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Molecular characterization of the Ralstonia solanacearum species
complex in the banana growing region of Uraba
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La enfermedad del moko, causada por Ralstonia solanacearum,
es uno de los problemas fitosanitarios mas importantes de la
agroindustria bananera de Uraba. Esta bacteria se caracteriza
por presentar una gran plasticidad genética, lo cual dificulta el
disefio de estrategias para su control. Con el fin de determinar los
componentes del complejo de especies de R. solanacearum presen-
tes en la region de Urabd, en esta investigacion se realizé la ca-
racterizacion genotipica de una poblacién de R. solanacearum
procedente de plantas de banano, arvenses y suelos de diversas
plantaciones de esta zona. La evaluacion se realizé mediante
PCR muiltiple y secuenciacién de tres regiones del genoma
(genes egl, fliC y region 16S del ADNr). Los resultados indican
que todas las cepas bacteriales estudiadas estan asociadas al
filotipo II, y en su mayoria pertenecen al secuevar 4, aunque
en el caso de algunos aislamientos no fue posible su filiacién
con ninguno de los tres secuevares reportados para la raza 2.
Dos aislamientos obtenidos del departamento del Magdalena,
utilizados con fines comparativos, resultaron estar asociados
al secuevar 6. Los resultados de esta investigacién plantean
importantes aspectos epidemioldgicos a ser tenidos en cuenta
en el manejo de la enfermedad del moko en las plantaciones
de banano del Uraba antioqueno.

Palabras clave: ADNr 16S, endoglucanasa, filotipo, flagelina,
moko, secuevar.

Moko disease, caused by Ralstonia solanacearum, is one of the
most important phytopathological problems of the banana
agribusiness in Uraba (Colombia). This bacterium is featured
by having high genetic plasticity, which difficults the design
of control strategies. The aim of the present research was
to establish the components of the R. solanacearum species
complex, through the study of the genotypic features of a
series of strains isolated from banana plants, weeds and soils
from different plantations in Uraba. The analysis was carried
out through multiple PCR and sequencing of three genomic
regions (egl and fliC genes, and region 16S of 16S rDNA). The
results indicate that all the studied isolates are associated to
phylotype II, and most of them belong to sequevar 4. However,
in the case of some strains, it was not possible to associate the
PCR results with the sequevars that have been reported for race
2. Interestingly, two isolates from the department of Magdalena
used as comparative controls for the bacterial population of
Uraba, were found to belong to sequevar 6. These results raise
important epidemiological aspects of the management of moko
disease in the banana growing region of Uraba.

Key words: rDNA 16S, endoglucanase, phylotype, flageline,
Moko disease, sequevar.

Introduccion

La enfermedad del moko del platano y banano causada por
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. es uno de
los problemas fitosanitarios mas limitantes de este cultivo
en Colombia, siendo los departamentos de Antioquia (en
la regién de Uraba) y Quindio las dreas més afectadas por
esta enfermedad (Obregén, 2007). R. solanacearum es un
fitopatogeno altamente agresivo, con una distribucion glo-
bal y un inusual amplio rango de hospederos de al menos
50 familias botanicas diferentes, incluyendo cultivos como
papa, tomate, tabaco, banano, heliconias, anturios y mani
(Hayward et al., 1998). En diferentes estudios se ha encontrado
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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 representar mas que una especie (Taghavi et al., 1996;
Fegan y Prior, 2005). Tradicionalmente los miembros de R.
solanacearum han sido subdivididos en cinco razas con base
en su rango de hospederos y en cinco biovares segun su ca-
pacidad metabdlica para la utilizacion de diversas fuentes
de carbono. Una variante tropical del biovar 2 (2T o N2)
es considerada por Hayward et al. (1992) como un sexto
biovar. Desde el punto de vista genético, la especie se ha
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segmentado en dos divisiones (I y IT) (Cook et al., 1989).
La divisiéon I comprende representantes de los biovares 3,
4y 5, principalmente encontrados en Asia, mientras que
la divisién II contiene los biovares 1, 2 y N2, de origen
americano. Esta agrupacion fue posteriormente confir-
mada mediante analisis de las secuencias 16S del ADNr
(Taghavi et al., 1996). Por otra parte, Poussier et al. (2000)
demostraron la existencia de un subgrupo de aislamien-
tos de origen africano dentro del biovar 1. Fegan y Prior
(2005) plantean la existencia de cuatro grupos genéticos
denominados filotipos y correspondientes a diferentes
origenes geograficos (Asia sensu lato, América, Indonesia
y Africa). Cada filotipo estd conformado por un niimero
de secuevares, que son definidos como un grupo de cepas
con una secuencia altamente conservada dentro de una
region determinada del genoma, que para el caso de R.
solanacearum corresponde al gen endoglucanasa (egl). Los
secuevares incluyen un niimero de lineas clonales identifi-
cadas a partir de analisis con marcadores moleculares tipo
AFLP o rep-PCR (Fegan y Prior, 2005).

Uno de los primeros analisis genéticos de los aislamientos
de R. solanacearum raza 2 fue realizado por Cook et al.
(1989), quienes mediante la utilizaciéon de RFLP encontra-
ron la existencia de tres genotipos definidos como MLG 24,
MLG 25 y MLG 28. Posteriormente, con el desarrollo de
los conceptos de filotipos y secuevares, se determiné que
la raza 2 de R. solanacearum esta asociada 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). Mas
recientemente, Fegan y Prior (2006), basados en secuen-
cias del gen egl, demostraron que las cepas causantes del
moko tenian un origen polifilético, con algunos genotipos
muy relacionados con aislamientos patogénicos a tomate y
papa. A pesar de los avances en la caracterizacion genética
de las cepas de la raza 2 de R. solanacearum, es necesario
continuar evaluando el grado de variabilidad de este pa-
togeno en diferentes agroecosistemas, por cuanto se cree
que la diversidad de dicha raza estd subestimada (Fegan
y Prior, 2006). Esta investigacion se plante6 con el fin de
obtener la informacion relacionada con los componentes
del complejo de especies de R. solanacearum en la zona
bananera de Urabd, como una herramienta para el apoyo
de los programas de manejo del moko de las musaceas en
Colombia.

Materiales y métodos

Cepas bacteriales

El estudio incluyo 50 aislamientos, 33 de los cuales hacen
parte de una coleccion de cepas bacteriales previamente es-
tablecida por Cenibanano en plantas de banano y arvenses
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asociadas al cultivo (Obregoén, 2007), mientras que las otras
17 cepas fueron aisladas y purificadas en esta investigacion
a partir de cultivos de banano y suelos de la regiéon de Uraba
y el departamento del Magdalena; estas tltimas cepas fue-
ron utilizadas con fines comparativos. Adicionalmente se
incluyeron como control positivo dos cepas representativas
del filotipo II proveidas por el CIAT (Tab. 1).

Aislamiento y purificacion de las

bacterias en medio de cultivo

Una vez detectadas las plantas de banano con sintomatolo-
gia de marchitez bacterial, se procedi6 a aislar la bacteriaa
partir de pequeiias porciones de tejido vascular siguiendo
la metodologia de Gomez et al. (2005). Para el caso de las
muestras de suelo provenientes de los focos de la enferme-
dad, se tomaron 500 g alrededor de las plantas y a una pro-
fundidad de 5 cm. Una vez en el laboratorio se realizaron
diluciones seriadas en buffer fosfato 0,05 M a partir de 1
g de suelo, obteniendo 100 pL de las diluciones 10" y 107
para su siembra en medio SMSA modificado.

Confirmacion de la identidad de los aislamientos

En todos los aislamientos utilizados en la investigacion se
verificé suidentidad taxondmica mediante la utilizacion de
los cebadores 759/760 (759: 5 GTC GCC GTC AACTCA
CTTTCC35760:5 GTCGCCGTCAGCAAT GCG GAA
TCG 3°) (Fegan y Prior, 2005). Para esta prueba se tomo
una lupada bacterial de cada aislamiento en 100 pL de agua
destilada estéril y se llevé a ebullicién al bafio Maria por 5
min, utilizdndose 1 pL en las reacciones de PCR.

Caracterizacion del complejo de

especies R. solanacearum

Se utiliz6 la técnica de PCR multiple para la definicién
de filotipos con los cebadores Nmult21:1F (5" CGT TGA
TGA GGC GCG CAATTT 3’), Nmult21:2F (5’AAG TTA
TGG ACG GTG GAA GTC 3’), Nmult23:AF (5'ATT ACS
AGA GCA ATC GAA AGA TT 3’), Nmult22:InF (5'ATT
GCC AAG ACG AGA GAA GTA 3’) y el cebador reverso
Nmult22:RR (5" TCG CTT GAC CCT ATA ACG AGT A
3), siguiendo la metodologia descrita por Fegan y Prior
(2005). Para el diagnostico de los secuevares causantes del
moko del banano se utilizaron los cebadores Mus20-F (5
CGG GTC GCT GAG ACG AAT ATC 3’) - Mus20-R (57
GCC TTG TCC AGA ATC CGA ATG 3’); Mus35-F (5’
GCA GTA AAG AAA CCC GGT GTT 3') - Mus35-R (5’
TCT GGC GAA AGA CGG GAT GG 3"), Mus06-F (5" GCT
GGC ATT GCT CCC GCT CAC 3’) - Mus06-R (5" TCG
CTT CCG CCA AGA CGC3")ySI128-F (5°CGT TCT CCT
TGT CAGCGATGG3")-S128-R (5" CCCGTGTGA CCC
CGA TAG C 3"). Las condiciones del PCR fueron similares
a las descritas por Prior y Fegan (2005).
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TABLA 1. Aislamientos de Ralstonia solanacearum utilizados en este estudio, indicando su origen de coleccion, filotipo y secuevar determinado
mediante PCR multiple.

Planta hospedante

Aislamiento (Nombre cientifico — nombre comin) Lugar de coleccion Filotipo/Secuevar
Col Musa sp. - Banano Apartadé 11/4PB
Col2 Cissus sicyodes - Uvilla Apartad6 [1/4PB
Col3 Solanum nigrum - Hierbamora Apartad6 I
Col4 Musa sp. - Banano Santa Marta I
Colb Musa sp. - Banano Carepa 11/4PB
Col 6 Musa sp. - Banano Carepa 11/4PB
Col 7 Musa sp. - Banano Apartadd NA
Col 8 Desmodium - Pega pega Apartado 11/4PB
Col 9 Solanum nigrum - Hierbamora Apartado 11/4PB
Col 10 Ipomoea trifida - Batatilla Carepa NA
Col 11 Desmodium incanum - Fabaceae Carepa [1/4PB
Col 12 Piper sp. - Santa Maria Carepa 11/4PB
Col 13 Solanum nigrum - Hierbamora Carepa NA
Col 14 Cissus sicyodes - Uvilla Carepa 11/4PB
Col 15 Musa sp. - Banano Chigorodo 11/4PB
Col 16 Solanum nigrum - Hierbamora Chigorodé 11/4PB
Col 17 Portulaca oleracea - Verdolaga Chigorodo 11/4PB
Col 18 Emilia sonchifolia - Emilia Chigorodo 11/4PB
Col 19 Ipomoea trifida - Batatilla Chigorodo 11/4PB
Col 20 Euphorbia hirta - Lecherito Chigorodé 11/4PB
Col 22 Musa sp. - Banano Carepa Il

Col 24 Musa sp. - Banano Chigorodo I
Col 26 Cissus sicyodes - Uvilla Chigorodo 11/4PB
Col 28 Peperonia pellucida Apartado Il

Col 29 Musa sp. - Banano Apartado 11/4PB
Col 30 Musa sp. - Banano Apartado I

Col 31 Musa sp. - Banano Carepa I

Col 37 Musa sp. - Banano Carepa I
Col 41 Musa sp. - Banano Chigorodo 11/4PB
Col 42 Musa sp. - Banano Chigorodo 11/4PB
Col 44 Tripogandra cumanensis - Suelda con suelda Carepa 11/4PB
Col 47 Tripogandra cumanensis - Suelda con suelda Turbo Il

Col 48 Musa sp. - Banano Chigorodo 11/4PB
Col 51 Solanum nigrum - Hierbamora Carepa 11/4PB
Col 52 Portulaca oleracea - Verdolaga Carepa 11/4PB
Col 60 Cissus sicyodes - Uvilla Chigorodd 11/4PB
Col 66 Musa sp. - Banano Carepa 11/4PB
Col 71 Suelo Apartado I1/4PB
Col 72 Suelo Apartadé 11/4PB
Col 75 Suelo Apartad6 11/4PB
Col 76 Suelo Chigorodé 11/4PB
Col 77 Suelo Chigorodo 11/4PB
Col 78 Suelo Chigorodo 11/4PB
Col 80 Musa sp. - Banano Carepa [1/4PB
Col 82 Musa sp. - Banano Carepa [1/4PB
Col 85 Musa sp. - Banano Chigorodo Il

Col 87 Musa sp. - Banano Apartadé I

Col 88 Musa sp. - Banano Apartadd Il

Col 94 Musa sp. - Banano Santa Marta 11/6
Col 95 Musa sp. - Banano Santa Marta 11/6
CIAT 1008 Musa sp. - Banano Ibagué, Tolima 174
CIAT RS074 Musa sp. - Banano ND Il

NA: No amplificd. Los aislamientos subrayados fueron empleados en la secuenciacion de los genes eg/, fliC y ADNr, sus nimeros de accesion incluidos en la base de datos del GenBank corres-
ponden al rango: EU795331 a EU795360.
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Para aquellos aislamientos en los que no fue posible la
obtencion de amplicones con alguno de los dos juegos
de cebadores, se variaron las condiciones del PCR vy se
utilizaron dos metodologias adicionales de extracciéon de
ADN: kit DNeasy Plant Mini (Qiagen, CA, USA) y el mé-
todo convencional de SDS (Sambrook y Russell, 2001).

Andlisis de secuencias de aislamientos
de R. solanacearum

Se seleccionaron diez aislamientos de diferentes hospederos
(Tab. 1) para la secuenciacién parcial de la region 16S del
ADNr utilizando los cebadores Olil (5’GGG GGT AGC
TTG CTA CCT GCC 3') y Y2 (5'CCC ACT GCT GCC
TCC CGT AGG AGT 3’) (Seal et al., 1993), el gen egl con
los cebadores Endo-F (5" ATG CAT GCC GCT GGT CGC
CGC 3") y Endo-R (5 GCG TTG CCC GGC ACG AAC
ACC 3") (Fegan et al., 1998) y el gen fliC (flagelina C) con
los cebadores Rsol_fliC-F: (5" GAA CGC CAA CGG TGC
GAACT 3") yRsol_fliC-R (5 GGC GGC CTT CAG GGA
GGT C 3") (Sehonfeld et al., 2003). El programa de ampli-
ficacién consto de una desnaturalizacion inicial a 94°C por
3 min, seguida por 35 ciclos de 94°C durante 2 min; 62°C
para fliC, 64°C parala region 16S del ADNr o 70°C para egl,
por 1 min; 72°C por 2 min y un periodo final de extension
a 72°C durante 7 min. Los productos amplificados fueron
purificados mediante el kit QIAquick PCR Purification
(Qiagen, CA, USA) para proceder a su secuenciacion directa
en ambas direcciones en la compaifiia Macrogen (Corea del
Sur). Las secuencias obtenidas con cada cebador fueron edi-
tadas mediante los programas BioEdit 6.0.6 y Chromas 1.45.
Paralelamente, se obtuvieron del GenBank secuencias de los
genes estudiados de cepas de R. solanacearum de diferentes
regiones del mundo y hospederos, para su alineaciéon con
las generadas en este proyecto mediante el software Clustal
W. La matriz de alineacion fue empleada para el analisis
filogenético basado en maxima parsimonia con soporte de
Bootstrap (1000 permutaciones) y utilizando PAUP 4.0b.

Resultados

Confirmacion de la identidad de los aislamientos

La utilizacién de la prueba de PCR con los cebadores
759/760 permitio la seleccion de los 50 aislamientos in-
cluidos en la investigacién como asociados al complejo R.
solanacearum, al obtenerse la amplificacion del fragmento
esperado de 282 pb.

Caracterizacion del complejo de
especies R. solanacearum

Larealizacion de las reacciones de PCR multiples dirigidas
a determinar los filotipos arroj6 la amplificaciéon de un
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fragmento de 372 pb en 47 de las cepas evaluadas (Fig. 1),
mientras que no fue posible la obtencién del amplicon en
los aislamientos Col 7 (de Musa sp.), Col10 (de Ipomoea tri-
fida) y Col13 (de S. nigrum). La ocurrencia de este amplicén
permite asociar dichas cepas con el filotipo IT y confirmar la
presencia de dicho filotipo en hospederos tan diversos como
Musa sp., Cissus sicyodes, Solanum nigrum, Desmodium sp.,
Piper sp., Portulaca oleraceae, Emilia sanchifolia, Ipomoea
trifida, Euphorbia hirta, Peperonia pellucida, Tripogandra
cumanenses,y en cepas aisladas a partir de suelos cultivados
con banano (Tab. 1).

Con respecto a los PCR para secuevares, se logré la am-
plificacién de un fragmento de 351 pb en 33 aislamientos
y en la cepa de referencia RS 074 CIAT, mientras que en
los aislamientos Col94 y Col95 la banda obtenida corres-
pondid a 167 pb (Fig. 1). Este resultado permite identificar
al primer grupo como cepas patogénicas a banano del
secuevar 4, y al segundo grupo como cepas del secuevar
6. Es importante resaltar que en 15 de los aislamientos no
fue posible la amplificacion de ningtin fragmento, a pesar
de la modificaciéon de diferentes variables del PCR.

Analisis de secuencias de aislamientos
de R. solanacearum

Gen eg/ (endoglucanasa)

Para el andlisis filogenético del gen egl se incluyeron
secuencias de 34 aislamientos, 24 del Genbank, con al
menos una cepa representativa de cada uno de los cuatro
filotipos. El alineamiento final de las secuencias incluyé
686 sitios, de los cuales 107 resultaron informativos para
el andlisis de parsimonia (Fig. 2A). El filograma present6
cuatro clados bien definidos, que representan los cuatro
filotipos del complejo. Sin embargo el filotipo I se present6
segmentado en un grupo principal con tres cepas (JT523,
R292 y R292) y tres ramas independientes correspondien-
tes a las cepas GMI100, CFBP2968 y NCPPB3190, cuyo
origen corresponde a la divisién “Asidtica”. El filotipo
IT se presenta con un fuerte soporte estadistico (99%) y
dividido en cuatro subgrupos, uno de los cuales incluye
todas las cepas secuenciadas en esta investigacion y pro-
cedentes de diferentes hospederos en la regién de Uraba,
ademads de una cepa obtenida de platano en Colombia
(Fegan y Prior, 2005). El grupo constituyendo el filotipo
IIT presentdé un alto soporte estadistico (99%) y estuvo
conformado por tres aislamientos procedentes de papa y
berenjena de paises de Africa, mientras que el filotipo IV
solo estuvo representado en el analisis por el aislamiento
PSI7 obtenido de tomate en Indonesia.
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FIGURA 1. Determinacion mediante PCR multiple de los secuevares (izquierda) y filotipos (derecha) y de aislamientos de Ralstonia solanacearum
procedentes de las regiones bananeras de Uraba (Antioquia) y Magdalena. Lineas 1, 10, 19: marcador de 100 pb; 2, 11: Col 41; 3, 12: Col 44; 4,
13: Col 60; 5, 14: Col 94; 6, 15: Col 95; 7, 16: Col 3; 8, 17: control positivo; 9, 18: control negativo.

Gen fliC (flagelina C)

Para el analisis filogenético del gen fliC se incluyeron
secuencias de 30 aislamientos, 20 de las cuales fueron ob-
tenidas del Genbank, incluyendo cuatro representantes de
la especie R. pickettii, y dos cepas de Pseudomonas putida
y R. eutropha como grupos externos para el analisis (Fig.
2B). El alineamiento final de las secuencias incluy6 428
sitios, de los cuales 150 resultaron informativos. El arbol
filogenético generado presentd dos clados bien soporta-
dos, que claramente separan las especies R. pickettii y R.
solanacearum. En este tltimo clado, se presentan varios
subgrupos, pero con un débil soporte. Estos subgrupos no
estan diferenciados por filotipos, procedencia geografica
u hospedante, aunque todos los aislamientos obtenidos en
la region de Urabd se agruparon en un solo clado, con un
soporte del 86%.

Region 16S del ADNr

Para el analisis filogenético de la region 16S del ADNr se
incluyeron secuencias de 26 aislamientos, 16 de las cuales
fueron obtenidas del Genbank, dos cepas de P. syzygii,
una cepa de BDB y Cupriavidus necator (R. eutropha) y P.
syringae como grupos externos (Fig. 2C). El alineamiento
final incluy6 289 sitios, nueve de los cuales resultaron
informativos. El filograma generado presenté un clado
bien soportado (93%) y claramente diferenciado de los
grupos externos. Este clado representa el complejo de
especies R. solanacearum, incluyendo P. syzygii, BDB y
R. solanacearum sensu stricto. En el clado se presentaron
tres subgrupos que representan el filotipo IV, el filotipo
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I y el filotipo II, respectivamente. Sin embargo, el bajo
grado de polimorfismo encontrado entre las secuencias
analizadas de R. solanacearum para esta region del geno-
ma no permitio generar altos soportes de bootstrap para
dichos grupos.

Discusion

En este estudio se realizé una caracterizacién molecular de
los componentes del complejo de especies de R. solanacea-
rum a partir de una poblacién de 50 aislamientos proce-
dentes de cultivos de banano, suelos y plantas arvenses de
al menos ocho familias botdnicas (Asteraceae, Commelina-
ceae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Piperaceae,
Portulacaceaey Vitaceae) colectadas en la region de Uraba.
Los resultados indican que los 50 aislamientos evaluados
estan asociados al complejo R. solanacearum, tal como se
desprende de la obtencién de un amplicon de 282 pb en
todas las cepas estudiadas. La secuenciacion de la region
16S del ADNr permitid asociar a dichos aislamientos con
la subdivisidn 2A sensu (Poussier et al., 2000), la cual estd
conformada fundamentalmente por miembros del biovar
1, 2 y N2, aunque la definicion original basada en andlisis
de RFLP que indica a la divisién 2 como “Americana” y
planteada por Cook et al. (1989) queda desvirtuada en estos
analisis, al incluir indistintamente aislamientos africanos
y asidticos obtenidos de musaceas y otros hospederos en
estos continentes, lo cual reafirma la mayor resolucién
que ofrece el andlisis de secuencias para plantear este tipo
de hipotesis taxondmicas. De acuerdo con los resultados
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AF295251. R.s. GMI1000. Tomate. Guyana Francesa
EF371806. R.s. CFBP2968. Berenjena. Guadalupe.
AF295252. R.s. JT523. Papa. Isla Reunion.
DQ657635. R.s. R292. Morus alba. China
AF295255. R.s. R292. Morus alba. China.
EF371810. R.s. CFBP765. Tabaco. Japdn.
AF295263. R.s. ICMP7963. Papa. Kenia.

EF192970. R.s. K60. Tomate. Estados Unidos.
EF371814. R.s. IP01609. Papa. Holanda.
AF295258. R.s. JT516. Papa. Isla Reunion.
AF295260. R.s. UN477. Papa. Pert

AF295261. R.s. NCPPB3987. Papa. Brasil.
EF371841. R.s. MOLK2. Musa sp. Filipinas.
AF295257. R.s. UW9. Heliconia. Costa Rica.
EF371808. R.s. CFBP1409. Musa sp. Honduras.
Col8. R.s. Desmodium sp. Apartadd — Colombia.
DQ011550. R.s. UW070. Musa sp. (pldtano). Colombia.
Col11. R.s. Desmodium incanum. Carepa — Colombia.
Col41. R.s. Musa. AAA. Chigorod6 — Colombia.
Col48. R.s. Musa. AAA. Chigorodd — Colombia.
Col12. R.s. Piper sp. Carepa — Colombia.

Col9. R.s. S. nigrum. Apartadé — Colombia.

AY192716. R. pickettii. LMG5942.
0 AY192717.R. pickettii. DSM6297.
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AY192719. R. pickettii. LMG7001.

AY192718. R. pickettii. LMG6871.
DQ657690. R.s. R292. Morus alba. China.
DQ657662. R.s. UN477. Papa. Pert.
DQ657692. R.s. PD1610. Papa. Bélgica.
DQ657705. R.s. UW34. Tabaco. Zambia.
DQ657704. R.s. JT525. Geranio. Isla Reunion.

100 56

DQ657703. R.s. NCPPB332. Papa. Zimbabue.

DQ657701. R.s. CFBP3059. Berenjena. Burkina Faso.
DQ657700. R.s. K. Eucaliptus sp. Sudéfrica.
DQ657699. R.s. CC. Eucaliptus sp. R. D. Congo.
DQ657698. R.s. CK. Eucaliptus sp. R. D. Congo.
DQ657697. R.s. MAFF211402. Papa. Japon.
AY192724. R.s. DSM9544. Tomate. Estados Unidos.
DQ657702. R.s. Ant307. Anturio. Antillas Francesas.
DQ657672. R.s. K60. Tomate. Estados Unidos.

Col 11. R.s. Desmodium incanum. Carepa — Colombia
Col41. R.s. Musa. AAA. Chigorodd — Colombia.
Col48. R.s. Musa. AAA. Chigorodd — Colombia.

i =
99

— Col26. R.s. Cissus sicyodes. Chigorodd — Colombia.
[— Col52. R.s. Portulaca oleracea. Carepa — Colombia.
|— Col60. R.s. Cissus sicyodes. Chigorodo.
L Col71.R.s. Suelo. Apartadd — Colombia

Sgdc 6

EF371812. R.s. A3909. Heliconia. Hawaii
4|ﬂ_': AF295266.R.s. CFBP2958. Tomate. Guadalupe.

EF371809.R.s. CFBP2972. Papa. Le Lamentin.
AF295276. R.s. NCPPB332. Papa. Zimbabue.
AF295274. R.s. CFBP734. Papa. Madagascar.

AF295270. R.s. CFBP3059. Berenena. Burkina Faso.
EF371804. R.s. Psi7. Tomate. Indonesia.

IV

AF295253. R.s. NCPPB3190.

FIGURA 2. Arbol filogenético generado con secuencias parciales de los genes eg/ (A) (longitud: 190; IC: 0,789; IR: 0,940 e IH: 0,211), fliC (B)
(longitud: 491; 1C: 0,85; IR: 0,84 e IH: 0,14) y 16S del ADNr (C) (longitud: 55; IC: 0,98; IR: 0,96 e IH: 0,018) de aislamientos de Ralstonia Solan-
acearum de la zona bananera de Urabé (Colombia) y otras regiones del mundo. Los nimeros romanos en A y C indican los filotipos; en B indican
los clados mayores. Los valores de bootstrap =50 se presentan sobre las ramas. IC: indice de consistencia, IR: indice de retencion e IH: indice

—1_

Subdiv2b |etr={

Di}! 1

Subdiv 2a9_3

de homoplasia.
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Col12. R.s. Piper sp. Carepa — Colombia.

Col9. R.s. S. nigrum. Apartadd — Colombia.

Col26. R.s. Cissus sicyodes. Chigorodo.

Col71. R.s. Suelo. Apartadd — Colombia.
c4970241. P putica. KT2440.
2673212, R. eutropha. H16.

DQ924956. R.s. N6211. I

AB21403. P syzygii. ATCC49543T.

AJ270255. P syzygii. Ral08.

EF016361. R. syzygii. LMG. 2299

X67036.1. P solanacearum. ATCC11696. IV
AB095535. BDB. Banana. Indonesia.

DQ924952. R.s. SL2029.

U28231. B.s. BSU28231. R639.

AY464962. R.s. E186. Solamun melongena. Filipinas.
BSU28227. B.s. CIP10. |
AY464975. R.s. MAFF211479. Z. officinale. Japon.
DQ924957. R.s. TW56.

EF585152. R.s. PC. Agastache rugosa. China
EF585134. R.s. DG2. Solanum melongena. China.
Col8. R.s. Desmodium sp. Apartadé — Colombia.
Col11. R.s. Desmodium incanum. Carepa — Colombia.
Col41. Rs. Musa. AAA. Chigorodd — Colombia.
Col48. R.s. Musa. AAA. Chigorodo.

Col12. R.s. Piper sp. Carepa — Colombia. "
Col9. R.s. S. nigrum. Apartadé — Colombia.

Col26. R.s. Cissus sicyodes. Chigorodd — Colombia
Col52. R.s. Portulaca oleracea. Carepa — Colombia.
Col60. A.s. Cissus sicyodes. Chigorodd — Colombia
Col71. R.s. Suelo. Apartadé — Colombia.

EU024158. C. necator. CIP104763.

P syringae.
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Col8. R.s. Desmodium sp. Apartadé — Colombia.

Col52. R.s. Portulaca oleracea. Carepa— Colombia
Col60. A.s. Cissus sicyodes. Chigorodd — Colombia.



de la PCR multiple con los cebadores de la serie Nmult,
todos los aislamientos corresponden al filotipo II de R.
solanacearum, grupo que incluye ademas los biovares 1,
2y 2T de origen americano, la raza 3, patogénica a papa
y con distribucién global, y la raza 2 conocida como el
agente causal del moko de las musdceas. Con respecto
a los secuevares, se encontr6 que, de las 50 cepas anali-
zadas, 33 se pueden identificar como pertenecientes al
secuevar 4 y dos al secuevar 6, mientras que en 15 cepas
no fue posible la amplificacién, situacién que sugiere la
existencia de otros secuevares dentro de la raza 2 de R.
solanacearum. Un resultado similar fue encontrado por
Fegany Prior (2006), quienes determinaron que las cepas
ICMP6782 e ICMP9600, obtenidas de plantas de banano
en Brasil, no se agruparon en los clados que definian los
secuevares 3, 4 y 6 en su estudio basado en el analisis de
secuencias del gen egl.

Laausencia del secuevar 3 y el bajo nimero de aislamientos
del secuevar 6 encontrados en este trabajo fue inesperado,
por cuanto dichos secuevares se han reportado frecuen-
temente en paises cultivadores de banano de Centro y
Suramérica, con los cuales existen vinculos comerciales y
de intercambio de material de propagacion con las zonas
bananeras del pais. Asi por ejemplo, el secuevar 3, previa-
mente definido como el MLG 24 (Cook y Sequeira, 1994) se
reporta en cultivos de banano, platano y heliconia de Costa
Rica, Honduras y Panama (Prior y Fegan, 2005), este ulti-
mo pais, fronterizo con la region de Uraba. El secuevar 6,
previamente definido como el MLG 28 (Cook y Sequeira,
1994), ha sido detectado en Honduras, Venezuela (Prior y
Fegan, 2005) y recientemente en Guatemala por Sanchez et
al. (2008). De otra parte, todos los aislamientos definidos
como secuevar 4 (MLG25) en nuestro estudio presentaron
la banda de 167 pb que identifica a dichas cepas como pu-
tativamente patogénicas a Musa sp. (Prior y Fegan, 2005).
La patogenicidad en banano de las cepas procedentes de
arvenses fue probada en un trabajo reciente realizado por
Obregén (2007) en plantas del clon Gran enano. De gran
interés result6 el hecho que las especies Desmodium sp.,
P. pellucida y T. cumanenses no habian sido reportadas
como hospederos de la bacteria, y que la especie C. sicyodes
representa el primer registro de la familia Vitaceae como
hospedante de R. solanacearum. Estos hallazgos basados
en pruebas de patogenicidad y evaluaciones moleculares
amplian el conocimiento sobre la diversidad genética de
esta bacteria en Suramérica y refuerzan las hipdtesis de
Fegan y Prior (2006), que plantean que es posible que el
nivel de variabilidad que presenta R. solanacearum raza
2 sea mayor que el hasta ahora encontrado en los estudios
realizados a nivel mundial.
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El analisis filogenético realizado con las secuencias parcia-
les del gen egl agrupé las cepas procedentes del Uraba con
la cepa UW070, cuya secuencia (DQO011550) fue depositada
en el Genbank por Fegan y Prior (2005) y que fue aislada
de una planta de platano en Colombia. Esta cepa habia sido
caracterizada como perteneciente al filotipo II/secuevar 4
SFR (Small, Fluidal, Round), lo cual coincide con el alto
nimero de cepas que fueron encontradas en el presente
estudio como pertenecientes a este secuevar. Este grupo se
presento asociado (con un soporte del 100%) al clado que
contenia cepas que causan marchitamiento vascular en
heliconia (Costa Rica) y Musa sp. en Filipinas (Bugtok) y
Honduras (Moko), asi como con el secuevar 1 que contiene
cepas causantes de pudricion bacterial en papa. Adicio-
nalmente, estos grupos se relacionaron con las secuencias
representativas de cepas del secuevar 6 (heliconia, Hawai)
y del secuevar 5 (papa, Isla Martinica y tomate, Isla de
Guadalupe). Todo el clado presenta un soporte del 99%,
constituyéndose en el subclado B reportado por Wicker
et al. (2007), y confirmado por el andlisis de Castillo y
Greenberg (2007) con base en el analisis de secuencias
de cinco genes del cromosoma bacterial y tres genes del
megaplasmido.

Los demas clados que se conformaron en el analisis (sub-
clado filotipo II-A, clado filotipo III y clado filotipo IV)
tuvieron altos soportes bootstrap indicando su naturaleza
monofilética. Sin embargo esta situacion no ocurrio asi
para el filotipo I, que aunque en el anélisis de maxima par-
simonia se presentd como un solo grupo, no tuvo soporte
estadistico, y por el contrario fue dividido en al menos tres
grupos de cepas. Este resultado difiere del reportado por
Villa et al. (2005), quienes utilizando andlisis de secuencias
de egl y hrpB confirmaron el cardcter monofilético de este
grupo de “origen asidtico”. Es evidente que dicha discre-
pancia se origina de las diferentes cepas utilizadas en los dos
estudios, y hace necesario que futuros estudios incluyan un
mayor numero de aislamientos que confirmen o rechacen
la hipotesis del caracter monofilético de dicho grupo.

De otra parte, el filograma generado a partir del analisis
de secuencias del gen fliC gener6 dos grupos principales,
que separaron las cepas de R. pickettii de aquellas repre-
sentantes del complejo de especies R. solanacearum. Sin
embargo este andlisis no presentd el nivel de resolucion
necesario para diferenciar los filotipos en que se divide este
complejo, ya que algunos clados estuvieron compartidos
por aislamientos de diferentes origenes filogenéticos. Este
resultado sugiere que la utilidad del analisis de este gen debe
restringirse al empleo de cebadores especificos Rsol_fliC
para la deteccién de los miembros del complejo, aunque
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la sola prueba de PCR es insuficiente para lograr esto,
pues se ha demostrado que dichos cebadores amplifican
un fragmento de similar tamafio en P. syzigii, haciéndose
necesaria la secuenciacion de los fragmentos amplificados
o el uso de la técnica DGGE previamente reportada por
Schonfeld et al. (2003).

Conclusiones

Los hallazgos de esta investigacion y de aquella realizada
por Obregdén (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
maximo el transporte de suelos infestados con la bacteria
y garantizar la correcta desinfestacion de las herramientas
de trabajo utilizadas en las practicas culturales, por cuanto
la poblacién de R. solanacearum en esta zona presenta un
alto potencial de ser patogénica a plantas de banano. El
establecimiento de practicas cuarentenarias es fundamental
para el manejo de esta enfermedad en la zona bananera de
Uraba, de manera que se evite el ingreso de nuevos genoti-
pos bacteriales en esta region, como por ejemplo de aquellos
asociados al secuevar 6 detectados en este estudio en el
departamento del Magdalena, o de cepas de otros paises,
que claramente en los analisis filogenéticos de secuencias
se agruparon en clados diferentes a los ocupados por las
cepas colombianas de esta bacteria.
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