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RESUMEN: Este trabajo se realizó con el objetivo de analizar la diversidad genética del complejo de especies
Ralstonia solanacearum en tres regiones de Colombia donde se siembran cultivos hospedantes de gran
importancia económica para el país. Se colectaron 69 aislamientos procedentes de suelo y diferentes
hospedantes. Para determinar la diversidad genética entre los aislados se utilizaron los marcadores moleculares
del tipo microsatélite amplificados al azar (RAMs). Los datos se analizaron utilizando el coeficiente de Nei-Li,
el análisis de correspondencia múltiple (ACM) y el índice de Shannon. Los valores del coeficiente de Nei-Li,
a un nivel de similaridad de 0,76%, permitieron agrupar los aislamientos en tres divisiones. El ACM arrojó un
valor de similitud del 67% al interior de 10 grupos y del 62% entre los grupos. El Coeficiente de diferenciación
genética (Gst) mostró un valor de 0,13 e indicó que existe mayor diversidad genética de los aislados dentro de
cada grupo que cuando se comparan los diferentes grupos entre sí. El valor del índice de Shannon corresponde
con los otros índices y muestra que los aislados en cada grupo presentan una diversidad mayor que la que
existe entre los grupos. La interpretación del valor de Gst interpoblacional (0,0514) sugiere una diferenciación
genética moderada de la población. Los resultados indican o señalan alto flujo de genes entre las poblaciones.
Palabras clave: Ralstonia solanacearum, diversidad genética, RAMs.

Genetic diversity of Ralstonia solanacearum isolates from three Colombian regions

ABSTRACT: The present work was performed to analyze the genetic diversity of the R. solanacearum
species complex in three Colombian regions where economically important host crops are grown. Sixty nine
isolates were collected from different hosts and soils. The genetic diversity was determined using Random
Amplified Microsatellites (RAMs) as molecular markers . The data were analyzed by the  Nei and Li coefficient,
Multiple Correspondence Analysis (MCA), and the Shannon index. The Nei and LI coefficient values found
at a similarity level of 0.76% allowed grouping the isolates into three major divisions.. The MCA showed a
similarity coefficient of 67% within 10 groups and 62% between groups. The Genetic differentiation coefficient
(Gst) showed a value of 0.13 indicating that the genetic diversity was higher within each group of isolates
than when the different groups were compared one another. The Shannon index value corresponded with the
other calculated indices, indicating that the isolates within each group showed a higher genetic diversity than
that  observed between the different groups. The Inter-population Gst value (0.0514) suggested a moderate
genetic differentiation in the population. The results suggested a high gene flow between populations.
Key words: Ralstonia solanacearum, genetic diversity, RAMs.
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INTRODUCCIÓN

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum (Smith 1896, Yabuuchi et al., 1996) es
una enfermedad que provoca grandes pérdidas econó-
micas a nivel mundial (1). Esta enfermedad está am-
pliamente distribuida en las regiones tropicales,
subtropicales y templadas del mundo. Se conoce que
esta bacteria afecta a más de 250 especies de plan-
tas, clasificadas dentro de 54 familias botánicas dife-
rentes (2). Se informó la presencia de 28 nuevos
hospedantes para este patógeno en trabajos realiza-
dos durante los últimos 10 años en Colombia, lo que
sugiere una elevada adaptabilidad del microorganismo
(2). Esta especie bacteriana se clasifica en 5 razas,
según  la patogenicidad y el rango de plantas
hospedantes que afecta (2). La clasificación en
Biovares se basa en la capacidad metabólica de utili-
zar tres disacáridos (cellobiosa, lactosa y maltosa) y
tres alcoholes hexosas (dulcitol, manitol y sorbitol) (2,3).
La raza 1 está principalmente relacionada con plantas
pertenecientes a la familia Solanaceae; la raza 2 afec-
ta las familias Musaceae y Heliconiaceae en las que
causa marchitez bacteriana en plátanos triploides y
heliconias en áreas tropicales, la enfermedad es deno-
minada Moko bacteriano; la raza 3 afecta algunas
Solanaceas y geranios, principalmente en zonas tem-
pladas o de clima frío moderado tropical ; la raza 4
afecta preferentemente el cultivo del jengibre (1,2,3); la
raza 5  se especializa en plantas del género Morus sp.
(4). Numerosos hospedantes de este patógeno se cul-
tivan en Colombia, entre estos se encuentran la papa,
el tomate, las hortalizas, las plantas ornamentales
como las heliconias y los cultivos como el banano y el
plátano: estos dos últimos constituyen renglones im-
portantes en la economía y en la alimentación del país.
Adicionalmente,  en Colombia se encuentra la mayor
diversidad de heliconias en el mundo (5), por lo que la
bacteria es también una amenaza para la biodiversidad
y su conservación en bancos de germoplasma.

El complejo de especies R. solanacearum presen-
ta gran diversidad a nivel mundial (6,7). Las clasifica-
ciones basadas en razas y biovares no son completa-
mente exactas, ya que algunas cepas que ocasionan
la enfermedad del Moko bacteriano en Musáceas pue-
den afectar también el tomate y la  papa (2,3,8,9). Por
tanto, los problemas presentes en el manejo de la en-
fermedad y en los programas de mejoramiento para
obtener cultivos resistentes se debe a la amplia diver-
sidad y a la distribución geográfica del agente
etiológico, así como a la alta capacidad de adaptación
a diferentes ambientes y hospedantes (2,3,6,10), lo

que implica que se deben conocer estos aspectos
básicos para diseñar estrategias apropiadas para el
manejo de la enfermedad.

Las técnicas moleculares permiten diferenciar los
grupos de acuerdo a las características como son el
origen geográfico o el hospedante (11,12,13). Los ais-
lados de esta bacteria se clasificaron con la utiliza-
ción de diversos tipos de marcadores moleculares:
RFLP’s, secuencias de regiones intergénicas ITS y
de los genes hrpB, AFLP’s, análisis de secuencia del
RNAr 16S y Endoglucanasa (egl) (12,14,15). Sobre la
base de estos marcadores moleculares se definieron
los términos «filotipo» para referirse a los grupos
subespecíficos y «sequevar» para definir los grupos
infrasubespecíficos. Los estudios que se basaron en
análisis de secuencias de varios loci (MLSA) permitie-
ron identificar ocho grupos de cepas que presentaron
diferentes patrones evolutivos, distribuidos dentro de
los cinco filotipos previamente clasificados (16). Tam-
bién se logró determinar la diversificación,la  estructu-
ra poblacional recientemente expandida, el alto nivel
de recombinación homóloga y la evidencia de migra-
ciones a larga distancia (16). Fegan (17) informó que
los aislamientos de la raza 2 de R. solanacearum es-
tán asociados al filotipo II y que las cepas evaluadas
MLG 24, 25 y 28 correspondían a los secuevares 3, 4
y 6, respectivamente.

En Colombia se realizaron estudios de las
poblacionales de R. solanacearum utilizando marca-
dores moleculares. Para identificar los aislamientos
de R. solanacearum de musáceas, colectados en dife-
rentes regiones del país, Gómez et al. (18) usaron la
secuenciación del ADN ribosomal 16S. En las regio-
nes productoras de banano de Urabá-Colombia y Mag-
dalena se caracterizaron molecularmente los aislados
de R. solanacearum procedentes de suelo, plantas de
bananos y de arvenses; para ello se utilizó PCR múlti-
ple y secuenciación de los genes Endoglucanasa (egl),
la subunidad del flagelo (fliC) y la región 16S del ADNr;
se encontró que los aislados provenientes de Urabá
pertenecían al filotipo II, secuevar 4 y los del Magdale-
na al secuevar 6 (19). Sin embargo,  algunos
asilamientos no se pudieron clasificar en ningún
secuevar conocido para la raza 2, lo que indica la ne-
cesidad de continuar con estudios de caracterización
molecular usando otros marcadores (19). Los estudios
previos de caracterización molecular de R.
solanacearum raza 2, en Colombia, se han realizado
principalmente con aislados de la región de Urabá
(19,20), por lo que se hace necesario extender los es-
tudios a otras regiones colombianas productoras de
cultivos hospedantes de la bacteria.
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El objetivo del presente trabajo fue determinar la
variabilidad genética de aislamientos de R.
solanacearum colectados en diferentes regiones de
Colombia, utilizando marcadores moleculares del tipo
Amplificación aleatoria de microsatélites (RAMs).

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamientos de R. solanacearum

Se colectaron muestras vegetales en plantaciones
comerciales,  plantas arvenses y  suelo asociado a
estas, en los departamentos colombianos de Antioquia
(región Urabá), Quindío y Valle del Cauca (Tabla 1),
regiones todas productoras de banano, plátano, toma-

te, heliconias y otras plantas hospedantes de este
patógeno. Se colectaron plantas clasificadas en 13
familias botánicas, 23 géneros y 32 especies. Las
muestras se envolvieron en servilletas de papel y se
guardaron en neveras de icopor a temperatura ambien-
te, para el envío al Herbario MEDEL de la Universidad
Nacional de Colombia sede Medellín donde se identifi-
caron.

Para obtener el aislamiento de la bacteria se utilizó
el medio semiselectivo Kelman (TZC), según el méto-
do descrito por Prieto et al. (2). Para ello se tomó parte
del tallo y la raíz de las plantas colectadas, se
desinfestaron con etanol (70%) por 30 segundos; lue-
go se lavaron con agua destilada, se sumergieron por

TABLA 1. Hospedantes y origen geográfico de los aislamientos de Ralstonia solanacearum analizados./ Host and geographical 
origin of the Ralstonia solanacearum isolates analyzed 
 

 

Código Departamento Municipio Finca msnm* 

Hospedante/ 
material de 
donde se 
colectó 

Nombre Científico Familia 

AU-01 Antioquia Urabá NI** 25 Banano Musa acuminata  Musaceae 
VJ-02 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Plátano Musa paradisiaca  Musaceae 
VJ-03 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Plátano M. paradisiaca Musaceae 
VJ-04 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Plátano M. paradisiaca Musaceae 
VJ-05 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Plátano M. paradisiaca Musaceae 
VJ-06 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Plátano M. paradisiaca Musaceae 
AU-07 Antioquia Urabá Praga 25 Banano M. acuminata Musaceae 
AU-08 Antioquia Urabá Praga 25 Suelo   
AU-09 Antioquia Urabá Praga 25 Celedonia Peperomia pellucida Piperaceae 
AU-10 Antioquia Urabá Praga 25 Siempre viva Tripogandra glandulosa Commelinaceae 
AU-11 Antioquia Urabá Praga 25 Arvense NI** NI** 
AU-12 Antioquia Urabá La Florida 25 Banano M. acuminata Musaceae 
AU-13 Antioquia Urabá La Florida 25 Arvense NI** NI** 
AU-14 Antioquia Urabá La Florida 25 Arvense NI** NI** 
AU-15 Antioquia Urabá La Florida 25 Arvense NI** NI** 
AU-16 Antioquia Urabá La Florida 25 Coquito Cyperus luzulae Cyperaceae 
AU-17 Antioquia Urabá La Florida 25 Arvense NI** NI** 
AU-18 Antioquia Urabá La Florida 25 Banano M. acuminata Musaceae 
AU-19 Antioquia Urabá La Florida 25 Suelo   
AU-20 Antioquia Urabá Praga 25 Banano M.  acuminata Musaceae 
AU-21 Antioquia Urabá Praga 25 Suelo   
AU-22 Antioquia Urabá La Florida 25 Banano M. acuminata Musaceae 
AU-23 Antioquia Urabá La Florida 25 Suelo   
AU-24 Antioquia Urabá Praga 25 Banano M. acuminata Musaceae 
AU-25 Antioquia Urabá La Florida 25 Banano M.  acuminata Musaceae 
AU-26 Antioquia Urabá La Florida 25 Suelo   
AU-27 Antioquia Urabá Praga 25 Banano M.  acuminata Musaceae 
AU-28 Antioquia Urabá Praga 25 Suelo   
AU-29 Antioquia Urabá La Florida 25 Banano M.  acuminata Musaceae 
AU-30 Antioquia Urabá La Florida 25 Suelo   
VJ-31 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Batatilla Ipomoea trifida Convolvulaceae 
VJ-32 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Hierba Mora Solanum nigrum Solanáceae 
VJ-33 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Papunga Bidens pilosa Asteraceae 



Rev. Protección Veg. Vol. 30 No. 3 (sep.-dic. 2015): 213-224

216

TABLA 1. Continuación./ Continuation 
 

*msnm: metros sobre el nivel del mar. 
**NI: no identificada. 
 

Código Departamento Municipio Finca msnm* 
Hospedante/ 
material de 
donde se colectó 

Nombre Científico Familia 

VJ-34 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Plátano 
Dominico Hartón M.  paradisiaca. Musaceae 

VC-35 Valle del Cauca Pradera NI 920 Tomate Solanum lycopersicum Solanaceae 

Vca-36 Valle del Cauca Candelaria Callejón 
la Trocha 980 Tomate S. lycopersicum Solanaceae 

Vca-37 Valle del Cauca Caicedonia Fuente 
Hermosa 1375 Comelina Commelina diffusa Commelinaceae 

Vca-38 Valle del Cauca Caicedonia Fuente 
Hermosa 1375 Hierba Mora S.  nigrum Solanaceae 

Vca-39 Valle del Cauca Caicedonia Fuente 
Hermosa 1375 Papunga B.  pilosa Asteraceae 

Vca-40 Valle del Cauca Caicedonia Fuente 
Hermosa 1375 Batatilla Ipomoea trifida Convolvulaceae 

Vca-41 Valle del Cauca Caicedonia Fuente 
Hermosa 1375 Comelina Commelina virginica Commelinaceae 

Vca-42 Valle del Cauca Caicedonia Fuente 
Hermosa 1375 Escoba Sida sp. Malvaceae 

Vca-43 Valle del Cauca Caicedonia Fuente 
Hermosa 1375 Suelda Elephantopus mollis Asteraceae 

Vca-44 Valle del Cauca Caicedonia Fuente 
Hermosa 1375 Platano 

Dominico Hartón M.  paradisiaca Musaceae 

Vca-45 Valle del Cauca Caicedonia La Nevera 1375 Leche de Sapo Euphorbia 
heterophylla Euphorbiaceae 

Vca-46 Valle del Cauca Caicedonia La Nevera 1375 Lechoso Morado Euphorbia hirta Euphorbiaceae 

Vca-47 Valle del Cauca Caicedonia La Nevera 1375 Platano 
Dominico Hartón M.  paradisiaca Musaceae 

Vca-48 Valle del Cauca Caicedonia Motores 1350 Escoba Sida rhombifoia Malvaceae 
Vca-49 Valle del Cauca Caicedonia Motores 1350 Hierba Socialista Emilia sonchifolia Asteraceae 
Vca-50 Valle del Cauca Caicedonia Motores 1350 Salvia Salvia verticillata Labiatae 

Vca-51 Valle del Cauca Caicedonia Motores 1350 Batatilla Flor 
Roja Ipomoea hederifoia Convolvulaceae 

Vca-52 Valle del Cauca Caicedonia Motores 1350 Botón de Oro Synedrella nodiflora Asteraceae 
Vca-53 Valle del Cauca Caicedonia Motores 1375 Plátano Harton M.  paradisiaca Musaceae 

Vca-54 Valle del Cauca Caicedonia Motores 1375 Comelina 
Siempre Viva C.  diffusa Commelinaceae 

Vca-55 Valle del Cauca Caicedonia Motores 1375 Pilea Pilea sp Urticaceae 
Vca-56 Valle del Cauca Caicedonia El Tesoro 1600 Papunga B.  pilosa Asteraceae 
Vca-57 Valle del Cauca Caicedonia El Tesoro 1600 Cominillo Galinsoga ciliata Asteraceae 
Vca-58 Valle del Cauca Caicedonia El Tesoro 1600 Sangre de Toro Chaptalia nutans Asteraceae 
Vca-59 Valle del Cauca Caicedonia El Tesoro 1600 Heliconia Heliconia bihai Heliconiaceae 
Vca-60 Valle del Cauca Caicedonia El Tesoro 1600 Heliconia Heliconia ortotricha Heliconiaceae 

QT-61 Quindío La Tebaida Carmen 
del Pinar 1200 Plenax Plenax hirtus Urticaceae 

QT-62 Quindío La Tebaida Carmen 
del Pinar 1200 Plátano 

Dominico Hartón M.  paradisiaca Musaceae 

QT-63 Quindío La Tebaida Carmen 
del Pinar 1200 Commelina Commelina virginica Commelinaceae 

VJ-64 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Hierba de Chivo Ageratum conyzoides Asteraceae 
VJ-65 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Vernonia Seneciodes cinerea Asteraceae 

VJ-66 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Rabo de Alacrán Heliotropium 
procumbens Boraginaceae 

VJ-67 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Golondrina, 
Lecherito Eclipta postrata Euphorbiaceae 

VJ-68 Valle del Cauca Jamundí Belén 920 Lavaplatos Solanum torvum Solanaceae 

VJ-69 Valle del Cauca Yumbo Villa 
Mariela 1600 Heliconia Heliconia sp. Heliconeáceae 

https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237
https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237
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30 segundos en una solución de hipoclorito de sodio
(0,5%), se lavaron con agua destilada estéril, se seca-
ron con una toalla estéril; en cámara de flujo laminar
se cortaron pequeñas porciones de 1mm2 aproxima-
damente y se sembraron secciones que contenían los
haces vasculares en placas Petri con el medio
semiselectivo.

Las muestras de suelo se procesaron siguiendo el
método informado por Pradhanang et al. (21). Las pla-
cas se incubaron a 28ºC por dos días y se selecciona-
ron las colonias características de color vino tinto con
presencia de un halo dorado alrededor, bien definido
en forma de «ojo de pescado», tal y como se describió
previamente para R. solanacearum (2).

Los aislamientos obtenidos se confirmaron como
la especie R. solanacearum, para ello se usó el kit
comercial ImmunoStrip® test Kit de Agdia® y se si-
guieron las instrucciones del fabricante.

Las cepas de R. solanacearum seleccionadas se
cultivaron en 1,5 ml de medio líquido (CPG) estéril com-
puesto por Casaminoácido 1 g, Peptona 10 g, Gluco-
sa 4 g por litro de medio y se mantuvieron  a 22ºC y
250 rpm, por 18 horas. Se tomaron 700 µl de cultivo
bacteriano, se mezclaron suavemente con 300 µl de
glicerol estéril y se almacenaron a -80°C para su uso
posterior.

Extracción de ADN

Los aislamientos se cultivaron en 1,5ml del medio
líquido descrito previamente y se mantuvieron a 22ºC y
250 rpm  por 15 horas (2). Para extraer el ADN, las
células bacterianas se colectaron por centrifugación a
11000 rpm por 4 minutos. El pellet se resuspendió en
500µL de Buffer TE 1X (10mM de Tris, 1mM de EDTA
pH 8.0); se adicionaron 15 µl de SDS al 20% y tres
microlitros de proteinasa K. La mezcla obtenida se
agitó en vortex y se incubó a 56ºC por una hora, agi-
tando en vortex cada 5 minutos. Luego,  se adiciona-
ron 100 µl de NaCl 5 M, se mezcló suavemente por
inversión y se añadieron 80 µl de CTAB/NaCl (10%
CTAB / 0.7M NaCl) mezclando suavemente. Se incu-
baron nuevamente a 65ºC por diez minutos. Se colo-
caron en hielo por 15 minutos, se adicionaron 200 µl
de la mezcla cloroformo-alcohol isoamílico (24:1), se
incubaron a -20ºC por diez minutos y se centrifugaron
a 13000 rpm por diez minutos.

El sobrenadante se transfirió a un nuevo  tubo
eppendorf y se adicionaron  800 µl de etanol al 96%,
se mezcló suavemente y se incubaron a -20ºC por una
hora. Luego se centrifugó a 13000 rpm por diez minu-
tos. El precipitado se dejó secar por 15 minutos a tem-
peratura ambiente y se añadió 50 µl de Buffer TE 1X.

Luego se adicionaron  tres microlitros de RNAsa (10
mg.ml-1) (Fermentas) a cada muestra y se guardaron a
4ºC.

Para determinar la calidad y concentración del ADN
se tomaron dos microlitros de ADN y se visualizaron por
irradiación de luz ultravioleta en un transiluminador
(KODAK EDAS 290) sobre un gel de agarosa al 0,8% en
TBE al 0,5 X teñido con bromuro de etidio (0,5 ng.ml-1).
La concentración de ADN presente en cada muestra
se estimó por comparación con patrones de peso
molecular de ADN del bacteriófago lambda, con con-
centraciones finales de 20, 40, 60, 80 y 100 ng. El
ADN cuantificado se diluyó en agua para HPLC hasta
una concentración final de 5 ng.µl-1 y se almacenó a -
20ºC para uso posterior.

Amplificación de RAMs

La amplificación de los fragmentos de ADN con
cebadores diseñados para los marcadores RAM, se
realizó en un termociclador PTC-100 (MJ Research).
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se rea-
lizó en un volumen final de 25 µl, las concentración
finales fueron: 1X buffer Taq (Fermentas); 0,2 mM de
cada dNTP; 2 µM de cada cebador; 1,5 mM de MgCl2;
20 ng de ADN para cada aislamiento; 1 U de Taq
polimerasa y H2O hasta completar 25 µl.

Para la amplificación de los fragmentos se utiliza-
ron las siguientes condiciones: desnaturalización ini-
cial a 95ºC por 5 min, posteriormente 37 ciclos de una
desnaturalización a 95 ºC por 30 s, hibridación de
cebadores a 50ºC por 45 s y extensión a 72ºC por 2
min; finalmente se hizo una extensión a 72ºC por 7
min. En el diseño de los cebadores se agregó una
región degenerada adicional (Tabla 2).

Los fragmentos amplificados de ADN se separa-
ron por electroforesis en geles de agarosa (2%) pre-
parados en solución tampón TBE 0.5 X, se visualizaron
bajo luz ultravioleta, tal y como se describió. Se utili-
zó un marcador de peso molecular de 100pb (Fer-
mentas).

TABLA 2. Secuencia de los cebadores utilizados para 
la Amplificación Aleatoria de Microsatélites (RAM)./ 
Sequences of the primers used for Random Amplified 
Microsatellites (RAM). 
 

Cebador Secuencia 

JG21AF (CCA)(DDB)CCACCACCACCACCA 
JG20CF (CT)(DYD)CTCTCTCTCTCTCTC 
JG16BF (GT)(VHV)GTGTGTGTGTG 
JG20BR (AG)(HBH)AGAGAGAGAGAGAGA 
JG21AR (CGA)(DHB)CGACGACGACGACGA 

 

https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237
https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237
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Designaciones para los sitios degenerados: D (G,
A, T); B (G,T,C); H (A,T,C); V (G,A,C); Y (C,T).

Análisis de los datos

Para cada perfil electroforético se registró la pre-
sencia o ausencia de bandas y las bandas en común,
en una matriz binaria de datos, en la cual los aisla-
mientos se organizaron en filas y, las bandas identifi-
cadas, en columnas (22).

Los análisis se realizaron utilizando el programa de
computación NTSYS-pc versión 2.02 (Numerical
Taxonomy System for Personal Computer). Se realiza-
ron el Análisis de similitud según el Coeficiente de Nei-
Li (22), el Análisis de Correspondencia Múltiple y el
Índice de Shannon. La matriz de similitud se constru-
yó con el programa SIMQUAL del paquete NTSYS-pc
versión 2.02 (22). Con la matriz se obtuvo una de agru-
pamiento con el programa SAHN de NTSYS-pc y se
usó el método UPGMA (Unweighted pair-group
arithmetic mean); a partir de la misma se construyó un
dendrograma con el programa TREE del paquete
NTSYS-pc versión 2.02 (22). Se emplearon los valores
de Bootstrap (basados en 500 re-muestreos) para es-
timar la confiabilidad del patrón de agrupamiento. El
análisis de correspondencia múltiple se realizó con el
método CMA, del programa NTSYS-pc versión 2.02
(22). Como haplotipos diferentes se definieron aque-
llos patrones que se diferenciaron, al menos, en una
banda.

Análisis de Similaridad de Nei-Li

Sij =2a/(2a+b+c)

Sij es la similaridad entre dos individuos i y j; a es
el Número de bandas presentes simultáneamente en
ambos i y j; b es el Número de bandas presentes en i
y ausentes en j; c es el Número de bandas presentes
en j y ausentes en i. Las bandas que coincidieron se
promediaron por un factor de 2 para alcanzar una me-
jor diferenciación de los individuos con bajo nivel de
similitud (22).

El cálculo de la diversidad, de acuerdo con los
haplotipos encontrados en cada grupo y en toda la
población, se realizó a través de la siguiente fórmula:

H= 1 - + f (i)2

Donde f(i) es la frecuencia del patrón de la pobla-
ción; + f (i) 2 es la probabilidad de que los individuos
tomados al azar tengan el patrón i; H es la probabili-
dad de que los individuos tomados al azar tengan dife-
rente patrón. H es el valor con el que se presenta la
diversidad de la población.

La diversidad para subgrupos de cualquier natura-
leza se calculó mediante la fórmula:

HSt  HS HT +=  

j21

jj2211

nnn
HnHnHn

H
++

++
=  

Donde n es el número de individuos totales; Ht es
la diversidad total; HS es la diversidad dentro de cada
subgrupo o subpoblación; HSt es la diversidad entre
subgrupos o subpoblaciones.

La mayor diversidad genética posible en cada
subgrupo se estimó mediante el coeficiente de diferen-
ciación genética GST.

T

St
ST H

H
G =

Índice de diversidad de Shannon
(intrapoblacional)

El índice de diversidad de Shannon se estimó con
el programa Popgene32 versión 1.31 (23) y se calculó
con la fórmula:

∑
=

−=
m

1i
ijijj PlnPH

Donde Pij es la frecuencia del carácter i (presen-
cia, i=1 o la ausencia de la banda i=0) en la población
j y m es el número de caracteres (bandas o loci) ana-
lizado. Su valor mínimo es cero y se hace mayor al
aumentar la diversidad (23).

El nivel de distribución de la diversidad genética
total se calculó mediante el índice GST, equivalente
multialélico de FST (22). Los valores que se obtuvie-
ron para GST (FST) se interpretaron siguiendo las pau-
tas recomendadas por Wright (24) para el equivalen-
te FST: un rango de 0,0 a 0,05 indica poca diferencia
entre poblaciones; de 0,05 a 0,15, diferenciación
genética moderada; de 0,15 a 0,25, diferenciación
genética alta; valores superiores a 0,25, diferencia-
ción genética muy alta.

RESULTADOS

Aislamientos

Se obtuvo 69 aislamientos positivos para R.
solanacearum, a partir de muestras de plantas de 13
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familias botánicas diferentes y de suelo (Tabla 1). Pos-
teriormente, se procedió a realizar el análisis de diver-
sidad genética de los aislados.

Selección de cebadores

De seis cebadores evaluados inicialmente, se se-
leccionaron cinco, los que proporcionaron un patrón
de banda polimórfico y reproducible (Tabla 2, Fig. 1).
Con estos cebadores se identificaron 43 bandas
polimórficas con tamaños de 250 a 1200pb, en las
diferentes cepas bacterianas. La comparación de los
patrones de bandas identificadas se usó para la cons-
trucción de la matriz binaria de datos que se utilizó
para los cálculos de diversidad genética, el Análisis de
Correspondencia Múltiple y el Índice de Shannon.

Análisis de la diversidad genética

Los análisis realizados, a partir del el coeficiente
de Nei-Li (22)  con un nivel de similitud de 0,76% entre
los aislados, mostró tres divisiones principales (Fig.
2). En la primera división se identificó solo un aisla-
miento (VC-35) proveniente de S. lycopersicum (toma-
te), usualmente clasificado como raza 1, colectado a
920 metros sobre el nivel del mar (msnm) en el munici-
pio de Pradera en el departamento del Valle del Cauca
(Tabla 1). En la segunda división se encontraron 18
aislamientos, 16 de ellos colectados en la región de
Urabá, departamento Antioquia,  donde se cultiva ba-
nano y plátano de exportación, así como dos aisla-
mientos provenientes del Departamento del Valle del

Cauca: el aislamiento VCa-59 proveniente de Heliconia
bihai, colectado a 1600 msnm. y el aislamientoVJ-34,
aislado de plátano, cultivar Dominico Hartón y cultiva-
do a 920 msnm (Tabla 1). En la tercera división se
localizaron 50 aislamientos de diferentes hospedantes
y de suelo, 9 provenientes de la región Urabá-Antioquia,
38 colectados en el departamento del Valle del Cauca
y 3 del sur del Departamento del Quindío. Los munici-
pios de Caicedonia que se localizan en el norte del
Valle del Cauca y La Tebaida en el sur del Quindío,
presentan límites geográficos comunes. Por esta ra-
zón, algunos sitios de colecta podrían estar localiza-
dos a muy corta distancia relativa entre sí, pero ubica-
dos en diferentes departamentos. La proximidad de
los sitios de colecta es un factor que se debe conside-
rar al realizar el análisis de diversidad por zonas geo-
gráficas.

Análisis de Correspondencia  Múltiple

 El Análisis de Correspondencia Múltiple (ACM)
generó diez grupos diferentes con un coeficiente de
similitud del 67% dentro de grupos y del 62% entre los
grupos (Tabla 3). Cuatro de los diez grupos se confor-
maron por 11 aislamientos provenientes de la región
de Urabá, ubicada en el departamento  Antioquia. Cua-
renta y tres aislamientos colectados en los departa-
mentos  Antioquia y Valle del Cauca conformaron cin-
co grupos diferentes. En el último grupo se ubicaron
los tres aislamientos obtenidos en el departamento del
Quindío, junto con 11 muestras provenientes del Valle

 

500 bp 

1     2      3      4      5     6      7      8      9    10    11    12   13    14    15    16           17    18    19   20    21    22    23    24   25    26  

1000 bp 

FIGURA 1. Perfil electroforético de los productos de PCR amplificados con el cebador JG21AR. Carril 1: marcador de peso
molecular de 100 pb Fermentas. Carril 2: Aislamiento de Antioquia. Carriles 3-7: aislamientos del Valle del Cauca. Carriles 8-
26: aislamientos de Antioquia./  Electrophoretic profile of the PCR products amplified using the primer JG21AR. Lane 1:
Molecular weight marker, DNA ladder 100bp Fermentas. Lane 2: isolate from Antioquia. Lanes 3-7: isolates from Valle
del Cauca. Lanes 8-26: isolates from Antioquia.
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del Cauca y una de Antioquia. El coeficiente de dife-
renciación genética (GST) arrojó un valor de 0,13, lo
que indica que los individuos son más diversos dentro
de un mismo grupo que entre los grupos identificados
en este análisis (Tabla 3).

Índice de Shannon

Los valores obtenidos con el Índice de Shannon
(Tabla 4) sugieren que la población estudiada es más

diversa dentro de los grupos que entre ellos. El grupo
de aislamientos colectados en el Valle del Cauca-
Quindío es más diverso (0,5429) que el grupo de
Antioquia (0,5155). La interpretación del índice GST inter-
poblacional (0,0514) sugiere que la población tiene una
diferenciación genética moderada (24). Este corres-
ponde con los valores obtenidos con el coeficiente de
Nei-Li en el análisis de la diversidad genética (22), los
cuales indican que la identidad de la población estu-
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FIGURA 2. Dendrograma de la estructura genética de los 69 aislamientos de Ralstonia solanacearum, basado en el Coefi-
ciente de Similaridad de Nei-Li y calculado a partir de los datos combinados que se obtuvieron con los 5 cebadores para
RAMs al usar el método UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic average)./  Dendrogram of the genetic
structure of 69 Ralstonia solanacearum isolates based on the Nei and Li similarity coefficient, calculated from combined
data obtained with the 5 RAMs primers, using the UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic average)
method.
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diada es del 0,9460 y que la distancia entre la misma
es de 0,0555. La diversidad encontrada para la pobla-
ción total es más alta que las que presentaron  las
localidades en forma individual.

DISCUSIÓN

El índice de diversidad genética de Nei-Li permitió iden-
tificar tres grupos genéticos (Fig. 2). El primer grupo cons-
tituido por un aislamiento de tomate, planta no reportada
como hospedante frecuente de R. solanacearum raza 2,
sino de las razas 1 y 3. Este aislamiento es diferente
genéticamente a los otros dos grupos. Además, este
posee los determinantes de patogenicidad para inducir
síntomas de Moko en plátano.

Los estudios realizados por Fegan y Prior (25), ba-
sados en la secuencia del gen que codifica para la
enzima endoglucanasa (egl), mostraron que los aisla-
dos que causaban la enfermedad del Moko bacteriano
en plátano estaban muy relacionados con aislados

patogénicos en tomate y papa, por lo que se demues-
tra que los mismos presentan un origen polifilético.
Asimismo,  Albuquerque et al. (8)  informaron un com-
portamiento similar entre aislamientos de R.
solanacearum provenientes de Brasil, entre los cuales
uno fue patogénico a banano y tomate, otro a banano
y papa. Prior y Fegan (26) comunicaron sobre los
ecotipos de R. solanacearum raza 2, los cuales produ-
jeron síntomas característicos de Moko en Musa spp.
en condiciones de campo y tuvieron la habilidad de ser
patogénicos en tomate y en otras solanáceas, si se
inoculaban en los tallos. Estos resultados indican que
el rango de hospedantes de la bacteria podría ser más
amplio de lo que se conoce tradicionalmente y que no
se debe subestimar la importancia de estos hallaz-
gos, ya que las prácticas agronómicas inadecuadas
pueden causar heridas en raíces o pseudotallos de
banano y plátano que simulan las condiciones de ino-
culación artificial; de este modo se contribuye a dise-
minar e inducir la enfermedad entre los cultivos.

TABLA 3. Grupos Genéticos de Ralstonia solanacearum identificados mediante el Análisis de Correspondencia 
Múltiple./  Ralstonia solanacearum genetic groups identified by Multiple Correspondent Analysis. 
 

Grupo 
genético 

Número de 
aislamientos 

Número de 
haplotipos 

Diversidad 
genética (H) 

Diversidad dentro de 
grupos (Hs) 

Diversidad entre 
grupos (Gst) 

1 15 15 0.93   
2 15 15 0.93   
3 5 5 0.8   
4 7 7 0.75   
5 9 9 0.89 0.85 0.13 
6 10 10 0.9   
7 4 4 0.75   
8 2 2 0.5   
9 1 1 0   

10 1 1 0   
 

TABLA 4. Índice de Shannon para estimar la Diversidad Genética dentro y entre grupos de aislamientos de Ralstonia 
solanacearum./ Shannon index for the genetic diversity estimation within and between groups of Ralstonia 
solanacearum isolates. 
 

Índice de Shannon (I) 
(Intrapoblacional) 

 
Poblaciones 

Promedio Desviación 

Gst 
(Interpoblacional) 

Antioquia 0.5155 0.1441  
Valle del Cauca-Quindío 0.5429 0.1380  
Antioquia-Valle del Cauca-Quindío 0.5557 0.1229 0.0541 

 



Rev. Protección Veg. Vol. 30 No. 3 (sep.-dic. 2015): 213-224

222

En el segundo agrupamiento se encontraron aisla-
mientos principalmente del departamento del Valle del
Cauca y del sur del departamento del Quindío. El norte
del Valle del Cauca limita con el sur del Quindío. Aun-
que presentan límites de ordenamiento político, desde
el punto de vista biológico y epidemiológico es más
relevante el hecho de que comparten la misma zona
de vida, lo que explicaría el nivel de similitud genética
observado. Este aspecto es muy importante en los
estudios epidemiológicos y de variabilidad, ya que con
frecuencia se determinan los  agrupamientos genéticos
basados en los límites geopolíticos. Sin embargo, los
organismos no dependen exclusivamente de estos,
sino de las variables que influyen en la generación de
variabilidad, como son el tipo de suelo y el material
parental, los regímenes de precipitación, la humedad
relativa, la luminosidad, la temperatura, la altura sobre
el nivel del mar (sobre todo  en los trópicos), los
hospedantes presentes en la zona, los cultivos y las
prácticas que se realizan, entre otras.

Los resultados obtenidos con el análisis de co-
rrespondencia múltiple sugieren que existe un alto
flujo de genes entre las diferentes áreas evaluadas.
Varios factores podrían determinar el grado de flujo
de genes identificado, entre ellos se encuentra el
movimiento de material vegetal infectado, el cual con-
tribuye a la diseminación de la enfermedad, la co-
existencia de hospedantes prácticamente en toda la
región Andina, las corrientes de agua abundantes en
la zona y  la rotación de cultivos con otros
hospedantes de la bacteria, entre otros. La comuni-
cación de toda la región y el movimiento de inóculo
generan una baja posibilidad de que se presente una
zona donde pueda existir aislamiento geográfico. La
clasificación por razas, por lo general, relaciona la
cepa con un tipo de hospedante; sin embargo,  se ha
informado infección de plátano por aislamientos de
tomate de la raza 1, lo que explica que los aislamien-
tos provenientes de diferentes hospedantes puedan
agruparse en los análisis realizados.

Los estudios previos de variabilidad para aislamien-
tos de R. solanacearum obtenidos de suelo, arvenses
y plantas de banano provenientes de la región de Urabá-
Colombia, usando marcadores AFLP y el índice de
Shannon, mostraron resultados similares a los alcan-
zados en este estudio (I=0,48) (20). El mayor valor
encontrado para el índice de Shannon en el grupo de
aislamientos del Valle del Cauca-Quindío, respecto al
grupo de Antioquia, probablemente es debido a que en
los sitios de colecta localizados en el Valle del Cauca-
Quindío se encuentra una mayor variedad de pisos tér-

micos y zonas de vida, suelos y hospedantes (Tabla
4). En este grupo están incluidas las muestras del
departamento del Quindío y el aislamiento VC-35 ais-
lado de tomate, el cual constituyó una división inde-
pendiente según el coeficiente de Nei-Li (22) (Fig. 2).
Este valle interandino está delimitado por las cordille-
ras Central y Occidental, con una zona plana ubicada
alrededor de los 1000 msnm, a partir de la cual se
elevan las dos cordilleras hacia el occidente y hacia el
oriente, alcanzando alturas hasta de 4000 msnm, lo
cual determina diversas zonas de vida. Los suelos va-
rían enormemente, se encuentran suelos aluviales y
suelos propios de laderas en zonas con cenizas volcá-
nicas. En esta región se cultiva una gran diversidad de
plantas hospedantes de R. solanacearum y se identifi-
caron varias especies de malezas hospedantes de la
bacteria (2). Estos factores,  junto con el cultivo simul-
táneo de varios hospedantes diferentes en los mismos
lotes, podría contribuir a generar y mantener una ma-
yor diversidad genética de las poblaciones del patóge-
no, comparado con la región muestreada en Urabá,
ubicada en el norte de Antioquia, Colombia, donde
predomina el monocultivo del banano en alrededor de
30 000 h, ubicadas predominantemente en una plani-
cie aluvial a 50 msnm, en la zona de vida bosque hú-
medo tropical (bh-T) sensu Holdridge. El norte del Va-
lle del Cauca limita con el sur del Quindío, lo cual ex-
plica que ambos grupos de aislamientos tengan una
diversidad genética similar. Esto se debe a que se co-
lectaron en la misma zona de vida sensu Holdridge.

Al analizar los diferentes valores de diversidad
genética que presentaron las localidades se obtiene
como resultado una mayor diversidad total. A ello con-
tribuyen varios factores, como son las diferentes zo-
nas de cultivo y el distanciamiento de las regiones
geográficas de colecta, principalmente Urabá, Antioquia
y Valle del Cauca Quindío, además de las diferentes
familias, géneros y especies de hospedantes
muestreados; así como otros factores edafo-climáticos,
los cuales,  de forma combinada, generan presiones
de selección positiva para la adaptación de cada aisla-
miento a su entorno.

Los marcadores RAMs se han utilizado ampliamen-
te para cuantificar la variabilidad genética en diversos
organismos, incluso los microorganismos fitopatógenos
como R. solanacearum (22,27). Estos marcadores
moleculares son reproducibles, económicos y de baja
complejidad técnica, por lo que constituyen una herra-
mienta apropiada para la caracterización genética de
poblaciones de R. solanacearum.
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