatologia que lo hacen muchas veces pasar inadvertido por el agricultor, teniendo como consecuencia
perdidas que podrian llegar entre 40 al 60%. El presente trabajo tuvo como objetivo el empleo de la electroterapia para el
saneamiento de plantas infectadas por CMV en banano, cv. ‘Williams'. Los colinos infectados fueron micropropagados y las
plantas regeneradas fueron verificadas para la presencia del virus por la técnica de RT-PCR y ELISA. Posteriormente fueron
aclimatadas en umbraculos y cumpliendo la altura correspondiente fueron procesadas y sometidas a la corriente electrica. Los
tratamientos evaluados consistieron en la exposicion de los explantes a variables de voltaje por tiempo, en series de 10V/25 min,
15V/20 min, 20V/15 miny 20V/20 min. Los resultados para la erradicacién del virus CMV (cucumber mosaic virus) fueron de 8%
(explantes saneados) del total de explantes, después de la electroterapia. Aunque el método solo elimino el 8% de las plantas
infectadas, sin embargo, se observé un notable incremento en la altura de los explantes (3 a 4 cm) con respecto al control
(sin electroterapia) pudiendo significar de gran utilidad para empresas que se dedican a la multiplicacién masiva de plantas ya
que las vigoriza e incrementan su vitalidad para los procesos in vitro. El estudio realizado serfa el primer reporte del uso de la
electroterapia para el saneamiento de plantas de banano en el Ecuador. Aungue se conoce su uso en otros paises con excelentes
resultados en cultivos de interés agricola como: cafia de azlcar, malanga, y platano.
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Abstract: Currently, the diseases and the lack of certified material for the company are causing a series of inconveniences to the
banana crop, being constant the different biotic agents (bacteria, fungi or virus). In the cultivation of banana, the cucumber mosaic
virus CMV (cucumber mosaic virus) has a worldwide distribution with characteristics in its symptoms that often goes unnoticed
by the farmer, resulting in losses that are received between 40 60% The objective of this work was the use of electrotherapy for
the sanitation of plants infected with CMV in banana, cv. ‘Williams'. The infected banana trees were micropropagated and the
regenerated plants were verified by the presence of the virus by the technique of RT-PCR and ELISA. Later they were acclimated
in umbraculos and fulfilling the height that were processed and happened to the electrical current. The treatments evaluated
consisted of exposing the explants to the voltage variables by time, in series of 10V / 25 min, 15V / 20 min, 20 V / 15 min and
20V /20 min. The results for the eradication of the CMV virus (cucumber mosaic virus) were 8% (sanitized explants) of the total
explants, after the electrotherapy. Although the method only eliminated 8% of the infected plants, however, there was a notable
increase in the height of the explants (3 to 4 cm) with respect to the control (without electrotherapy), which could be very useful
for companies that devote to the massive multiplication of plants that are already in force and increase their vitality for in vitro
processes. The study made the first report of the use of electrotherapy for the sanitation of banana plants in Ecuador. Although
it is known as use in other countries with good results in crops of agricultural interest such as: sugar cane, taro, and banana.
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Introduccion

Dentro de las musaceas, el banano es un cultivo de impor-
tancia econdmica y social, pues en el @mbito comercial, agro-
némico y nutricional representan una parte significativa en el
desarrollo de las distintas comunidades de América Latina.
Particularmente para Ecuador, el cultivo tiene una mayor rele-
vancia, ya que en promedio representa un 26% del PIB agricola
del pais y aporta en un 2% al PIB total, constituyéndose en un
producto tradicional dentro de las exportaciones. Estos porcen-
tajes evidencian la importancia de la industria del banano en la
economia del Ecuador?. Las enfermedades virales son uno de

los factores responsables de las pérdidas en produccidn de ba-
nano en el mundo, ya que limitan la multiplicacion e intercambio
de germoplasma?, lo que conlleva finalmente al deterioro de la
calidad del cultivo en las zonas productoras®“Y®,

Para el caso del mosaico del banano ocasionado por CMV
(cucumber mosaic virus), este patdgeno afecta el cultivo oca-
sionando la reduccién del nimero de manos, deformacion de
frutos y en casos severos hasta la muerte de la planta®. En
la actualidad existen escasos reportes sobre la eliminacién
de este virus, por ejemplo, el tratamiento térmico combinado
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con micropropagacion, logré una alta efectividad para la eli-
minacion de CMV’. Buenos resultados también se obtuvieron
al aplicar corriente eléctrica a estacas de almendra que pre-
sentaban la sintomatologfa del virus del mosaico, obteniendo
hasta un 90% de plantas sanas®. Las técnicas de saneamiento
vegetal generalmente, consideran el patdégeno y su transmi-
sion en el tejido de las plantas para atenuar o eliminar virus y
bacterias en el material vegetal. Algunas de estas técnicas son
el cultivo de meristemos, termoterapia, quimioterapia, criote-
rapia y electroterapia® !> 12, En su mayorfa logran resultados
eficientes (100% material saneado) pero asi mismo estas téc-
nicas no logran adecuarse al proceso productivo. Algunos de
los aspectos que contribuyen a la baja eficiencia son: la gran
cantidad de material inicial destruido y los largos periodos de
tiempo requeridos para obtener resultados'!. Actualmente en
Ecuador, el movimiento por todo el pais de materiales de pro-
pagacion de banano no certificado esta ocasionando la dise-
minacion de estas enfermedades virales y demds problemas
fitosanitarios. Esto exige cambios estratégicos con lo que se
pueda suplir la gran demanda de material sano para la micro-
propagacion. Estos aspectos han contribuido a la aplicacién de
técnicas de saneamiento para la desinfeccion de semillas, una
de estas es la electroterapia. Por ejemplo, aplicando electri-
cidad en ajo, cafia de azlcar, patatas y araceae, se ha logrado
eliminar potyvirus, luteovirus y carlavirus, respectivamente'.
Ademas, la eficiencia de la electroterapia ha sido previamen-
te investigada en plantas infectadas con BSV (Banana Streak
Virus) obteniendo 40-80% de plantas saneadas'®. También el
tratamiento térmico (termoterapia) combinado con el cultivo
de meristemos ha tenido éxito en la erradicaciéon del CMV’.

El objetivo de este trabajo fue aplicar la electroterapia en
apices meristematicos de plantas de banano, como alternativa
en la desinfeccion del virus (CMV).

|
Materiales y métodos

Para obtener la fuente viral inicial de Banana Mosaic Vi-
rus (CMV), se procedié a identificar en campo plantas con la
sintomatologia correspondiente y detectar la presencia viral
mediante RT-PCR y ELISAY. Las plantas infectadas, fueron

llevadas al invernadero y mantenidas en una zona aislada li-
bre de afidos. Del material infectado, se extrajeron explantes
(meristemos apicales) donantes para el establecimiento de la
micropropagaciénde acuerdo a los protocolos estandarizados
del CIBE en banano. Los brotes in vitro se colocaron en medio
Murashige y Skoog (MS) que estuvo compuesto por las sales
minerales'® para la fase de proliferacion, que se suplemento
con vitaminas, sacarosa y con reguladores como citocininas
KIN (1.25 mg/l), auxinas AIA (0.52 mg/l) y 6 — BAP (4 mg/l), y
solidificado con phytagel (2g/l). EL material fue subcultivado
cada treinta dias, obteniendo el volumen suficiente de propa-
gulos para su posterior enraizamiento y transferencia al area
de invernaderos (Fig. 1a).

|
Resultados y discusion

Deteccion de virus

Las plantas propagadas fueron monitoreadas continua-
mente para observar la presencia de sintomas. Se tomaron
muestras de hojas para el respectivo diagnostico de CMV
mediante RT-PCR y ELISA, estos diagndsticos se realizaron
inicialmente en la fase in vitro y posteriormente en la fase de
aclimatacion (invernadero). Una vez que las plantas fueron ve-
rificadas que estaban infectadas con el virus, estas se entre-
garon al laboratorio de cultivos de tejidos para los ensayos de
desinfeccion propuestos (electroterapia) (Fig. 1).

Evaluacion del limite de corriente.

Para determinar el limite de sobrevivencia del tejido, los
explantes fueron sometidos a distintos voltajes en diferentes
rangos de tiempo. Como paso inicial los cormos obtenidos del
campo fueron limpiados, y cortados para luego ser lavados con
detergente e hipoclorito de sodio al 3%, a continuacion, se di-
seccionaron a un tamafio homogéneo de 1,5 cm de base por
2,5 cm de alto y posteriormente fueron colocados en el equipo
de electroterapia donde se evaluaron los siguientes voltajes: 5,
10, 15, 20, 25y 30 V durante rangos de tiempo de 5, 10, 15, 20
y 25 minutos. En cada combinacién (tratamiento) se utilizaron
cinco explantes (fig. le), los cuales luego del tratamiento de

Figura 1. a) Plantas de banano infectadas (material bioldgico), b) Seleccion de plantas de banano para entrega al laboratorio, c)
Limpieza de plantas seleccionadas, d) Preparacidn de muestras (desinfeccion y diseccidn), e) Muestras dispuestas en el equipo para
aplicacidn de electroterapia, f) Explantes introducidos in vitro después de la electroterapia.
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Figura 2. Electroterapia: a) Distribucién de explantes para ser sometidos a tratamientos dptimos resultado de las pruebas de sensibi-
lidad, b) Aplicacidn de corriente eléctrica, ¢) Desinfeccion en hipoclorito de sodio previo a la introduccidn al flujo laminar, d) Diseccién de
las muestras previo a la introduccidn in vitro, e) Siembra en tubos de ensayo, f) Evaluacion del comportamiento in vitro de las muestras

electrocutadas.

electroterapia fueron introducidos in vitro. Los explantes elec-
trocutados fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 2%
y posteriormente sembrados en tubos de ensayo con medio de
establecimiento Murashige y Skoog (MS) (fig. 1f).

Diagndstico de virus.

La efectividad de la desinfeccion en cada tratamiento se
evalué mediante RT — PCR y ELISA' En la deteccién por RT
- PCR fueron usados iniciadores para la amplificacion del gen
CP (260bp) del CMV (cucumber mosaic virus), para el ensayo
de ELISA se utilizaron kits comerciales siguiendo las recomen-
daciones del fabricante AC-Diagnostics (www.acdiainc.com/
cmv.htm). Se considerd dos veces el valor promedio de los
negativos (muestra sin virus) como linea de corte. La tasa de
erradicacion (TE) observada para cada tratamiento se calculd
de la siguiente manera:

#MUESTRA NEGATIVA
# MUESTRATOTAL DIAGNOSTICADA

TE = ( )X100

Evaluacion del limite de corriente.

Los tratamientos con 25v resultaron desfavorables para
las vitro plantas de banano. Esto se establecid después de la
evaluacion de la sensibilidad del tejido de banano valorando
su sobrevivencia y crecimiento. Los mejores tratamientos, en
cuanto a los voltajes y tiempos de aplicacién de corriente eléc-
trica, fueron de las series de 10V/25min, 15V/20 min, 20V/15
min y 20V/20 min. Ha sido reportado por Hernandez'* dosis
maéaximas de 30v para los cultivos de ajo y cafia de azucar lo
gue no coincide con los resultados obtenidos en nuestra inves-
tigacion, pero cabe sefalar la falta de homogeneidad en las
pruebas debido a los diversos tipos de explantes usados de las
diferentes especies (cafia, banano, malanga etc.), lo que con-
duce a diferencias de la potencia eléctrica que circula a través
de cada uno de ellos (Fig. 2b). Referente al crecimiento in vitro
de los explantes, se observé un incremento significativo (3-4
cm) de la altura de las plantas con respecto al control (Fig.
2f). Esto coincide con estudios que sefialan que la corriente
eléctrica estimula el crecimiento de las células'’. Las figuras
3y 4 muestran los promedios de crecimiento y sobrevivencia
para cada tratamiento.

Figura 3. Promedios de crecimiento para cada tratamiento (tiempo/voltaje)
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Figura 4. Promedios de sobrevivencia para cada tratamiento (tiempo/voltaje).

Diagnostico de virus.

Se hizo la evaluacion de 100 muestras de hoja de diferen-
tes plantas de banano en etapa de invernadero provenientes
de colinos infectadas que fueron micropropagados, el por-
centaje de plantulas sanas in vivo fue 0% (O plantulas de 100
probadas). Cada muestra fue analizada por triplicado deter-
minandose que todas las muestras resultaron positivas para
el Virus del mosaico del pepino (CMV). La eficacia de la elec-
troterapia fue reportada por Hernéndez!'* para la eliminacion
del potyvirus, luteovirus y carlavirus en ajo, cafa de azucar,
patatas respectivamente ademas de una eliminacién de BSV
(banana Streak Virus) en 40 — 80 % de plantas regeneradas!®.
En base de estas experiencias fueron evaluadas mediante RT-
PCR y ELISA, cincuenta muestras correspondientes a cuatro
tratamientos de electroterapia junto con un control (10V / 25
min, 15V / 20 min, 20V / 15 min, 20V / 20 min, OV / 0 min),
el porcentaje preliminar de plantas sanas regeneradas a par-
tir de los explantes sometidos a electroterapia alcanzaron un
8% equivalente a 3 plantas de 40 evaluadas (Fig. 5). Lo que se
ajusta a los resultados obtenidos por Helliot'® quien reporto 11

% de saneamiento para muestras de banano con CMV, atribu-
yéndose posiblemente estos resultados a la distribucion de las
particulas virales dentro del meristemo?’,

Tabla 1. Resultados por tratamiento del diagndstico en vitroplan-
tas de banano variedad Williams tratadas con electroterapia.

Tratamientos Material Desinfeccion
diagnosticado (%)
(%)

10 (100) 1(10)
10 V /25 min

10(100) 1(10)
15V /20 min

10(100) 1(10)
20V /15 min

10(100) 0(0)
20V /20 min

bI] 13 16 17T 25 28 2T
260 -
- - -

Figura 5. Gel de electroforesis de deteccién RT-PCR para el virus del mosaico del pepino en banano (CMV). Con la flecha se indica el

tamafio del producto amplificado. Muestras negativas (5,15,26)
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Conclusiones

De los resultados obtenidos podemos concluir que la me-
todologia de saneamiento utilizada (electroterapia), resulta
insuficiente para la eliminacion del virus en estudio. EL por-
centaje de plantulas saneadas fue del 8% después de la elec-
troterapia, considerédndose relevante ya que este material se
puede micropropagar y asi recuperar las cantidades deseadas
del cultivar.

Otro aspecto a destacar es que el uso de la corriente eléc-
trica influyo sobre el vigor y crecimiento de los tejidos, ofre-
ciendo una importante informacion para las empresas que se
dedican a la propagacion masiva de plantas, pudiéndose in-
sertar un paso previo a sus procesos, que permita mejorar su
sanidad y vigorizacion.
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