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Resumen y Abstract IX

Resumen

El moko o marchitamiento bacteriano es una de las enfermedades més limitantes del
cultivo del platano y banano en Colombia. Esta enfermedad se presentd en el norte del
Departamento del Valle del Cauca entre los afios 2015 y 2016 en los municipios de
Caicedonia, Alcald y Ulloa afectando cultivares de platano y banano. Los sintomas
caracteristicos de la enfermedad son amarillamiento foliar y colapso de las hojas mas
jovenes, asi como necrosis de la hoja bandera, taponamiento y necrosis de los haces
vasculares en la zona central del pseudotallo asi como amarillamiento y pudricién seca
del fruto. El agente causal del moko es la bacteria Ralstonia solanacearum raza 2 quien
tiene una alta variabilidad filogenética, lo cual ha llevado al uso del término de complejo
de especies de Ralstonia solanacearum (RSSC) clasificAndola en filotipos, razas y
biovares, dificultando asi su caracterizacion especifica a través de métodos moleculares.

En este estudio se colectaron 93 muestras de tejido vegetal con sintomas de la
enfermedad en fincas de agricultores y se obtuvieron 75 aislamientos de R.
solanacearum en Medio Semiselectivo South Africa (SMSA). Posteriormente se evaluo la
patogenicidad de estos sobre plantas de platano de la variedad Dominico Hartén bajo
condiciones de invernadero observandose diferencias altamente significativas entre la
patogenicidad de los aislamientos, clasificandose esta en 3 grupos, alta, media y baja.

El ADN de los aislamientos fue amplificado por PCR duplex empleando los cebadores
93F/93R y 5F/5R donde todos los aislamientos presentaron un fragmento de 477 pb
correspodiente al gen de la proteina Kfra, el cual permitiio identificar todos los
aislamientos de moko patogénicos Filotipo Il, secuevar IIB-4. Los productos amplificados
fueron secuenciados y sus secuencias depositadas en el GenBank. Mediante PCR en
tiempo real empleando la sonda TagMan® Mus 20P todos los aislamientos fueron
detectados confirmandose la identidad del patégeno como Ralstonia solanaceraum y se
determiné una correlacién altamente significativa entre la patogenicidad y el ciclo de
amplificacién por PCR en tiempo real (Ct).

Palabras clave: Moko, aislamiento, Ralstonia solanacearum, gPCR, PCR duplex,

patogenicidad.
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Abstract

Moko disease or bacterial wilt is one of the major limiting diseases in plantain and banana
crops in Colombia. This disease was first observed in the Department of Valle del Cauca
in 2015 and 2016 in the municipalities of Caicedonia, Alcal4, and Ulloa, affecting both
plantain and banana -cultivars.The characteristic symptoms of the disease include
yellowing of the leaves and dropping of younger leaves, necrosis of the flag leaf, blockage
and necrosis of vascular bundles in the central region of the pseudostem, and dry rot and
yellowing of the fruit. The causal agent of Moko disease is a bacterium, Ralstonia
solanacearum race 2. This microorganism shows a high phylogenetic variability, which
has led to the use of the term Ralstonia solanacearum Species Complex (RSSC); its
classification into phylotypes, races, and biovars complicates its specific detection through
molecular methods.

In this study, 93 samples of plant tissue with disease symptoms were collected in farmers'
fields, and 75 isolates of R. solanacearum were obtained on semi-selective medium
South Africa (SMSA). In addition, the pathogenicity of the isolates was tested on 40-day-
old plants of cv. Dominico Harton under greenhouse conditions observed significant
differences in the pathogenicity of the isolates, classified into 3 groups, high, medium and
low.

The DNA from these isolates was extracted and amplified by real-time PCR with the
TagMan® probe Mus 20P and duplex PCR using primers 93F/93R and 5F/5R, resulting in
fragments of approximately 477 bp. Corresponding to the Kfra protein gene, which
allowed to identify all isolates of pathogenic moko Filotype IlI, secuevar IIB-4. The
amplified product of each isolate was sequenced and the microorganism was identified
and their sequences deposited in the GenBank. Using real-time PCR using the TagMan®
Mus 20P probe, all isolates were detected, confirming the identity of the pathogen as
Ralstonia solanaceraum and a highly significant correlation was determined between the
pathogenicity and the amplification cycle by real-time PCR (Ct).

Keywords: Moko, Isolation, Ralstonia solanacearum, gPCR, Duplex PCR, Pathogenicity
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Introduccioén

“La industria del platano y el banano es de gran importancia econdmica para la mayoria
de los paises productores de América Latina y el Caribe (ALC), en la generaciéon de

divisas y por su aporte a la seguridad alimentaria de la poblacién” (Alvarez et al.2013).

En Colombia durante el afio 2014 y el 2017 se incrementd el &rea sembrada de platano a
486.724 ha, su produccién a 4.964.588 toneladas (Ton) y su rendimiento a 10.2 (Ton/ ha)
a nivel nacional segun lo reportado por MINAGRICULTURA 2017. La cadena productiva
de platano genera alrededor de 3.975.608 empleos directos y 1.216.810 empleos
indirectos constituyéndose en uno de los productos de mayor importancia para los
agricultores y productores.

El departamento del Valle del Cauca cuenta con 32.195 hectareas (ha) sembradas en
platano y una produccion de 282.693 toneladas correspondiente a un rendimiento de
8,7% (Ton/ha), sin embargo, los problemas fitosanitarios han generado un impacto
negativo sobre el cultivo con 12.500 productores afectados por enfermedades en platano
y banano debido a la falta de controles fitosanitarios por parte de los agricultores
(Instituto  Colombiano Agropecuario [ICA], 2013). Una de las enfermedades mas
limitantes que afectan este cultivo es el moko, marchitez vascular 6 maduraviche. El
moko es limitante en cultivos de platano y banano causando pérdidas en produccion
superiores al 75 % (Alvarez, 2017) y es causado por la bacteria Ralstonia solanacearum
raza 2, fitopatdgeno importante que afecta también otros cultivos en un area geogréfica

amplia en especial en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Rivas, 2003).

Diversos métodos de diagnéstico han sido desarrollados para la identificacion de
Ralstonia solanacearum tales como técnicas serologicas basadas en el uso de
anticuerpos para la deteccién de componentes bacterianos y técnicas moleculares como

la PCR (Lenarcic et al., 2014). Sin embargo, las técnicas desarrolladas hasta ahora no



2 Introduccién y objetivos

son lo suficientemente sensibles y no han mostrado especificidad para R. solanacearum
raza 2 (Gomez, Alvarez & Llano, 2006) ademéas no permiten diferenciar muchas veces
aislamientos patogénicos de no patogénicos. En la actualidad en el Departamento del
Valle del Cauca y especialmente en la zona norte, donde se considera existe una alta
incidencia de la enfermedad, no se han hecho estudios de este tipo especificos del
microorganismo basados en su caracterizacion molecular y patogénica. Por lo anterior el
objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad patogénica y molecular de las
poblaciones de Ralstonia solanacearum raza 2 causantes del moko en el norte del
Departamento del Valle del Cauca.

Objetivo general

Evaluar la diversidad patogénica y molecular de Ralstonia solanacearum raza 2 agente
causal del “moko” en platano y banano en la zona norte del Departamento del Valle del

Cauca.

Objetivos especificos

= Evaluar la variabilidad patogénica de aislamientos de Ralstonia solanacearum

raza 2 causantes de «moko» en los municipios de Caicedonia, Alcala y Ulloa.

= Evaluar molecularmente aislamientos de Ralstonia solanacearum raza 2

causantes de «moko» en los municipios de Caicedonia, Alcala y Ulloa.
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1.1 El cultivo de platano en Colombia

En Colombia, el platano y el banano son de importancia estratégica dentro del sector
rural, por ser cultivos permanentes con mayor presencia en los sistemas de economia
campesina (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural [MINAGRICULTURA], 2017).
Para el cierre del afio 2016 segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la
alimentacién y la agricultura (FAO, 2016), Colombia reporté una produccion a nivel
mundial de 3.539.252 y 2.043.668 toneladas de platano y banano respectivamente
(FAOSTAT, 2016).

Hacia mediados del afio 2017 nuestro pais se ubic6é como el cuarto productor de platano
a nivel mundial con una produccion total de 4.728.179 por debajo de Uganda, Camerun y
Ghana respectivamente (FAOSTAT, 2017). Asi mismo para el cierre de ese mismo afo en
cuanto a exportacion de banano, Colombia ocupé el cuarto lugar en Latinoamérica con
una produccion de 1.989.300 toneladas después de Ecuador, Costa Rica y Guatemala
respectivamente (FAO, 2018), lo cual muestra la gran importancia comercial y econémica

de estos cultivos en nuestro pais en la actualidad.

La cadena productiva del platano en Colombia la componen productores,
comercializadores, transformadores, industrializadores y proveedores de insumos y esta
compuesta por cuatro nucleos productivos priorizados que aglutinan a los siguientes
departamentos: Zona de Uraba y Noreste de Antioquia (Antioquia, Cérdoba y Choco),
Zona Sur del Cauca (Cauca y Valle del Cauca), Zona Centro (Caldas, Quindio, Risaralda
y Tolima) y Zona de los Llanos Orientales (Arauca, Meta y Casanare). El principal
productor de platano es el Departamento de Antioquia seguido en su orden de los
departamentos de Arauca, Valle del Cauca y Quindio (MINAGRICULTURA, 2017).
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El departamento del Valle del Cauca cuenta con 32.195 hectareas (ha) sembradas en
platano y una produccion de 282.693 toneladas. Se destacan cultivares como Dominico
Hartén, Harton, Cachaco, Guineo y bananos como el Gros Michel distribuidos en
monocultivo intercalado con otros cultivos. (MINAGRICULTURA, 2017).

1.2 La enfermedad del Moko

El Moko es endémico de América Central y América del Sur, con registros oficiales en
Bélice, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Granada, Guatemala,
Guyana, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Peru, Surinam, Trinidad y Venezuela.
(Eyres, Hammond & Mackie, 2005). La enfermedad esta reportada en 32 paises de Asia,
Africa, América del Norte, Central y Sur (EPPO, 2010).

En Colombia la enfermedad del Moko se observd por primera vez en el afio 1954, en el
departamento del Tolima (Toomey, 2004), para 1962 se dispersé al Magdalena y entre
1968 y 1970 a la zona bananera de Uraba y el eje cafetero, respectivamente (Granada,
2003).

El moko genera pérdidas en produccion, altos costos de erradicacidon y cuarentenas
vegetales por lo que se constituye en uno de los problemas fitosanitarios mas limitantes

en América Latina y el Caribe, después de la Sigatoka negra.

En Colombia esta enfermedad ha reducido las areas de cultivo en diferentes regiones,
como es el caso del departamento del Caqueta donde se perdieron 20.000 ha a causa de
esta enfermedad, asi mismo se ha reportado la diseminacién a lo largo de los principales
rios en los departamentos del Tolima, Valle del Cauca, Huila, Caqueta, Amazonas,
Putumayo y Costa Atlantica (Belalcazar, Rosales, Pocasangre, 2003).

En la actualidad los departamentos mas afectados por Moko son Quindio, Magdalena,
Meta y Valle del Cauca. Para los afios 2012 y 2013 el ICA erradicé 745.000 y 250.000
plantas afectadas por Moko respectivamente en los departamentos de Magdalena,
Cérdoba, Antioquia, Santander, Arauca, Cundinamarca, Tolima, Quindio, Risaralda, Valle,

Cauca, Narifio, Meta, Caqueta, Putumayo y Caldas (ICA, 2013).
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Entre el afio 2017 y lo que va corrido de 2018 el ICA ha erradicado un total de 1 ha en el
norte del Departamento del Valle en los municipios de Alcala, Ulloa, Caicedonia y Sevilla

(Comunicacion personal Lilian Coral- ICA, 2018).

Los sintomas que manifiesta esta enfermedad son variables, y pueden
tardar varias semanas para desarrollarse y se requiere personal capacitado
para detectarlo en las primeras etapas. El Moko induce un marchitamiento
que inicia con el amarillamiento y el colapso de las hojas més jovenes, asi
como necrosis de la hoja bandera (conocida también como hoja tabaco 6
cigarro). Estos sintomas progresan hacia las hojas més viejas e
internamente los tejidos vasculares se tornan necréticos, especialmente

aquellos localizados en la zona central del pseudotallo. (Vasquez, 2008).

Los frutos inmaduros de las plantas infectadas muestran color amarillo y pudricién seca
de la pulpa, formando una cavidad. Al hacer cortes transversales en tejido como
pseudotallo o raquis, el dafio interno causado por el patbgeno se observa en forma de

lesiones de color pardo rojizo (Vasquez, 2008).

Por ser una enfermedad sistémica, es decir que se trasloca en la planta por
los haces vasculares, la sintomatologia puede aparecer en cualquier
estado fenolégico del cultivo. En plantulas recién sembradas, aparece un
amarillamiento generalizado y posterior necrosis y, al hacer cortes
transversales en el pseudotallo aparecen unos puntos rojizos o lineas de
color café, los cuales corresponden a los haces vasculares donde la
bacteria patégena degradd los tejidos y cuando el ataque es tardio
aparecen coloraciones rojizas o negras en los puntos afectados y, al hacer
un corte transversal en el raquis del racimo, aparecen puntos
correspondientes a los haces vasculares afectados por donde la bacteria

se ha desplazado al interior de la planta. (Alvarez et al., 2013).

El maduraviche 6 ereke del platano y banano, como también es conocida la enfermedad
del moko, es causado por la bacteria fitopatégena Ralstonia solanacearum raza 2 (Smith)
(Yabuuchi et al., 1995), y es una de las enfermedades vasculares mas importantes de

estos cultivos. Ralstonia solanacearum presenta alta diversidad genética, lo cual condujo
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al concepto de complejo de especies de R. solanacearum (RSSC) (Genin & Denny,
2012). De acuerdo a Fegan y Prior (2005), el RSSC se divide en cuatro filotipos
correspondientes a cuatro grupos genéticos identificados de acuerdo con el andlisis de
secuencias.

Los aislamientos pertenecientes al RSSC se clasifican en biovares y razas (Denny, 2006;
Denny & Hayward, 2001). Los biovares se clasifican de acuerdo a la produccion de acido
a partir de los disacaridos (celobiosa, lactosa y maltosa) y la oxidacion de los alcoholes
hexosa (sorbitol, dulcitol y manitol) en medio base (Hayward, 1964), mientras que la
clasificacion por razas se da por el rango de hospedantes que afectan distribucion
geogréfica, patogenicidad, relaciones epidemiolégicas y propiedades fisioldgicas
(Alvarez, 2005). La raza 2 (biovares 1, 3 6 4) afecta especificamente platano, banano y

heliconias (Hayward, 1991).

La bacteria es transmitida a través de herramientas infestadas, insectos
vectores, residuos vegetales infectados, suelo contaminado y contacto de
las raices de plantas enfermas con las plantas sanas, ademas tiene la
capacidad de diseminarse a través del agua de escorrentia por rios y
guebradas y por medio de semilla de plantaciones contaminadas, la cual es
distribuida entre agricultores de manera indiscriminada siendo ésta una de
las formas mas importantes de diseminacion de este patogeno. (Alvarez et
al., 2013).

1.3 Metodologias para la deteccion de Ralstonia
solanacearum

Para la deteccion y caracterizacion del complejo de Ralstonia solanacearum (RSSC) se
han desarrollado diferentes metodologias como medios de cultivo para el aislamiento,
caracterizacion morfolégica y pruebas bioquimicas hasta métodos moleculares mas
avanzados. El aislamiento en Medio Semiselectivo South Africa SMSA (Denny &
Hayward, 2001; Englebrecht, 1994; Martins, 2000) es uno de los primeros métodos
desarrollados para el estudio de Ralstonia solanacearum y el cual es de gran utilidad, ya
gue en la actualidad aun es usado para el aislamiento de colonias de esta bacteria, las
cuales pueden ser identificadas con base en una morfolologia tipica. Otra herramienta

empleada para la caracterizacion morfolégica de este patégeno es la técnica de
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determinacion de biovares, la cual se hace a través de pruebas bioquimicas basadas en
la produccién de acidos a partir de los disacaridos celobiosa, lactosa y maltosa y la
oxidacién de los alcoholes hexosa (sorbitol, dulcitol y manitol) en medio base (Hayward,
1964; Denny & Hayward, 2001). Por otro lado, para la clasificacion genética de R.
solanacearum se desarrolld la clasificacion de filotipos propuesta por Fegan y Prior
(2005), para quienes un filotipo es un cluster monofilético de aislamientos que muestra el
andlisis filogenético con base a las secuencias de los genes de las regiones ITS,
endoglucanasa y hrpB.

De acuerdo con esta clasificacion, los cuatro filotipos son el Filotipo I: equivalente a la
divisién 1, definida por Cook y Sequeira (1994). Todos los aislamientos de este filotipo se
encuentran en los biovares 3, 4y 5, y son obtenidos principalmente en Asia. El Filotipo II:
equivalente a la division 2 y los aislamientos incluidos corresponden a los biovares 1, 2 'y
2T, y son aislados principalmente de América. También se incluye R. solanacearum raza
3 patogénica en papa, la cual se distribuye en todo el mundo, y la raza 2 patogénica en
banano y platano, el Filotipo Il el cual comprende aislamientos agrupados en los
biovares 1y 2T y son obtenidos principalmente de Africa e islas cercanas y el Filotipo IV
cuyos aislamientos son obtenidos principalmente de Indonesia y agrupados en los
biovares 1, 2 y 2T. Estos aislamientos también se encuentran en Australia y Japon. Este
filotipo incluye también dos grupos relativos de R. solanacearum, Pseudomonas syzygii y
el BDB (Blood disease bacterium) (Alvarez et al., 2013).

Una de las primeras metodologias implementadas y mas usadas en la actualidad para la
deteccion de especies de Ralstonia solanacearum mediante biologia molecular es la
amplificacién por PCR con los cebadores 759/760 (Opina et al. 1997). Esta técnica
permite determinar la presencia ¢ ausencia de R. solanacearum a nivel de especie sin
ningun tipo de clasificacion adicional, es decir sin discriminar razas ni filotipos y con la
limitante de que Pseudomonas syzygii y el Blood Disease Bacterium amplifican también
el mismo fragmento generado por estos cebadores, lo cual puede llevar a detecciones de
baja especificidad y en el caso de muestras asintomaticas podria detectarse falsos
positivos de acuerdo al hospedero evaluado. En otros trabajos posteriores se desarrolld
la metodologia de PCR muiltiplex, la cual esta basada en el empleo de multiples pares de
cebadores denominados Nmult, un par para cada filotipo y los cebadores 759/760

simultdneamente, en donde se observa un fragmento de 280 pb correspondiente a los
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cebadores 759/760 ,el cual se encuentra presente en todas las especies
correspondientes al RSSC y otro fragmento adicional de tamafio determinado, el cual
difiere de acuerdo al filotipo y el cual permite la diferenciacion entre los cuatro filotipos
reportados (Fegan & Prior, 2005). Los cebadores OLI 1/Y2 en conjunto con otros
cebadores disefiados con base al espacio entre las regiones 16S-23S, empleados en una
misma reaccién para la determinacion de diferentes biovares dentro de un mismo filotipo,

han sido empleados por Seals et al. (1993).

Otra herramienta utilizada para el estudio de este patdégeno es la secuenciacién de
genes, siendo el mas relevante el gen de la endoglucanasa,cuya secuenciacién en
diferentes aislamientos ha permitido determinar y distribuir la clasificacién de secuevares
entre los diferentes filotipos. Un secuevar esta definido como un grupo de aislamientos
con una secuencia de un gen altamente conservada dentro de un &rea secuenciada
(Fegan & Prior 2006). Este concepto ha sido definido con base a la secuenciacion del
gen de la endoglucanasa (Genin & Denny, 2012), proteina involucrada en procesos de
hipersensibilidad y patogenicidad. Las secuencias de este gen asi como las de otros
genes como el de la region ITS han demostrado que pese a ser buenos marcadores
moleculares para la identificacion de R. solanacearum, son genes muy conservados
dentro de todas las especies pertenecientes al RSSC, ya que a través de estos por
ejemplo se logré determinar que los aislamientos causantes del moko tienen un origen
parafilético  con algunos genotipos muy relacionados con aislamientos de R.
solanacearum patogénicos a tomate y papa, lo cual a nivel de diagnéstico no permite
discriminar muchas veces de forma especifica genotipos ni filotipos dentro de este
complejo, ademas de que son genes compartidos con otras familias de bacterias
cercanas, lo cual hace que las metodologias moleculares disefiadas con base a este gen
no sean muy especificas, ya que pueden generar detecciones de falsos positivos o

aislamientos no patogénicos.

Con respecto a metodologias de PCR en tiempo real (QPCR) solo se han publicado
trabajos de deteccidn de Ralstonia solanacearum biovar 2A en papa, mediante el empleo
de sondas TagMan, en una reaccion de PCR multiplex en tiempo real (Weller et al.
2000).
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En Colombia existen algunos trabajos realizados con diferentes métodos moleculares.
Dentro de estos se encuentra el trabajo realizado por Alvarez et. al 2010 del programa de
Patologia de Yuca del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) quienes
disefiaron una sonda TagMan® para la detecciéon de Ralstonia solanacearum como
agente causal del moko en Colombia y el trabajo del Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) que desarrolld y estandariz6 el método para la deteccibn de Ralstonia
solanacearum raza 3 biovar 2 en tubérculos de papa por el método de PCR en tiempo
real (método interno- dato no publicado). Existen otras técnicas para la deteccion rapida
de R. solanaceraum basadas en el método LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplification), el cual consiste en usar entre 4 y 6 pares de cebadores especificos en una
reaccion de amplificacién isotérmica, la cual permite determinar la presencia 6 ausencia
del patégeno de forma mas rapida que otros métodos moleculares a nivel de laboratorio
0 bajo condiciones de campo. Dentro de estos trabajos se destacan los realizados por
Kubota et al., 2008 y Lenarcic et al, 2014 quienes estandarizaron protocolos de la técnica
LAMP para la deteccion de especies de Ralstonia solanacearum y Huang et al. 2017
estandarizaron también un protocolo de tipo LAMP para la deteccion de R. solanacearum
filotipo | patogénicas de mora. Entre los afios 2017 y 2018 se ha desarrollado vy
estandarizado una metodologia rapida tipo LAMP para la deteccion especifica de
Ralstonia solanacearum raza 2 patogénica en platano y banano (Lopez et al. 2017). La
mayoria de éstas metodologias han sido desarrolladas con base a los genes ITS, hrpy
endoglucanasa, sin embargo en la actualidad se han propuesto otras metodologias
desarrolladas a partir de otros marcadores moleculares como es el caso de la PCR
duplex reportada por Cellier et al. 2015, la cual permite detectar y diferenciar claramente
cepas patogénicas de R. solanacearum (secuevar |IB-4) de cepas no patogénicas
(secuevar 1IB-4NPB) pertenecientes al Filotipo Il en musaceas, a través del empleo de
cuatro cebadores especificos, 93F/93R quienes generan un amplicon de 477 pb
correspondiente a la proteina putativa funcional Kfra, la cual es relativa a proteinas de
union al ADN y otros moduladores transcripcionales, presente en genomas de cepas
patogénicas y no patogénicas y los cebadores 5F/5R los cuales amplifican un fragmento
de 661 pb correspondiente al amplicon de un gen que codifica para una proteina de
guimiotaxis encontrada en genomas de cepas no patogénicas. El desarrollo de todas
estas técnicas es relevante debido a que a nivel de diagnéstico facilitarian  realizar un
diagnostico acertado y especifico en el menor tiempo posible determinando si un

aislamiento es o no patogénico y a nivel de investigacion permitirian tener una mayor
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idea de la capacidad que tiene este patégeno de evolucionar y cambiar su dinamica para
infectar y causar dafios fitopatolégicos de importancia econdmica.

1.4 Estudios sobre la enfermedad del moko en Colombia

En Colombia se han desarrollado trabajos de aislamiento y caracterizacién de Ralstonia
solanacearum en varias regiones del pais, como es el caso de los trabajos realizados por
Restrepo et al. 2008, Cardozo et al. 2009 y Alvarez et al. 2008, quienes caracterizaron R.
solanacearum en agrosistemas bananeros de la region del Urab& antioquefio, zona
principal de produccién de platano y banano en Colombia empleando PCR convencional
con los cebadores 759/760, PCR multiple con los cebadores Nmult para determinar
filotipos y los cebadores Mus para la determinacién de sequevares de acuerdo a la
metodologia de Fegan y Prior (2005). Se destaca también el trabajo realizado por
Gomez, Alvarez y Llano, 2005 para la identificacién y caracterizaciéon molecular y
patogénica de aislamientos de R. solanacearum raza 2 en varios departamentos de
Colombia tales como Quindio, Meta, Caqueta, Magdalena, Antioquia (zona del Urabd),
Tolima y parte del Valle en los municipios de Palmira y Jamundi especificamente. En el
Valle del Cauca, se han realizado algunos estudios sobre este patdégeno en otras zonas
del departamento empleando otras metodologias moleculares diferentes, sin embargo, a
través de este trabajo se buscé caracterizar con mayor profundidad la patogenicidad y
agresividad del patégeno empleando metodologias moleculares méas especificas y mas
recientemente reportadas, con el fin de llegar a entender de una forma mas clara la

dinamica de este patdégeno en la zona norte.



2.Materiales y méetodos

2.1 Muestreo y colecta de material vegetal

Se colectaron muestras de tejido de pseudotallo, raquis y peciolo de plantas con
sintomas caracteristicos de la enfermedad de moko (Tabla 1) en fincas ubicadas en los
municipios de Caicedonia, Ulloa y Alcalad. Las zonas en las cuales se tomaron las
muestras se presentan en la Figura 1. Las muestras de tejido se procesaron en el
Laboratorio de Patologia de Yuca del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT)

ubicado en el Municipio de Palmira, Valle del Cauca.

PUNTOS DE MUESTREO DE CULTIVOS DE PLATANO Y BANANO
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Figura 1. Zonas correspondientes a los sitios de toma de muestras de platano y banano

en los municipios de Caicedonia, Alcala y Ulloa en el Departamento del Valle del Cauca
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2.2 Aislamiento y  purificacion de aislamientos
bacterianos

A partir de tejido afectado de plantas de platano y banano se tomaron fragmentos de 2 y
4 mm aproximadamente, éstos se lavaron bajo agua corriente durante 10 minutos,
posteriormente se desinfestaron con hipoclorito al 1% y alcohol al 70% por un minuto y
finalmente se lavaron dos veces con agua destilada estéril. Los fragmentos de tejido
obtenidos se maceraron en morteros de porcelana estériles con la ayuda de pistilos y se
sembraron con asa por agotamiento en cajas de petri con medio Semiselectivo South
Africa SMSA (Polymixina-B sulfato 600.000U, cristal violeta, Bacitracina 150U, Penicilina
82.5U, Cloranfenicol, 2,3,5 cloro trifeniltetrazolio) (Englebrecht, 1994; Martins, 2000;
Denny y Hayward, 2001) y se incubaron a 27-28°C por 72 horas. Se seleccionaron las
colonias de color rojizo y mucoides correspondientes a la morfologia tipica mas frecuente
en aislamientos patogénicos de R. solanacearum comparando con un control positivo
(cepa CIAT 078) de la coleccién del Laboratorio de Patologia de Yuca de CIAT. Las
colonias obtenidas, se repicaron en agar nutritivo a 27°C por 24 horas para purificar e
incrementar el inéculo. Los aislamientos purificados se resuspendieron en glicerol al 50%

y se almacenaron a -80°C para su crioconservacion.

2.3 Prueba de patogenicidad

Los aislamientos obtenidos, se reactivaron en medio SMSA a 27-C por 48 horas,
posteriormente se repicaron en agar nutritivo por 24 horas. Para la preparacion del
in6culo, en tubos de vidrio con agua destilada estéril se depositaron colonias de cada uno
de los aislamientos hasta ajustar una densidad Optica (DO600nm) de 0.1, determinada
por espectrofotometria en el equipo NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrophometer de
Thermo Scientific. Cada aislamiento se inoculé inyectando 0.1 mL de la suspensiéon
bacteriana con jeringa tipo insulina en el pseudotallo de plantas de platano de la variedad
Dominico Harton de 3 meses de edad. Las plantas inoculadas se incubaron en camara
hameda a temperatura ambiente y humedad relativa (HR) de 95% durante 48 horas bajo
condiciones de invernadero. Como control positivo se inocul6 el aislamiento 078 de
Ralstonia solanacearum caracterizado previamente en el programa de Patologia de Yuca
de CIAT y como control negativo se inocularon plantas de platano del cultivar Dominico

Hartén con agua destilada estéril. Se inocularon tres repeticiones por cada tratamiento y
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cada uno de los dos controles control. Cinco dias después de la inoculacién se inicio la
evaluacién de la severidad de sintomas de moko empleando la escala de evaluacion
propuesta por He et al. (1983), en donde 0= Ausencia de sintomas, 1= Una hoja
marchita, 2= Dos a tres hojas marchitas, 3= Cuatro o mas hojas marchitas y 4= planta
muerta, haciendo evaluaciones diarias durante 10 dias hasta observar la muerte total del
control positivo correspondiente a plantas inoculadas con el aislamiento CIAT 078.

A partir de los datos de severidad obtenidos se calculé el area bajo la curva del progreso
de la enfermedad (ABCPE) asi:

Y

Donde: X;. Severidad de la enfermedad en la i-ésima evaluacion
ti. Tiempo en dias de i-ésima evaluacion

a: Nimero de evaluaciones

Con los datos obtenidos de ABCPE se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) con el fin
de determinar si existian o no diferencias significativas entre la patogenicidad de los
aislamientos. Posteriormente se realiz6 una comparacién de medias mediante la prueba
estadistica de Tukey- Kramer con una significancia estadistica del 5% (a=0.05) y una

prueba de efectos mediante el ajuste de un modelo.

2.4 Extraccion de ADN y amplificacion por PCR duplex

Los aislamientos previamente crioconservados fueron reactivados sembrandolos en
medio SMSA y agar nutritivo. A partir de colonias frescas se hizo la extraccion de ADN
siguiendo el método de Doyle & Doyle 1990.

El ADN extraido se cuantific6 y se evalu6 su calidad usando el equipo NanoDrop 2000c
UV-Vis Spectrophometer de Thermo Scientific. Las muestras se amplificaron siguiendo el
método de PCR duplex a un volumen final de 25 pL bajo las siguientes condiciones: 12.5
pl de GoTag® Green Master Mix de Promega, 0.2uM de cada cebador 93F (5'-
CGCTGCGCGGCCGTTTCAC-3)/ 93R (5-CGGTCGCGGCATGGGCTT GG-3’), los
cuales generan un fragmento de 447 pb aproximadamente correspondiente al gen

codificante para la proteina hipotética Kfra presente en aislamientos de moko del Filotipo
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Il patogénicos (secuevar I[IB-4) y no patogénicos (secuevar I[IB-4NPB) y 5F(5'-
GCGCGCGAGGCTGGTGATGT-3")  /5R(5-TGGGTTCGCAGGCGGACAGC-3) que
amplifican un fragmento de 661 pb correspondiente a un gen codificante para una
proteina de quimiotaxis presente Unicamente en el genoma de aislamientos no
patogénicos (secuevar [IB-4NPB) . Para la PCR se incluyé ADN de aislamientos de
Ralstonia solanacearum obtenidos de tomate y tabaco pertenecientes a otras razas de la
bacteria como controles de reaccién, y la cepa R. solanacearum 078 como control
positivo. EI ADN se amplific6 en un termociclador Eppendorf Mastercycler Nexus
empleando el siguiente perfil de amplificacion: un ciclo de desnaturalizacién inicial de
95°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacién a 98 °C por 20 segundos, una
hibridacion de 70 °C por 30 segundos y una extension de 72°C por 15 segundos,
finalizando con un ciclo de extension final de 72°C por un minuto. Los productos de PCR

fueron visualizados en geles de agarosa al 1.2% y teflidos con SYBR® Safe Invitrogen.

2.5 Secuenciacioén

Se seleccionaron 15 productos de PCR duplex con el fragmento de 477 pb generado por
los cebadores 93F/93R para la proteina hipotética Kfra, éstos productos correspondieron
a los aislamientos que presentaron la patogenicidad mas alta en las pruebas,

seleccionando aislamientos de los 3 municipios en estudio.

Los productos fueron secuenciados en el Departamento de DNA Facility de la
Universidad de lowa State en los Estados Unidos. Para la edicién de las secuencias se
utilizé el software Chromas Pro (version 1.6 beta) (Hren et al., 2007), posteriormente se
realizé un alineamiento mdultiple de las mismas con el software MEGA vy finalmente se
determiné su identidad mediante un andlisis BLAST en la base de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) disponible en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.

2.6 Identificacion de aislamientos por PCR en tiempo
real (QPCR)

Las colonias puras obtenidas en agar nutritivo fueron amplificadas por g°PCR empleando
un volumen final de 21 pL, 300 pM de los cebadores Mus 20F, Mus 20RP y 500 pM de la


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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sonda TagMan Mus 20P (Alvarez et al. 2010). La reaccion se realiz6 en el equipo CFX96
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) con el
siguiente perfil de amplificacion: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 95°C por 4
minutos, una desnaturalizacion por ciclo de 95°C por 30s y un anillamiento de 60°C por 1
minuto durante 40 ciclos. Como control positivo, se emple6 ADN del aislamiento 078 y
como control negativo se empleé mezcla de reaccion para PCR sin ADN. Los
aislamientos positivos se sembraron masivamente sobre agar nutritivo bajo las mismas
condiciones, se depositaron en 1mL de glicerol al 50% en tubos eppendorf de 1.5 mL y

se almacenaron a -80°C para su crioconservacion.






3.Resultados y discusion

3.1 Muestreo y colecta de material vegetal

Un total de 93 muestras con sintomas tipicos de moko tal como se observa en la Figura 2

fueron tomadas y procesadas para obtener los aislamientos de la bacteria.

Figura 2. Muestras recolectadas en campo con sintomas de moko
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3.2 Aislamiento de Ralstonia solanacearum

Se obtuvieron un total de 75 aislamientos a partir de colonias puras crecidas en medio
SMSA, de forma irregular, lisas, fluidas y mucoides debido a la produccién de
polisacarido extracelular (EPS, por sus siglas en inglés) como morfologia tipica de

Ralstonia solanacearum, como se observa en la Figura 3.

Figura 3. Colonias fluidas y mucoides (circulo rojo) de Ralstonia solanacearum crecidas
en medio SMSA durante 72 horas

3.3 Pruebas de patogenicidad

Todos los aislamientos a excepcion del aislamiento 3 (A3) causaron enfermedad sobre
las plantas de platano sanas inoculadas y evaluadas en invernadero, las cuales
reprodujeron los mismos sintomas observados en campo iniciando con un
marchitamiento progresivo desde la hoja bandera 6 cigarro, seguido de amarillamiento y
flacidez de las demas hojas el cual finaliza con la muerte total de la planta como se

presenta en la Figura 4.
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Figura 4. Evolucion de los sintomas observados en plantas de platano Dominico Harton
inoculadas con aislamientos de Ralstonia solanacearum. (A) 5 dias después de la
inoculacion: marchitamiento y flacidez inicial principalmente de la hoja bandera. (B) 8
dias después de la inoculacion: marchitamiento y muerte de entre 2 y 4 hojas de la
planta. (C) 12 dias después de la inoculacion: muerte total de la planta
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Los resultados de ABCPE obtenidos para los 75 aislamientos son reportados en la Tabla
1, el andlisis de varianza determind diferencias altamente significativas (p<0.0001) entre
la patogenicidad de los aislamientos obtenidos (Anexo 1) lo que permite afirmar que
algunos de los aislamientos fueron mas agresivos que otros al momento de colonizar y
causar sintomas de la enfermedad. A partir de los datos obtenidos se establecieron
intervalos, los cuales fueron calculados como la media x - 0.5DMS para el extremo
inferior y media x + 0.5DMS para el extremo superior, determindndose como
patogenicidad baja (Grupo 1) valores inferiores o iguales a 37.46, patogenicidad media
(Grupo 2) valores mayores a 37.46 hasta 56.76 y como patogenicidad alta valores
superiores a 56.76. Teniendo en cuenta estos intervalos los aislamientos fueron

clasificados dentro de estos 3 grupos como se observa en la Tabla 1.

En el Grupo 1 se ubicaron 11 aislamientos provenientes del municipio de Alcala
destacandose alli los mas patogénicos (A48, A49, A50 y A51), 5 de Ulloa y 5 de
Caicedonia, en el Grupo 2 de patogenicidad media se agruparon 3 aislamientos de
Caicedonia, 3 de Ulloa y 6 de Alcala siendo el A31 el mas agresivo de este grupo con un
valor de ABCPE de 55,5 y finalmente dentro del Grupo 3 siendo este el mas amplio se
ubicaron 21 aislamientos de Caicedonia, 19 de Alcald y 2 de Ulloa.

Asi mismo al analizar el efecto de las variables origen y tejido sobre la patogenicidad se
observé que el origen tuvo un efecto significativo (p=0.0188) observandose diferencias
significativas entre los aislamientos provenientes de Ulloa y los de Caicedonia, por su
parte la variable tejido fuente no tuvo un efecto alguno sobre la patogenicidad
(p=0.2114) (Anexo2). Esta diferencia en el origen puede verse reflejada en el
comportamiento de los aislamientos de estos dos municipios, ya que para el caso de
Ulloa, 5 de un total de 10 aislamientos se ubicaron en el grupo 1, es decir que
presentaron una patogenicidad alta mientras que para el caso de Caicedonia de un total
de 29 aislamientos provenientes de este municipios tan solo 5 se ubicaron en el grupo 1
y los restantes se ubicaron en los grupos 2 y 3 reafirmdndose entonces que en
proporcion fueron més agresivos los aislamientos de Ulloa que los aislamientos de

Caicedonia.
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Estos resultados sugieren que esta bacteria tiene la capacidad de adaptar sus
comportamientos de patogenicidad de acuerdo a su procedencia u origen, es decir que
posiblemente se adapta a ciertas condiciones de nicho ecoldgico y condiciones
ambientales frente a las cuales expresa ciertos genes de patogenicidad. Esto demuestra
la gran velocidad con la que esta evolucionando este patdgeno para adaptarse a
diferentes habitats. Con respecto al tejido fuente del cual fueron obtenidos los
aislamientos, éste no tuvo relacion con la agresividad de los mismos, lo cual puede
deberse a que el patégeno ha desarrollado diversos mecanismos de infeccion y
proliferacion dentro de los diferentes tejidos de la planta, asi como mecanismos de
resistencia ante los sistemas de resistencia que activa la planta como respuesta ante un

ataque.

Algunos autores como Ailloud et al. 2016 han descrito que esta capacidad de adaptacion
radica méas en diferencias de expresion de genes (transcriptomica) entre diferentes cepas
durante procesos de patogenicidad que en una adaptacién especifica a un determinado
hospedero, es decir que diferentes cepas tienen la capacidad de reorganizar diferentes
perfiles de expresion para optimizar su compatibilidad con diferentes hospederos, por lo
cual posiblemente le es facil infectar diferentes tejidos de la planta (pseudotallo, raquis,

peciolo) para inducir procesos de infeccion causando enfermedad.

Todos estos resultados revelan la importancia de desarrollar estudios en pro de la
busqueda de hospederos no susceptibles debido a la gran capacidad que tiene este

organismo de diversificarse, evolucionar y adaptarse a diferentes condiciones.
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Tabla 1. Patogenicidad de 75 aislamientos de Ralstonia solanacearum obtenidos de
platano y banano, inoculados en plantas de platano del cultivar Dominico Harton

Caddigo

Desviacion

. ; Origen Cultivo Fuente ABCPE! . Grupo?
aislamiento estandar

Al Caicedonia Platano Pseudotallo 33,6667 13,2790562 3

A2 Alcala Banano Pseudotallo 10,6667 15 3

A3 Caicedonia Platano Pseudotallo 0 0 3

A4 Caicedonia Platano Pseudotallo 45,3333 7,3200638 2

A7 Caicedonia Platano Pseudotallo 33,3333 28,8718433 3

A8 Alcala Platano Pseudotallo 33,1667 6,6017674 3

A9 Alcala Banano Peciolo 45,1667 4,0414519 2
Al10 Caicedonia Platano Pseudotallo 36,8333 13,8954429 3
All Caicedonia Platano Pseudotallo 35,1667 8,6071676 3
Al2 Caicedonia Platano Pseudotallo 32,6667 15,2997821 3
Al13 Alcala Banano Raquis 33 7 3
Al4 Alcala Banano Raquis 42,8333 1,6072751 2
Al15 Alcala Banano Pseudotallo 40,6667 5,9231185 2
Al16 Alcala Banano Peciolo 35 27,0138853 3
Al7 Alcala Banano Pseudotallo 37,3333 5,3463383 2
Al18 Alcala Banano Pseudotallo 39,1667 9,2376043 2
Al19 Caicedonia Platano Pseudotallo 27,6667 17,0758114 3
A20 Alcala Banano Peciolo 22 19,1115149 3
A22 Caicedonia Platano Pseudotallo 14,5 25,1147367 3
A23 Caicedonia Platano Pseudotallo 29,3333 25,4230866 3
A24 Caicedonia Platano Pseudotallo 25,8333 16,2352497 3
A25 Caicedonia Platano Pseudotallo 36,8333 8,0208063 3
A26 Caicedonia Platano Pseudotallo 23,4989 27,1354627 3
A27 Alcala Banano Peciolo 6,6667 11,5470054 3
A28 Alcala Banano Pseudotallo 48,5 23,4680634 2
A29 Alcala Banano Peciolo 33,1667 28,732966 3
A30 Ulloa Banano Pseudotallo 52,5 1 2
A31 Ulloa Banano Pseudotallo 55,5 1 2
A32 Ulloa Banano Pseudotallo 58,5 1 1
A33 Ulloa Banano Pseudotallo 61,5 1 1
A34 Caicedonia Platano Pseudotallo 64,5 1 1
A35 Alcalad Banano Raquis 67,5 1 1
A36 Alcala Banano Peciolo 70,5 1 1
A37 Alcala Banano Pseudotallo 73,5 1 1
A38 Caicedonia Platano Pseudotallo 76,5 1 1
A39 Alcala Banano Peciolo 79,5 1 1
A40 Alcala Banano Peciolo 82,5 1 1
A41 Ulloa Banano Pseudotallo 85,5 1 1
A42 Ulloa Banano Pseudotallo 88,5 1 1
A43 Caicedonia Platano Pseudotallo 91,5 1 1
A44 Caicedonia Platano Pseudotallo 94,5 1 1
A45 Alcala Banano Pseudotallo 97,5 1 1
A46 Alcala Banano Raquis 100,5 1 1
A47 Caicedonia Platano Pseudotallo 103,5 1 1
A48 Alcala Banano Pseudotallo 106,5 1 1

(Continda)
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Tabla 1. Patogenicidad de 75 aislamientos de Ralstonia solanacearum obtenidos de
platano y banano, inoculados en plantas de platano del cultivar Dominico Hartén
(continuacion)

Caddigo

Desviacion

aislamiento| Origen Cultivo Fuente ABCPE! estandar Grupo*
A49 Alcala | Banano Peciolo 109,5 1 1
A50 Alcala Banano Pseudotallo 112,5 1 1
A51 Alcala Banano Pseudotallo 115,5 1 1
A52 Ulloa Banano | Pseudotallo 99,5 32,0468407| 1
A53 Caicedonia| Banano | Pseudotallo 27,1667 |11,5578256 3
A54 Alcald | Banano | Pseudotallo 35,6667 110,1159939| 3
A55 Alcald | Banano Peciolo 15,3333 |16,6232769| 3
A56 Caicedonia | Heliconia Heliconia 25,1667 |17,6517232 3
A57 Ulloa Banano | Pseudotallo 41,6667 | 23094011 2
A58 Alcald | Banano Peciolo 25 6,5383484 3
A59 Ulloa Banano | Pseudotallo 13 13,8112273 3
AB0 Ulloa Banano | Pseudotallo 25,3333 | 7,3711148 3
A61 Caicedonia | Platano | Pseudotallo 26,5 17,4355958| 3
AB2 Alcald | Banano | Pseudotallo 32,1667 | 78155827 3
A63 Caicedonia | Heliconia Heliconia 34,1667 | 45092498 3
A64 Caicedonia| Platano | Pseudotallo 32 8,0467385 3
AB5 Alcald | Banano | Pseudotallo 28 11,4564392| 3
A66 Caicedonia| Banano | Pseudotallo 37,3333 | 7,2341781 2
A67 Alcald | Banano Peciolo 26,5 6,0621778 3
A68 Alcald | Banano Peciolo 26,3333 | 4,0104031 3
AB9 Caicedonia| Platano | Pseudotallo 33 3,2787193 3
A70 Caicedonia| Platano | Pseudotallo 29,8333 |12,1689496 3
A71 Alcald | Banano | Pseudotallo 28 16,5755845| 3
A72 Alcald | Banano Peciolo 28 6,8738635 3
A73 Alcald | Banano | Pseudotallo 33,1667 | 4,0722639 3
A74 Caicedonia| Banano | Pseudotallo 38 6,5 2
A75 Caicedonia| Banano | Pseudotallo 30,8333 | 9,0046284 3
A76 Alcalda | Banano Peciolo 34,6667 | 8,0052066 3
AT7 Alcala Banano Peciolo 35 0,5 3
Pseudotallo 30,1667 3
A78 Caicedonia | Platano platano 9,81495546
Pseudotallo 98,7 -
79CP Quindio Platano platano 0,5859465
80CN - - - 0 0 -

1 ABCPE: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad, 2 Grupo de patogenicidad

1: patogenicidad alta, 2: patogenicidad media, 3: patogenicidad baja.

19.30. CP: Control positivo, CN: Control negativo

DMS (a=5%)
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3.4 Extraccion de ADN y amplificacion PCR duplex

Los aislamientos amplificados por el método de PCR duplex presentaron un fragmento
de 500 pb aproximadamente, correspondiente al amplicon generado por los cebadores
93F/93R, los cuales amplifican el gen que codifica la proteina Kfra. (Figura 4). De
acuerdo a estos resultados se confirma que todos los aislamientos de moko evaluados
en este estudio son patogénicos y pertenecen al filotipo Il del complejo de Ralstonia
solanacearum (RSSC), estos resultados coinciden con lo reportado por Cellier et al.
(2015) quienes afirman que los aislamientos patogénicos de moko pertenecientes al
filotipo 1l deben amplificar un solo fragmento de 477 pb, el cual es amplificado por los
cebadores 93F/93R mientras que las aislamientos no patogénicos también
pertenecientes a este mismo filotipo [IB- 4NPB (Non Pathogenic Banana) y que estan
emparentados filogenéticamente con aislamientos patogénicos de moko pero
epidemiolégicamente diferentes debido a que no causan enfermedad en variedades de
banano y platano, presentan amplificaciones de los dos fragmentos, el mismo fragmento
de 477 pb amplificado por los cebadores 93F/93R vy el fragmento de 661 pb amplificado
por los cebadores 5F/5R. Por lo anterior y de acuerdo a los resultados obtenidos en las
pruebas de patogenicidad realizadas previamente se puede afirmar que todos los
aislamientos evaluados son patogénicos debido a que al realizar las pruebas de
patogenicidad éstos causaron enfermedad sobre plantas sanas al ser inoculados y
porque molecularmente la PCR duplex generdé en todas las muestras de ADN de los
aislamientos amplificadas una sola banda de 477 pb aproximadamente, la cual fue

generada por los cebadores 93F/93R tal como se observa en la Figura 5.

Estos resultados son aportantes debido a que hasta la actualidad no se han reportado
trabajos en Colombia del uso de la metodologia de PCR duplex para la identificacion y
caracterizacion de aislamientos patogénicos de R. solanacearum causando moko,
enfermedad limitante del cultivo de platano y banano y de gran importancia econémica en
el pais generando un valioso aporte como nueva técnica molecular a ser implementada
en la deteccién de aislamientos patogénicos de esta bacteria en nuestro pais (Ceballos et
al . 2017). Esta técnica esta disefiada con base a secuencias de genomas completos, lo
cual garantiza ensayos con una alta especificidad para la deteccion de aislamientos
patogénicos de R. solanacearum filotipo Il dentro del complejo de especies de Ralstonia

(RSSC) que puedan ser obtenidos de tejido de platano y banano. (Cellier et al., 2015).
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M 1927 203031133752 16 362539412275246481517947754536174 M

e el e e ey g e e g w— -— —ﬁ-—-—ﬂ-““h—% 500pb
-

M 657173 72 45 6077 42 59 5744 34 70 6968 (+) RTRM(-)(-) M

500 pb

M 316 820511012144340383226 M

D e ———

M 503361653518 (+)(-) (-) (-) M

Figura 5. Amplificacion por PCR dlplex de ADN de aislamientos de R. solanacearum. M.
marcador de peso molecular Hyper Ladder II. (+) Control positivo (ADN aislamiento CIAT 078). (-)
Control negativo (mix de PCR sin ADN). RT. ADN R. solanaceraum aislada de tomate RM. ADN
R. solanaceraum aislada de tabaco. Cada ndmero corresponde a un cddigo de aislamiento (Ver
Tabla 1).
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3.5 Secuenciacion de los productos de PCR y analisis de
secuencias

Un total de 15 productos de amplificacion por PCR duplex correspondientes a los
aislamientos A51, A43, A40, A38, A50, A33, A52, A4l, A46, A48, A47, A72, A42, Add y
A34 fueron secuenciados y analizados por medio de BLAST. Todas las secuencias
presentaron un 99 % de identidad con secuencias de Ralstonia solanacearum reportadas
en la base de datos del NCBI (Tabla 2). Las secuencias obtenidas fueron reportadas y
depositadas en el GenBank con los cédigos de accesibn MF510470, MF543316,
MF543316, MF543316, MF543316, MF543316, MF543316, MF543316, MF543317,
MF543318, MF543319, MF543320, MF543321, MF543322, MF543323, MF543324,
MF543325, MF543326, MF543327, MF543328 y MF543329.

Las identidades obtenidas se dieron en primer lugar con la cepa IBSBF1503 aislada de
pepino en Brasil en 1999 y la cual fue clasificada filogenéticamente como filotipo 11B4
pero es perteneciente al patotipo NPB, una variante que es patdgena en Cucurbitaceas
(Ailloud et al. 2016), en segundo lugar con el aislamiento UW163 obtenido en 1967 de
platano en Perl y el cual es clasificado filogenéticamente como filotipo 11B4 pero a su vez
es perteneciente al mismo patotipo de la enfermedad de Moko del banano y en tercer
lugar con la cepa Po82 analizada por Xu, J et al. 2011, quienes al caracterizar esta cepa
de R. solanacearum originalmente aislada de papa en México, encontraron que esta
cepa pertenecia al filotipo IIB / secuevar 4, grupo al cual pertenecen también los
aislamientos causantes de la enfermedad del Moko en banano cuando normalmente
estos aislamientos no son patogénicos para papa. Los aislamientos patogénicos en papa
se encuentran clasificadas dentro la raza 3 mientras que los patogénicos a musaceas
estan clasificados dentro de la raza 2 de acuerdo a los estudios filogenéticos y
epidemioldgicos, sin embargo, las dos razas pertenecen al filotipo Il (Alvarez et al., 2013).
Adicionalmente se observé también un 91% de identidad con la secuencia de la proteina
putativa Kfra de la cepa UW181 tal como se observa en la Tabla 2. Estos resultados
muestran la limitacion que presenta la clasificacion de secuevares debido a que no logra
reflejar la alta variabilidad patogénica y gendémica que tiene este patdgeno para atacar
diferentes hospederos en diversas zonas geograficas para permanecer viable antes de
infectar un hospedero especifico independientemente del sistema de clasificacion por el

gue ha sido estudiado. Debido a la alta complejidad de este patdégeno tanto genética
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como fenotipicamente, al hacer estudios de investigacion es comun lograr encontrar

aislamientos de un determinado cultivo que al ser analizados genéticamente por técnicas

de secuenciacién muestran una similitud con aislamientos reportados en otro hospedero

e igualmente cuando se hacen analisis fenotipicos como pruebas de patogenicidad es

posible observar que un aislamiento obtenido de un hospedero determinado y clasificado

en una raza determinada puede causar sintomas en otro hospedero distinto al ser

reinoculado.

Tabla 2. Identidad entre secuencias de ADN de aislamientos de Ralstonia solanacearum
en este estudio y secuencias reportadas previamente en el NCBI

Apareamiento con L4 Accesiones _ Identid
accesiones Genbank Codigo GenBank® este estudio Bases similares ad (%)
Ralstonia solanacearum
strain IBSBF1503 CP012944 475/478 99
plasmid, complete
sequence?
Ralstonia solanacearum
strain UW163 plasmid, CP012940 475/478 99
complete sequence?
MF510470,
MF543316,
MF543317,
MF543318,
MF543319,
MF543320,
MF543321,
MF543322,
Ralstonia solanacearum MF543323,
Po82 megaplasmid, CP002820 MF543324, 475/478 99
complete sequence? MF543325,
MF543326,
MF543327,
MF543328
MF543329
Ralstonia solanacearum
strain  UW181 putative
KfrA protein KM387307 429/474 91

(RALUWvV1_4260003)
gene, complete cds?

a Numero de bases total reportado en GenBank; b Cédigo asignado en GenBank; ¢ El valor 0 es
el esperado para porcentajes altos de similaridad; d Namero de bases similares en diferentes

regiones de la secuencia reportada en GenBank.
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Mediante un alineamiento multiple se logré determinar que las 15 secuencias obtenidas durante este estudio fueron idénticas entre
si, pero presentaron algunas diferencias minimas de una base nitrogenada con la secuencia KM387307 Ralstonia solanacearum
strain UW181 putative KfrA protein tal como se observa en la Figura 6.

Este comportamiento de las secuencias se vié también reflejado en el arbol filogenético presentado en la Figura 7 el cual mostro
claramente el agrupamiento de todos los aislamientos en un solo clado, el cual a su vez se dividié en dos grupos, uno conformado
por todos los aislamientos de este estudio junto con las accesiones CP012940 (cepa UW163), CP012944 (IBSBF1503) y CP002820
y un segundo donde se ubicé individualmente la accesion KM 387307 (cepa UW181).

SDeciES/mW O O A A O O e 0 B 0 ) G ) G I e R G ] G S e R S S S S S G G R U S A R UG G U S G U UG R G HEa g a H g g a aga g
1. Aislamiento 43 2

3. Mislamiento 40 BB 66
3. CP002820.1:1033598-1035007 Ralstonia solanacearum Podl mega
4. KM387307.1 Balstonia solanacearum strain UWl8l putative Kfrl
5. Aislamiento 50
£
7
8

. Mislamiento 33
. hislamiento 52

. Mislamiento 41
9. AMislamiento 4
10. Rislamiento 48
11. Rislamiento 47
12. Rislamiento 72
13. Rislamiento 42
14. Rislamiento 44
15. Rislamiento 51
16. Aislamiento 34
17. CP012944.1:c514221-813184 Ralstonia solanacearum strain IB|
18. CP012540.1:528785-929822 Ralstonia solanacearum strain UWl|

Figura 6. Alineamiento multiple de secuencias de Ralstonia solanacearum obtenidas en este estudio y secuencias homélogas
reportadas en NCBI
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Figura 7. Arbol filogenético construido por el método de méaxima parsimonia analizado mediante el algoritmo Near-full-lenght con las
secuencias de los aislamientos de R. solanacearum de este estudio y otras secuencias homélogas reportadas en el NCBI
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3.6 ldentificacion de los aislamientos por PCR en tiempo
real (QPCR)

El ADN obtenido a partir de colonias puras de cada uno de los aislamientos fue
amplificado por gPCR empleando los cebadores y la sonda TagMan® disefada
especificamente para la deteccion de aislamientos patogénicos de Ralstonia
solanacearum. Como se observa en las Figura 8-9 y en la Tabla 3, los 75 aislamientos
fueron positivos obteniéndose un 100% de deteccion con este método, con valores de
amplificacién (Ct) que oscilaron entre 15.56 (A52) y 33.62 (A59) con un valor promedio
cercano a 24. El método esta basado en BIO-PCR, el cual consiste en la deteccion
directa a partir de las colonias puras obtenidas de los diferentes aislamientos, lo cual
facilita y acelera el proceso de identificacion debido a que no se requiere hacer una
extraccion total de ADN convirtiéndose esta en una metodologia de deteccion rapida y
especifica.

El analisis de correlacién permitio determinar una correlacion altamente significativa (p<
0,0001) entre la patogenicidad (ABCPE) y el valor de amplificacién (Ct) (Anexo 3), lo cual
podria estar explicando el hecho de que los aislamientos (A51, A43, A40, A38, A50, A33,
A52, A4l, A46, A48, A47, A72, Ad2, Ad4 y A34) quienes fueron los mas patogénicos de
acuerdo a los resultados de la prueba de patogenicidad presentaran los valores de

amplificaciébn mas altos amplificando de forma mas rapida durante la reaccién de qPCR.

La relacion entre estas dos variables podria deberse en primer lugar, al nUmero de
copias de los genes que puedan estar expresando los aislamientos al momento de la
amplificacién, como es el caso del gen de la endoglucanasa (egl) que es el gen bajo el
cual fué disefiada la metodologia de gPCR y otros genes eps asociados a la produccién
de exopolisacéarido (EPS) ,molécula que es producida por los aislamientos a medida que
van creciendo sobre el medio de cultivo del cual se toman las colonias para la reaccion
de BIO-PCR. Estos dos genes estan asociados a procesos de virulencia y patogenicidad
y son expresados por R. solanacearum al momento de colonizar la planta hospedero,
para inducir la perforacion de su pared vegetal y producir EPS dentro de los vasos
xilematicos respectivamente y podrian entonces estar siendo expresados en mayor

proporcion por los aislamientos mas patogénicos, motivo por el cual la sonda TagMan®
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Mus 20P pudo haberlos detectado de manera mas rapida dentro de la reaccién, lo cual

se ve traducido en un mayor ciclo de amplificacion (Ct).
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Figura 8. Amplificacién por PCR en tiempo real (qPCR) de 12 aislamientos de Ralstonia
solanacearum (moko) amplificados con la sonda TagMan Mus 20P y cebadores Mus
20F/Mus 20RP



32 Caracterizacion patogénica y molecular de Ralstonia solanacearum raza 2 agente
causal del Moko en plantaciones de platano y banano (Musa spp.) en el Norte del
Valle del Cauca

=
4
5
5
g
8
£
£
S
z

Figura 9. Amplificacion por PCR en tiempo real (qPCR) de 63 aislamientos de Ralstonia
solanacearum (moko) amplificados con la sonda TagMan Mus 20P y cebadores Mus
20F/Mus 20RP
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Tabla 3. Valores de amplificacion (Ct) por qPCR de aislamientos de Ralstonia
solanacearum con la sonda TagMan® Mus 20P y cebadores especificos Mus 20F/Mus
20PR

Aislamiento Ct (dRn) Aislamiento Ct (dRn)

No. No.

A59 33.62 A67 24.72
A36 28.98 A28 24.62
A2 27.89 Al10 24.58
Al2 27.78 Al6 24.53
A8 27.74 Al 2451
A58 27.51 A74 2451
A37 27.39 A57 24.27
Al4 27.38 A51 18.98
Al5 26.4 A50 17.98
Al7 26.06 A46 19.64
A56 25.93 A53 23.78
A70 25.76 Ab4 23.73
A75 25.72 A68 23.67
A9 25.67 A60 23.67
A42 18.54 A71 23.64
Al3 24.9 A76 23.6
A35 21.62 A69 22.36
Al9 22.07 A27 22.29
A72 17.77 AB2 21.32
A73 21.68 A55 21.19
Ad4 18.65 A54 19.51
A61 21.57 A47 19.35
AB3 21.41 A48 16.45
A31 21.33 A35 21.62
A22 28.04 A7 22.32
A9 25.91 A43 20.16
A3 25.5 A40 19.34
A26 25.17 A38 18.78
A32 24.69 A33 20.08
A20 24.1 A52 15.56
A25 24 A4l 17.98
Al18 23.89 Control + 078 21.68
A34 20.04 Control + 078 23.22

A4 23.29 Control - No Ct







4.Conclusidon y perspectivas futuras

4.1 Conclusiones

= Los aislamientos obtenidos fueron identificados morfolégicamente como Ralstonia
solanacearum y presentaron diferencias significativas en cuanto a su
patogenicidad, clasificAndose de acuerdo a esta dentro de 3 grupos alta, media y
baja sobre la cual tuvo un efecto significativo la variable origen, pero no la variable
tejido fuente.

= Se estandarizé e implementé un método de PCR duplex capaz de detectar
aislamientos patogénicos de moko (Filotipo Il secuevar 1IB-4) con una alta
precision, eficiencia y repetibilidad, el cual podra ser implementado en
laboratorios de investigacion y de diagndstico fitosanitario, ya que permite la
deteccion especifica de cepas patogénicas de Ralstonia solanacearum raza 2
causantes de moko en cultivos de platano y banano para la toma de decisiones
acertadas en materia cuarentenaria.

* La secuenciacion permitid identificar con una identidad del 99% los aislamientos
como Ralstonia solanacearum, éstos fueron idénticos, lo cual puede deberse a
gue durante el estudio presentaron caracteristicas muy homogéneas y fueron los
de mayor patogenicidad durante este estudio.

* La alta sensibilidad de la técnica de PCR en tiempo real permitié confirmar todos
los aislamientos como Ralstonia solanacearum observandose una correlacion
estadistica altamente significativa entre la patogenicidad y el ciclo de
amplificacién (Ct) de los aislamientos la cual puede deberse a la expresion de un
alto numero de copias de genes asociados con patogenicidad.

= La alta similaridad encontrada entre los aislamientos con los marcadores
moleculares empleados en contraste con la variabilidad patogénica observada en
los mismos sugiere que es necesario continuar evaluando posibles diferencias

gendmicas a mayor detalle debido a que estos resultados demuestran que
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4.2

aparentemente los marcadores moleculares podrian estar evolucionando mas

lento que las caracteristicas patogénicas en estas poblaciones bacterianas.

Perspectivas futuras

Realizar otros estudios epidemioldgicos y de patogenicidad complementarios que
permitan analizar la distribucion de la enfermedad del moko en otras zonas del
Departamento del Valle del Cauca y comparar este comportamiento con la zona
norte, la cual se ha caracterizado por tener una alta prevalencia de la

enfermedad.

Realizar estudios filogenéticos, gendmicos y fenotipicos que permitan determinar
gué diferencias genotipicas existen entre las diferentes razas y filotipos del
complejo de Ralstonia solanacearum (RSSC) que puedan llevar a un mejor
entendimiento del comportamiento patogénico y la evolucién genética de este
patdgeno, asi como al disefio de nuevas metodologias de deteccion mas

especificas y precisas.

Secuenciar genomas de aislamientos de R. solanacearum obtenidos en Colombia
para comparar la informacion genética generada con la de otros genomas ya
reportados en el mundo.

Desarrollar, estandarizar e implementar métodos de deteccién rapida como LAMP
(Loop Mediated Isothermal Amplification) que permitan detectar el patégeno en

campo sin necesidad de movilizar material vegetal hacia laboratorio.



A. Anexo: Analisis de varianza para la
agresividad de los 75 asilamientos de
R. solanacearum aislados de tejido de
platano y banano en plantaciones del
norte del Valle del Cauca

Ajustar grupo
Analisis univariante de ABCPE con respecto a Aisla # A
120
100
80
& 60 f
o L
< .
40
20
0
R T e R e LR e pares
Tukey-Kramer
Ajsla # 0,05
ANOVA de un factor
Resumen del ajuste
R cuadrado 0,93227
R cuadradc ajustade 0,806523
Raiz del error cuadratico medio 0.408934
Media de respuesta 4952534
Cbservaciones (o suma de pesos) 221

Analisis de varianza
Grados de Sumade Mediade los

Fuente libertad cuadrados cuadrados RazonF Prob:> F
Aisla # 76 17550745 230931 26,0801
Error 144 1275075 8855

C. Total 220 18825820
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Medias y desviaciones estandar

Desviacidn Error estandar Extremo inferior BExtremo superior

MNivel Mdmero Media estandar de la media del IC al 95% del IC al 95%
1 3 33,666667 13,279056 7.6666667 0,67 96624 B6,653671
2 2 16 16,970363 12 -136,4745 168,47446
3 3 0 0 0 0 0
4 3 45333333 7.322008638 4,2 262408 27149287 63,51738
7 2 50  0,7071068 0.5 43,646805 56,253102
8 3 323,166667 66017674 3,8113322 16, 766967 40, 566366
Q 3 45166667 40414519 2,3333333 35,127144 55,20619
10 3 3/,833333 12,895443 8,0225377 2,3151396 71,351527
11 3 35166667 B.60T71676 4,89683505 13,785277 56,548036
12 3 32666667 15,299782 8,8333333 -5,340099 T70,673432
13 3 33 7 4,0414519 15,611036 50,258964
14 3 42,823332 1,6072731 0,9279607 38,840641 46,826026
15 3 40,666667 5,9231185 34197141 25,952825 55,280509
16 3 35 27,012885 15,506474 -32, 10621 102,10621
17 3 37,333333 5,3463383 3,0867029 24,052293 50,8614374
18 3 329,1660667 9,23760432 5,3333333 16,219185 B82,114148
19 3 27.e86667 17,073811 0,8587243 -14,752 70,085334
20 2 33 2,1213203 1.5 132,940693 52,059307
22 2 41,75 24748737 1,75 19,514142 B63,985858
23 2 44 1,4142136 1 31,293795 56, 706205
24 3 25833333 16,23323 0,37342585 -14,49726 B66,163929
25 3 26,833332  B,02080632 4,6308147 16,908546 56,758121
26 2 47 0 ] 47 47
27 2 21,15 1,6262456 1,15 6,533 78646 35,762135
28 3 485  232,468063 13,540203 -0, 797901 106,7979
29 2 4975  1,0606802 0,75 40,2203486 50,279654
30 3 52.5 1 0,5773503 50,015862 54,984138
31 3 55.5 1 0,5773503 53,015862 57.,984138
32 3 58,5 1 0,5773503 56,015862 60,9841325
33 3 61,5 1 0,5773503 50,015862 563,984128
34 3 64,5 1 0,5773503 62,015862 66,9584135
35 3 B7.5 1 0,5773503 ©85,015862 50,9584138
36 3 70,5 1 0,5773503 B88,015862 72,984138
37 3 73,5 1 0,5773503 71,015862 75,984138
38 3 76,5 1 0,5773503 74,015862 78,984138
39 3 79,5 1 0,3773503 77.015862 51,984138
40 3 82,5 1 0,3773503 80,015862 84,984138
41 E] 85,5 1 0,3773503 83,015862 87.984138
42 E] 88,5 1 0,3773503 86,015862 90,984138
43 2 91,5 1 0,3773503 89,015862 03,084128
A4 2 945 1 0,3773503 92,015862 06,984128
45 3 97.5 1 0,3773503 95,015862 00,084135
46 3 1005 1 0,3773503 08,015862 102,98414
47 3 1035 1 0,3773503 101,01586 105,98414
48 3 1065 1 0,5773503 104,01586 108,98414
49 3 1095 1 0,5773503 107,01586 111,98414
50 3 1125 1 0,5773503 110,01586 114,98414
51 3 1155 1 0,5773503 113,01586 117,98414
52 3 09,5 32,048841 18,502252 19,801234 179,10877
53 3 27166867 11,557826 B,6729137 -1,544564 55,877897
54 3 35666667 10,113994 5,8404718 10,537145 B0, 796189
55 2 23 14142136 10 -104 062 150,06205
56 3 25,1668667 17,651723 10,191227 -18.68264 659,015978
57 3 41,666667 2,3094011 1,3333333 35,929796 47,403537
58 3 25 6,5383484 3, 7749172 B,7578421 41,242158
59 2 19,5  11,313708 2] -82.14964 121,14964
B0 3 25,333333  T.3711148 4,2557131 70224691 43,644185
61 2 26,5 17,435396 10,066446 -16,81242 69,812421
B2 3 32166667  7.8133827 4,5123288 12,731683 51,58165
B3 3 34166667  4,5002405 2,6034166 22,965069 45,368264
B 3 32 B,0467383 4, 6457866 12,010704 51,9892086
B5 3 28  11,456430 6,6143783 -0,459373 56,459373
BE 3 37,32333z 7234731 4, 1766547 19,262639 55,304028
67 3 26,5 60621778 35 11,440715 41,559285
68 3 26,333332 4,0704021 2,2154073 16,37094 36,295727
59 3 33 3,2787193 1,8920684 24,85521 41,14479
70 3 29,833332 12,16893 7.,02574563 -0,396013 80,06268
71 3 28 18,575384 0,3699181 -13,176023 B59,176034
T2 3 28 B6,8738633 3,968627 10,924376 45,075624
73 3 33166667 40722639 2.3511227 23,050602 43,282731
T4 3 38 6.5 3,7527767 21,853105 54,146895
75 3 30,833333 9,0046284 5,1988247 8.4645962 53,20207
T6 3 24666667 8,0032066 4,6218082 14, 780631 54,552702
T7 E] 35 0.5 0,2886731 33,757931 36,242069
T8 2 20,166667 9,81493545 5,6666667 5,7849679 54,548365
TacP 3 98266667 0,3839463 0,2282064 96,8110095 00, 7222320
B0OCN 3 0 0 ] 0 ]
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Medias para ANOWVA de un factor

Error Extremo inferior BExtremo superior

Mivel Mamero Media estandar del IC al 95%: del I'C al 95%:
1 2 22,667 6,8776 20,1 47,25
2 2 10,667 6,8776 -2.9 2425
2 2 0,000 6,8776 -12.6 12,59
4 2 45,222 6,8776 21,7 55,92
7 2 32 322 6,8776 19,7 46,92
8 ] 22167 6,.8776 19,6 46,75
a ] 45 167 6,8776 31.6 58,75
10 2 26,822 6,8776 =22 50,42
11 2 25,167 6,8776 21,6 A487S
12 2 22,667 6,8776 19,1 46,25
1= 2 22,000 6,8776 19,4 46,59
14 2 42 822 6,8776 2oz 56,42
15 ] 40,667 6,.8776 271 54,25
16 ] 325,000 6,8776 1.4 4559
17 2 37,222 6,8776 227 50,92
18 2 20,167 6,8776 25,6 52,75
19 2 27,667 6,8776 14,1 41,25
20 2 22,000 6,8776 8.4 35,50
22 2 14,500 6,8776 0.,91245 2500
22 ] 20, 3322 6,.8776 15,7 4202
24 ] 25,833 6,8776 12,2 2042
25 2 26,822 6,8776 =22 50,42
26 2 21,222 6,8776 17.7 44 92
27 2 6,667 6,8776 -6,9 20,25
28 2 485,500 6,8776 349 62,00
20 2 22167 6,8776 19,6 46,75
20 ] 52,500 6,.8776 3890 66,00
21 ] 55,500 6,8776 41,9 69,09
32 2 58,500 6,8776 A4 .0 TZ2,09
2= 2 61,500 6,8776 47,9 7509
34 2 64,500 6,8776 50,9 TE.09
35 2 67,500 6,8776 52,0 51,09
26 2 70,500 6,8776 56,9 84 00
37 ] 72,500 6,.8776 50,0 87,00
38 ] 76,500 6,8776 62,9 Q0,09
30 2 79,500 6,8776 65,9 9z 09
40 2 82,500 6,8776 65,9 Q6,00
41 2 85,500 6,8776 71,9 o000
42 2 88,500 6,8776 74,9 102,09
4= 2 91,500 6,8776 770 105,00
A4 ] 94 500 6,.8776 0.9 108,09
45 ] Q7,300 6,8776 5329 111,09
46 2 100,500 6,8776 86,9 114,09
47T 2 102,500 6,8776 500 117,09
45 2 106,500 6,8776 9z9 120,09
40 2 109,500 6,8776 959 122,09
50 2 112,500 6,8776 959 126,00
51 ] 115,500 6,.8776 1012 129,00
52 ] 29,500 6,8776 8559 112,09
53 2 27,167 6,8776 12,6 40,75
54 2 25,667 6,8776 221 4025
55 2 15,222 6,8776 1.7 2592
=11 2 25,167 6,8776 11,6 IBTS
57 2 41,667 6,8776 281 55,25
58 ] 25,000 6,.8776 11,4 3550
59 ] 12,000 6,8776 -0,5865 26,59
a0 2 25,322 6,8776 11,7 3592
61 2 26,500 6,8776 12,9 40,09
62 2 22,167 6,8776 18,6 4575
632 2 34 167 6,8776 20,6 47 T7S
62 2 22,000 6,8776 18,4 45,59
65 ] 28,000 6,.8776 14,4 41,59
66 ] 37.332 6,8776 237 50,92
67 2 26,500 6,8776 12,9 40,09
65 2 26,322 6,8776 12,7 Iooz
(3= 2 22,000 6,8776 19,4 46,59
7O 2 20,822 6,8776 16,2 4242
71 2 25,000 6,8776 14,4 41,59
T2 ] 28,000 6,.8776 14,4 41,59
73 ] 232,167 6,8776 19,6 46,75
T4 2 25,000 6,8776 Z4.4 51,59
75 2 20,822 6,8776 17.2 44 42
T6 2 34,667 6,8776 21,1 45,25
T 2 25,000 6,8776 1.4 45,59
TE 2 20,167 6,8776 16,6 4275
Tacp ] Q8,267 6,.8776 8547 111,85
SOCM ] 0,000 6,8776 -12.6 12,59

El errcr estandar utiliza una estimacicén comkbinada de la varianza
del error
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Informe de letras de unién

Nivel Media
51 A 115,50000
50 A B 112,50000
49 A B C 109, 50000
48 ABCD 106, 50000
47 A BCDE 103, 50000
46 A BCDETF 100, 50000
52 A BCDETFG 99, 50000
TACP A BCDEFG 98, 26667
45 A BCDETFG o7.50000
44 ABCDEFGH 94, 50000
42 A BCDETFGH.I 91,50000
42 ABCDEFGHIIJ 88,50000
<41 ABCDEFGHIJK 55,50000
40 ABCDEFGHIJKL 52,50000
39 ABCDEFGHIJKLM 79,50000
38 ABCDEFGHIJKLMDBMN 76,50000
37 BECDEFGHIJEKLMMNO 73,50000
36 CDEFGHIJKLMMNOP 70,50000
35 DEFGHIJKLMMNOGOPOQ 67,30000
24 EFGHIJKLMMNOCPQR 64, 50000
33 FGHIJKLMMNOGOPQRS 61,30000
32 GHIJKLMMNOGCCPQQRS 58,50000
31 HIJKLMMNOOPQRST 55,50000
30 I JKLMMNOCOCPQRSTLU 52,50000
28 JKLMMNOPQRSTU W 4.5,50000
4 KLMMNOCCPOQRSTLUWW 45,333323
=] KLMMNOCOPQRSTU W W 45,16667
14 LM MOPQRSTLUWW 42.83333
57 LM MNMNOPQRSTU VWX 41,66667
15 MMNOPQRSTUNWX 40, 66667
18 MM O PQRSTU VWX 39, 16667
T4 MMNOPQRSTUNWX 35,00000
a7 MO PQRSTU VWX 37.33333
66 N OCOPQOQRSTU VWX 37.33333
25 MO PQRSTU VWX 36,83333
10 N OCOPQOQRSTU VWX 36,83333
54 N OCOPQOQRSTU VWX 35,66667
11 N OCOPQOQRSTU VWX 35,16667
16 N OCOPQOQRSTU VWX 35,00000
T N OCOPQOQRSTU VWX 35,00000
TG CPQOQRSTUW WX 24, 66667
63 CPQOQRSTUW WX 24 16667
1 CPQOQRSTUW WX 33 66667
7 CPQOQRSTUW WX 33,33333
8 CPQOQRSTUW WX 33, 16667
29 CPQOQRSTUW WX 33, 16667
73 CPQOQRSTUW WX 33, 16667
12 CPQOQRSTUW WX 332,00000
69 CPQOQRSTUW WX 332,00000
12 CPQOQRSTUW WX 32, 66667
62 CPQOQRSTUW WX 32, 16667
54 CPQOQRSTUW WX 32,00000
26 P OQRSTUNWWX 31,233323
75 P OQRSTUNWWX 30,833323
78 P OQRSTUNWWX 30, 16667
7o P OQRSTUNWWX 29.83333
23 P OQRSTUNWWX 29,33333
65 QRS TUW W W X 28,00000
71 QRS TUW W W X 28,00000
T2 QRS TUW W W X 28,00000
19 QRS TUW W W X 27, 66667
53 QRS TUW W W X 27, 16667
61 QRS TUW W W X 26,50000
67 QRS TUW W W X 26,50000
68 QRS TUW W W X 26,323333
24 QRS TUW W W X 25,83333
60 RS TUNWVWX 25,33333
56 RS TUNWVWX 25,16667
58 RS TUNWVWX 25,00000
20 ST U VW X 22,00000
55 T U WV W X 15,23333
22 T U WV W X 14,50000
59 oW W X 132,00000
2 WO X 10,66667
27 WK 6, 66667
3 * 0,00000
S0CM * 0,00000

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.



B. Anexo: Analisis de efectos de las
variables origen y tejido sobre la
variable patogenicidad (ABCPE).

ANOVA de un factor
Resumen del ajuste
R cuadrado 0044314
R cuadrado ajustado 0,031609
Raiz del error cuadratico medio 2878664
Media de respuesta 4052534
Observaciones (o suma de pesos) 221
Analisis de varianza
Grados de Sumade Mediade los
Fuente libertad cuadrados cuadrados RazénF Prob> F
ORIGEN 3 843660 281223 33937 00788
Ermror 217 17982151 82867
C. Total 220 18825820

Medias y desviaciones estandar

Desviacion Error estandar Extremo inferior Extremo superior

Nivel Nimero Media estindar de la media del IC al 95% delIC al 95%
Alca 103 52,371845  30,762085 303167 46,350530 58,38415
Caice 83 42307229 24517146 2,6011084 36,953761 47 6680697
Quindic 6 49,133333 53824146 21,973615 -7.351644 105,61831
Ullea 29 60155172 26,402145 4,09027553 50112332 70,198011

Comparaciones de medias
Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer
Cuantil de confianza

q- Alpha
2,58007 0,05

Matriz del umbral de HSD
Abs, [Dif) - HSD

Caice
1,771
-0,929

-24 681

Ulloa Alca  Quindic
Ullea -19,572 -7.EBA 22,405
Alca -7.884  -10386  -28062
CQuindic -22405 -28062  -43,030
Caice 1,771 -0,929  -24681

-11,560

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas,

Informe de letras de unién

Nivel

Ulea A
Alca AB
CQuindic A B
Caice B

Media
60,155172
52,371845
40133333
42,307229

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Informe de las diferencias ordenadas

Error estindar
Nivel - Nivel Diferencia de ladiferencia
Ullea  Caice 1784704 6,20058
Ulloa  Quindic 11,02184 1291072
Alca Caice 10,06462 424610
Ullea  Alca 7,78333 6,05146
Quindic Caice 6,82610 12,16%46
Alca Quindic 3,23851 12,089355

Limite de
control inferior
17709

-22 4049
-0,9288

-7,8843
-24.6815
-28,0621

Limite de
control superior
33,92496

44 44856
21,05805
2345007

Valor p
0,8286
0,0850

0,5727

35,33366 0,9435
34,53917 0,9933 |
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ANOVA de un factor
Resumen del ajuste
R cuadrado 0,02032
R cuadrado ajustado 0,006879
Raiz del error cuadratico medic 20,15042
Media de respuesta 409,52534
Observaciones (o suma de pesos) 221

Analisis de varianza

Grados de Sumade Mediade los
Fuente libertad cuadrados cuadrados RazénF Prob = F

TENIDO 3 386315 128772 151534 02114
Error 217 18439505 54975
C. Total 220 18825820

Medias para ANOVA de un factor

Error Extremo inferior Extremo superior

Nivel Nimero Media estandar del IC al 95% del IC al 95%
Heliconia 6 29,6667 11,901 6,211 53,122
Peciol 44 46,5182 4,395 37,857 55,180
Pseudo 153 50,2876 2,357 45,642 54,932
Raquis 18 57,0167 6,871 43,475 70,559

El error estandar utiliza una estimacion combinada de |a varianza

del errar

Medias y desviaciones estandar
Desviacion Error estandar Extremo inferior Extremo superior

Nivel Nimero Media estandar de la media del IC al 95% del IC al 95%
Heliconia 6 20,666667 12,532624 51164224 16,5144584 42 818849
Peciol 44 46,518182  27,168901 4,0858795 38,255054 5477831
Pseudo 153 50,287382 29,0837 2,3512403 45642233 54,932931
Raquis 18 57,018667 37,022445 87282741 38,605838 75,427496

Comparaciones de medias
Comparaciones para todos los pares mediante la prueba HSD de Tukey-Kramer

Cuantil de confianza

q° Alpha
2,58907 0,05
Matriz del umbral de HSD
Abs, (Dif.) - H5D
Ragquis  Pseudo Pecicl Heliconia
Raquis -25157 12,077 -10,618 -8,228
Pseudo -12,077 -8,629 -9,141  -10,789
Peciol -10.618 -0,141  -16,001 -15,994
Heliconia 8,228  -10,789  -15,904  -43,574

Los valores positives muestran pares de medias que son
significativamente distintas.
Informe de letras de unidn
Nivel Media
Raquis A 57,016667
Pseudo A 50,287582
Peciol A 45,518182
Heliconia &  29,666667
Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Informe de las diferencias ordenadas

Error estandar Limite de Limite de
Nivel - Nivel Diferencia de ladiferencia control inferior control superior Valor p
Raquis Heliconia  27,35000 1374164 -8,2280 62,92804 0,1948
Pseudo Heliconia  20,62092 12,13171 -10,7889 52,03074 03263
Pecicl Heliconia 16,85152 12,68609 -15,9936 4969667 0,5459
Raquis Peciol 10,49548 8,15602 -10,8180 31,61496 0,5721
Raquis Pseudo 6,72908 7,26375 -12,0773 25,53543 0,7907
Pseudo Peciol 3,76040 4,98661 -0,1413 16,68008 08741




C. Anexo: Analisis de correlacion
entre las variables patogenicidad
ABCPE y ciclo de amplificacion por
gPCR (Ct).

Multivariante

Correlaciones
ABCPE cT

Existen 3 valores faltantes. La estimacicn de laz correlacicnes se realiza mediante el método
REML.
Probabilidad de correlacion

ABCPE cT
ABCPE <0001 <,0001
cT <0001 <0001
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