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RESUMEN

Ralstonia solanacearum es un patégeno de amplia distribucién mundial, infecta alrededor de 200 especies de plantas, entre ellas
las muséceas en las que causa la enfermedad del “Hereque” o “Moko”, este organismo es una bacteria Gram.-negativa muy
estudiada por los fitopatologos y empleada por los biélogos moleculares como modelo para explicar los mecanismos genéticos
que gobiernan la patogenicidad en las plantas. La bacteria puede sobrevivir en el suelo, aguas y restos vegetales; ademaés es de
rapida diseminacién, hasta el momento los controles establecidos han mostrado ser poco eficientes en su erradicacion debido a
la gran versatilidad del patégeno. El platano hartén Musa AAB, es el principal cultivo de la subregion Sur del lago de
Maracaibo, abarca por lo menos 48.000 hectéreas destinadas a la seguridad agroalimentaria del pais. La raza 2: biovares 1y 3 de
Raltonia solanacearum son patogénicos al platano, originando necrosamientos sistémicos que inducen a la marchitez y por ende
la muerte de la planta lo que incide en una disminucién de la produccién. En Venezuela representa una seria amenaza. La
presente revision analiza la diversidad genética de R. solanacearum aspecto clave en la comprension de la interacciéon patégeno-
hospedador.
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ABSTRACT

Analysis of genetic diversity of Ralstonia solanacaerum and virulence relation of
Plantain, a threat in Venezuela

Ralstonia solanacearum is a pathogen of worldwide distribution, infects about 200 species of plants, including Musa in causing the
disease "Hereque" or "Moko", this organism is a gram-negative bacteria widely studied by plant pathologists and used by
molecular biologists as a model to explain the genetic mechanisms governing pathogenicity in plants. The bacteria can survive
in soil, water and plant debris; further rapid spread is so far the controls have proved inefficient in its eradication due to the
versatility of the pathogen. The Harton plantain Musa AAB, is the main crop in the subregion Sur del Lago de Maracaibo, is at
least 48,000 hectares for food security in the country. Race 2: biovars 1 and 3 R. solanacearum are pathogenic to plantains and
bananas causing systemic necrotic, wilting and hence the death of the plant which affects a decrease in production. In Venezuela
poses a serious threat to production. The study of genetic diversity of R. solanacearum is key to understanding host-pathogen
interaction.

Keywords:: Ralstonia solanacaerum, Musa, biological mechanisms.
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INTRODUCCION

El platano Hartén es una de las variantes genomicas
poliploides de la hibridacién inter especifica de las especies
Musa acuminiata x Musa balbisiana (Musa AAB), originarias de
Asia tropical y taxonomicamente perteneciente familias de las
muséaceas de la clase monocotiledénea (Robinson, 1998),
orden gingerberales. En cuanto al cardcter reproductivo es
una planta de semillas estériles por lo requiere de una
reproduccién asexual por rizomas o “cormos” generados a
partir de cambium vascular sobre el cual se desarrollan
“hijuelos” o clones de la planta madre, el desarrollo
vegetativo es completado en un ciclo anual al emitir cerca de
40 hojas (Navas et al., 1998), luego florece y muere (Stover,
1972).

*Correspondencia: hernandezj@unesur.edu.ve Profesor de la
Barbara de Zulia-Venezuela Telf.: 0275-5552832, ext. 137.

El cultivo del platano y los bananos ocupan en conjunto a
escala mundial el quinto lugar en importancia en la
seguridad agroalimentaria de la poblacién humana después
de los cereales y la “mandioca” (FAO, 2004 ; Frison y
Sharock, 1988), los frutos representan una fuente importante
de calorfas y vitaminas (Nava, 1995) para las regiones
pobres del planeta. Es cultivado en diversos suelos de la
franja tropical preferiblemente en zonas bajas donde
desarrolla su méximo potencial productivo.

En Venezuela, la fértil planicie del Sur del lago de
Maracaibo entre los estados Zulia, Mérida y Trujillo esta
dedicada en gran parte a las actividades agricolas, dentro de
las que destaca la produccion del Platano Hartén que genera

UNESUR, Laboratorio de biotecnologia GIBA, Campus Universitario, Santa



20 Hernandez J., 2010

empleo para unas 6000 familias de manera directa (Delgado
et al., 1998; Sdenz y Rivas, 1992). Esta region lideriza en
superficie cultivada la produccién nacional de frutas y
registra cerca de 48.000 hectareas (M.A.T., 1997) destinadas al
monocultivo de platano, con un rendimiento que promedia
los 12.000Kg/ha/afo (Nava, 1987) mayormente ubicadas en
los Municipios Colén, F.J Pulgar, y Sucre.

Las explotaciones plataneras son perturbadas por diversos
factores que actdan de manera aditiva (Palencia et al., 2006;
Belalcazar, 1991), dentro de ellos destacan: los eventos
atmosféricos, la disponibilidad de mano de obra e
incidencia de plagas y enfermedades; el ultimo aspecto,
limita seriamente el rendimiento productivo de cultivo
(Molina, 1999; Stover, 1992) y contribuye al deterioro
ambiental de los agroecosistemas de Muséceas. Los reportes
sugieren que la sigatoka negra (Delgado y Paiva, 2001),
aunado al impacto del fusarium y  los nematodos

0 dias 5 dias 7 dias

fitopatogenos  han contribuido al estancamiento de Ia
actividad productiva, en tanto que las perdidas econémicas
por bacterias patogénicas son cada vez mas frecuentes y
diversas en las areas cultivadas (Arenas et al., 2005) razén
que justifica una especial atencién a la aparicion de formas
mas agresivas y dificiles de controlar. La bacteria R.
solanacearum (Modelo en fitopatologia y biologia molecular),
causa la marchitez, Hereque o Moko en la mayoria de las
Muséceas incluyendo a platanos y bananos, ya ha sido
reportada en Venezuela (Vivas et al.,, 2008) y amenaza con
devastar la actividad productiva. La presente revisién tiene
como objetivos: Referir aspectos bésicos de la bacteria,
analizar su diversidad genética, describir la interaccién
patégeno hospedador mediante su ecologia y rango de
hospederos, indicar los principales avances en pruebas de
diagnostico, asi como las perspectivas en control de la
enfermedad.

14 dias

Figura 1. Sintomas del “Hereque” o “Moko” en Platano Harton (Musa AAB). a) El circulo indica un anillo por el necrosamiento del cambium
vascular del rizoma. b) Cultivo afectado, al centro: planta que exhibe evidencias del marchitamiento bacteriano. c) Cronologia de los Sintomas

de la marchitez en plantulas inoculadas por R. solanacearum.

El patégeno

Dentro de las bacterias que causan enfermedades al cultivo
de platano y otras musaceas destaca: Ralstonia solanacearum,
Gram- negativa, raza 2, biovar 1 y 3 agente causal de la
enfermedad del “Hereque” (Buddenhagen et al., 1962;
Twaites et al, 1999; Haywart, 2006), también llamada
marchitez bacteriana o “Moko”, enfermedad muy distribuida
y antigua (Buddenhagen, 1964) las colonias en tetrazolio
(French et al., 1995) suelen ser rojizas con halos blancos y se
desarrollan a partir de los aislados a 25°C o mas durante las
primeras 72 horas.  Este microorganismo que puede
detectarse en el suelo (Alvarez et al., 2008) y en las aguas,
presenta una gran diversidad genética (Yu et al, 2003;
Poussier et al., 1999 y 2000; ) adosada al amplio rango de
hospederos (Belalcazar et al., 2004; Allen et al, 2004),
sobrevive en condiciones ecolégicas extremas para

reproducirse exponencialmente en ambientes favorables
(Caruso et al., 2004; Islam y Toyota, 2004; Brian et al., 2001;
Bringel et al,, 2001). Anatémicamente esta provista de un
sistema piloso polar que le otorga gran movilidad dentro de
los fluidos de su huésped (Liu et al., 2001) aspecto
determinante el la virulencia. Es altamente infecciosa, su
manifestacion en el cultivo suele darse mediante el ingreso
de personal, aguas de escorrentia, riego, canales de drenaje,
insectos, practicas de poda, entre otras (Belalcazar, 1994;
Takatsu, 1986). La enfermedad afecta de manera sistémica
todos los 6rganos de la planta, invade los tejidos vasculares
causando marchitez, amarillamientos, necrosis y muerte
irremediable (Robinson, 1998, Nava, 1997 ; Stover, 1972;
Rorer, 1911; ), ademas trabajos en Centroamérica indican que
este patégeno es responsable del aborto floral (Rengifo, 2003).
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Tabla 1. Sintomas y modo alternativo de transmision de R. solanacearum raza 2 en bananos de coccion (Hayward, 2006).

Huéspedes Frutas Hojas Transmisioén a
Sintomas externos Sintomas internos través de los
retofios
Saba y Cardaba en Sin sintomas Endurecimiento y  Sin sintomas No reportada
Filipinas coloracién negra o roja de
la pulpa

Asintomatico con respecto a la
maduraciéon de la fruta vy
maduraciéon  prematura con
amarillamiento de pocos dedos

Bleggoe y bananos
de coccién
relacionados
América Latina

Podredumbre
marrén o gris seca

Ocurre
comunmente

Marchitamiento del
follaje  en hojas
adultas

viscosa

Rango de Hospederos

Ademas de las Muséceas la severidad de la bacteria en los
cultivos agricolas ha sido demostrada en las especies: Papa
(Hooker, 1980; Garcia et al., 1999), Tomate (Hernandez et al.,
1995), Caraota, Tabaco y en gran parte de las solanaceas
(French, 2006; Haywart, 1991); donde representan la principal
limitante de cultivo, sobre todo en zonas que ambientalmente
favorecen la incidencia del patégeno (French, 2006). Estudios
recientes sefialan el rol de las malezas y arvenses en el
desarrollo epidemiolégico de la enfermedad como reservorio
inaparente (Belalcazar et al., 2004; Allen et al., 2004), este
hecho dificulta la erradicacién de la enfermedad y promueve
la compleja ecologia del patégeno. R. solanacearum se ha
adaptado a cerca de 234 especies, 114 generos y 34 familias
segn el reporte publicado por Belalcazar et al., 2004, siendo
las familias: Solanaceas, Compuestas, Musiceas ¥y
Leguminosas la de mayor frecuencia como hospederos de la
bacteria.

Ecologia

R. solanacearum es un organismo muy versatil vive
libremente, en simbiosis, de manera latente o como es
habitual: de forma parasitaria. El sistema de clasificaciéon de
la bacteria por razas biovares (French, 2006), secuevares y
pathobares esta regida por el rango de hospederos,
patogenecidad, distribucion geografica y diferencias
genéticas.

La bacteria puede ser reanimada incluso después de un
estado de suspension y persistir en la infecciéon de muchas
especies vegetales (Grey y Steck., 2001). En el agua la bacteria
puede sobrevivir en condiciones desfavorables, logra
soportar bajo latencia temperaturas minimas de manera
critica (Islam y Toyota., 2004) y recuperarse en un tiempo
breve a intervalos entre 18 y 25 °C (Caruso et al., 2005). La luz
es un factor importante en la distribuciéon de las colonias, en
los suelos R. solanacearum puede convivir con otras especies
bacterianas, hongos y organismos superiores, en algunas
regiones la presencia de la actividad agricola ocasiona un
desbalance a favor de organismos perjudiciales como
Erwinia, Fusarium, Rizotocnia y Phytohpthora e incluso
nematodos (Escalona et al., 2006) Martins et al., 2005 reporta la
capacidad de R. solanacearum como rizobacteria al colonizar y
sobrevivir en especies como Alfalfa, Cebolla, Soja, Pepino y
Arroz. Estudios realizados en Colombia en la zona
productora de platano del Magdalena (CIAT, 2003), describen
un escenario en contra de la actividad por la presencia de
cepas altamente virulentas, otro estudio, en la regién del

Meta, de los llanos Colombianos expone la presencia
permanente de R. solanacearum en los suelos del pie de monte
llanero con tendencia al aumento en la incidencia (Tapeiro et
al.,, 2007), las experiencias demuestran que el las zonas
cultivadas a las que se les ha aplicado alguna medida de
control con el tiempo vuelven a aparecer brotes constantes de
manera reincidente (Vivas et al., 2008; Tapeiro et al., 2007;
Arenas et al., 2005). Estos reportes sugieren la alerta en los
municipios con sembradios en el Sur del Lago de Maracaibo
que muestran o han presentado “brotes” aislados de la
enfermedad en musaceas (Vivas et al., 2008), en tal sentido, se
deben adoptar medidas basadas en el desarrollo de
tecnologias eficientes y rapidas para el diagnostico y posibles
controles del “Hereque” en un futuro cercano.

Diversidad genética de R. solanacearum

La variabilidad genética y la evolucién de la especie es un
aspecto muy estudiado en R. solanacearum (Castillo y
Greenberg., 2006; Pousiier et al., 2000; Jaunet y Wang, 1999;
Dristing y Dianese, 1990) El secuenciamiento completo del
genoma bacteriano GM1000 que comprende al cromosoma y
el megaplasmido, ver tabla 1(Salanoubat et al., 2002) labra el
camino para el desarrollo de proyectos de investigacion en
los laboratorios de biotecnologia vegetal, la estrategia se
enfoca al uso de la genomica y proteomica con el fin de
dilucidar aspectos basicos de la diversidad, virulencia,
resistencia e interaccion.

Yu et al., 2003 y posteriormente Fegan y Prior en 2006,
coinciden en la existencia de filotipos de asilamiento que
concuerdan con las regiones de aislamiento de acuerdo a la
distancia genética, el filotipo I de origen asiatico, el filotipo II,
biovares 1, 2 del continente americano, el filotipo III, biovares
1, 2T de procedencia africana y el filotipo IV con cepas de
Indonesia, Australia y Japén de los biovares 1, 2 y 2T. ver
figura 2. asi mismo, Cardozo et al., en 2009, emplea diversas
cepas provenientes de la zona bananera de Colombia
hospedadas en banano y varias especies de arvenses,
mediante el uso de las secuencias parciales de los genes eg],
fli y 16S DNAr coincide en que gran parte de las cepas
colectadas en Colombia en especies pertenecientes a las
familias: Musaceae, Asteraceae, Commelinaceae, Convolvulaceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae, Piperaceae, Portulacaceae y Vitaceae
estan relacionadas en un mismo taxén cuando se comparan
con secuencias reportadas en el GENBANK de especies
relacionadas.
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Tabla 2. Caracteristicas generales del genoma del R. solanacearum GMI11000 (Salanoubat et al., 2002).

Caracter del genoma Cromosoma  Megapldsmido  Genoma
Longit6éud (Mbp) 3,716 2,094 5,810
G+C, proporciéon 67,04% 66,86 % 66,97 %
Regiones codificante-proteinas 87,8% 86,5% 87,3%
tRNAs 55 3 58
Operon RNA ribosomal 3 1 4
Genes codificantes-proteinas 3448 1681 5129
Average de la longitud de la proteina- genes codificantes(bp) 946 1077 989
Genes funcionales 1609 652 2261
Pseudogenes* 12,6% 18,7% 14,6%
Genes reguladores* 7,2% 9,6% 8%
Secuencias de inserciéon 3,4% 2,5% 3,1%

*porcentaje del total proteinas codificadas por genes.

Cepa Huésped Origen

A4E06 Banana Indonesia

A4E10 Banana Indonesia }

Ad4512 Banana Indonesia

A33a1 Banana Costa Rica

Ad4125 Banana Philippines

Ad4128 Banana Philippines

A4493 Heliconia Costa Rica

A3447 Fotato Columbia
— A4496 Banana  Columbia
L pa407 Heliconia Columbia } i

Al Banana Honduras

A4455 Banana Venezuela

A3911 Heliconia Hawaii

A3916 Heliconia Hawaii

A3913  Heliconia Hawail v

A3915 Heliconia Hawaii

A3908 Heliconia Hawaii

AZ906 Heliconia Hawaii

A3450 Tomato Trinidad

Ad452 Heliconia Costa Rica

A3459 Tomato Peru

A4515 Ginger Hawaii

A4516 Ginger Hawaii

AS181 Ginger Hawaii

AS182 Ginger Hawsaii

A5183 Ginger Hawaii

AS184 Ginger Hawaii

AS5185 Ginger Hawaii

BRI L T N B (N B L B e

010 020 030 040 050 080 070 080 090 1.00

Coeficiente de similitud genética

Figura 2. Fenograma en base a la similitud entre la coleccién de 28 cepas de R. solanacearum en diferentes paises. Los 5 agrupamientos
son indicados por ndmeros romanos. Coeficiente de correlacién = 0,99. (Yu et al., 2003).

Mecanismos de virulencia

La “virulencia” o patogenicidad es un aspecto muy complejo
en la interaccién patégeno-hospedador (Brencic y Winams,
2005; Agrios, 1997), R. solanacearum un organismo muy
evolucionado (Castillo y Greemberg, 2006; Nakatsu, 1998,)
ingresa por la via simplastica donde se moviliza (Kersten et
al.,, 2001) en su hospedante venciendo las defensas que le
propone la maquinaria molecular de la planta (Stanskawicz,
2001; Montesinos et al., 2002) alojandose principalmente de
manera epifitica en los espacios intercelulares en donde
produce exopolisacaridos, caracteristico de las especies
patogénicas (Hickiki et al, 2007) muchas veces, la bacteria solo
reside dentro de su huésped sin presentar el caracter
patogénico (Sinohara et al., 2005) este comportamiento

aparente suele darse en plantas infectadas que nunca exhiben
signos de la enfermedad (asintomaticas) debido a Ia
identidad de variantes genéticas de las regiones candidatas
del genoma bacteriano asociadas a la virulencia (Kiba et al.,
2007), en este sentido, el comportamiento patogénico de R.
solanacearum logra activarse por la presencia de ciertas
estructuras especializadas (Robertson, 2004) caracteristico de
algunas cepas bacterianas, La virulencia es promovida por la
conjugacién de sefiales ambientales que inducen Ia
codificacién de sustancias eliciptores como las proteinas Avr
,propias de la planta que pueden contribuir tanto para la
respuesta hipersensible como para la susceptibilidad (Brencic
y Winams, 2005).
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La movilidad de la bacteria es un aspecto determinante en
la capacidad de ocasionar la enfermedad debido a que
pueden trasladarse a ricas fuentes de alimento, los
individuos con un sistema de movilidad Pili IV son mas
patogénicos debido a que logran movilizarse con mayor
rapidez que sus congéneres salvajes. (liu et al., 2001). En este
sentido “la taxis” o la capacidad bacteriana de migrar hacia
fuentes energéticas esta regulada por los genes Aer 1y Aer2,
los alelos alternos o mutantes son propios de cepas que
neutralizan su poder patogénico al no poder orientarse hacia
su huésped inmediato apildndose en biopeliculas de la
rizosfera (Yaoy Allen., 2007).

R. solanacearum presenta dos etapas en la infeccion de la
planta, durante la primera etapa se incluye la invasién y la
proliferacién en los espacios intercelulares y los vasos de
Xilema. La segunda etapa corresponde a la proliferacién y
produccion de proteinas secretoras en el Xilema (Hickici et al.,
2007), incluso en el parénquima préximo (Hernandez et al.,
2005). La patogenecidad esta regulada en la primera etapa y
depende de los genes HrpB vinculados a la patogenecidad, en
la segunda etapa es regulada por los genes Phc. Por otro lado,
“la regulacion global” de la patogenecidad depende de la
densidad de bacterias dentro de la célula (Hickici et al., 2007).

Componentes de la pared
celular, sefiales de la planta

Figura 3. Modelo en cascada de la activacién de las regiones de
alta patogenecidad en la célula en hospederos del R. solanacearum
(Brencic y Winams, 2005; Valls et al., 2006).

Cuando la bacteria es aislada de plantas enfermas y es
cultivada in vitro (Kelman, 1954) por varias generaciones en
medios selectivos pierde su propiedad “patogénica” al
ingresar en plantulas sanas (French et al., 1995), este hecho
puede explicar que en varios de los cultivos, no logre afectar
a todas las plantas atin estando presente en gran parte de la
rizosfera. En casos de la activacién de la patogenicidad se
denota la produccion de proteinas efectoras de virulencia, En
esta situaciéon R. solanacearum aumenta en su poblacion,
basandose en la activaciéon de sistemas de secrecién tipo III
(Gonzalez y Dreyfus, 2003; Alfano y Collmer, 1997) y IV (Liu
et al., 2001, Murata et al., 2006), utilizando sefiales de su
hospedero relacionadas al contenido de agua, muchas veces
ingresa a través de las proteinas de membrana percibiendo

eliciptores al interior de citoplasma de la célula de la planta
(Scholehn et al, 2003) o destruyendo regiones de la
membrana causando la necrosis celular.

Figura 4. Micrografia electrénica que muestra en hojas de tabaco,
luego de tres dias de infiltraciéon con una cepa de R, solanacaerum.
Las células del mesofilo en los espacios intercelulares de las hojas
infectadas. B, bacteria; CW, pared celular; MC células del
mesofilo; ML, lamina media; V, xilema vascular; PC, células del
xilema parénquimatico. Medida =0,5 pm. (Hikichi et al., 2007).

Desde el enfoque molecular las sefiales ambientales son
detectadas por el receptor PrhA y transmitida a la proteina de
membrana PrhR lo que activa una factor sigma ECF, Prhl que
a su vez induce a la trascripcién de genes codificantes del
regulador transcripcional, Prhlquien lee la expresion de
hrpG a su vez activa la expresién de hrpB , resultando en los
genes de alta patogenecidad hrp (Brencic y winams, 2005),
ver figura 3. La bacteria puede interactuar con su hospedero
a través de las vias de secrecion tipo Il y tipo IV.

Diagnostico

La biotecnologia ofrece una fuente de estrategias para el
estudio genético del patégeno (Montesinos, 2002) el
desarrollo de estas metodologias contribuyen a calibrar las
pruebas de alta resolucién basadas en la amplificacién del
ADN (Mullis, 1986; Martins, 2000) a fin de detectar la
presencia de la bacteria, asi como la diversidad de las
estirpes existentes en la region, su distribucién geografica y la
filogenia de Ralstonia solanacearum en estudios subsecuentes.
Las técnicas de biologia molecular PCR (Seal et al., 1999) y
RAPDs (Lee et al., 2000) representan una opcién muy fiable
en el diagnostico de la bacteria que complementa a las
técnicas bioquimicas (Oepp/Eppo, 2004; Denny y Haywad,
2001; French et al., 1995; Buddenhagen., 1964; Kelman, 1954;)
y ELISA (Alvarez 2008), empleadas tradicionalmente para la
deteccion, aislamiento y caracterizacion; en este sentido, las
pruebas basadas en los marcadores moleculares son practicas
de mayor sensibilidad.
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Pruebas bioquimicas

Ralstonia solanacearum es un patégeno ampliamente estudiado
y una gran diversidad, Hayward en 1964; establece una
estrategia bioquimica para el aislamiento identificacion y
caracterizacion de Pseudomonas solanacearum (actualmente
Ralstonia), basado en la utilizacién de los disacéridos:
celobiosa, maltosa, lactosa y la oxidacién de alcoholes hexosa:
dulcitol. mannitol y sorbitol. Asi mismo Budenhagen y
colaboradores en 1962, clasifica al patégeno en cuatro (4)
razas de acuerdo al tipo de hospedantes luego, en 1964
Buddenhagen y Kelman establecen un protocolo para
diferenciar hasta cinco (5) biovares basado en las pruebas de
metabolismo de disacaridos y alcoholes. El uso de pruebas
serologicas para la deteccién de la bacteria en la planta es
sefialada por Digat y Cambra en 1976 basado en anticuerpos
especificos para el reconocimiento del patégeno en Solanum
tuberosum .

Figura 5. Aislamiento de R. solanacearum. a) medio kelman con
tetrazolio, b y ¢) medio semiselactvo kelman SMSA, al que se le
agrega por aparte los disacaridos: maltosa, lactosa, celobiosa y los
alcoholes: mannitol, sorbitol, dulcitol. El viraje de verde a claro
indica una reaccién acida (+).

Tabla 3 Razas y biovares de R. solanacearum y el rango de
hospederos (French et al., 1995).

Raza Biovares Especies, hospederos

1 1,304 Varias solanéceas, NumMerosos
cultivos, algunas bananas diploides

2 1,3 Platanos y bananos triploides,
heliconias.

Papa, tomate, rara vez otros cultivos

Geranio

En Venezuela se han realizado reportes cientificos de
Ralstonia raza 2 en papa (Alcald y Lara, 1995; Garcia et al,
1999), tomate (Hernéndez et al., 2005), Piment6n (Escalona et
al., 2002). Garcia et al., en 1999, realizaron un trabajo en
diversas fincas de la zona alta del estado Mérida (aledafio al
Sur del lago de Maracaibo), en cultivos de papa y tomate, el
estudio se baso en la caracterizaciéon morfolégica de la
bacteria mediante el uso pruebas bioquimicas, aislamiento
con tetrazolio y pruebas de patogenicidad en otras
solandceas; demostraron la presencia de Ralstonia
solanacearum Biovar 2 en los cultivos de casi todas las fincas
muestreadas. Asi mismo, Escalona y colaboradores en 2006,
registran presencia de la bacteria en el los cultivos de
Pimento6n del estado Lara con una metodologia similar.

Tabla 4. Clasificacion de biovares de R. solanacearum en
funcién de la utilizacion de disacaridos y la oxidacién de
alcoholes (French et al., 1995).

Biovares
1 2 3 4 5

Test fisioldgico

Uso de Disacéaridos

Celobiosa - + + - +
Lactosa - + + - +
Maltosa - + + - +

Oxidacién de alcoholes

Dulcitol - - + + -
Mannitol - - + + +
Sorbitol - - + + -

Pruebas moleculares

La biotecnologia apoyada en la informacién generada y
almacenada en las principales bases de datos (NCBI, EMBL,
otras) y el uso de los marcadores moleculares ha impulsado
una serie de estudios que abarca la filogenia, diversidad y
ecologia del patégeno. El avance de la bioinformatica ha
facilita do el diagnostico de R. solanacearum.

Nakatsu et al., en 1998, empleando los patrones de REP
PCR y digestion de segmentos con enzimas de restriccion en
el RNAr 16S; demostraron que Ralstonia tiende a mutar de
manera paralela cuando se repica por generaciones sucesivas
en medios de cultivo aumentando la distancia genética del
ancestro de manera progresiva.

Seal et al., en 1999, describe un sistema de diagnostico
molecular de Ralstonia solanacaerum, entre los que se pueden
discriminar razas y biovares empleando la amplificaciéon de la
PCR con el ADN ribosomal 16S de E. coli. Los cebadores OLI1
y Y2 diagnostican la presencia molecular de las cepas de
Ralstonia en hospederos de Musa sp. Sobre este
descubrimiento Goémez et al, en 2006 diagnostican en
diversas zonas productivas de pldtano Musa AAB y banano
Musa AAA en Colombia la presencia del patégeno con
amplificacién de los cebadores publicados por Seal et al.,
1999, las pruebas en este estudio son respaldadas con pruebas
bioquimicas mediante el uso de disacaridos, metabolismo con
alcoholes hexosa y pruebas de patogenecidad en tabaco.

El estudio realizado por Poissier et al en 1999, sobre la
diversidad de 129 cepas de Ralstonia provenientes de la flora
salvaje de la region africana y otras registradas en bases de
datos en todo el mundo demuestran la compleja variabilidad
en la virulencia del patdgeno; los autores de este trabajo
emplearon la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
aplicado a la técnica de la longitud de los polimorfismos en
los fragmentos de restriccion (RFLP) para amplificar una
region del ADN asociada a la alta patogenicidad vy
posteriormente asociaron las secuencias por “cluster” de
agrupamiento encontrando una gran diversidad entre la
coleccion de cepas aisladas segtn la especie y la region. La
continuacién de esta investigacién es publicada un afio
siguiente por Poisser et al., en el 2000, en esta oportunidad
trabaja con las mismas cepas pero empleando otro marcador
molecular: Los polimorfismos en la longitud de los
fragmentos amplificados (AFLP), logrando discriminar con
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mayor resolucién cepas asociadas en los agrupamientos o
dendogramas con PCR-RFLP.

Villa et al.,, en 2003, emplearon la amplificaciéon de un
fragmento de 283 pares de bases (GMI 1000) del 16S con las
enzimas de restriccién Nla Il Mcrl, BsiEl, and Mnll en cepas
asidticas de diversos hospederos incluyendo Musa y
clasificAndolas de acuerdo a la distancia filogenética. Un
estudio similar realizé6 Yu y colaboradores en 2003 con el
reporte de la secuencia de una cepa de Venezuela aislada de
Musa sp, similar hasta un 76% con cepas de heliconia de
Hawai y de banana en Honduras.

Figura 6. La digestién con enzimas de restriccién es empleada
para determinar variantes de R. solanacearum en diferentes
grupos o cepas, en este trabajo se reporta la enzima RS80-RS81
BssHII la imagen corresponde al estudio reportado por (Poissier
etal., 1999).

Robertson et al, en 2004 relacionan genes de avirulencia
con la diversidad de 139 cepas y analizaron la incidencia de
Ralstonia solanacaerum en papa y tabaco con respecto a las que
habitan en los suelos, para ello se empleo PCR para la
secuencia avrA y contraste con pruebas de hipersensibilidad
(+/-). El andlisis de la secuencia revela un elemento
transponible de repeticiéon invertida cuya constitucién
determina variantes en la incidencia del patégeno. En este
sentido, Muresu et al., en 2005, prueban en una diversidad de
cepas de Rhizobium a los marcadores de secuencia anidada de
insercién ISRh1y el ADNr 16S; en el estudio realizado con la
leguminosa Heryandrum sp. en Europa logran rastrear la
posible ruta originaria de la bacteria en funcién a los
polimorfismos en la secuencia de insercién a diferencia de los
resultados obtenidos con el ADNr 16S, concuerda de manera
mas légica con el origen de las cepas, este precedente sirve de
apoyo para lograr rastrear en R. solanacearum posibles rutas
de infeccién y dindmica poblacional. posteriormente Gomez
et al., 2006 reporta la presencia masiva de R. solanacearum el la
zona bananera y cafetera en los cultivos de musaceas,
utilizando cebadores Oll 1y Y2 del ADN ribosomal 16S que
amplifican con exito en muestras de plantas y suelos
(BioPCR), encontrando que la mayoria de las cepas en estudio
exhibieron un grado alto de patogenecidad al ser inoculadas
en platano. Por su parte, Chavarro y Angel en 2006,
proponen un sistema diagnostico basandose en la técnica de
RAPDs para detectar al patégeno en Papa y platano, incluso
en plantas asintomaticas donde la prueba ELISA-NCM no
detecta la presencia de la bacteria, ademéds en este trabajo se
demuestra una vez mdas que la variabilidad de la bacteria se

hace evidente de acuerdo a la region de donde es procedente
la cepa.

Castillo y Greemberg en el 2007, analizaron la secuencia de
varios genes relacionados a regiones del cromosoma y del
megaplasmido incluyendo las regiones de alta patogenicidad
(Hrpb). Para ello se apoyaron en la determinacién de filotipos
de los PCR multiplex, logrando demostrar la dindmica
evolutiva del patdgeno rastreando a cuatro filotipos entre las
cepas estudiadas. Los autores apuntan a una gran
recombinacién entre los genes del cromosoma y el
megapldsmido que explica en funcién de la diversidad la
capacidad patogénica de Ralstonia.

En la regién de Uraba en la zona bananera de Colombia,
Cardozo et al.,, 2009 realiza una caracterizaciéon de varios
colecciones de Ralstonia solanacearum empleando PCR
multiple y los genes egl, fliC y un fragmento ADNr 16S, sus
resultados sugieren que las cepas bacteriales extraidas de
Musa AAA sp. y arvenses estudiadas estdn asociadas al
filotipo II, secuevar 4.

Control bioldgico

El control de la enfermedad de la “marchitez bacteriana”
causada por R. solanacearum es uno de los retos con mayores
inconvenientes en los cultivos susceptibles, En este sentido la
comprensiéon de la ecologia microbiana es vital para
desarrollar medidas efectivas de biocontrol, los reportes
indican serios problemas con los productos derivados de
antibiéticos como la gentamicina, estreptomicina, formol,
derivados del cloro y otros que alteran por igual a
organismos benéficos de la rizosfera de la planta como las
bacterias promotoras de crecimiento (BRPC, del inglés PGPR)
y por ende la salud del suelo; estos métodos efectivos en el
corto tiempo son nefastos en el futuro inmediato,
considerando que no eliminan de un todo al patégeno y
favorecen a la adquisicion de resistencia multiple a los
productos de control, especificamente a los antibiéticos. En la
actualidad se estan desarrollando tecnologias para la
aplicaciéon de productos que estimulen la respuesta de
defensa de la planta y el uso de bacterias beneficiosas para el
control biolégico de la enfermedad y la produccién de
biofertilizantes (Montesinos et al., 2002). Arenas et al., 2005
sefiala la importancia de las practicas culturales y ecolégicas
en un manejo integrado en el cultivo de platano para
contrarrestar la presencia del “Moko” e indica un efecto
importante del control de las arvenses y los lixiviados sobre
la presencia de la bacteria.  Park et al., 2007, en plantas de
tomate reporta el efecto del mecanismo biolégico de la
induccién de la resistencia sistémica (IRS) utilizando en la
rizosfera la cepa EXTN-1 de Bacillus vallismortis, organismo
que genera una antibiosis contra R. solanacearum
disminuyendo la poblacién (UFC) de este ultimo, la medida
de biocontrol sugiere una opcién interesante para el cultivo
de “especies susceptibles” en suelos infectados con el
patégeno.  Un estudio similar realizado por Lwin y
Ranamukhaarachchi en 2006 demostré la supresion del
patégeno ante diferentes comunidades incluyendo a Basillus
substilis.

Una opcioén significativa es el uso de practicas ecolégicas
asociando al cultivo con especies arvenses como Tagetes
patula o “Flor de muerto” que puede reducir la poblacién del
patégeno de manera considerable (Arenas et al., 2002). Estas
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especies generan productos en el rizoplano que inhiben el
crecimiento de las bacterias de manera prolongada con
extension a la rizosfera aledafa.

Figura 7. Test de antibiosis entre la cepa EXTN-1 de Bacillus
vallismorti (A) y R. solanacearum (B), en el cultivo se puede
observar la accion antagonica (Parck et al., 2007).

La rotacion de cultivos (Tapeiro et al., 2007) es una tactica
que contribuye al aumento de la diversidad microbiana en la
rizosfera, en consecuencia favorece de manera sostenible las
actividades de simbiosis, mutualismo y de forma paralela el
parasitismo (Denninson y Kiers, 2004), estas interrelaciones
son determinantes en la disminucién de incidencia de R.
solanacearum (Parck et al, 2007), sin embargo en los
agrosistemas alternantes o “rotativos” que emplean especies
reservorias como las solandceas (pimentén, papa),
leguminosas (soya) y arvenses suelen frecuentemente
presentar brotes endémicos (Escalona et al., 2006) por
albergar a cepas con resistencia a los antibiéticos
Producto del manejo convencional de la enfermedad. Las

estirpes con potencial patogénico permanecen disimuladas
entre la diversidad de comunidades alojadas en el rizoplano
de plantas hospederas (Martins et al., 2001) en espera de un
factor desencadenante.

Una técnica, eficiente y econémica para el control de R.
solanacearum es la solarizacién, el método consiste en el
sometimiento del sustrato (suelos) a la mecanizacién y
exposicion del terreno desnudo al sol, algunas variantes de
método se basan en cubiertas de polietileno. En un estudio
realizado por Patricio et al., en 2005 en tres localidades de
Brasil en los primeros 20 cm. del suelo demostré que en los
suelos solarizados se disminuye la incidencia de la marchitez
bacteriana casi en su totalidad, durante los primeros 60 dias,
no obstante, la supervivencia del patégeno en niveles
inferiores del perfil del suelo puede reactivar la enfermedad
en posteriores ciclos productivos.

El mejoramiento genético asistido por técnicas basadas en
el ADN recombinante y los marcadores moleculares (Krisnha
et al., 2006) son sin lugar a dudas la opcién mas prometedora
en el diagnostico, prevencién y control de la enfermedad de
la marchitez bacteriana causada por R. solanacearum. La
resistencia en la planta es un elemento importante en el
manejo de suelos con presencia de cepas patogénicas, en
Arabidopsis se han reportado genes que promueven un
mecanismo resistencia (recesivos) a la bacteria (Deslandes et
al., 2002), estos patrones sugieren estrategias novedosas para
el uso de tecnologias con ADN recombinante o transgenie y
el desarrollo de cultivares resistentes que avancen a la par del
mecanismo evolutivo del patégeno a fin de restringir la
enfermedad de la marchitez y el “salto” a otras especies de
interés productivo.

Tabla 5. Identificacion Bioquimica del Biovar en R. solanacearum, en la planta de platano hartén, Musa AAB en la finca “El
Roble”, limite de los Municipios Alberto Adriani (Mérida) y Colén (Zulia), Sur del lago de Maracaibo (Vivas et al., 2008).

Presencia de colonias rojizas:
Ralstonia sp. Medio basal TZC

Metabolismo: medios con hidratos de carbono y

alcoholes hexosa

Organo Maltosa Sorbitol Lactosa Manitol BIOVAR
Pobo 1 + - + - + - + R + -

Hoja** 9 0 3 3 3 3 3
Seudotallo* 9 0 3 2 1 3 3 3
Cormo* 9 0 3 2 1 3 3 3
Colino* 9 0 3 2 1 3 3 3
Controll 11 1

Pobo 2

Hoja** 9 0 3 3 3 2 1 3
Seudotallo* 8 1 3 2 1 3 3 3
Cormo* 9 0 2 1 3 3 2 1 3
Colino* 8 1 3 3 3 2 1 3
Controll 10 2

Pobo 3

Hoja ** 8 1 3 3 3 3 3
Seudotallo* 9 0 3 2 1 3 2 1 3
Cormo** 9 0 3 3 3 3 3
Colino* 9 0 3 2 1 3 3 3
Control! 10 2

Total 136 8 35 1 30 6 36 0 32 4

! Planta asintomatica dentro de la plantacién con reporte de brotes de “Hereque”.

** significativo al P<0,01 *significativo al P<0,05 con data transformada
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La amenaza de R. solanacearum en Venezuela

La marchitez bacteriana ha sido reportada en Venezuela en
los cultivos de Papa (Garcia et al., 1999), Tomate (Hernandez
et al., 2005) Pimentén (Escalona et al.,, 2006) y Muséaceas ( Yu
et al., 2003; Vivas et al., 2008). Ademas el hecho de que cerca
de 200 especies tropicales que crecen en los agroecosistemas
de platano y banano son hospederos de R. solanacearum
(Belalcazar et al,, 2004) lo que potencialmente empeora la
perspectiva. Todos los reportes coinciden en la infecciéon
progresiva del patégeno en los cultivos por su aptitud de
sobrevivir en suelos, aguas y barbechos; razén por la cual
desde el enfoque agronémico se hace énfasis en el manejo
profilactico de la enfermedad. Una de las causas que
contribuyen a la dispersién constante de la enfermedad en
dreas infectadas es la coexistencia de especies reservorias sin
sintomas aparentes (Stefani et al., 2005, Mwangi et al., 2008)
como el “Cambur Manzano” (Musa AAB) (De Oliveira et al.,

2000), muy comun en los bordes de los sistemas productivos
de Muséceas.

En el pais los sembradios del Platano y Banano son
amenazados por la presencia de la bacteria en los suelos con
aptitud agricola (Escalona et al., 2006), la accién patogénica de
R. solanacearum generaria una merma importante en los
rendimientos (Belalcazar et al., 2004). Para la zona
productiva de muséceas comestibles en Venezuela, el reporte
realizado por Vivas et al., 2008 expone un peligro apremiante,
considerando que varias fincas han sido diagnosticadas de
forma bioquimica con una cepa altamente patogénica de raza
2 biovar 3 en varios Municipios del Sur del lago de Maracaibo
(ver tabla 5). El escenario plantea un incremento del drea de
incidencia como lo reportado en Brasil por Takatsu et al., 1986
y Colombia por Tapeiro et al., 2007 debido al manejo
tradicional que facilitala propagacién de la marchitez.

CONCLUSIONES

R. Solanacearum es una bacteria de amplia variabilidad
genética cuyo genoma y megapldsmido en conjunto
contienen informacién vinculada a la virulencia que
desencadena la marchitez bacteriana en diversas especies
vegetales incluyendo el platano hartéon en respuesta a
condiciones ambientales favorables.

El diagnostico del patégeno en campo se hace
tradicionalmente en base a los sintomas de plantas,
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