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ARTICULO ORIGINAL

Diversidad geneética de aislados de Ralstonia solanacearum de Cuba, mediante
amplificacion de las regiones repetitivas del genoma (REP-PCR)

Eber Naranjo Feliciano', Aleika Yglesia Lozano', Armando Garcia'", Yamila Martinez Zubiaur'
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RESUMEN: Se establecié la diversidad genética de 30 aislados cubanos de Ralstonia. solanacearum,
obtenidos de papa y tomate y pertenecientes a los biovares 1y 2, mediante la amplificacion de las secuencias
consenso repetitivas intergénicas de enterobacterias (rep-PCR) con los cebadores ERIC. EI método permitio
distinguir 11 genotipos entre los aislados cubanos. Las agrupaciones primarias alcanzadas, mediante el analisis
de conglomerados, se correspondieron con el biovar de los aislamientos, mientras que las subdivisiones
encontradas dentro de cada grupo, tuvieron relacién con el hospedero del cual fueron obtenidos. Los aislados
de papa mostraron un coeficiente de similitud del 37,2% y la presencia de variantes especificas para cada
regién geogréafica dentro de cada biovar. Los aislados de tomate registraron una similitud del 71,3%, con la
presencia cruzada del mismo genotipo en diferentes regiones geogréaficas y la incidencia de diferentes variantes
genéticas en una misma region. El Analisis de Componentes Principales explicé el 81,32% de la variabilidad
de los aislados, lo que corrobor6 las agrupaciones de acuerdo al hospedero y el biovar, y permitié establecer
relaciones segun la ubicacion geogréfica. Las distribucion diferencial de la diversidad genética entre los aislados
cubanos de R. solanacearum, que se obtuvieron de los cultivos de papa y tomate, puede ser una herramienta
atil para el establecimiento de medidas especificas para el control de la Marchitez Bacteriana en Cuba.

Palabras clave: Ralstonia solanacearum, diversidad genética, rep-PCR, papa, tomate.

Genetic diversity among Cuban strains of Ralstonia solanacearum assessed by repetitive
sequence-based polymerase chain reaction (REP-PCR)

ABSTRACT: The genetic diversity among 30 Cuban strains of Ralstonia solanacearum isolated from potato
and tomato and belonging to biovars 1 and 2, was assessed by the repetitive sequence based polymerase chain
reaction (rep-PCR) method with ERIC primer sets. The method defined 11 genotypes from all the strains.
The primary groupings obtained by cluster analysis corresponded with the strain biovar, while the subdivisions
found within each group were related to the host from which the strains were obtained. Potato isolates showed
a 37.2% similarity and the presence of specific variants within each biovar for each geographic region. Isolates
from tomato showed a similarity of 71.3 % with the cross presence of the same genotype in different geographic
regions and the incidence of different genetic variants in the same region. The Principal Component Analysis
explained 81.32 % of isolate variability, which corroborated the groupings according to the host and biovar
and allowed to establish relationships based on the geographic location. The differential distribution of the genetic
diversity among Cuban R. solanacearum strains from potato and tomato crops may be useful information to
establish specific measures to control the bacterial wilt disease in Cuba.
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INTRODUCCION

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia.
solanacearum (Smith) Yabuuchi, es una enfermedad
que se encuentra distribuida a nivel mundial y afecta a
cientos de especies en 54 familias de plantas, entre
las que se encuentran cultivos de importancia econé-
mica como tomate (Solanum lycopersicum L.), papa
(Solanum tuberosum L.), platano (Musa sp.), tabaco
(Nicotiana tabacum L. , entre otros (1,2). Las afecta-
ciones provocadas por este patdégeno radican en el
hecho de que destruye los cultivos, y posee una ex-
cepcional habilidad para sobrevivir en el agua, el suelo
y larizosfera de las plantas no hospederas (3,4).

Debido a su elevado numero de hospedantes, R.
solanacearum se considera un complejo de especies,
formado por un grupo heterogéneo de aislados con
caracteristicas comunes (5). La tipificacién enrazas 'y
biovares fue la primera clasificacion informal empleada
a nivel subespecifico dentro de R. solanacearum. La
denominacion en razas se basa en la gama de
hospedantes, mientras que las diferencias en la activi-
dad metabdlica, se emplean para definir seis biovares
(6). Posteriormente, el complejo de especies quedd
subdividido en cuatro grupos genéticos (Filotipos), de
acuerdo a los analisis de las secuencias de los
genes hrp, de la endoglucanasay del ARNr16S, los
cuales se corresponden con el origen geografico pri-
mario de los aislados analizados (7).

Con el desarrollo de las técnicas moleculares, nu-
merosas metodologias fueron utilizadas en el estudio
de las relaciones intraespecificas dentro de R.
solanacearum. Entre estas se encuentran los analisis
del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion y amplificacion (RFLP y AFLP, respectiva-
mente) (8, 9) y el analisis de los perfiles obtenidos con
la amplificacion de las regiones repetitivas del genoma
(rep-PCR) (10, 11), entre otras. Los patrones logrados
con estos marcadores permiten establecer agrupacio-
nes en correspondencia con caracteristicas como la
raza, el biovar o el origen geografico de los aislados
(10, 1M).

La marchitez bacteriana se encuentra ampliamen-
te distribuida en todas las islas del Caribe y paises del
continente americano (12). Las condiciones climaticas
presentes en Cuba son propicias para el desarrollo y
supervivencia de R. solanacearum, a lo que se suma
el riesgo de introduccion de cepas foraneas por la
importacion de semillas procedentes de diferentes pai-
ses (13).

Cuba cuenta con métodos de deteccion e identifi-
cacion, basados en el aislamiento de la bacteria en
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medios de cultivos y la caracterizacién bioquimica.
Ademas, se emplean, como técnicas rapidas de de-
teccion, la inmunofluorescencia indirecta (IFl) y la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) (13); sin
embargo, no se han desarrollado métodos para la ca-
racterizacién molecular de los aislados presentes en
el pais.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad
genética de 31 aislados cubanos de R. solanacearum,
basado en la amplificacién de las regiones repetitivas
del genoma rep-PCR, especificamente de las secuen-
cias consenso repetitivas intergénicas de
enterobacterias (ERIC-PCR).

MATERIALESY METODOS

Aislados empleados y obtencién de muestras para
la PCR

Para este estudio se utilizaron 31 aislados cuba-
nos pertenecientes al cepario del Laboratorio Central
de Cuarentena Vegetal (LCCV) y ADN de una cepa de
referencia de Taiwan (Tabla 1). La caracterizacion en
biovares fue previamente realizada, segun lo descrito
por Denny y Hayward (14); las preparaciones de ADN
se realizaron de acuerdo a lo establecido por Seal et
al. (15).

La amplificacion de las secuencias repetitivas del
genoma (rep-PCR) se realizd con los iniciadores
ERIC1R (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3") y
ERIC2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'). La
mezcla de reaccion se conformé por tampoén de PCR
5%, 25mM de MgCl2, 25mM de cada dNTP, 30pmol de
cada iniciador y 2 unidades de Taq polimerasa, para
un volumen final de 25yl. El programa de amplificacion
constd de un ciclo a 95 °C durante 7 min, seguido de
30 ciclos a 94 °C durante 1 min, 52 °C durante 1 min,
65 °C durante 8 min y un ciclo final de extension a 65
°C durante 15 min. Las amplificaciones se repitieron al
menos dos veces por aislado para garantizar la
reproducibilidad de los patrones de bandas obtenidos.

Se tomaron 12 ul de cada producto de amplifica-
cion, se aplicaron en un gel de agarosa al 1,5 % en
tampon TBE al 0,5 % y se empled un patrén de 250
pares de bases Invitrogen®. La corrida se realizo,
aproximadamente, durante dos horas, al cabo de este
tiempo se tifd con bromuro de etidio y el resultado se
visualizé en un transluminador de luz UV (Macrovue,
LKB).

Con el objetivo de lograr un agrupamiento genético
de los aislados, a partir de los patrones de bandas, se
construyd una matriz binaria (0 ausencia - 1 presencia
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TABLA 1. Aislados de R. solanacearum empleados en el estudio./ R. solanacearum isolates used in this work

Aislado Hospedante Regién Biovar
409 ND Taiwan 4
Ps-76 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
Ps-33 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
40 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
511 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
10-111 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
M2 S. tuberosum Villa Clara 2A
M5 S. tuberosum Villa Clara 2A
M4 S. tuberosum Villa Clara 2A
473 S. lycopersicum Isla de la Juventud 1
136 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
12 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
43 S. tuberosum Isla de la Juventud 1
42 S. tuberosum Isla de la Juventud 1
492 S. tuberosum Mayabeque 1
251 S. tuberosum Mayabeque 1
502 S. tuberosum Pinar del Rio 1
495 S. tuberosum Mayabeque 2A
106 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
103 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
102 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
109 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
1J-1 S. lycopersicum Isla de la Juventud 1
T2B1F C S. lycopersicum Cienfuegos 1
71252 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
TPR-10B S. lycopersicum Pinar del Rio 1
TPR-10 S. lycopersicum Pinar del Rio 1
TPR- 4B S. lycopersicum Pinar del Rio 1
Tss36 S. lycopersicum Sancti Spiritus 1
Tss16 S. lycopersicum Sancti Spiritus 1
Tss3 S. lycopersicum Sancti Spiritus 1
Col 7 S. lycopersicum Holguin 1

ND: no determinado

de banda). Los patrones de bandas repetidos se toma-
ron como Unico genotipo para la construccién de una
nueva matriz, con la que se realizé un analisis de con-
glomerados. En el analisis se empled la matriz de si-
militud de DICE (16) y el método UPGMA. Se utiliza-
ron los software DendroUPGMA (17)y MEGA 5.0 (18).

La distribuciéon de los aislados, segun biovar,
hospedante de origen y zona geografica de proce-
dencia, se obtuvo mediante el grafico biplot, prove-
niente del Analisis de Componentes Principales. Las
variables (patrén de bandas en cédigo binario) fue-
ron previamente estandarizadas y se empled la ma-
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triz de correlaciones. Este analisis se realizd con el
sistema STATISTICA, version 7.0 (19).

RESULTADOS

La amplificacion de las secuencias repetitivas del
genoma, con el empleo de los cebadores ERIC, permi-
tié la amplificacion de 12 bandas polimérficas y dio
lugar a la formacién de 12 genotipos (Tabla 2). Se
obtuvieron resultados reproducibles con todos los aisla-
dos, excepto con Col 7, para el cual no se logré un
patrén repetitivo. Seis de los genotipos fueron aisla-



TABLA 2. Aislados que componen los genotipos de R.
solanacearum obtenidos mediante ERIC-PCR./
Isolates within each R. solanacearum genotype
obtained using ERIC-PCR

Genotipo Aislados que lo componen

Gla 473

Glb 1Ji, 136, 40, Ps76, 511, 10111, 12
Glc 492, 251

Gld 502

Glla T2B1FC, Tss3, Tss16, Tss36
Gllb 71252

Gllc TPR4B, TPR10, TPR10B
Glid 102, 103, 106, 109

Glle 42,43

Gllla M2, M4, M5

Glllb 495

GlvV 409
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dos de tomate, cinco aislados de papa, y el genotipo
restante represento la cepa de referencia 409, proce-
dente de Taiwan.

En el dendrograma se obtuvieron 4 grupos principa-
les (Fig. 1): enlos Grupos | y |l se agruparon aislados
procedentes de papa y tomate, pertenecientes al biovar
1; el Grupo Il estuvo conformado por aislados obteni-
dos de papa pertenecientes al biovar 2, y en el Grupo
IV quedd ubicada la cepa de referencia de Taiwan
(biovar 4). Las divisiones primarias observadas en los
agrupamientos se correspondieron con el biovar de los
aislados analizados, mientras los subgrupos obteni-
dos dentro de cada uno de estos conjuntos principa-
les, se correspondieron con los hospederos de origen.

Los aislados cubanos pertenecientes al biovar1
manifestaron la mayor diversidad, pues se agrupana
9 de los 11 genotipos cubanos, por lo que muestra el
60,4% de coeficiente de similitud; sin embargo, los
dos aislados del biovar 2, obtenidos de papa, formaron
dos genotipos con una similitud entre ellos del 90,9%.
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FIGURA 1. Dendrograma construido con los valores de similitud calculados con el coeficiente de Dice./ Dendrogram
constructed with the similarity values calculated using the Dice coefficient.
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El coeficiente medio de similitud entre los aislados de
tomate fue del 71,3 %, mientras que el registrado en-
tre los aislados obtenidos de papa fue del 37,2 %.

Los aislados de papa fueron divididos de forma
primaria de acuerdo al biovar, mientras que las
subdivisiones en genotipos estuvieron en correspon-
dencia con la provincia en la cual se obtuvieron. Los
aislados de tomate mostraron una distribucion mas
compleja con la presencia del mismo genotipo en di-
ferentes ubicaciones geograficas (genotipo Glb en la
Isla de la Juventud y Pinar del Rio; Genotipo Glla en
Cienfuegos y Sancti Spirutis) y la incidencia de dife-
rentes variantes genéticas en una misma regién
(genotipos Glb, Glc, Gllb, Gllcy Glld en Pinar del Rio)
(Figura 1).

Los graficos construidos mediante el ACP se mani-
fiestan enlafigura 2. Con el uso de los cuatro primeros
componentes (ejes 1y 2; 3y 4) fue posible explicar la
diversidad encontrada entre los perfiles obtenidos por
ERIC-PCR en el 81,32 % del total.

Con el trazo de los ejes (componentes 1y 2), las
agrupaciones mas claras correspondieron, al igual que
para el analisis de conglomerados, a las divisiones en
biovares y hospederos de procedencia. Con el trazo
de los ejes 3 y 4, los genotipos fueron agrupados en
funcion de la ubicacidn geografica. La mayor disper-
sioén en los puntos se observo para la provincia de Pi-
nar del Rio, con solapamientos en las areas descritas
por los genotipos de provincias como Mayabeque e
Isla de la Juventud, y con regiones del centro del pais,
como Cienfuegos y Sancti Spiritus. El genotipo forma-
do por los aislados de Villa Clara no mostré intersec-
ciones con el resto de las variantes.

DISCUSION

La técnica de rep-PCR ha sido empleada por varios
autores para el estudio de la diversidad genética de R.
solanacearum con resultados variables. Horita y
Tsuchiya (10) hallaron que los principales grupos obte-
nidos con aislados en Japon, mediante el empleo de
esta técnica, se correspondieron con las divisiones en
razas, mientras que Xue etal. (11) encontraron cierta
correlacién con la zona de origen y el hospedero de
aislados de R. solanacearum en China. Norman et al.
(20) pudieron subdividir un grupo de aislados de R.
solanacearum, logrados a partir de material vegetal de
importacion a los Estados Unidos, de acuerdo al biovar
y con una menor correlacion de acuerdo al hospedero
y al origen geogréfico. Lemessa et al. (21), por su par-
te, encontraron dos grupos principales con esta técni-
ca entre los aislados de R. solanacearum en Etiopia,
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los cuales correspondian a los biovares que circulaban
en el pais.

En este estudio, la técnica de ERIC-PCR permitié
una division primaria de acuerdo al biovar de los aisla-
dos y de subdividir los principales grupos obtenidos de
acuerdo al hospedero. Por otra parte, el ACP revel6
relaciones desde el punto de vista espacial entre los
genotipos, aunque al igual que los resultados obteni-
dos por otros autores, las divisiones de acuerdo al ori-
gen geografico no fueron claras para la totalidad de las
muestras (11, 20). No obstante, el solapamiento ob-
servado en el ACP de los genotipos en Pinar del Rio
con los genotipos de otras provincias, sugiere que esta
region representa la zona de mayor prevalencia y di-
versidad de la bacteria y como posible punto de dise-
minacién del patégeno hacia otras regiones del pais,
aspecto que requiere de estudios posteriores.

Una mayor diversidad genética se registré entre los
aislados cubanos pertenecientes al biovar 1, mientras
que los aislamientos del biovar 2, obtenidos Unicamente
de papa, mostraron patrones muy similares. Las ce-
pas del biovar 1 se agrupan en la raza 1 de R.
solanacearum que afecta el mayor grupo de
hospedantes de la especie, mientras que las cepas
del biovar 2 se concentran en laraza 3 y comprenden
una gama de hospedantes limitada, principalmente a
solanaceas (1, 20). Esta pudiera ser la razén por la
cual el biovar 2 de R. solanacearum esta expuesto a
una mayor presion selectiva (20) y por lo que otros
autores describieron, a una menor diversidad genética
entre los aislados que lo componen en comparacion
con el biovar 1 (10, 20).

La distribucién geografica cruzada, mostrada por
los genotipos obtenidos de tomate, sugiere que el pato-
geno puede diversificarse localmente en este cultivo
en diferentes genotipos y que también es capaz de
diseminarse de forma clonal entre provincias colindan-
tes. Este fendbmeno puede estar asociado con las
practicas agricolas de baja intensidad empleadas en
este cultivo, las cuales, junto al comercio y movimien-
to de las cosechas, contribuyen a una rapida diversi-
ficacion y diseminacion de los patégenos de plantas
(22). Por otra parte, las limitadas diversificacion y di-
seminacion geografica del patégeno a partir de los li-
najes aislados de papa, pueden ser consecuencias
del manejo intensivo de este cultivo en el pais y de una
mayor eficacia en las medidas de control, en compa-
racion con el cultivo del tomate.

Estudios mas profundos con el empleo de otros
marcadores, o mediante el analisis de la secuencia
de genes conservados como el ARNr16S o el gen de



2a)

+Gla
WG b
AG lla
Glb
G e
#G 11d
Glc
Glle
G id
G b
Gllla

BIOVAR 2

La técnica de rep-PCR continua siendo utilizada
con éxito para el estudio de la diversidad genética de
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CP 2 (18.44 %)

TOMATE

BIOVAR 1 CP 1(37.87%)

CP 4 (9.89 %)

x

CP 3 (15.12 %)

FIGURA 2. Resultados del ACP obtenido con los genotipos cubanos. 2a) Componentes 1y 2: Las elipses delimitadas por
lineas continuas representan el area ocupada por los aislados de un mismo biovar; las elipses definidas por lineas discontinuas
representan el espacio cubierto el 83,33 % de los aislados obtenidos de un mismo hospedero. 2b) Componentes 3y 4: Las
elipses enmarcan el area ocupada por mas del 66 % de los aislados colectados en una misma zona geografica (1J: Isla
de la Juventud; M: Mayabeque; PR: Pinar del Rio; VC: Villa Clara; CG: Cienfuegos; SS: Sancti Spiritus)./ PCA results
obtained with Cuban genotypes. 2a) Components 1 and 2: Ellipses delimited by solid lines represent the area occupied by
the isolates of the same biovar; ellipses defined by broken lines represent the space covered 83.33% of the isolates obtained
from the same host. 2b) Components 3 and 4: Elipses frame the area occupied by more than 66% of isolates collected in the
same geographical area.

la endoglucanasa, deberan ser asumidos en el futuro, varias especies de bacterias fitopatdgenas (23, 24, 25).
a fin de esclarecer el origen geografico primario de los Es facil de usar y puede ser aplicada a un gran nimero
aislados en estudio (7).

de muestras (26). Aunque emplea cierto tiempo para
la obtencidén de los resultados, no requiere de la
secuenciacion, por lo que constituye una metodologia
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util para los estudios de diversidad genética en los
paises en vias de desarrollo (25).

El numero de aislados estudiados no es suficiente
para arribar a conclusiones definitivas sobre la diversi-
dad de las poblaciones de R. solanacearum en Cuba.
No obstante, sienta las bases para los futuros estu-
dios de la diversidad genética del patégeno en laisla,
al mismo tiempo que provee una valiosa informacion
sobre el establecimiento de las medidas de control de
la Marchitez Bacteriana en el pais.
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