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Abstract: Genetic variability of the bacterium Ralstonia solanacearum (Burkholderiales: Burholderiaceae)
in the banana-growing region of Uraba (Colombia). The banana moko disease, caused by the bacterium
Ralstonia solanacearum, is one of the most important phytopathological problems of the banana agribusiness in
tropical countries. In Uraba and Magdalena (Colombia), the main exporting regions of banana in Colombia, this
disease causes a destruction estimated in 16.5ha/year. The bacterium presents an extremely high level of genetic
variation that affects control measures. This is the first study of its variation in Colombia and was done with
AFLP molecular markers on a population of 100 isolates from banana plants, soils and “weeds”. The high level
of genetic diversity, with Nei and Shannon indexes of h=0.32 and 1=0.48, respectively, and the AMOVA, showed
that this population is subestructured (Fst=0.66): the host is the main factor of differentiation. Even so, previous
tests show that all varieties have pathogenicity on Musa. Rev. Biol. Trop. 58 (1): 31-44. Epub 2010 March 01.
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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 afo. Esta actividad econdmica se concen-
tra en las regiones de Uraba (Antioquia) y el
Nororiente del Departamento de Magdalena,
en donde se cultivan cerca de 44 000 ha que
producen 1 399 623 ton de fruta fresca y genera
35 000 empleos directos (Ministerio de Agri-
cultura y Desarrollo Rural 2006).

Desde el punto de vista fitosanita-
rio, el cultivo del banano presenta diver-
sas limitantes biologicas, entre las que se
destacan la Sigatoka negra (Mycosphae-
rella fijiensis) y el Moko causado por la
bacteria Ralstonia solanacearum (Smith)
(Yabuuchi ef al. 1995). Se estima que el Moko
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provoca pérdidas para la region de Uraba de
16.5 ha anuales de area productiva, lo que
representod la destruccion de 528 ha de cultivo
en el periodo entre 1970 y 2000 (Castafieda
& Espinosa 2005). El efecto directo de esta
enfermedad se agrava por la capacidad de su
agente causal de sobrevivir por largos perio-
dos de tiempo en el suelo, inhabilitando la
resiembra inmediata de los lotes afectados.
Adicionalmente, la gran plasticidad genética de
la bacteria, la carencia de genotipos de banano
resistentes a su ataque, el alto numero de plan-
tas arvenses hospedantes que presenta y su facil
dispersion, dificultan las practicas dirigidas a
su control (Fegan & Prior 2006).

R. solanacearum es un fitopatogeno alta-
mente agresivo con una distribucion global
y un inusual amplio rango de hospedantes,
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que incluye cientos de plantas de al menos 50
familias botanicas diferentes (Hayward 1995).
Algunos de sus hospedantes de importancia
econdomica son: la papa, el tomate, el taba-
co, el banano, la heliconia, el anturio y el
mani. Esta especie era considerada hasta hace
algunos afios, del grupo de Pseudomonas no
fluorescentes, pero actualmente se considera
un miembro del género Ralstonia ubicado en
el Dominio Bacteria, Division Gracillicutes,
Clase Proteobacteria, Subclase f3.

En diferentes estudios moleculares, bioqui-
micos y patogénicos se ha encontrado que R.
solanacearum es una especie heterogénea que
debe considerarse como un complejo, es decir
como un grupo de aislamientos relacionados
cuyos miembros individuales pueden represen-
tar mas que una especie (Fegan & Prior 2005).
El término complejo de especies fue inicial-
mente aplicado a R. solanacearum por Gillings
& Fahy (1994) para reflejar el grado de varia-
cion fenotipica y genotipica encontrada dentro
de esta especie. Luego, Taghavi et al. (1996)
expandieron el concepto para incluir a la bacte-
ria que causa la enfermedad BDB (Blood disea-
se bacterium) del banano y P, syzygii, el agente
causal de la enfermedad de Sumatra de plantas
de clavo de olor (Syzgyum aromaticum).

Desde el punto de vista genético, la espe-
cie se ha segmentado en dos divisiones (I y II)
determinadas a partir del analisis de RFLP’s
de una coleccion mundial de aislamientos
(Cook et al. 1989). La Division I comprende
representantes de los biovares 3, 4 y 5 prin-
cipalmente encontrados en Asia; mientras que
la Division II contiene los biovares 1, 2 y
N2 de origen americano, los que se caracteri-
zan por ser metabdlicamente poco versatiles.
Esta agrupacion fue posteriormente confir-
mada mediante analisis de las secuencias 16S
del ADNr (Taghavi et al. 1996), estudio que
ademas demostrd la existencia de un subgru-
po dentro de la Division 1I, conformado por
aislamientos de R. solanacearum obtenidos en
Indonesia y por los organismos relacionados
BDB y P, syzygii. Este linaje genético fue luego
confirmado mediante secuenciacion directa de
la region intergénica del ADNr (ITS) y de los

32

genes que codifican para poligalacturonasa y
endoglucanasa (Fegan ef al. 1998). Por otra
parte, Poussier et al. (2000) demostraron la
existencia de un subgrupo de aislamientos de
origen africano dentro del biovar 1, mediante
la utilizacion de un analisis de PCR-RFLP del
gen hrp, secuenciacion de la region 16S del
ADNr y AFLP’s. Més recientemente Fegan
& Prior (2005), plantean la existencia de cua-
tro grupos genéticos correspondientes a dife-
rentes origenes geograficos (Asia sensu lato,
América, Indonesia y Africa) y proponen una
clasificacion jerarquica de este complejo de
especies basada en cuatro niveles equivalentes
a especie, subespecie, grupos infra-subespeci-
ficos y lineas clonales. Los autores utilizan los
términos filotipo y secuevar para definir los
grupos subespecificos ¢ infra-subespecificos,
respectivamente.

Anterior al empleo de metodologias gené-
ticas y moleculares para la caracterizacion de
los miembros del complejo de especies de R.
solanacearum, era frecuente la utilizacion de
los aspectos patogénicos y de crecimiento en
cultivos axénicos de las cepas bacteriales; que
para el caso del agente causal del Moko del pla-
tano y banano, cominmente denominado como
raza 2, incluia cuatro categorias: SFR (colonias
con forma redonda, pequefia y fluida), B (cepas
causantes de marchitamiento rapido en banano),
D (cepas causantes de distorcion foliar y mar-
chitamiento lento en banano) y H (aislamien-
tos patogénicos contra platano pero no contra
banano). Uno de los primeros analisis genéticos
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 25 y MLG 28. Estos grupos se
correlacionaban con diferentes origenes geo-
graficos: MLG24: Centro América, MLG25:
Colombia y Pertt y MLG28: Venezuela (Fegan
2005). Posteriormente, con el desarrollo de los
conceptos de filotipos y secuevares, se determi-
n6 que la raza 2 de R. solanacearum pertenece
al filotipo Il y que las cepas de los MLG 24, 25
y 28 correspondian a los secuevares 3, 4 y 6,
respectivamente (Fegan 2005).
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A pesar de los avances en la caracteriza-
cioén genética en secuevares de las cepas de la
raza 2 de R. solanacearum, es necesario con-
tinuar evaluando el grado de variabilidad de
este patégeno en diferentes ecosistemas, espe-
cialmente en ambientes tropicales, donde su
efecto patogénico es muy limitante en diversos
cultivos agricolas. Esta situacion se evidencio
en un estudio realizado con aislamientos de
R. solanacearum colectados durante un perio-
do de 14 afios en la isla de Martinica sobre
diferentes hospedantes (anturio, cucurbitaceas,
tomate y musaceas, entre otras), en el cual
sorpresivamente una gran cantidad de cepas
correspondieron al filotipo II, secuevar 4, pero
no fueron patogenicas a las musaceas evalua-
das en el estudio (banano Cavendish AAA y
Musa sp. AAB), razon por la cual fueron deno-
minadas como cepas I[I/4NPB (No pathogenic
to banana) (Wicker et al. 2007).

Esta investigacion se plante6 con el obje-
to de evaluar el grado de variacién genética
mediante marcadores moleculares AFLP de
una poblacion de aislamientos de S. solana-
cearum procedentes de la region productora de
banano de exportacion de Uraba (Colombia),
como base para el disefio de estrategias de con-
trol de la enfermedad del Moko en el cultivo
del banano.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos bacteriales: El estudio
incluy6 100 aislamientos procedentes de plan-
tas de banano, suelos y malezas asociadas a
cultivos de banano del Uraba Antioquefio y
en menor proporcion del departamento del
Magdalena (Colombia). De estas cepas, 60
habian sido previamente aisladas y purificadas
por Obregén (2007) en el Centro de Investi-
gaciones del Banano (Cenibanano), mientras
que las cepas Rs074 y Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) 1008 fueron sumi-
nistradas por el CIAT para su utilizaciéon como
patrones de referencia, al ser representativas
del filotipo II de R. solanacearum (Cuadro
1). Las cepas empleadas en el estudio fueron
colectadas en los municipios de Apartadd,
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Carepa, Chigorod6 y Turbo del Uraba Antio-
quefio y su procesamiento inicial fue realizado
en el laboratorio de Cenibanano.

Aislamiento y purificaciéon bacterial:
Una vez detectadas las plantas de banano con
sintomatologia de marchitez bacterial, se pro-
cedio a aislar la bacteria a partir de pequenas
porciones de tejido vascular, con desinfeccion
previa en etanol por 30s e hipoclorito de sodio
al 3% por Imin. Este tejido fue macerado y
la suspension resultante cultivada en medio
semi-selectivo SMSA modificado (1L: casami-
noécidos 1 g, peptona 10g, glucosa 5g, cristal
violeta 5Smg/L, polimyxin B-sulfato 100mg/L,
bacitracina 25mg/L, penicilina 0.5mg/L, agar-
agar 17g, TZC 50mg/L). Para el caso de las
muestras de suelo provenientes de los focos
de enfermedad, se tomaron 500g alrededor de
las plantas y a una profundidad de 5 cm. Una
vez en el laboratorio se realizaron diluciones
seriadas en buffer fosfato 0.05 M a partir de 1g
de suelo, obteniendo 100uL de las diluciones
10" y 1073 para su siembra en medio SMSA
modificado.

Las colonias bacteriales con apariencia
rojiza, mucoide, borde irregular y halo claro,
fueron seleccionadas y transferidas a medio
AN (1L: extracto de carne 3g, peptona 5g, agar
15g). En todos los aislamientos utilizados en la
investigacion, incluyendo los colectados y los
obtenidos de otras instituciones, se verifico su
identidad taxonomica mediante la utilizacion
de los cebadores 759/760 (759: 5" GTC GCC
GTC AAC TCA CTT TCC 37; 760: 5" GTC
GCC GTC AGC AAT GCG GAA TCG 39)
(Opina et al. 1997). Para esta prueba se tomo
una lupada bacterial de cada aislamiento en
100uL de agua destilada estéril y se llevo a
ebullicién en bafio Maria por Smin, utilizando-
se 1pL en las reacciones de PCR.

Las amplificaciones de PCR consistieron
de un volumen total de 20pL conteniendo
0.1uM de cada cebador, 1U de Taq ADN
polimerasa recombinante (Fermentas, Vilnius,
Lithuania), 0.2mM de cada ANTP, 1X de buffer
de enzima (100mM Tris-HCI pH 8.8; 500mM
KCl'y 0.8% Nonidet P40) y 1.5mM MgCl,.
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En todas las evaluaciones se incluyd como
control positivo las cepas de referencia Rs074
y CIAT1008. Las amplificaciones se realizaron
en un termociclador T3 (Biometra, Alemania)
y consistieron en una desnaturalizacion inicial
a 96°C por 2min, seguida por 40 ciclos a 94°C
por 20s, 64°C por 20s, 72° por 30s y un periodo
final de extension a 72°C por Smin. Luego de la
amplificacion, se tomaron SuL de los productos
de reaccion y se separaron por electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE (TBE
5X: 54g/L TrisBase; 27.5g/L de acido borico;
20mL/L de EDTA 0.5M pH 8.0), suplementado
con 3uL de bromuro de etidio (10mg/mL). La
visualizacion de las bandas se realiz6 bajo luz
ultravioleta utilizando el sistema digital de ana-
lisis Bio Doc Analyze (Biometra).

Extraccion de ADN para AFLP’s: Se
parti6 de una lupada bacterial obtenida en
medio agar-nutritivo y diluida en 100uL de
agua ultrapura estéril para luego centrifugar
durante 4min a 11 000rpm con el fin de pele-
tizar la bacteria y adicionar 500uL de buffer
de extraccion (10mM NaCl, 25mM EDTA,
10mM Tris-HCI pH 8.0 y 100uL de SDS 20%),
incubandose en bafio Maria a 37°C durante 1h.
Posteriormente se agregd 1vol. de fenol — clo-
roformo y se centrifugd durante 10min a 13
000rpm con el fin de separar las fases organi-
cas con residuos de proteinas, lipidos y otros
componentes celulares. El sobrenadante fue
transferido a un nuevo tubo al cual se le adi-
ciond 300 pl de cloroformo, centrifugandose
nuevamente por Smin a 13 000rpm. La precipi-
tacion de acidos nucleicos se realizéo mediante
la adicién de 0.6vol. de isopropanol y 0.1vol.
de acetato de sodio 3M pH 5.5 e incubacion
a -20°C durante al menos 1h; para finalmente
centrifugar a 13000rpm por 10min, descartar
el sobrenadante y limpiar el pellet con 400uL
de Etanol al 70%. El precipitado se resuspendid
en 20uL de agua ultrapura estéril y se procedio
a digerir el ARN mediante la adicion de 3uL de
ARNasa e incubacion a 37°C durante 12h. La
integridad del ADN se visualizé mediante elec-
troforesis en gel de agarosa al 0.8% en buffer
TBE 1X suplementado con 3plL de bromuro

36

de etidio (10mg/mL). La cantidad de ADN
obtenida se determind por espectrofotometria
a 260nm de longitud, utilizando un espectrofo-
tometro Thermo Scientific Genesys 6 Uv-Vis
(Waltham, MA, USA).

Variabilidad genética de R. solanacea-
rum mediante AFLP’s: Esta metodologia se
realizé siguiendo los procedimientos descritos
por Vos et al. (1995) y Janssen et al. (1996),
con algunas modificaciones propuestas por
Poussier et al. (2000) para el estudio de R.
solanacearum, utilizandose inicialmente cuatro
aislamientos de diferente procedencia (Coll,
Colll, Coll6 y Col26) para la evaluaciéon del
grado de polimorfismo generado con las seis
combinaciones de cebadores probados. Para
esto se realizaron digestiones dobles con las
enzimas EcoRl/Msel a partir de Sul. ADN
[aprox. 100ng/uL], 2X de Buffer Tango Y+,
1.25U de las enzimas de restriccion, 1mM de
DTT y un volumen total de 12.5uL.. La mezcla
fue incubada a 37°C durante 2h y las reacciones
detenidas a 70°C por 15min. La efectividad
de la restriccion fue monitoreada en un gel de
agarosa al 2%, para luego proceder a la ligacion
de los adaptadores de doble cadena, especificos
para cada sitio de restriccion generado. Para el
caso de Msel: 5" GAC GAT GAG TCC TGA
G 3,5 TAC TCA GGA CTC AT 3" y EcoRlI:
5" CTC GTA GAC TGC GTA CC 3', 5" AAT
TGG TAC GCA GTC TAC 3’. Las reacciones
de ligacion consistieron de 25ul. de volumen
final, incluyendo los 12.5uL de solucion de
digestion, 1U de la enzima T4 ADN ligasa, 5
pmoles/uL de adaptador EcoRI, 50 pmoles/uL
de adaptador Msel, 1X de buffer de enzima,
0.5mM de DTT y 0.4mM de ATP. La mezcla
se incubd a 20°C por 2h y se almacend a -20°C
hasta su utilizacion. Para la visualizacion de la
digestion-ligacion, se tomaron SulL de la solu-
cion y se realizd una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%.

Posteriormente, se procedid a realizar las
amplificaciones mediante la utilizacién de los
juegos de cebadores +1: EA-MA, EA-MG,
EC-MA, EC-MG, EC-MC y EA-MC dise-
fnados a partir de los cebadores EcoRI+O0:
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5'-GACTGCGTACCAATT-3" y Msel+0:
5’-GATGAGTCCTGAGTA-3". Las reacciones
de PCR consistieron de SuL. de ADN digerido
y ligado, 1.25uLlL de cada cebador [10pmoles/
uL], 0.8mM de dNTPs, 2.5mM de MgCl,,
1X de buffer de enzima (100mM Tris-HCI pH
8.8, 500mM KCl, 0.8% Nonidet P40), 2U de
Taq ADN polimerasa recombinante (Fermen-
tas, Vilnius, Lithuania) y un volumen final de
25uL. El programa de amplificacion fue de 2
min a 94°C, seguido de 40 ciclos a 94°C por
30s, 55°C por Imin y 72°C por 1min, con una
extension final a 72°C por Smin. Finalmente los
productos fueron visualizados en gel de agarosa
al 1.5% y seleccionadas las cuatro combina-
ciones de cebadores que generaron los perfiles
mas polimorficos para su utilizacion con toda la
poblacion bajo estudio y su corrido en geles de
poliacrilamida al 6% + 7.5M de urea.

Para este proceso se utilizd una camara
de electroforesis Biorad (Hercules, CA, USA)
con geles de 25cm. Se realizd un corrido
previo a 2 000V y 55°C de temperatura, para
luego cargar SuL de muestra previamente des-
naturalizada a 95°C por 5Smin y 2uL de buffer
de carga (100ml: 0.05g Azul de Bromofenol,
0.05g Xilene Cianol, 10ml TBE 10X), y se
efectiio un corrido a 2 000V por 80min. La
visualizacion de los perfiles se realizo siguien-
do una modificacion de la metodologia de
tincion de plata propuesta por Sambrook &
Russell (2001). Para esto se ubico el gel en una
solucion fijadora de etanol al 10% por 8 min,
transfiriéndose luego a acido nitrico al 1% por
3min y lavandose con agua desionizada duran-
te 10s. Posteriormente se adicion6 la solucion
de tincion (1L: 1g de nitrato de plata, 1 500uL
formaldehido) por 30min, lavandose con agua
destilada por 1min, para proceder al revela-
do (500mL: 15g carbonato de sodio, 750uL
formaldehido, 100uL tiosulfato de sodio) por
2-5min. Finalmente se adicion6 la solucion
fijadora (4cido acético glacial al 10%) por
Smin y se lavé el gel con agua destilada para
proceder a la lectura de las bandas.

Analisis de datos: Para cada combinacion
de cebadores se construyd una matriz binaria
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basada en la presencia/ausencia de cada banda
en los aislamientos evaluados. Para el analisis
de agrupamiento de los aislamientos se obtuvo
la matriz de distancias con base en el coeficien-
te de disimilaridad de Jaccard y se realizo el
dendrograma utilizando la distancia promedio
(UPGMA), validando la estructura del arbol
con base en el valor p y la probabilidad de
ocurrencia obtenida a través de bootstrap uti-
lizando 10000 remuestreos (repeticiones). Para
ello se utilizé el paquete pvclust (Suzuki &
Shimodaira 2006) del programa estadistico R
(R Development Core Team, 2008). Posterior-
mente se establecieron grupos de genotipos con
base en el dendrograma, con el fin de realizar
un analisis molecular de varianza (AMOVA)
propuesto por Excoffier et al. (1992), utilizan-
do el software Arlequin v3.1 (Excoffier et al,
2006). Se realizé una prueba de hipotesis para
los componentes de varianza entre y dentro
de poblaciones utilizando 1000 permutacio-
nes. Finalmente se calculd el nuamero de /loci
polimérficos, el indice de diversidad genética
de Nei y el indice de diversidad genotipica de
Shannon mediante el software POPGENE (Yeh
& Boyle 1997).

RESULTADOS

Confirmacion de la identidad de los ais-
lamientos: En los 100 aislamientos incluidos
en el estudio, se confirmd su asociacion al com-
plejo de especies R. solanacearum, al obtenerse
mediante PCR el amplicon esperado de 282pb.
Este amplicon fue igualmente obtenido en las
cepas de referencia Rs074 y CIAT 1008.

Variabilidad genética de R. solanacea-
rum mediante AFLP’s: De las seis combina-
ciones de cebadores evaluadas, se seleccionaron
EA-MA, EA-MG, EC-MA, y EC-MC por
generar los mayores niveles de polimorfismo
entre los aislamientos inicialmente evaluados.
Con los cuatro pares de cebadores se registra-
ron a partir de los geles un total de 354 ampli-
cones (EA-MA: 94, EA-MG: 91, EC-MA: 66 y
EC-MC: 103 amplicones) que oscilaron entre
80 y 1200pb. A pesar de haberse empleado la
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metodologia con los 100 aislamientos, el ana-
lisis final se realizé en las 78 cepas en las que
se obtuvo la totalidad de los perfiles electrofo-
réticos con los cuatro marcadores, evitandose
sesgos en el estudio por datos perdidos.

La poblacion de R. solanacearum resultd
altamente variable, con un porcentaje de /oci
polimorficos del 96.8%, un indice de diversi-
dad genética de Nei de h=0.32 (SE=0.16) y de
diversidad genotipica de Shannon de [=0.48
(SE=0.2). El dendrograma UPGMA generado
dividi6 los aislamientos en tres grandes grupos
(I, 11, III), el primero de ellos (grupo I, valor
p: 0.79 y bootstrap: 79%) incluy6 13 aisla-
mientos procedentes de sueclos de la region
bananera de Uraba. El grado de variacién al
interior de este grupo fue alto, con un coefi-
ciente de disimilaridad maximo de 0.35. En
el segundo grupo (11, valor p:0.96 y bootstrap:
71%) se presentaron cinco subgrupos bien
definidos, relacionados con un coeficiente de
disimilaridad inferior a 0.41, que con algunas
excepciones representan la procedencia de
los aislamientos asi, IIA: cinco cepas obte-
nidas en plantas de banano; IIB: siete cepas
obtenidas en S. nigrum, ademas de una cepa
de Piper sp. y una de Desmodium sp.; 1IC:
representado por tres cepas de Portulaca ole-
raceae; 11D: subdividido a su vez en cuatro
clados, tres de ellos conteniendo aislamientos
de banano y platano y uno con tres cepas de
Emilia sonchifolia y una de Euphorbia hirta
(IID-4). El subclado IID-1: incluye las cepas
identificadas como pertenecientes al secuevar

6 y cuya procedencia es la regiéon bananera
de Santa Marta; el subclado IID-2: incluye 20
aislamientos obtenidos en banano de la region
de Uraba y el subclado IID-3: contiene siete
aislamientos de banano de la regiéon de Uraba,
ademas de un aislamiento de platano y un ais-
lamiento de Peperonia pellucida. Finalmente,
el grupo III (valor p: 0.86 y bootstrap: 29%)
incluye cuatro aislamientos obtenidos de Cis-
sus sicyodes y dos de banano. Este grupo pre-
senta un coeficiente de disimilaridad maximo
de 0.41. Adicional a estos grupos, se presentan
algunas cepas que se ubicaron individualmente
a lo largo del dendrograma. Algunos ejemplos
son la cepa Coll6 obtenida de S. nigrum,
Colll de Desmodium incanum y la cepa Col59
de banano. Un aspecto importante del analisis
es el hecho que al interior del clado IID, que
incluye mayoritariamente cepas de banano se
presentan altos niveles de similitud genética y
subclados altamente soportados por los anali-
sis de probabilidad y bootstrap (Fig. 1).

El AMOVA demostré que la variacion
genética total de la poblacion bajo estudio se
puede explicar en un 33.9% debido a dife-
rencias dentro de los grupos, mientras que un
66.10% se debid a la varianza entre los gru-
pos. El analisis de subestructuracion genética
resultd significativo (Fst=0.66; p<0.00001),
indicando diferenciaciéon genética entre las
poblaciones de R. solanacearum de la region
bananera de Uraba, siendo su hospedante de
origen el principal factor asociado a su estruc-
tura (Cuadro 2).

CUADRO 2
Andlisis de varianza molecular (AMOVA) basado en andlisis con marcadores AFLP en una poblacion de 78 aislamientos
de Ralstonia solanacearum de la zona bananera de Uraba (Colombia)

TABLE 2
Analysis of molecular variance (AMOVA) based on AFLP’s markers of a population of 78 isolates of Ralstonia
solanacearum fiom the banana-growing region of Uraba (Colombia)

Fuente de Variacion Grados de Suma de Componentes de Porcentaje de
Libertad Cuadrados Varianza Variacion
Entre poblaciones 13 3170.800 41.1190 66.10
Dentro de poblaciones 67 1413.951 21.0918 33.90

FST: 0.66096. Valor p<0.0001.
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Fig. 1. Dendrograma UPGMA generado mediante el analisis de marcadores AFLP para una poblacion de 78 aislamientos de
Ralstonia solanacearum de la region de Uraba (Colombia). Los niimeros sobre las ramas indican el valor p (a la izquierda)
y la probabilidad de bootstrap (a la derecha). Los ntimeros romanos indican los grupos principales y secundarios derivados
del analisis UPGMA, sus nombres se explican en el texto.

Fig. 1. UPGMA dendrogram generated through analysis of AFLP markers for a population of 78 isolates of Ralstonia
solanacearum from the region of Uraba (Colombia). Numbers above branches show p value (left-side) and bootstrap prob-
ability (rigth-side). The roman numerals indicate major and secondary groups with the UPGMA analysis, their names are
explained in the text.

DISCUSION arvenses de al menos ocho familias botani-
cas (Asteraceae, Commelinaceae, Convolvula-
En este estudio se realizO una caracteri- ceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Piperaceae,

zacion molecular del nivel de variabilidad de  Portulacaceae y Vitaceae) colectados mayo-
aislamientos de R. solanacearum procedentes  ritariamente en la region de Urabd y algunos
de plantaciones de banano, suelos y plantas en la zona bananera del Departamento del
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Magdalena. Los resultados indican que los 100
aislamientos incluidos en el estudio estan aso-
ciados al complejo R. solanacearum, tal como
se desprende de la obtencion de un amplicon de
282pb, que también fue generado en las cepas
de referencia.

El andlisis de diversidad genética utili-
zando AFLP’s revelo la existencia de un alto
nivel de variacion al interior de la poblacion
de R. solanacearum evaluada, con niveles de
disimilaridad genética entre algunos grupos de
cepas que superan valores de 0.47 (ej. cepas
obtenidas de suelo vs cepas de Cissus sicyo-
des). Evaluaciones morfologicas y patogénicas
realizadas con cepas colombianas de R. solana-
cearum (Granada et al. 1995, Granada 1996a,
1996b, Martinez & Garcia 2003, Gomez et
al. 2005, Obregén 2007) habian sugerido la
existencia de un alto nivel de variacion de esta
bacteria en Colombia, situacion que es confir-
mada plenamente al menos para la poblacion
de R. solanacearum asociada a la enfermedad
del Moko en la region bananera de Uraba.

Estos niveles de diversidad se ven refle-
jados por los altos indices de Nei y Shannon
encontrados en el analisis poblacional (h=0.32,
[=0.48) y resultan frecuentes en los diversos
estudios que se han realizado con poblaciones
de R. solanacearum en el mundo y que uti-
lizan marcadores moleculares tipo AFLP’s y
RAPD’s (Poussier et al. 2000, Yu et al. 2003,
Grover et al. 2006, Jeong et al. 2007). En estos
estudios consistentemente se confirma la divi-
sion del complejo de especies R. solanacearum
en cuatro filotipos, sin embargo al interior
de cada filotipo se encuentra un alto nivel de
variacion. Asi por ejemplo Yu et al. (2003)
al evaluar una poblacién de 55 aislamientos
de R. solanacerum provenientes de la region
cultivadora de jengibre en Hawai mediante 10
marcadores AFLP’s, encontraron que los nive-
les de similitud genética entre aislamientos del
mismo cultivo presentaban valores tan bajos
como 0.46 a 0.53, mientras que la disimilaridad
genética promedio de la poblacion fue de 0.5.
Por otra parte, Grover et al. (2006), al evaluar
la diversidad de 44 aislamientos de R. solana-
cearum obtenidos en 16 diferentes terrazas de
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cultivo de un mismo campo en Shimla (India)
detectaron 42 genotipos distintos cuando se
establecid como parametro un indice de simi-
litud de 0.7, encontrandose ademas valores de
distancia genética entre algunos aislamientos
de hasta 0.88.

El analisis al interior del dendrogra-
ma generado en este estudio y el posterior
AMOVA, permite la separacion de los ais-
lamientos dependiendo de su hospedante de
origen (con algunas excepciones), generandose
grupos bien definidos para los aislamientos
procedentes de suelo de la region de Uraba, asi
como de las plantas arvenses E. sonchifolia, S.
nigrum, P. oleraceae, C. sicyodes.

Los aislamientos obtenidos de banano, se
dividieron en al menos cinco subgrupos, uno
de los cuales representa el secuevar 6 detectado
por Cardozo (2008), mientras que los otros gru-
pos presentan indistintamente cepas del secue-
var 4 y cepas asociadas al filotipo I, pero cuyo
secuevar no pudo ser definido en dicho estudio,
debido a la falta de amplificacion en la prueba
de PCR multiple (Cardozo 2008). Un hecho
notable de estos grupos de aislamientos obte-
nidos de banano, es que presentan un menor
nivel de variabilidad con respecto a aquellos
obtenidos en suelo y algunas plantas arvenses
como C. sicyodes. Esta situacion puede repre-
sentar la existencia de lineas clonales al interior
de los secuevares presentes en la poblacion. Sin
embargo, los niveles de variacion al interior de
cada linea indican que éstas no son estables,
pues debido a la ocurrencia de diferentes fuen-
tes de variacion como resultado de la presion
de seleccion a que se ven sometidas en los
sistemas agricolas, continuamente se generan
nuevos genotipos. Una situacion similar fue
planteada por Castillo & Greenberg (2007),
quienes determinaron la diversidad genética,
el grado de recombinacién y la divergencia
poblacional de 58 aislamientos representando
los diferentes filotipos de la bacteria presentes
en diversas regiones del mundo y concluyeron
que R. solanacearum se presenta como una
bacteria fundamentalmente clonal, pero con
una alta capacidad de generar nuevos genoti-
pos. El gran potencial de variacion que presenta
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R. solanacearum fue recientemente confirmado
por Grover et al. (2006), quienes luego de eva-
luar los niveles de variacion de una linea clonal
de R. solanacearum sometida a nueve trans-
ferencias en medio de cultivo, determinaron
mediante RAPD’s la existencia de 22 genotipos
diferentes cuando se utiliz6 como parametro
de separacion un nivel de similitud de 0.7. Tal
variacion, puede explicarse gracias a los altos
niveles de transferencia horizontal de genes
entre cepas bacteriales de R. solanacearum 6
con otras especies de procariotes (incluso con
archacabacterias, Gophna ef al. 2004) debido a
la existencia de multiples elementos moviles en
su genoma (profagos, secuencias de insercion,
transposones); a la presencia de sitios calientes
(hot spots) de recombinacion y a la alta tasa de
mutacion reportada para esta bacteria (Grover
et al. 2006). Un indicativo adicional de la gran
variabilidad de este complejo de especies fue
aportado por el estudio de Guidot et al. (2007),
quienes en el estudio de microarreglos con
5120 genes de la cepa tipo GMI1000 e hibridi-
zacion con el genoma de 16 cepas representati-
vas de los cuatro filotipos de R. solanacearum,
determinaron que de la totalidad de genes bajo
analisis, tan so6lo 2690 (53%) estaban presentes
en todas las 17 cepas evaluadas.

A pesar del hallazgo de una subestructura
al interior de la poblacion de R. solanacearum
de la zona de Uraba con un alto valor de Fst
(0.66) y cuyo determinante principal es el hos-
pedante de origen de los aislamientos, la pato-
genicidad en banano de las cepas procedentes
de plantas arvenses utilizadas en este estudio
fue probada en un trabajo reciente realizado
por Obregdn (2007), quien luego de inocular
plantas del clon Gran enano de dos meses de
edad y propagadas por cultivo in vitro, encon-
tré6 que 34 de las cepas (obtenidas de Cissus
sicyodes, Solanum nigrum, Emilia sonchifolia,
Ipomoea trifida, Portulaca oleraceae, Piper
sp., Euphorbia hirta, Synedrella nodiflora,
Desmodium sp., Peperonia pellucida y Tripo-
gandra cumanenses) tenian la capacidad de
inducir los sintomas de marchitez y necrosis
vascular que caracterizan la enfermedad del
Moko de las musaceas. Esto posiblemente
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indica que aunque en general, se presentan
diferencias genéticas entre aislamientos de R.
solanaceraum procedentes de plantas arvenses
y/o suelos con respecto a aquellos colectados
en plantas de banano, aquellos genes como Arp
(respuesta hipersensible y patogenicidad), eg
(endoglucanasa) y flic C (flagelina) ubicados
en el megaplasmido bacterial asociados a pato-
genicidad (Salanoubat ef al. 2002) son constan-
temente transferidos horizontalmente entre las
cepas que comparten los agroecosistemas bana-
neros, de manera que su rango de hospedantes
se extiende, posibilitindose asi la afeccion de
otras plantas, en este caso Musa sp. Sin embar-
go, de gran interés resulta la presencia de aisla-
mientos originalmente obtenidos de plantas de
banano compartiendo clados con aislamientos
de plantas arvenses (ej. Clado III), pues esto
refleja que no solo los genes del megaplasmido
son similares, sino también que las regiones de
su cromosoma bacterial comparten altos nive-
les de identidad. Es por esto que de gran interés
resultaria la secuenciacion masiva de ambos
replicones en aislamientos seleccionados con
base en el analisis de AFLP aqui realizado, con
el fin de profundizar en la busqueda de respues-
tas al por qué a pesar de presentarse estructu-
racion al interior de la poblacién estudiada, los
miembros de diferentes clados no presentan
patogenicidad diferencial.

Desde el punto de vista practico, los
hallazgos de esta investigacion y la realizada
por Obregon (2007), reafirman la necesidad de
eliminar completamente las plantas arvenses
de los focos detectados con la enfermedad de
Moko en la region de Uraba, evitar al maxi-
mo el transporte de suelos infectados con la
bacteria y garantizar la correcta desinfectacion
de las herramientas de trabajo utilizadas en las
practicas culturales, por cuanto la poblacion
de R. solanacearum en esta zona presenta un
alto potencial de ser patogénica a plantas de
banano. Estos resultados representan una grave
problematica epidemioldgica para el manejo
de esta enfermedad en las regiones bananeras
de Colombia y sugieren la necesidad de incluir
en evaluaciones de resistencia de variedades,
control quimico y capacidad de sobrevivencia
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de la bacteria en los focos tratados, de un alto
nimero de genotipos, los que deberian ser
seleccionados con base en su hospedante de
origen.
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RESUMEN

La enfermedad del moko de las musaceas, causada
por la bacteria Ralstonia solanacearum, es uno de los
problemas fitopatologicos mas importantes de la agroin-
dustria del banano en los paises tropicales. En Uraba y el
Magdalena (Colombia), las principales regiones exportado-
ras de banano en Colombia, esta enfermedad provoca una
destruccion estimada en 16.5ha/afio. La bacteria presenta
un nivel extremadamente alto de variacion genética que
afecta las medidas de control. Este es el primer estudio de
su variacion en Colombia y se hizo con los marcadores
moleculares AFLP en una poblacion de 100 aislamientos
de plantas de banano, suelos y arvenses. El alto nivel de
diversidad genética, con indices de Nei y de Shannon de
h=0,32 y 1=0,48, respectivamente, y la AMOVA, demos-
tr6 que esta poblacion es subestructurada (Fst=0,66): el
hospedero es el principal factor de diferenciacion. Aun asi,
las pruebas anteriores mostraron que todas las variedades
presentan patogenicidad en Musa.

Palabras clave: AFLP, enfermedad del Moko, marcadores
moleculares, Musa sp. Ralstonia solanacearum
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