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ARTICULO CIENTIiFICO

Anibal L. Tapiero', Alexis Morales?
y Sandra Milena Rodriguez?

ABSTRACT

Dispersion of Ralstonia solanacearum
in soils cultivated with plantain in the
'Piedemonte Llanero' (Colombia)

In order to analyze the dispersion of “Moko’
disease in a commercial plantain cultivation,
quadrants were defined conformed by the
axes of eight plants from a removed diseased
plant (focus). It was possible to identify
Ralstonia solanacearum in samples of water and
soil originated from 12 points per quadrant,
in four samplings performed on days 0, 45,

90 and 135. The isolates that formed typical
fluid colonies (F), small fluid rounds (SFR)
and non-fluid variants (NFV), were subjected
to biochemical tests, molecular analysis (PCR),
hypersensitivity reactions on tobacco leaves
and pathogenicity on young plantain plants.
The disease increased from an average of

8 to 10, 12 and 38 plants per quadrant over
sampling time. In three quadrants the inci-
dence was restricted to the area closest to the
focus, whereas in the other there was a greater
dispersion. The average number of typical
colonies (F) isolated varied from 54 at day 0
to 114, 142 and 90 in subsequent samplings.
The number of forming colony units per

gram of soil (FCU/g) of the types F and SFR
was always less than for NFV colonies; those
of type F tended to decrease from the third
sampling (day 90) and then registered a slight
increase in the fourth (day 135). On their part,
the number of FCU/g of type SFR increased in
the second and third samplings and decreased
in the last. The number of FCU/g of type

NEFV, although ten times more abundant than
the other types, presented a similar behavior
to the type SFR and its decrease was more
drastic at the end. Type F colonies were more
frequent in the immediate focus areas, which
coincided with the increase of diseased plants,
whereas type NFV colonies predominated in
intermediate areas. The amplification of DNA
segments by PCR (Olil — Y2) confirmed the
results of the biochemical, hypersensitivity
and pathogenicity characterizations. Type F
colonies showed a larger number of positive
responses than SFR and NFV to each of the
tests, including pathogenicity.

Key words: Ralstonia solanacearum, plantain,
Moko disease.
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Dispersion de Ralstonia solanacearum en suelos
cultivados con platano en el Piedemonte Llanero

RESUMEN

La dispersion de la enfermedad del Moko en un cultivo comercial de platano se deter-
mind a partir de un analisis de la incidencia en cuadrantes conformados por ejes de
ocho plantas a partir de una planta enferma erradicada (foco). Se identificaron colonias
de Ralstonia solanacearum en muestras de agua y suelo procedentes de 12 puntos por
cuadrante, en cuatro muestreos realizados los dias 0, 45, 90 y 135. Los aislamientos que
formaron colonias tipicas fluidas (F), pequefas redondas fluidas (SFR) y variantes aflui-
das (AFV), fueron sometidos a pruebas bioquimicas, analisis molecular (PCR), reaccion
de hipersensibilidad en hojas de tabaco y patogenicidad sobre plantas jovenes de plata-
no. La enfermedad se incrementé de 8 a 10, 12 y 38 plantas en promedio por cuadrante
y muestreo. En tres de los cuadrantes la incidencia se restringié al drea mas cercana
al foco, mientras que en el otro hubo una dispersién mayor. El niimero promedio de
colonias tipicas (F) aisladas vari6 de 54 el dia 0 a 114, 142 y 90 en los muestreos subsi-
guientes. El nimero de unidades formadoras de colonia por gramo de suelo (UFC/g)
de los tipos F y SFR siempre fue menor que el de colonias AFV; las de tipo F tendieron
a disminuir a partir del tercer muestreo (dia 90) registrando un leve aumento en el
cuarto (dia 135). Por su parte, el nimero de UFC/g tipo SFR aumenté en los muestreos
segundo y tercero y se redujo en el altimo. El naimero de UFC/g de tipo AFV, aunque
10 veces mas abundante que los otros tipos, presenté un comportamiento similar al de
las colonias SFR y su disminucion fue mas drastica al final. Las colonias tipo F fueron
mas frecuentes en cercanias del foco, lo que coincidié con el incremento de plantas
enfermas, mientras que las colonias tipo AFV predominaron en las areas intermedias.
La amplificacion de segmentos de ADN por PCR (Oli1 — Y2) confirmo los resultados de
las caracterizaciones bioquimica, de hipersensibilidad y patogénica. Las colonias tipo
F presentaron mayor numero de respuestas positivas que las SFR y AFV a cada una de
las pruebas, incluyendo la de patogenicidad.

Palabras clave: Ralstonia solanacearum, platano, enfermedad del Moko.

INTRODUCCION conformacién fisiografica (IGAC, 2000).

El ecosistema se caracteriza por cobertu-
ras vegetales de pastizales y vegetacion
herbacea con arbolado disperso y bosques
freatofitos localizados a lo largo de los
cuerpos de agua, con cauce estacional o
permanente (Bustamante, 1999).

LAS 450.000 HA QUE SE CULTIVABAN hacia
1983 con platano en Colombia se redu-
jeron a 250.000 ha en 1990, fundamen-
talmente a causa del incremento en los
costos de producciéon. En el Piedemonte
Llanero esta situacion de contracciéon del
area sembrada llevé en 1995 a la pérdida
de casi el 50% de las 50.000 ha que culti-
vaban unas 18.000 familias. Entre los anos

En su limite occidental, el Piedemonte
Llanero constituye un paisaje caracteriza-
do por formaciones de terrazas, abanicos
y valles aluviales (denominados ‘vegas’)
a lo largo de rios de origen andino como
el Ariari y el Arauca (IGAC, 2000). Las
terrazas se dividen entre altas, medias y
bajas. Las altas son bien drenadas y las
bajas tienen tendencia al encharcamiento.
La vegetacion natural de selvas y sabanas
fue transformada antrépicamente durante

2001 y 2004, los costos de produccion en
el departamento del Meta variaron de
$3.830.000 a $5.731.000/ha, un incremento
de 49,6% (Gobernacion del Meta, 2005).
El platano se cultiva tradicionalmente
como fuente de ingresos para pequenos y
medianos agricultores en la region.

La region de los Llanos Orientales

ocupa una gran parte de la provincia bio-
geografica de la Orinoquia y constituye
una unidad diferenciada claramente del
resto del pais, resultado de la influencia
de factores inherentes a su proceso de

el curso del siglo XX y fue reemplazanda
por pastos introducidos (1,3 millones ha)
y cultivos agricolas (300.000 ha). En la
zona predominan los sistemas de produc-
cion bovina semi-extensivos, dedicados
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a la ceba y al doble propdsito (carne y
leche).

En el gran paisaje denominado “pla-
nicie aluvial’ que se ubica a lo largo del
curso de los rios Upia, Guatiquia, Gua-
yuriba, Meta, Humadea, Ariari, Giiejar,
Duda, Guayabero y Guaviare, asi como
en valles menores y estrechos que for-
man fajas alargadas, angostas y parale-
las al cauce de canos grandes, se ubica
una buena parte del area dedicada a la
produccion de platano en el departa-
mento del Meta. Al salir de la cordillera
estos rios pierden su capacidad de carga,
los cauces se amplian y la profundidad
disminuye, causando desbordamientos,
inundaciones y cambios de curso. Los
desbordamientos forman paisajes de
mesas y terrazas de relieve plano a lige-
ramente plano, con pendiente de entre
0-3% (Figura 1).

Los suelos son profundos y bien dre-
nados, de texturas medias a finas, fuerte-
mente 4cidos y de fertilidad baja (Gober-
nacion del Meta, 2004). La precipitacion
anual oscila alrededor de 3.500 mm, la
temperatura media entre 24 y 28 °C y la
temporada seca caracteristica en la Ori-
noquia de diciembre y marzo es menos
pronunciada en el Piedemonte (Figura 2).

Los factores climaticos y fisiograficos
citados contribuyen significativamente
con la viabilidad del ecosistema para el
establecimiento de arreglos con cultivos
de caracter perenne. Asi también, dichas
caracteristicas facilitan la diseminacién
de patoégenos que se dispersan por agua
y tierra.

Como efecto de la reactivacion de
las actividades econdmicas licitas en
amplias areas anteriormente domina-
das por el conflicto armado (Granada,
Lejanias, Mapiripan, Puerto Concordia,
Uribe, Vistahermosa), el area sembrada
con platano se incrementdé de 13.638 a
18.992 ha (39,3%) entre 2003 y el 2005.
Sin embargo, la producciéon apenas
aument6 de 284.306 a 335.570 t (18,1%),
la mitad del incremento esperado por el
ingreso de las dreas nuevas. Estas cifras
tuvieron efecto en la productividad,
la cual se redujo de 20.847 a 17.669 t
ha”, una disminucién del 15,2% durante
el periodo analizado (Gobernacion del
Meta, 2005).

t
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Figura 1. Imagen satelital SRTM del valle aluvial conformado por el cauce del rio Ariari (centro) en
los limites de los municipios de Fuente de Oro y Granada (Meta).
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Figura 2. Precipitacion promedio mensual en el Piedemonte Llanero, estacion La Libertad

(Villavicencio, Meta).

Durante el mismo periodo se obser-
vé un notable incremento en los costos
de produccioén, atribuible en parte a los
esfuerzos para controlar la incidencia de
la ‘Sigatoka negra’, enfermedad causada
por el ascomiceto Mycosphaerella fijiensis
Morelet [anamorfo: Paracercospora fijiensis
(Morelet), (Deighton)]. La Sigatoka negra,
también conocida como ‘Raya negra’, oca-
siona una reduccion significativa del area
foliar e induce a la maduracion prematura
de los racimos, lo cual es castigado fuerte-
mente por el mercado (Salcedo, 2004).

Como efecto de la disminucién en la
rentabilidad, los agricultores modificaron
el arreglo de los cultivos de platano, ante-
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riormente permanentes con 1 a 5 ha en
asocio con otras especies bajo formas de
economia campesina, a monocultivos con
3 a 50 ha que se renuevan completamente
luego de una tnica cosecha, maximo dos,
y a libre exposicion bajo modalidades de
economia agroempreearial. Pero aunque
los arreglos ‘anualizados’ han contribui-
do con la disminucién de la severidad
de Sigatoka negra y han reducido los
efectos de la incidencia de insectos (Picu-
do), también han favorecido la disemina-
cién de la bacteria Ralstonia solanacearum
(Smith: 1896; Yabuuchi ef al.: 1996) raza 2,
biovar 1, agente causal de la enfermedad
del Moko en el material de siembra (Sal-
cedo, 2004).
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El Moko o Maduraviche se ha con-
vertido en la enfermedad bacterial mas
limitante en la mayoria de las areas geo-
graficas que cultivan platano. Muchas
regiones de Colombia han sido afectadas
pudiendo presentarse pérdidas de hasta
el 100% de la produccion (Belalcazar et
al., 1991). Su incidencia es muy grave en
los Llanos Orientales, principalmente en
los departamentos de Meta y Arauca.
Una evaluacion de pérdidas realizada en
cinco municipios del Meta indic6 su pre-
sencia en por lo menos 1.890 ha, las cuales
correspondieron al 68% del total del area
evaluada. El municipio de Fuente de Oro,
en el Ariari medio, resultd ser el area mas
afectada con 49,82% de incidencia en fin-
cas (Salcedo, 2004). La enfermedad afecta
al platano y las heliconias en las areas
productoras de América tropical y ha
ocasionado el abandono y desaparicion
de cultivos en regiones tropicales y sub-
tropicales alrededor de todo el mundo.

Los aislamientos de R. solanacearum
difieren en cuanto a su rango de hospede-
ros, distribucién geografica, patogenici-
dad, relaciones epidemiologicas y propie-
dades fisioldgicas. Debido a su alta hete-
rogeneidad intraespecifica ha sido nece-
sario distinguir entre razas y biovares. La
clasificacion tradicional distingue cinco
razas, descritas de acuerdo al hospedero
u hospederos afectados, y cinco biova-
res, que se diferencian por su utilizacién
de varios disacaridos y alcoholes hexosa
(Buddenhagen, Sequeira y Kelman, 1962;
Hayward, 1964, citado por Martins, 2000;
Hayward, 1991; Kelman, 1953, citado por
Hayward, 1991). La raza 1 afecta solana-
ceas y otras plantas, entre las cuales se
cuentan algunas especies diploides de
banano; la raza 2 afecta bananos, platano
y heliconias; la raza 3, la papa y el tomate;
la raza 4, el jengibre y la raza 5 infecta la
mora. Tan sélo la raza 2 afecta mas de
200 especies de plantas musaceas, entre
las cuales se reportan platanos, bananos
triploides y Heliconia spp. Otros linajes
de la misma raza causan al menos dos
enfermedades en banano cuyos sintomas
son similares al Moko: ‘Blood disease’ y
‘Bugtok disease’ en el sudeste asiatico.
Por estas razones, mas que una especie
Unica, a Ralstonia hay que considerarla un
complejo de especies.

Recientemente se ha discutido el bajo
impacto de la clasificacion tradicional

de Ralstonia por razas y biovares en lo
atinente a una correcta caracterizacion
epidemioldgica y a su utilidad para el
manejo de las enfermedades que causa.
A efectos de superar esta limitacion se
ha propuesto la adopcién de un nuevo
sistema de clasificacion que consiste en la
determinacién de filotipos y secuevares
a partir de la amplificaciéon del ADN de
aislamientos de Ralstonia mediante PCR y
la posterior secuenciacion de segmentos
especificos (Fegan y Prior, 2005). Utilizan-
do una técnica denominada ‘multiplex
PCR’, en una sola reaccion se amplifican
y caracterizan filogenéticamente los ais-
lamientos, lo cuales pueden ser posterior-
mente secuenciados para agruparlos de
una manera mucho mas rigurosa. Desde
una perspectiva epidemioldgica, la nueva
caracterizacion agrupa sectores de la
poblacién de Ralstonia segin hospederos
definidos y en ambientes determinados.

La mayoria de la informacién sobre
la supervivencia de R. solanacearum en el
suelo se deriva de la interpretacién de su
capacidad de infeccion luego de la siem-
bra y resiembra de plantas indicadoras a
diferentes intervalos de tiempo en areas
infestadas (Belalcazar, 1976; Granada,
1996; Rojas, 1992). También se ha eva-
luado, tomando como referencia la capa-
cidad de infeccién al cabo de diferentes
periodos de rotacion (Jackson y Gonzalez,
1981; Van Elsas et al., 2000), la persisten-
cia de la bacteria en residuos de cosecha
(Graham, Jones y Lloyd, 1979) y en sue-
los infestados artificialmente (Mc Carter,
1976; Van Elsas et al., 2000). De los resulta-
dos se ha deducido que la persistencia de
la bacteria en el suelo puede variar entre 6
y 48 meses, pero las diferencias dependen
en gran medida de la metodologia que se
utilice en su determinacion.

La longevidad del indculo primario es
importante para el éxito de la infeccion y
depende de la habilidad que tiene el pato-
geno para escapar o resistir condiciones
adversas del ambiente. La supervivencia
varia con la clase de in6culo primario que
el patdgeno adopte y depende también
de factores externos y de caracteristicas
intrinsecas del microorganismo (Shuster y
Coiné, 1974). Los principales medios para
la diseminacion de la bacteria son: semi-
lla contaminada (cormos procedentes de
fincas con focos de Moko), contacto entre
raices (Kelman y Sequeira, 1965), agua de

escorrentia y de riego, insectos (abejas,
avispas), maquinaria, herramientas con-
taminadas, particulas de tierra infestada
y animales (Granada, 2002). Con el descu-
brimiento de mecanismos de senalizacion
utilizados por algunas bacterias para cen-
sar la concentracion de especimenes de
la misma especie denominados ‘quorum
sensing’ (Winans, 2005), se ha sugerido
que la activaciéon de genes de virulen-
cia procede en forma diferente segun el
nicho, dependiendo de la densidad de
la poblacién y de las posibles especies
hospedero presentes. Comportamientos
como este explicarian también la razén de
las diferencias en la determinacién de la
longevidad del inéculo.

Entre 2004 y 2005 se evalu6 la presencia
y persistencia de la bacteria R. solanacea-
rum en el suelo y las aguas que conforman
el flujo freatico de cultivos de platano del
municipio de Fuente de Oro, en el Pie-
demonte Llanero. Durante el curso de la
investigacion se caracterizaron muestras
de R. solanacearum por morfologia y reac-
cion a pruebas bioquimicas y moleculares
(PCR) y se determiné el progreso de la
incidencia del Moko a partir de un foco.
Los resultados de la investigacion permi-
tieron determinar la eficacia de la rotacion
de cultivos como estrategia de manejo de
la enfermedad en un area infestada.

MATERIALES Y METODOS

En un cultivo comercial de platano ‘Har-
ton” (Musa cv. AAB) de cinco meses de
edad, localizado en la vereda El Porvenir
del municipio de Fuente de Oro (depar-
tamento del Meta), se seleccionaron cua-
tro plantas con sintomas de Moko, que
para fines de este estudio constituyeron
los focos. A partir de cada una de estas
plantas se seleccionaron 12 puntos de
muestreo, tres por eje de las coordenadas
cartesianas norte, sur, oriente y occidente.
La distancia entre cada punto fue de 2,
4 y 8 plantas a partir del origen o foco
(Figura 3).

Al momento de la delimitacién del
area de trabajo se revis6 que ninguna de
las 288 plantas restantes ubicadas dentro
del cuadrante formado por los extremos
de los ejes tuviera sintomas de la enferme-
dad. Con el fin de adquirir cultivos puros
de colonias tipicas de R. solanacearum, de
la planta central (foco) se tomaron mues-
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Figura 3. Esquema del disefio para la toma de muestras de agua y suelo en un lote de platano con
un foco de Moko (F) al centro. Los nimeros de 1 a 12 representan los puntos en los que se realizo la
toma de muestras y las dreas sombreadas, los diferentes sub-cuadrantes delimitados.

tras de tejido de pseudotallo antes de
erradicarla in situ, mediante inyecciéon con
una solucion de glifosato al 30%. Dentro
del cuadrante formado por los cuatro ejes
se definieron tres sub-cuadrantes corres-
pondientes a las areas delimitadas por
cada uno de los 3 puntos de muestreo.
Los cuatro muestreos se realizaron cada
45 dias (0, 45, 90 y 135) a partir del 16 de
agosto de 2004.

El cultivo correspondié a un arreglo
‘anualizado’ cuyo cultivo imediatamente
precedente habia sido de arroz. Estaba ubi-
cado en un suelo de vega (Inceptisol) de
topografia plana, con textura franco-limo-
sa (22,8% de arena, 53% de limo y 24,20%
de arcilla) y densidad aparente de 1,47
g-cm®, pH 4,4, aluminio intercambiable 1,2
meq/100g y 2,6% de materia organica.

En todos los puntos de muestreo iden-
tificados para cada cuadrante se evalua-
ron muestras de suelo y agua. Las de
suelo estaban constituidas por aproxima-
damente 500 g conformados por la mezcla
de 6 submuestras obtenidas en un radio
de 30 cm alrededor de la planta. Cada
sub-muestra fue tomada a una profundi-
dad de 25 cm, usando un barreno de 3 cm
de didmetro que se desinfectaba con alco-
hol al 70% para evitar posible contamina-

cién con las muestras; el punto central se
muestreaba de ultimo. Las muestras de
agua fueron obtenidas de baldes plasticos
con las paredes perforadas entre 10 y 20
cm desde el borde, colocados al lado de
cada uno de los sitios donde se realizaron
los muestreos de suelo.

De cada muestra de suelo se tomaron
10 g, a los cuales se le adicionaron 90
mL de solucién buffer TE, procediendo

seguidamente a hacer un esquema de
diluciones hasta 10°. De las diluciones
102 y 10° se sembraron tres cajas de
Petri con medio semi-selectivo Sur Africa
(SMSA-E), (Englebrecht, 1994 y Elphins-
tone, et al. 1996, citados por Martins,
2000), dejandolas en incubacién a 28°C
por 72 horas, al cabo de las cuales se
procedié al conteo e identificacion de las
colonias segin su morfologia (Woods,
1984) usando un contador de colonias
(Darkfield Colony Counter - Reichert®).
Se identificaron tres tipos de colonias:
fluidas (F), pequefas fluidas redondas
(SFR) y variantes afluidas (AFV) (Figura
4). Luego de un conteo del niimero de
colonias formadas por concentracién de
la dilucién, para efectos del analisis de
abundancia sélo se tomaron los resul-
tados obtenidos de la dilucién 102 Con
las muestras de agua se siguid el mismo
procedimiento de diluciones realizado
con las muestras de suelo.

De las cajas de Petri sembradas por
cada dilucién se escogié una donde pre-
dominaran colonias F sin contaminacion,
a fin de seleccionar una colonia para su
purificacién. Si en la caja de Petri no se
encontraban colonias F se tomo6 una SFR
y, en caso extremo, una AFV. En total se
sembraron 78 cajas de Petri por foco y
se purificaron 26 colonias, para un total
de 312 cajas por muestreo y 104 cultivos
puros. De éstos, se seleccionaron 52 colo-
nias, las cuales fueron transferidas a una
caja con agar nutritivo para las pruebas
bioquimicas y otra con agar nutritivo +

F
(fluidas)

SFR
(pequerias
fluidas
redondas)

AFV
(variante
afluida)

Figura 4. Tipos morfoldgicos de colonias de Ralstonia solanacearum.
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sucrosa para su conservacion. Aquellas
colonias que resultaron positivas a todas
las pruebas bioquimicas de actividad de
la catalasa, la oxidasa y el KOH (Gosz-
czynka, Serfontein y Serfontein, 2000) se
conservaron en medio de agar + sucrosa
y se les realizaron pruebas de hiper-
sensibilidad en hojas de tabaco (Lozano
y Sequeira, 1969). Los aislamientos que
resultaron positivos a estas pruebas fue-
ron conservados y utilizados para las
pruebas de amplificacion mediante PCR
con los cebadores especificos Olil - Y2
(Martins, 2000) en el Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT) y para
pruebas de patogenicidad sobre plantas
de platano de dos meses de edad (Lozano
y Sequeira, 1969).

El analisis estadistico del nimero de
UEC/g aisladas de las muestras de suelo
y agua fue realizado mediante los soft-
ware SAS® y Sisvar® con los cuales se
analizaron de manera independiente los
muestreos, los focos, los cuadrantes y los
puntos de muestreo. Ello permiti6 estu-
diar ‘factores dentro de factores’, como
por ejemplo muestreos dentro de focos
y viceversa, en cada una de las variables,
segun corresponde a un disefio anidado.
También se midieron las distintas interac-
ciones y efectos entre estos factores. Para
la comparacion de medias de cada uno de
ellos se aplicé la prueba de Tukey al 5%.
Con respecto a las curvas de incidencia
acumulada por focos y por cuadrantes, se
aplicaron lineas de tendencia logaritmica,
a fin de determinar el valor de la pendien-
te (b), que indica la medida de dispersion
de cada foco o cuadrante.

RESULTADOS Y DISCUSION

La incidencia de plantas con sintomas de
Moko registré un incremento sostenido
durante el tiempo del ensayo en el area
de muestreo. En promedio, la incidencia
en la segunda, tercera y cuarta fecha
de muestreo fue de 2, 4 y 6 plantas res-
pectivamente (Figura 5). La incidencia
en el cuadrante 3 fue estadisticamente
superior (Tukey, «=0,05) a las demas
(13%, comparado con 4% en promedio
de los otros tres). En consecuencia, una
vez determinada la medida de dispersion
como el valor b (pendiente) de la linea que
representa la tendencia logaritmica de la
curva de incidencia [y=a+b.In(X)], se

40
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30
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15

No. de plantas afectadas

1 2 3 4
Dias

‘ B Cuadrante 1 B Cuadrante 2 O Cuadrante 3 O Cuadrante 4 ‘

Figura 5. Incidencia de la enfermedad del
Moko en un é&rea delimitada dentro de un
cultivo de platano del Piedemonte Llanero por
cuadrantes y fechas de evaluacion (Fuente de
Oro, Meta).

observa que ocurre una mayor disper-
sién de la enfermedad en el cuadrante 3
(Figura 6). El valor de b = 9,57 estimado
para este cuadrante fue seguido por el del
cuadrante 4 con b = 3,01 mientras que en
los restantes cuadrantes los valores de b
fueron 2,12 y 2,40, respectivamente.

Comparando los valores de la inciden-
cia en cada sub-cuadrante, se observo que
la infeccién se concentré tanto en los sub-

cuadrantes mas cercanos como en los mas
lejanos al foco (1y 3, respectivamente). Sin
embargo, durante los muestreos alos 45y
90 dias no se registrd diferencia estadisti-
ca significativa alguna entre ellos, a excep-
cion del cuadrante 3 (Tukey, a= 0,05) en
relacion con el nimero de plantas afecta-
das (Figura 7). La incidencia registrada
en el area central (sub-cuadrante 2) fue
minima. Esto coincide con la apreciacion
de que el indculo se encuentra disperso
por toda el area de cultivo, producto de
la diseminacion realizada con el agua de
escorrentia y las frecuentes inundaciones
por desborde durante las temporadas de
lluvia. No obstante, la influencia del foco
—como punto a partir del cual ocurre la
diseminacion del inéculo— no se percibe
con claridad.

Las diferencias entre colonias tipicas
y colonias no tipicas en medio SMSA-E
fueron facilmente establecidas. Las carac-
teristicas morfoldgicas de las colonias no
tipicas fueron muy variadas y consistieron
principalmente de formas rizoides con
borde color azul y centro rosado o redon-

INCIDENCIA ACUMULADA
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Figura 6. Dispersion de la enfermedad del Moko en un eje cartesiano a partir de un foco en un drea
delimitada dentro de un cultivo de platano (Fuente de Oro, Meta).
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Figura 7. Dispersion de la enfermedad del Moko por sub-cuadrante y fecha de evaluacion, en un
area delimitada dentro de un cultivo de pldtano en el Piedemonte Llanero (Fuente de Oro, Meta).

das de color anaranjado o morado intenso.
Las colonias tipo F presentaron forma irre-
gular, elevacién plana, superficie opaca,
aspecto mucoide, con bordes gruesos color
crema, pigmentacion central roja difusa
y dimensiones de 4 x 6 mm, en prome-
dio. Las colonias tipo SFR exhibieron una
forma ovalada mas definida, con bordes
mas o menos enteros, definidos y mucho
mas delgados que el de las F. Las mismas
presentaron elevacion convexa, superficie
lisa, fluidez baja, aspecto menos mucoso
que las F y con mas amplia y definida colo-
racion roja en el centro, con dimensiones
de 4 x 5 mm, aproximadamente. Las AFV
mostraron una marcada estructura redon-
deada, elevacion convexa, bordes muy
delgados, color crema casi imperceptible,
superficie lisa brillante, coloraciéon roja
intensa y sus dimensiones fueron de 3 mm
aproximadamente.

El niimero total de colonias con morfo-
logia tipica, identificadas de agua y suelo
dentro del area delimitada fue 62.414 y el
de colonias con morfologia atipica 23.460.
Entre las colonias con morfologia tipica
1.909 correspondieron a las tipo F, 2.339
a las SFR y 58.166 AFV. Por fecha de eva-
luacion (0, 45, 90 y 135 dias), el nimero
de colonias tipicas aisladas varidé de 180
el primer dia (88,1% del total aislado en la
misma fecha) a 458 (92,5%), 443 (49,7%) y

269 (73,9%) en cada uno de los restantes
muestreos (Tabla 1). De éstas, en la prime-
ra evaluacion se aislaron 22 colonias tipo
F en la segunda 11, en la tercera 3 y en la
cuarta 21. La tendencia a la disminucién
en el numero de colonias tipo F aisladas
entre la primera y la tercera fecha de
evaluacion (0, 45 y 90 dias), y su posterior
incremento hacia la cuarta fecha (Figu-
ra 8), coincidié con un comportamiento
inverso de las colonias atipicas (24, 37, 449
y 95, respectivamente). Siempre se obser-
v6 una mayor proporcion de colonias tipo
AFV (45, 106, 138 y 83 por fecha de mues-
treo, en promedio) que las tipo F y SFR (4,
2,1,5y5,6,3,y1en promedio, respecti-
vamente). La relacion formas tipicas/total
siempre fue igual o estuvo por encima de
50%, indicando una amplia dispersion de
formas tipicas o fuente de indculo de la
bacteria en el area de evaluacion.

Tabla 1. Numero promedio de colonias de
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Figura 8. Promedio de colonias por tipo
morfoldgico identificadas de muestras de suelo
en un cultivo de platano en Fuente de Oro, Meta.

La identificaciéon de unidades forma-
doras de colonia en muestras de agua y
suelo por fecha de evaluacion siguié una
tendencia semejante en ambos sustratos
(Figura 9). La bacteria puede ser aislada
abundantemente de cultivos de platano
en el drea, en cualquier época.

De un total de 208 colonias aisladas
y sometidas a las pruebas bioquimicas y
patogénicas, menos de la mitad pasaron
positivamente cualquier tipo de evalua-
cion (Tabla 2). Entre las tipo F, 48% supe-
raron la prueba bioquimica, 38% la de
hipersensibilidad en hojas de tabaco y solo
25% la de patogenicidad en platano. Ape-

Promedio Total de Colonias Tipicas

1,20E+07
1,00E+07
8,00E+06
6,00E+06

4,00E+06 i
2,00E+06 -
0,00E+00 i —

1 2 3 4
Dias

__n Aguas B Suelo

Figura 9. Promedio de Unidades Formadoras
de Colonia (UFC) identificadas en muestras de
agua y suelo en un cultivo de platano de Fuente
de Oro, Meta.

UFC porgomL

Ralstonia solanacearum identificadas en las dreas

delimitadas alrededor de cuatro focos de Moko en una explotacion de Fuente de Oro, Meta.

Evaluacion Tipo de colonias
(dia) Atipicas F SFR AFV Total tipicas % tipicas
0 24,2 22,3 18,5 138,8 179,6 88,1
45 37,2 11,1 23,6 4231 457,8 92,5
90 4491 2,8 13,7 426,6 4431 49,7
135 95,1 20,9 5,6 242,3 268,8 73,9
Total 605,6 57,1 61,3 1230,8 1349,2 69,0

F: fluidas, SFR: pequefias redondas fluidas, AFV: variantes afluidas.
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Tabla 2. Colonias de Ralstonia solanacearum aisladas de areas delimitadas en un cultivo de pldtano
con reaccion positiva a diferentes pruebas bioguimicas y de patogenicidad.

Tipo de colonias

Prueba
F % SFR % AFV % Total %
Aisladas 100 100 88 100 20 100 208 100
Bioguimica 48 48 24 21 8 40 80 38,5
Hipersensibilidad 38 38 10 11 7 35 55 26,4
Patogénicas 25 25 4 5 0 0 29 13,9

F: fluidas, SFR: pequefias redondas fluidas, AFV: variantes afluidas

nas 5% de las SFR superaron finalmente la
prueba de patogenicidad. Ninguna AFV
fue patogénica en platano, a pesar de que
poco menos de la mitad superaron posi-
tivamente las pruebas bioquimicas y de
hipersensibilidad en tabaco.

La amplificacion con Olil - Y2 del ADN
extraido de los 14 aislamientos escogidos
(cuatro por fecha de evaluacién) confirmoé

la caracterizacion realizada mediante las
pruebas bioquimicas de hipersensibilidad
y de patogenicidad. La visualizacién de los
productos de ADN amplificados median-
te PCR permitié observar una banda
migrando a una posicién de aproxima-
damente 287-288 pb, correspondiente a lo
comunmente observado de protocolos de
amplificacion de R. solanacearum (Figura
10). Dos aislamientos (S32a y S32d) die-
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Figura 10. Visualizacion de los productos de la amplificacion por PCR (0/i7 — Y2) del ADN de
aislamientos de Ralstonia solanacearum obtenidos en muestras de suelo en un cultivo de platano de

Fuente de Oro, Meta.

ron resultados negativos y corresponden
a aislamientos que en todas las pruebas
previamente realizadas habian resultado
positivos, excepto en la de patogenicidad.
El aislamiento S42d, cuyo ADN resulto
degradado, corresponde a un sitio donde
la planta de platano presento sintomas de
la enfermedad y habia resultado positivo
en todas las pruebas, incluyendo la de
patogenicidad.

CONCLUSIONES

El incremento sostenido de la incidencia
de plantas con sintomas de Moko en las
areas de cultivo mencionadas indica la
presencia y sobrevivencia del indculo de
R. solanacearum en los los suelos cultivados
con platano en el Piedemonte Llanero. A
pesar de la implementacion de practicas
de rotacién de cultivos la enfermedad se
establece por focos y se dispersa a partir
de plantas infectadas temprano en el cul-
tivo. Otros focos van apareciendo con el
transcurso del tiempo en sitios diferentes a
los de las primeras plantas infectadas iden-
tificadas. La aparicién de nuevos focos esta
determinada por infestaciones anteriores e
indica la extension de la dispersion de la
bacteria en los suelos de las areas de culti-
vo de platano.

Aunque efectiva para disminuir la
velocidad de dispersion del patégeno, la
sola practica de erradicacion de plantas
infectadas parece no estar contribuyen-
do a la reduccion de la diseminacion
de la enfermedad en la region. La rota-
cion de cultivos y la seleccién rigurosa
de la semilla contribuyen efectivamente
con la reduccién de la incidencia en eta-
pas tempranas del cultivo. Sin embargo,
estas practicas deben ir acompafiadas con
otras medidas de prevision fitosanitaria
como la cuarentena de las areas infectadas
(focos), la desinfecciéon de herramientas y
la regulacion a la circulaciéon de personal
de trabajo en las 4reas de cultivo.

Los protocolos de diagnosticoen campo
comunmente utilizados son suficientes
para la determinacién de incidencia en
las areas de cultivo. Los procedimientos
de laboratorio permiten la identificacion
de formas patogénicas del indculo, aun-
que son mas demandantes en recursos
econdmicos y tiempo. Formas tipicas y
atipicas de la bacteria se identifican facil-
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mente y se pueden caracterizar mediante
pruebas bioquimicas y de hipersensibi-
lidad, pero su correspondencia con la
definiciéon de patogenicidad es limita-
da. La amplificacion del ADN mediante
PCR con (Oli1 — Y2) es de utilidad para
confirmar la presencia de la bacteria y
es correspondiente con la determinacién
de la patogenicidad del in6culo, aunque
limitada en cuanto la definicién de su
importancia epidemiologica.

La identificacion de los diferentes tipos
de colonia tipicas de R. solanacearum (F,
SFR y AFV) en agua y suelo extraidos del
area delimitada en cualquier fecha de eva-
luacion indica la extension de la disper-
sion y la persistencia de la bacteria en el
campo. El efecto de la presencia constante
y abundante de formas patogénicas de la
bacteria (colonias tipo F) se relaciona con
el poco éxito de las medidas fitosanitarias
adoptadas para reducir los efectos de la
enfermedad en la region. El nivel de con-
taminacion de aguas y suelo en las areas
de cultivo es determinante para la defini-
cion de practicas de manejo agronémico
y fitosanitario de los cultivos de platano
en el Piedemonte Llanero. En efecto, las
inundaciones por desborde de cafios y el
uso de los reservorios para el riego estan
contribuyendo de manera directa con la
diseminacion del inéculo con las aguas
contaminadas.

La rotacién de cultivos, el manejo de
arvenses, la escogencia mas rigurosa del
material vegetal utilizado como semilla,
la erradicacion de plantas infectadas en
estados tempranos de desarrollo del cul-
tivo, la cuarentena de sitios infestados
(focos), la adopcion de practicas de mane-
jo con caracter preventivo para las labores
agronomicas y el manejo de herramientas
siguiendo consideraciones fitosanitarias,
seran plenamente efectivos si se acom-
panan con tratamientos de remediacion
sanitaria de suelos y aguas. En tal sentido,
seria conveniente adelantar una evalua-
cion mas rigurosa del efecto de practicas
alternativas de manejo, como tratamien-
tos al suelo con lixiviados obtenidos del
raquis del racimo y roca fosfdrica, cuyos
efectos positivos han sido demostrados en
diferentes zonas de cultivo.

La determinacion del intervalo de
tiempo mas adecuado para la rotacién
de cultivos y la seleccién mas rigurosa

de las especies a utilizar deberia adop-
tarse a partir de un mejor proceso previo
de caracterizacion de la composicion
filogenética de la bacteria en la region.
Alternativas mas eficaces a la rotacion
de cultivos para reducir la persistencia
de R. solanacearum podria surgir de la
determinacién de la posible ocurrencia
de mecanismos de sefalizacion ‘quorum
sensing’ en la poblaciéon del patdgeno.
Con la interpretacion del mencionado
mecanismo cabria la posibilidad de inter-
venir en el proceso de reconocimiento de
hospederos de la bacteria.
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