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RESUMEN

El Moko del banano causado por Ralstonia solanacearum es una de las enfermedades mas limitantes en la produccion de este cultivo
en el mundo. Una alternativa viable para reducir la incidencia de la enfermedad consiste en la deteccion temprana de plantas afectadas
y de suelos con altos niveles de indculo bacterial. En esta investigacion se evaluaron diferentes metodologias de extraccion de acidos
nucleicos a partir de material vegetal y de suelos para su utilizacion en el diagndstico molecular de la bacteria, determinandose ademas las
caracteristicas de los filotipos y secuevares que causan esta enfermedad en la region bananera de Uraba, Colombia. Los resultados indican
que para el caso del diagnostico de material vegetal, los métodos mas efectivos consisten en la utilizacion de kits comerciales de extraccion
de ADN que utilizan columnas de silica gel en presencia de altas concentraciones salinas o alternativamente métodos convencionales con
buffers que contengan PVPP. Para la deteccion a partir de muestras de suelo, la metodologia mas apropiada resulto ser aquella en la cual
se realizd previa a la extraccion de ADN, el enriquecimiento microbiano en medio liquido semiselectivo SMSA. El diagnostico molecular
mediante PCR multiple permitié determinar que el agente causal del Moko del banano en Uraba corresponde al Filotipo I, secuevar 4 de
R. solanacearum. Los procedimientos establecidos se constituyen en una herramienta a ser empleada en nuestro medio para el diagnostico
temprano del Moko del banano tanto en las investigaciones epidemiologicas como en el manejo de esta enfermedad en el campo.
Palabras clave: diagndstico molecular, Moko, Musa sp., PCR multiple.

ABSTRACT
Molecular detection of Ralstonia solanacearum from banana agroecosystems in Colombia

Moko disease of banana caused by Ralstonia solanacearum is one of the most limiting factors in the production of this crop in the
world. An alternative to reduce the incidence of this disease consists in the early detection of affected plants and soils with high levels
of bacterial inoculum. This research evaluated different methods of nucleic acids extraction from plant material and soils, to be used in
molecular diagnosis of R. solanacearum in the banana-growing region of Uraba, Colombia. Results showed that for diagnosis of plant
material, DNA extraction should be done with commercial kits including silica gel columns or alternatively conventional methods using
buffers containing PVPP. For bacterial detection from soil samples the most appropriated method was the microbial enrichment in SMSA
broth medium before DNA extraction. Multiplex PCR analysis indicated that phylotype II, sequevar 4 was the causal agent of Moko
disease of banana in the region of Uraba. Techniques applied in this research could be used in epidemiological studies as well as to support
management strategies of this disease in banana plantations.
Keywords: molecular diagnosis, Moko disease, multiplex PCR, Musa sp.

INTRODUCCION

La agroindustria de produccion de banano en
Colombia es la tercera fuente generadora de divisas del
sector agropecuario, con un valor que oscila entre 400 y
440 millones de dolares al afio. Esta actividad economica
se concentra en las regiones de Uraba (Antioquia) y el
Nororiente del Magdalena, en donde se cultivan cerca
de 44.000 ha que producen 1.399.623 t de fruta fresca y
genera 35.000 empleos directos (MADR, 2006). Uno de los
problemas mas limitantes de esta agroindustria en Colombia
es la enfermedad denominada Moko o Maduraviche, causada
por la bacteria Ralstonia solanacearum. Se estima que el
Moko genera pérdidas econdmicas para la region de Uraba
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de entre 16 y 17 ha anuales de area productiva (Castafieda
y Espinosa, 2005), lo que se agrava por la capacidad de la
bacteria de sobrevivir por largos periodos de tiempo en el suelo,
inhabilitando la resiembra inmediata de los lotes afectados.

R. solanacearum es un fitopatdgeno altamente agresivo
con una distribucion global y un inusual amplio rango de
hospederos, que incluye cientos de plantas de al menos 50
familias botanicas diferentes (Denny & Hayward, 2001). Se
considera que es una especie heterogénea que debe tratarse
como un complejo que incluye la bacteria que causa la
enfermedad BDB (Blood disease bacterium) del banano y P.
syzygii, el agente causal de la enfermedad de Sumatra del arbol
del clavo de olor (Syzygium aromaticum) (Fegan & Prior,
2005; Taghavi et al., 1996). Tradicionalmente los miembros
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de R. solanacearum han sido subdivididos en cinco razas con
base en su rango de hospedantes (Denny & Hayward, 2001)
y en cinco biovares con base en su capacidad metabdlica
para la utilizacion de diversas fuentes de carbono. Existe
ademas una variante tropical del biovar 2 (2T o N2) que
es considerada por Hayward et al. (1992) como un sexto
biovar. Desafortunadamente la clasificacion en biovares no
corresponde con la de razas, excepto para el caso de laraza 3
(especifica a papa) que consistentemente presenta individuos
pertenecientes al biovar 2.

Desde el punto de vista genético, la especie se
ha segmentado en dos divisiones (I y II) determinadas a
partir del analisis de RFLPs de una coleccion mundial de
aislamientos (Cook et al., 1989). La division I comprende
representantes de los biovares 3, 4 y 5 principalmente
encontrados en Asia; mientras que la division II contiene los
biovares 1, 2 y N2 de origen Americano. Esta agrupacion
fue posteriormente confirmada mediante analisis de las
secuencias 16S del ADNr (Taghavi et al., 1996), estudio que
ademas demostro la existencia de un subgrupo dentro de la
division II, conformado por aislamientos de R. solanacearum
obtenidos en Indonesia y por los organismos relacionados
BDB Yy P, syzygii.

Fegan & Prior (2005) plantean la existencia de cuatro
grupos genéticos correspondientes a diferentes origenes
geograficos. El filotipo I es equivalente a la division I definida
por Cook & Sequeira (1994), cuyo origen es fundamentalmente
asiatico. El filotipo II es equivalente a la division II e incluye
aislamientos de los biovares 1, 2 y 2T con procedencia
americana. En este se presentan las cepas que atacan papa
y pertenecen a la raza 3 y el patdgeno que causa el Moko
del platano y banano (raza 2). El filotipo III contiene los
aislamientos africanos de los biovares 1 y 2T y el filotipo
IV contiene cepas de Indonesia de los biovares 1, 2 y 2T,
ademas de algunos aislamientos de Australia, Japon y de las
especies relacionadas P. syzygii y BDB.

El primer analisis genético detallado de los
aislamientos de R. solanacearum raza 2 fue realizado
por Cook et al. (1989), quienes mediante la utilizacion
de RFLP encontraron la existencia de tres genotipos
definidos como MLG 24, MLG 25y MLG 28. Estos grupos
correlacionaban con diferentes origenes geograficos:
MLG24: Centro América, MLG25: Colombia y Pert y
MLG 28: Venezuela (Fegan, 2005). Posteriormente, con
el desarrollo de los conceptos de filotipos y secuevares,
se determiné que la raza 2 de R. solanacearum pertenece
al filotipo II y que las cepas de los MLG 24, 25 y 28
correspondian a los secuevares 3, 4 y 6, respectivamente
(Fegan, 2005).

Las principales estrategias de control del Moko
del banano consisten en la utilizacién de material semilla
sano, la deteccion prematura de las plantas infectadas, la
erradicacion de todas las plantas ubicadas en un radio de
5-10 m a partir del foco inicial y en su cuarentena durante
al menos seis meses (Belalcazar & Merchan, 1991). Para
el éxito de estas medidas se requiere de un sistema de
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diagnéstico asintomatico y del monitoreo constante de la
bacteria en suelos y fuentes de agua, procedimientos que
son complejos debido a las bajas densidades del patdgeno
en estos sustratos y a su distribucion espacial irregular en el
campo (Van der Wolf et al., 1998; Pradhanang et al., 2000).

El creciente nivel de incidencia del Moko del banano
en la region de Uraba, hace necesaria la incorporacion
de herramientas de diagnéstico temprano de su agente
causal en las plantaciones y en los suelos de esta zona.
En esta investigacion se evaluaron diferentes alternativas
metodologicas para la extraccion de acidos nucleicos para su
empleo en el diagnodstico molecular de la bacteria, incluyendo
la definicion del filotipo y los secuevares causantes de la
enfermedad en esta region de Colombia.

MATERIAL Y METODOS

Esta investigacion se realizo en los Laboratorios de
Estudios Moleculares y Biologia Celular y Molecular de
la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin y en
el Laboratorio de Cenibanano de Augura. Las muestras
de plantas y suelos fueron obtenidas en los municipios
de Apartad6é, Carepa, Chigorodé y Turbo del Uraba
Antioquefio.

Una vez detectadas las plantas de banano con
sintomatologia de marchitez bacterial se seleccionaron 13
muestras de tejido vegetal (Tabla 2) y se evaluaron cuatro
procedimientos para obtener el ADN molde a ser utilizado
en las reacciones de PCR, dos denominadas convencionales
y dos de deteccion directa. Para el caso de las muestras
de suelo se ubicaron focos de Moko y se seleccionaron 11
muestras tomandose 500 g alrededor de las plantas a una
profundidad de 5 cm, evaluandose tres metodologias para
obtener el ADN bacterial: convencional, deteccion directa y
enriquecimiento microbiano.

Metodologias para extraccién de ADN de Tejido Vegetal
Métodos Convencionales. Se procedié a aislar la bacteria a
partir de pequefias porciones de tejido vascular procedente
de cormos, pseudotallos, vastagos, bacotas y frutos, con
desinfeccion previa en etanol por 30 s y en hipoclorito de
sodio al 3% por 1 min. Este tejido fue macerado en agua
destilada y la suspension resultante cultivada en medio semi-
selectivo SMSA modificado (casaminoacidos 1, peptona 10,
glucosa 5, agar-agar 17 g/L; cristal violeta 5, polimyxin [-
sulfato 100, bacitracina 25, penicilina 0,5, TZC 50 mg/L)
(Engelbrecht, 1994). Las cajas de Petri fueron incubadas a
28 °C por un periodo de 72 a 96 h. Las colonias bacteriales
con apariencia rojiza, mucoides, borde irregular y halo claro,
fueron seleccionadas y transferidas a medio AN (extracto de
carne 3, peptona 5, agar 18 g/L), para garantizar su pureza
y continuar con la extraccion de ADN por lisis térmica. La
identidad de estas colonias fue confirmada mediante ELISA
directa con anticuerpos monoclonales que detectan EPS de
R. solanaceraum (AGDIA, Indiana, USA).

Para la lisis térmica, se tomd una lupada bacterial

Tropical Plant Pathology 33 (3) May - June 2008



Deteccion molecular de Ralstonia solanacearum en groecosistemas bananeros de Colombia

de cada aislamiento, se resuspendid en 100 puL de agua
destilada estéril y se llevd a ebullicion a 95 °C durante 5
min, utilizandose directamente 1 uL de dicha solucion en
PCR.

En la otra alternativa convencional evaluada, se
parti6 de una lupada bacterial obtenida en medio agar
nutritivo y diluida en 100 puL de agua ultrapura estéril para
luego centrifugar durante 4 min a 11.000 rpm con el fin de
peletizar la bacteria. Luego se adicionaron 500 uL de buffer
de extraccion (10 mM NaCl, 25 mM EDTA, 10 mM Tris-
HCI pH 8.0 y 100 uL de SDS 20%) y se continud con el
procedimiento convencional de extraccion de ADN mediante
limpieza con fenol-cloroformo y precipitacion de acidos
nucleicos con isopropanol y acetato de sodio.

Métodos de deteccion directa. Se partio de 1 g de tejido
vegetal con desinfeccion superficial previa con etanol al
70%. Posteriormente el tejido fue macerado en presencia
de dos soluciones tampon diferentes: buffer tris (Tris-HCI
50 mM pH 8.0) y buffer TENPP (50 mM Tris-HCI pH 8.0,
20 mM EDTA pH 8.0, 100 mM NaCl y 5% de PVPP),
dejandose reposar durante 15 min y tomandose 1 mL de la
solucion para su incubacion a 95°C durante 5 min. De esta
solucion se tomaron 500 pL y se le adicionaron 500 pL
de buffer de extraccion de ADN suplementado con PVPP
al 5%, incubandose a temperatura ambiente por 30 min,
para asi continuar con el procedimiento de purificacion de
ADN descrito anteriormente.

La otra metodologia directa evaluada consistio en
la utilizacion del kit DNeasy Plant Mini (QIAGEN, CA,
USA), para lo cual el material vegetal inicial consistid de
100 mg de tejido vegetal y su maceracion en presencia
de buffer de lisis AP1, siguiéndose las instrucciones del
fabricante.

Metodologias para extraccion de ADN de muestras de
suelo.

Método convencional. Se resuspendio 1 g de suelo en
buffer fosfato 0.05 M, para realizar diluciones seriadas
de 10" a 103, De estas diluciones se tomaron 100 pL
para su cultivo en medio SMSA modificado. Una vez
obtenidas las colonias bacteriales caracteristicas de R.
solanacearum, se transfirieron a medio AN y se obtuvo
el ADN mediante lisis térmica. La identidad de estas
colonias fue confirmada por ELISA (AGDIA).

Método de deteccion directa. A 20 g de suelo se le
adicionaron 100 mL de las soluciones de extraccion
evaluadas: buffer tris (Tris-HCL 50 mM, pH 8.0) 6 buffer
PPB (fosfato de potasio 180 mM, pH 7.2), dejandose
reposar durante 1 min para favorecer la precipitacion de
particulas densas. Posteriormente se tomaron 50 mL de
la solucion sobrenadante y se realizo un vortex vigoroso
durante 20 s, centrifugandose por 5 min a 1000 rpm.
Luego se tomd 1 mL del sobrenadante y se llevo al bafio
maria a 95°C durante 5 min. De esta solucion se tomaron
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500 puL y se mezclaron con 500 uL de buffer de extraccion
de ADN suplementado con PVPP al 5%, siguiendo el
método descrito anteriormente.

Método del enriquecimiento microbiano. Para dar
inicid a esta prueba, se utilizé 1 mL del sobrenadante
obtenido luego de la primera centrifugacion descrita en
el procedimiento anterior, para su siembra en tubos de
ensayo con 9 mL del medio liquido SMSA sin TZC. Los
tubos fueron incubados a 30°C en agitacion continua a 180
rpm durante 36 h, periodo después del cual se llevaron 90
puL a un tubo eppendorf y se procedid a la obtencion de
ADN mediante la adicion de 10 uL de NaOH 0.5 M y
ebullicion a 95°C por 5 min.

Deteccion de R. solanacearum por PCR

A partir del ADN extraido en cada uno de los
métodos evaluados se procedio a determinar la presencia
de R. solanacearum por PCR con los primers especificos
759/760 (759: 5° GTC GCC GTC AAC TCA CTT TCC
37, 760: 5 GTC GCC GTC AGC AAT GCG GAA TCG
3") (Opina et al., 1997). Las PCR consistieron de un
volumen total de 20 uL conteniendo 0.1 puM de cada
primer, 1 U de Taq ADN polimerasa recombinante
(Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0.2 mM de cada dNTP,
1X de buffer de enzima, 1,5 mM MgCl,, 1 uL de BSA
10X y 3 pL del ADN extraido. En todas las evaluaciones
se incluyé como control positivo la cepa de referencia
RS074 y agua destilada estéril como control negativo.
Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
T3 (Biometra, Alemania) y consistieron de una
desnaturalizacién inicial a 96 °C por 2 min, seguida
por 40 ciclos de 94 °C por 20 s, 64 °C por 20 s, 72 °C
por 30 s y un periodo final de extensién a 72 °C por 5
min. Luego de la amplificacion, se tomaron 5 pL de los
productos de reaccion y se separaron por electroforesis
en gel de agarosa al 1.5%, suplementado con 3 pL de
bromuro de etidio (10 mg/mL). La visualizacion de
las bandas se realiz6 bajo luz ultravioleta utilizando
el sistema digital de analisis Bio Doc Analyze
(Biometra).

Caracterizacion de las cepas de R. solanacearum

De las muestras de plantas y suelos que resultaron
positivas en la evaluacion de PCR, se seleccionaron
12 muestras para definir su identidad taxonomica
intraespecificamediante PCR multiple. Para el diagnostico
de los filotipos se utilizaron los primers de la serie Nmult
disefiados por Fegan & Prior (2005). Las PCR fueron
realizadas en un volumen total de 25 uL que contenia
buffer de enzima 1X, 2 U de Taq Polimerasa, 1.5 mM de
MgClL,, 0,2 mM de dNTPs, 6 pmoles de cada primer, 1 uL
de BSA 10X y 1 uL. de ADN. El programa de amplificacion
consistio de una desnaturalizacion inicial a 96 °C por 5 min,
seguida por 30 ciclos de 94°C por 15 s, 59°C por 30 s, 72°C
por 30 s y un periodo final de extension a 72°C por 10 min.
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Para el diagndstico de los secuevares se utilizaron
los primers de la serie Mus disefiados por Prior & Fegan
(2005). Las condiciones de amplificacion fueron similares a
las descritas para el PCR multiple de deteccion de filotipos.

RESULTADOS

La identidad de las bacterias aisladas mediante los
métodos convencionales a partir de tejido vegetal y suelo en
las 24 muestras analizadas, fue confirmada como asociada
al complejo R. solanacearum mediante la utilizacion del kit
comercial Ralstonia solanacearum PathoScreen (AGDIA).

Deteccion en tejido vegetal

Los métodos de deteccion de R. solanacearum
evaluados a partir de tejido vegetal sintomatico generaron
resultados variables, siendo el método que utiliza el Kit
comercial de extraccion de ADN, el Gnico que permitid
la amplificacion de ADN bacterial en todas las muestras,
mientras que con los métodos convencionales no fue
posible la amplificacion con los primers 759/760 en
cuatro de ellas (Tabla 1). Al comparar los dos métodos de
extraccion de ADN evaluados en el método convencional,
no se encontraron diferencias entre la lisis térmica y el
procedimiento de extraccion ADN con fenol-cloroformo, ya
que ambos permitieron el diagnostico de la bacteria en igual
nimero de muestras.

Con respecto a los métodos de deteccion directa
que utilizaban buffers Tris y TENPP para la maceracion
del tejido acoplada a la extraccion de ADN con un buffer
suplementado con PVPP, s6lo fue posible la obtencion de un

amplicon en una de las muestras cuando se utilizo el buffer
Tris y en tres de ellas con ele buffer TENPP.
Deteccion en muestras de suelo

De los métodos evaluados para la deteccion de R.
solanacearum a partir de suelo, se encontr6 que los métodos
convencionales que utilizan diluciones seriadas y siembra
en medio semiselectivo SMSA, permitieron la amplificacion
de ADN bacterial en nueve de las 11 muestras evaluadas,
independientemente de los métodos de extraccion de
ADN utilizados (lisis térmica vs purificacion con fenol-
cloroformo) (Tabla 2). Un resultado similar se obtuvo
con el procedimiento de enriquecimiento, que permitio
la generacion de amplicones especificos en 10 y nueve
muestras, cuando se utilizaron como soluciones tampon
PPB y Tris, respectivamente. De otra parte, los métodos de
deteccion directa a partir de muestras de suelo con los dos
buffers evaluados, no permitieron la amplificacion del ADN
bacterial con los primers 759/760 en ninguna de las muestras
analizadas, lo cual demuestra un claro efecto inhibitorio de
laPCR.

Caracterizaciéon  del
solanacearum

Las PCR multiples identificaron las 12 cepas
evaluadas en el filotipo II secuevar 4 de R. solanacearum.
Para el caso de la amplificacion con primers de la serie
Nmult, se obtuvo un amplicon de 372 pb, mientras que el
PCR con los primers Mus y S128, generaron dos bandas:
351 pb y 167 pb, la primera de ellas permite asociar las
cepas con el secuevar 4 y la segunda es un indicativo de su
potencial patogénico en Musa spp. (Figura 1).

complejo de especies R.

TABLA 1 - Muestras de tejido vegetal de banano con sintomatologia de la enfermedad del Moko y resultado de las

evaluaciones realizadas

Procedencia Métodos evaluados
Muestra Localidad Organo Convencional Directa Kit Comercial
evaluado
Tris TENPP
Bp Carepa, Finca Cascaron Fruto + - - +
Cp Carepa, Finca Colbanano Bacota + - - +
Dp Chigorodd, Finca San Nicolds  Pseudotallo + + - +
Ep Carepa, Finca Colbanano Vastago - - - +
Fp Chigorodd, Finca San Nicolas  Cormo + - - +
Gp Chigorodd, Finca San Nicolas  Cormo + - - +
Hp Carepa, Finca Colbanano Cormo + - + +
Ip Apartado, Finca Cativos Cormo + +
Ip Turbo, Finca Providencia Cormo + - + +
Kp Apartado, Finca Palmera Cormo + - - +
Lp Carepa, Finca Araguatos | Vastago - - +
Mp Chigorodd, Finca Girasoles Cormo - - - +
Np Carepa, Finca Cascaron Cormo + - - +

200

Tropical Plant Pathology 33 (3) May - June 2008



Deteccion molecular de Ralstonia solanacearum en groecosistemas bananeros de Colombia

TABLA 2 - Muestras de suelo procedentes de lotes con registros de la enfermedad del Moko y resultado de las evaluaciones

realizadas
Procedencia Metodologias evaluadas

Muestra Localidad Lote Convencional Directa Enriquecimiento

Microbiano
Tris PPB Tris PPB

Bs Carepa, Finca Colbanano Lote 1 M1 + - - + +

Cs Chigorodo, Finca San Nicolds  Lote 2 M4 + - - + +

Ds Apartado, Finca Palmera Lote 6 + - - + +

Es Apartado, Finca Cativos Lote 9 M2 + - - + +

Fs Chigorodo, Finca Girasoles Lote 3 + - - + +

Gs Carepa, Finca Colbanano Lote 3 M1 + - - + +

Hs Carepa, Finca Colbanano Lote 1 M2 + - - + +

Is Apartadd, Finca Palmera Lote 1 - - - + +

Js Carepa, Finca Araguatos | Lote 1 M1 + - - + +

Ks Turbo, Finca Providencia Lote 15 + - - - -

Ls Santa Marta, Finca Vijagual M1 - - - - +

DISCUSION por ejemplo, las pruebas basadas exclusivamente en medios

La deteccion de microorganismos fitopatogenos a
partir de material vegetal, vectores bioldgicos y reservorios
naturales como el suelo y las fuentes de agua, es de vital
importancia para garantizar las condiciones fitosanitarias
de los sistemas agricolas. En los tltimos afos, las técnicas
de diagnodstico han evolucionado de manera tal que se
han alcanzado niveles de deteccion rapidos y confiables
permitiendo incluso la deteccion asintomatica en material
de siembra sexual o asexual y de indculo en sitios de
siembra; puntos criticos para cualquier programa de manejo
integrado de enfermedades (Kageyama et al., 2003). En
esta investigacion se evalud el potencial que presenta la
deteccion molecular de R. solanacearum a partir de material
vegetal y de suelos de la region bananera de Colombia,
mediante el empleo de primers especificos que amplifican
regiones utiles para el diagndstico de esta bacteria. Los
resultados obtenidos permiten concluir que cuando se parte
de tejido vegetal, la utilizacion del Kit comercial DNeasy
Plant Mini (QIAGEN) fue la alternativa mas efectiva para
generar ADN de alta calidad; mientras que para la deteccion
de la bacteria en el suelo, la preparacion de diluciones
seriadas y su siembra en medio semiselectivo SMSA 6 el
enriquecimiento en medio liquido SMSA sin TZC, previa
suspension del suelo en buffer Tris 6 PPB, resultaron ser
igualmente eficientes; sin embargo, esta ultima técnica es
preferible ya que requiere tan solo 48 h para su realizacion.

Tradicionalmente, la deteccion de R. solanacearum,
se ha basado en métodos como el aislamiento en medios de
cultivo, pruebas de patogenicidad sobre plantas indicadoras y
el uso de técnicas serologicas especialmente del tipo ELISA
(Robinson-Smith ef al., 1995). Cada uno de estos métodos
presentan ventajas y desventajas relacionadas con sus niveles
de sensibilidad y especificidad, rapidez y nivel de costos. Asi
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selectivos resultan economicas y técnicamente sencillas,
aunque requierem de tiempos extensos y sus niveles de
sensibilidad s6lo alcanzan en promedio 10* UFC/g de tejido
6 suelo. De otra parte, las pruebas de patogenicidad ofrecen
la ventaja de estar asociadas a la interaccion hospedante-
patdgeno, de tal manera que solamente detectan aquellas
cepas con caracteristicas virulentas; pero al estar supeditadas
a las condiciones que rigen el desarrollo de la enfermedad,
sus resultados pueden ser muy poco repetitivos. Ademas,
requieren largos periodos de tiempo y sus niveles de deteccion
pueden verse afectados por la presencia de microorganismos
antagonistas a las poblaciones del fitopatogeno (Janse,
1988; Pradhanang ef al., 2000). Los métodos serologicos
representan una alternativa que permite la celeridad en el
diagndstico de R. solanacearum, sin embargo su nivel de
sensibilidad es frecuentemente bajo, oscilando entre 10* y
10° UFC/g de tejido o suelo, y presentando el inconveniente
de poder generar falsos positivos o falsos negativos (OEPP/
EPPO, 2004).

Debido a los inconvenientes mencionados, es claro
que el empleo de técnicas de deteccion molecular como las
evaluadas en este estudio presenta multiples ventajas, tales
como el no requerir la purificacion o el cultivo del patdgeno
por largos periodos de tiempo y ofrecer altos niveles
de especificidad y sensibilidad. Esta situacion ha sido
previamente confirmada para el caso de R. solanacearum
por Pradhanang et al., (2000), quienes reportan que mediante
la utilizacion de PCR anidada con primers que amplifican
la region 16S del ADNTr, es posible la deteccion de este
fitopatdgeno en niveles tan bajos como 10> UFC/g suelo,
mientras que Schonfeld et al., (2003) al usar PCR seguida
por hibridizaciones del tipo Southern blot pudieron detectar
el equivalente a 10° UFC de R. solanacearum/g suelo. A
pesar de las ventajas que ofrecen las técnicas moleculares,
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éstas presentan el problema de la posible inhibicion de la
PCR por parte de diversos compuestos presentes en los
crudos bacteriales, savia de las plantas y particulas de suelo.
Segun McGregor et al. (1996) las sustancias inhibitorias
desnaturalizan o se unen a la enzima ADN polimerasa,
quelatan el cofactor de Mg** 6 se unen directamente al ADN.
Entre dichas sustancias se destacan los acidos humicos
y fulvicos presentes en la materia organica del suelo,
los compuestos fendlicos generados en el metabolismo
secundario de las plantas y los polisacaridos acidos de alto
peso molecular presentes en las paredes celulares de las
bacterias y plantas (Dittapongpitch & Surat, 2003). Esta
situacion reafirma la necesidad de adelantar estudios como
el aqui presentado, pues al no ser posible generalizar el
empleo de un método determinado sobre diferentes tipos
de plantas 6 de suelos, se requiere del analisis particular de
cada situacion, mas aun en casos tan determinantes como
el que representa para ¢l manejo de la enfermedad del
Moko, la deteccion temprana de su agente causal. Bajo
este principio, en nuestro estudio se emplearon diferentes
métodos con potencial para evitar el efecto inhibitorio de la
PCR, como el enriquecimiento en medios semiselectivos de
las suspensiones bacteriales extraidas de diferentes fuentes
naturales que permiten disminuir la concentracion de dichas
sustancias y simultaneamente aumentar la cantidad de
células bacteriales objetivo, la inclusion de aditivos en los
buffer de extraccion convencionales y el empleo de resinas
comerciales de purificacion de acidos nucleicos. De especial
utilidad resulté el empleo de BSA y PVPP, previamente
recomendados por Poussier ef al (2002) para la deteccion
de R. solanacearum a partir de sustratos naturales. Una
ventaja adicional de la implementacion de un esquema de
diagnostico molecular de R. solanaceraum es la posibilidad
de obtener informaciéon taxondmica y filogenética de las
cepas bacteriales detectadas, a partir de la utilizacion de
primers especificos que permiten la discriminacion en
filotipos (Fegan & Prior, 2005) y secuevares (Prior & Fegan,
2005) de las poblaciones de esta bacteria. Asi, en el presente
estudio fue posible confirmar la identidad de los aislamientos
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FIG. 1 - Amplificacion por PCR del ADN extraido
de muestras de tejido vegetal de banano utilizando el
método del Fenol-Cloroformo, con la serie de primers
Mus que permiten la identificacion de los Secuevares
de Ralstonia solanacearum. Linea 1. Marcador 100
pb. Muestras: 2. Bp. 3. Bs. 4. Cp. 5. Dp. 6. Fs. 7.
Gp. 8. Hs. 9. Jp. 10. Kp. 11. Lp. 12. Np. 13. Control
positivo RS 074. 14. Control Negativo.

bajo estudio como pertenecientes al filotipo II secuevar 4, el
cual con base en analisis de la secuencia parcial del gen que
codifica para endoglucanasa ha sido recientemente descrito
por Fegan & Prior (2006) como uno de los cuatro grupos de
cepas de R. solanacearum causantes de la enfermedades del
Moko de las musaceas y en este caso particular esta asociado
al MLG 25 de la anteriormente denominada raza 2.

Los resultados de esta investigacion constituyen
una herramienta adicional de diagnostico de la bacteria
R. solanaceraum en las plantaciones de banano y platano
de Colombia. Su efectividad ha sido evaluada en plantas
sintomaticas y muestras de suelos procedentes de
plantaciones con historia de la presencia de la enfermedad
del Moko. Sin embargo, ya que el principal valor practico
de estos procedimientos consiste en la capacidad de
detectar la bacteria en plantas asintomaticas y en material
de siembra, esta investigacion continuara con un estudio
que evalué las condiciones sanitarias de un alto numero de
muestras obtenidas al azar en la region bananera de Uraba y
que tenga como controles plantas obtenidas bajo cultivo in
vitro y muestras de suelos sin historia de la presencia de la
bacteria.
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