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RESUMO GERAL 
 

 

Ralstonia solanacearum é uma bactéria fitopatogênica que habita o solo e que infecta várias 

culturas economicamente importantes. Em bananeira (Musa spp.), R. solanacearum causa a 

murcha bacteriana também conhecida como Moko. Este estudo teve como objetivos (I) 

sequenciar, montar, anotar e comparar os genomas de isolados de R. solanacearum ecótipo 

Moko de diferentes sequevares do Brasil e (II) investigar as peculiaridades relacionadas à 

patogenicidade e fatores de virulência de isolados do ecótipo Moko que induzem sintomas 

típicos de Moko e suas variantes sintomatológicas (síndrome Sergipe e doença de Bugtok) com 

base em genômica comparativa e filogenômica. Os quatro genomas (CCRMRs277 - sequevar 

IIA-24, CCRMRs287 - sequevar IIB-4, CCRMRs304 - sequevar IIA-24 e CCRMRsB7 - 

sequevar IIB-25) demonstraram uma alta correlação (> 96%) entre as sequências e esses 

genomas foram agrupadas nos filotipos IIA e IIB. O número de sequências codificantes 

presentes nos cromossomos e megaplasmídeos variou de 3.070 a 3.521 e 1.669 a 1.750, 

respectivamente. A análise do pan-genoma identificou 3.378 clusters nos cromossomos, dos 

quais 2.604 foram compartilhados por todos os quatro genomas analisados e 2.580 de cópia 

única. Nos megaplasmídeos 1.834 clusters foram identificados, dos quais 1.005 foram 

compartilhados pelos quatro genomas e 992 identificados como cópias únicas. Os genomas dos 

isolados CCRMRsB7 e CCRMRs287 diferiram dos outros por apresentarem clusters únicos em 

seus cromossomos e megaplasmídeos e CCRMRsB7 apresentou maior tamanho dentre todos 

os genomas sequenciados do ecótipo Moko até o momento. A identidade média de nucleotídica 

(ANI) e hibridização DNA-DNA (DDHis) demonstraram alta similaridade entre os genomas 

do ecótipo Moko, sendo as variantes sintomatólogicas síndrome Sergipe e Bugtok os quadros 

sintomatologicos com maior valores de similaridade entre seus representantes, porém não 

foram suficientes para diferenciação dos quadros sintomatológicos. Assim como não foram 

diferenciados pelos fatores de patogenicidade, virulência e a analises de pan-genomas 

investigados neste estudo. As varientes sintomatológicas síndrome Sergipe e Bugtok não 

compartilham regiões homologas exclusivamente, sendo os representantes de síndrome Sergipe 

o grupo com maior número de regiões homologas exclusivas. Sendo assim, novas análises 

devem ser realizadas usando outras abordagens para melhor caracterização. As informações 

genômicas obtidas neste estudo forneceram uma base teórica para a identificação, 

caracterização e análise filogenômica do ecótipo Moko de R. solanacearum. 

Palavras-chaves: Banana, Síndrome Sergipe, Bugtok, Genômica descritiva, Filogenômica, 

Fatores de patogenicidade e virulência.  



 

 
 

GENERAL ABSTRACT 
 

 

Ralstonia solanacearum is a phytopathogenic bacterium that inhabits the soil and infects 

several economically important crops. In banana (Musa spp.), R. solanacearum causes vascular 

wilt also known as Moko. This study aimed to (I) sequence, assemble, annotate, and compare 

the genomes of R. solanacearum Moko ecotype from different sequevares in Brazil and (II) 

investigate how peculiarities related to pathogenicity and virulence factors of advancing the 

Moko ecotype induce typical Moko symptoms and their symptomatological variants (Sergipe 

facies and Bugtok disease) based on comparative and phylogenomic genomics. The four 

genomes (CCRMRs277 - sequevar IIA-24, CCRMRs287 - sequevar IIB-4, CCRMRs304 - 

sequevar IIA-24 and CCRMRsB7 - sequevate IIB-25) demonstrated a high correlation (> 96%) 

between the sequences and these genomes were grouped into phylotypes IIA and IIB. The 

number of coding sequences has different chromosomes and megaplasms ranging from 3,070 

to 3,521 and 1,669 to 1,750, respectively. A pan-genome analysis identified 3,378 clusters on 

the chromosomes, of which 2,604 were shared by all four genomes provided and 2,580 single-

copy. In the megaplasmids 1,834 clusters were identified, of which 1,005 were shared by the 

four genomes and 992 identified as single copies. The genomes of the requested CCRMRsB7 

and CCRMRs287 differed from the others in that they had unique clusters in their chromosomes 

and megaplasms and CCRMRsB7 had a larger size among all sequenced genomes of the Moko 

ecotype so far. The average nucleotide identity (ANI) and DNA-DNA hybridization (DDHis) 

demonstrated high similarity between the genotypes of the Moko ecotype, with 

symptomatological variants of the Sergipe facies and Bugtok disease being the symptoms with 

higher values of similarity between representatives, but they were not enough to differentiate 

the symptoms. Just as they were not differentiated by factors of pathogenicity, virulence and an 

analysis of pan-genomes investigated in this study. The symptoms of the Sergipe facies and 

Bugtok disease do not share homologous regions exclusively, with representatives of Sergipe 

syndrome being the group with the largest number of exclusive homologous regions. Therefore, 

new analyzes must be carried out using other approaches for better characterization. The 

genomic information needed in this study provided a theoretical basis for the identification, 

characterization, and phylogenomic analysis of the Moko ecotype of R. solanacearum. 

Keywords: Banana, Sergipe facies, Bugtok disease, descriptive genomics, phylogenomics, 

pathogenicity and virulence factors. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I 

 
Introdução Geral 

  

 



 
 

Sequenciamento e genômica comparativa de isolados de Ralstonia 

solanacearum ecótipo Moko 

 

1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1. Bananeira: Aspectos culturais e econômicos  

A bananeira (Musa sp.) é uma monocotiledônea pertecente a família Musaceae, gênero 

Musa. Este gênero é originário do leste Asiático e dividido em quatro seções: Eumusa e 

Rhodochlamys, com 22 cromossomos, e Australimusa e Callimusa, com 20 cromossomos, 

sendo a seção Eumusa a que detém o maior números de espécies comestíveis (PERRIER et al., 

2011; SALOMÃO; SIQUEIRA, 2015). As variedades de bananeira são diplóides ou triplóides 

e pertencem a Musa acuminata (Colla) unicamente ou hibridização com a Musa balbusiana 

(Colla) (PERRIER et al., 2011).  

A banana detém grande importância econômica e alimentar por ser a fruta mais 

produzida no mundo (115.737.861 t) e por estar na 13º posição no ranking geral de produtos 

agrícolas, sendo esse cultivo concentrado em zonas tropicais e subtropicais, 

predominantemente na Ásia (54,1 %) e nas Américas (26,3%), destacando-se Índia, China e 

Indonésia como os maiores produtores mundiais (FAO, 2018). No contexto global, o Brasil é o 

quarto maior produtor de banana e o principal representante das Américas com produção de 

6.752.171 t em uma área de aproximadamente 449.284 ha (FAO, 2018), concentrando 

aproximadamente 70% da produção nacional nas regiões Nordeste e Sudeste. São Paulo, Bahia, 

Minas Gerais, Santa Catarina e Pernambuco são os estados com maior produção e juntos 

respondem por 56% do total produzido (IBGE, 2018). 

De acordo com o último censo agropecuário, existem no Brasil 202.513 propriedades 

rurais com cultivo de banana das quais 81% são de agricultura familiar que são responsáveis 

por 48% da produção brasileira (IBGE, 2019). Outra característica da bananicultura nacional é 

abastecer principalmente o mercado interno, uma vez que apenas 0,96% do total produzido foi 

destinado a exportação no ano 2018, sendo 85% exportado para o Uruguai e Argentina, gerando 

U$ 20 milhões em divisas (AGROSTAT, 2018). 

Mesmo diante desta importância, existem poucas cultivares disponíveis para exploração 

comercial no mercado brasileiro (ROQUE et al., 2014), em decorrência da ausência de alguns 

aspectos agronômicos desejáveis como maior produtividade, resistência à seca e tolerância a 

pragas e doenças (SILVA JÚNIOR et al., 2018). Entre essas características, os aspectos 

fitossanitários são altamente relevantes no cultivo da bananeira, tendo em vista que durante seu 
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ciclo pode ser acometida por mais de 20 doenças causadas por fungos, vírus, nematóides e/ou 

bactérias (ALMEIDA; SOUZA; CORDEIRO, 2000; ZAMBOLIM et al., 2002).  

Dentre as principais doenças bacterianas que afetam a bananeira estão as causadas por 

Ralstonia solanacearum [(Smith, 1896) Yabuuchi et al., 1995], denominadas de murcha 

bacteriana ou Moko e suas variantes sintomatológicas, síndrome Sergipe e Bugtok, sendo os 

isolados chamados de ecótipo Moko; e por Ralstonia syzygii subsp. syzygii (Roberts et al., 

1990) Safni et al. 2014 denominada Blood Disease Bacterium (BDB) (BLOMME et al., 2017; 

SAFNI et al., 2014). Bugtok e BDB são doenças que ocorrem apenas em bananeiras nas 

Filipinas (BLOMME et al., 2017) e Indonésia (SAFNI et al., 2018), respectivamente. A 

terminologia “ecótipo” relaciona-se a um grupo altamente adaptado ao hospedeiro e o ecótipo 

Moko possui uma intima relação com Musa sp., sendo de natureza polifilética (FEGAN; 

PRIOR, 2006; AILLOUD et al., 2015) 

No Brasil, R. solanacearum ecótipo Moko, anteriormente classificada como raça 2, 

devido a sua relevância econômica é uma praga quarentenária presente (MAPA, 2009), restrita 

as regiões Norte (estados do Amazonas, Amapá, Pará, Rondônia e Roraima) e Nordeste 

(estados de Alagoas e Sergipe) (MAPA, 2018) e está sob controle oficial (MAPA, 2009). No 

entanto, na região Nordeste, os isolados do ecótipo Moko causam sintomas atípicos em 

bananeira, sendo essa variante sintomatológica denominada de síndrome Sergipe (Sergipe 

facies) (ALBUQUERQUE et al., 2014).  

O difícil controle do Moko acarreta grandes riscos econômicos ao cultivo da bananeira 

em nível mundial. Ralstonia solanacearum é considerada uma ameaça pela legislação europeia 

e um potencial agente de bioterrorismo nos Estados Unidos (AILLOUD et al., 2012). No Brasil 

existem medidas tanto para o manejo no território nacional, regulamentado pela Instrução 

Normativa 17 de 27/05/2009 (MAPA, 2009), quanto para a importação, com restrinções 

regulamentadas pela Instrução Normativa 25 de 07/04/2020 (MAPA, 2020). 

1.2. Taxonomia de Ralstonia solanacearum 

Ralstonia solanacearum é uma bactéria Gram-negativa, aeróbica (KADO, 2010), com 

colônias em formato de bastonete, reto ou levemente curvo, de aproximadamente 0,5 x 1,5 μm 

(MEHAN et al., 1994) e não formam endósporos (BEDENDO, 2018). O crescimento dos 

isolados pode ser limitado por concentração de cloreto de sódio igual ou superior a 0,5% em 

meio de cultura e a temperatura ótima de crescimento varia entre 27 e 35º C (KADO, 2010). 

Em meio contendo cloreto de trifenil-tetrazolium as colônias virulentas são grandes, de 

aparência fluida e esbranquiçada, de forma pouco definida, contendo o centro avermelhado ou 
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róseo e as avirulentas são pequenas, mais vermelhas e circulares, pois produzem pequena massa 

de polissacarídeos extracelulares (EPS) (KELMAN, 1954; LOPES; ROSATO, 2013). Os 

flagelos, quando presentes, são polares e em número de um a quatro (BOUCHER; GENIN, 

2004). Alguns isolados podem reduzir nitrato a nitrito (DENNY, 2006; MEHAN; 

MCDONALD, 1995) com produção de gás (DENNY, 2006), apresentar oxidase e catalase 

positiva (HAYWARD et al., 1990) e acumular poli-β-hidroxibutirato intracelularmente como 

reserva energética (ÁLVAREZ; BIOSCA; LÓPEZ, 2010). Os isolados que causam Moko não 

produzem pigmentos marrons em meio de cultura contendo a tirosina (ROBBS, 1983). 

A primeira evidência de R. solanacearum causando doença em plantas foi relatada em 

fumo (Nicotiana tabacum L.) no Japão (KELMAN, 1953). Porém, sua primeira descrição 

ocorreu após a observação dos sintomas em tomateiro (Solanum lycopersicum Mill.) por Erwin 

F. Smith que a denominou de Bacillus solanacearum (SMITH, 1896). Posteriormente, foi 

descrita como Bacterium solanacearum (CHESTER, 1898), Pseudomonas solanacearum 

[(SMITH, 1896) SMITH, 1914], Phythomonas solanacearum [(SMITH, 1896) BERGEY et al., 

1923], Burkholderia solanacearum [(SMITH, 1896) YABUUCHI et al., 1992] e, por fim, 

Ralstonia solanacearum [(SMITH, 1896) YABUUCHI et al., 1995] (SANTIAGO; LOPES; 

MIZUBUTI, 2016), sendo validada em 1996 (YABUUCHI et al., 1996). Essa fitobactéria 

pertence ao domínio Bacteria, filo Proteobacteria, classe β-proteobacteria, ordem 

Burkholderiales, família Burkholderiaceae, gênero Ralstonia (KADO, 2010; YABUUCHI et 

al., 1995).  

Assim como a nomenclatura passou por várias alterações, os métodos de classificação 

também evoluíram. Inicialmente, como padrão para classificação de R. solanacearum, os 

isolados eram agrupados quanto a capacidade de causar doença em um determinado hospedeiro 

ou gama de hospedeiro, sendo essa denominada de raça (BUDDHENHAGEN; SEQUEIRA; 

KELMAN, 1962); e quanto a capacidade de metabolizar dissacarídeos (lactose, maltose e 

celobiose) e álcoois (manitol, sorbitol e dulcitol), denominada de biovares (HAYWARD, 

1964). No entanto, evidências genéticas indicaram que a classificação baseada em 

características fenotipícas eram insuficientes para representrar a diversidade de isolados de R. 

solanacearum e métodos de base molecular resultaram em uma maior compreensão dessa 

diversidade (PRIOR; FEGAN, 2005). 

Devido a grande diversidade encontrada nos isolados, R. solanacearum foi considerada 

um complexo de espécies (FEGAN; PRIOR, 2005), que após um longo processo taxonômico 

foi dividido em três espécies independentes: R. solanacearum, R. pseudosolanacearum Safni 

et al. e R. syzygii [(ROBERTS et al. 1990) VANEECHOUTTE et al. 2004], sendo esta útima 
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com três subspécies: R. syzigii subsp. indonesiensis Safni et al., R. syzigii subsp. syzigii Safni 

et al. e R. syzigii subsp. celebesensis Safni et al. (SAFNI et al., 2014). Essa reclassificação foi 

baseada em dados de sequenciamento de genoma, características bioquímicas, culturais, 

fisiológicas e de hibridização DNA-DNA (SAFNI et al., 2014). No entanto, apesar dessa 

reclassificação tem permanecido na identificação dos isolados o sistema hierárquico de 

classificação, subdividido em filotipos, sequevares, clados e clones (SANTIAGO et al. 2016; 

LIU et al., 2017b; TAN et al., 2019).  

Os filotipos representam um conjunto monofilético de isolados classificados com base 

em análises de sequênciae da região 16S-23S (ITS) e dos genes egl (endoglucanase) e mutS 

(reparo do DNA), sendo os isolados dentro de cada filotipo de uma mesma origem geográfica 

(I- Ásia, II- Américas, III- África e IV- Indonésia) (PRIOR; FEGAN, 2005). Os filotipos podem 

ser identificados por meio de uma variação da técnica de PCR, denomida de Filotipo Multiplex 

PCR, que permite a amplificação simultânea de diferentes sequências com a utilização de 

múltiplos iniciadores por reação, com os primers da série Nmult (FEGAN; PRIOR, 2005). A 

classificação por sequevar agrupa isolados com variação abaixo ou igual a 1% da sequência do 

gene egl (FEGAN; PRIOR, 2005) e atualmente existem 67 sequevares de R. solanacearum 

(ALBUQUERQUE et al., 2020; GUTARRA et al., 2017; LI et al., 2016; LIU et al., 2017b; 

RAVELOMANANTSOA et al., 2018; SANTIAGO et al., 2017; SHE et al., 2017). A 

diferenciação por clados baseia-se em linhagens com padrões evolutivos distintos detectados 

nas análises de sequência multilocus (MLSA) para os genes dhA, mutS, ppsA, adk, leuS, rplB, 

gyrB, egl e fliC (WICKER et al., 2012). Os oito clados existentes são específicos aos filotipos 

e, consequentementeàs espécies, sendo: R. pseudosolanacearum clado 1 (filotipo I) e 6 (filotipo 

III); R. solanacearum clados 2 e 3 (filotipo IIA) e 4 e 5 (filotipo IIB); e as subespécies de R. 

syzigii clado 7 (R. syzigii subsp. celebesensis e R. syzigii subsp. indonesiensis) e 8 (R. syzigii 

subsp. syzigii) (WICKER et al., 2012). Adicionalmente, os isolados são divididos em clones 

com base em métodos de fingerprinting por técnicas como rep-PCR, RAPD e AFLP (FEGAN; 

PRIOR, 2005). 

1.3. Ralstonia solanacearum ecótipo Moko 

Os isolados de R. solanacearum associados à bananeira pertencem ao filotipo II, que 

tem origem nas Américas (PRIOR; FEGAN, 2005), mais especificamente na região 

correspondente ao Brasil (WICKER et al., 2012) e estão subdivididos em IIA e IIB (FEGAN; 

PRIOR, 2006). Os representantes de Moko com sintomas típicos estão distribuídos entre as 

sequevares IIA-6, IIA-24, IIA-41, IIB-3, IIB-4 e IIB-25 (FEGAN; PRIOR, 2005; 2006; 
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ALBUQUERQUE et al., 2014); e as variantes sintomatológicas, na sequevar IIA-53 para 

síndrome Sergipe (ALBUQUERQUE et al., 2014) e na sequevar IIB-3 para Bugtok (PLOETZ; 

THOMAS; SLABAUGH, 2003; ROPEROS, 1965; SOGUILON; MAGNAYE; NATURAL, 

1995). Essas sequevares estão intimamente relacionadas (SILVA et al., 2020). Devido a 

natureza polifilética do ecótipo Moko, sugere-se que quando associado à bananeira, a 

patogenicidade se baseia em um número muito restrito de genes, ou mesmo formas alélicas dos 

mesmos genes, que podem ser facilmente transmissíveis por transferência horizontal e acredita-

se que a preferência do hospedeiro não é relevante na estruturação dos ecótipos (WICKER et 

al., 2012). 

Atualmente, o Moko da bananeira encontra-se distribuído por alguns países da América 

Latina e do Caribe (BLOMME et al., 2017). A primeira descrição do Moko se deu por 

Schomburgk durante suas viagens a Guiana Britânica (1840-1844), porém foi evidenciada 

quando devastou áreas de bananeiras da variedade Moko (Musa ABB) na ilha Trinidad, que 

deu origem ao nome da doença (SEQUEIRA, 1998). Nas Filipinas, a sequevar IIB-3 quando 

associada às cultivares Saba (Musa ABB) e Cardaba (Musa BBB) se destacou por um quadro 

sintomatológico distinto do descrito anteriormente para Moko, sendo a doença denominada de 

Bugtok ou Tapurok (PLOETZ; THOMAS; SLABAUGH, 2003; ROPEROS, 1965; 

SOGUILON; MAGNAYE; NATURAL, 1995; THWAITES; EDEN-GREEN; BLACK, 2000). 

No Brasil, a primeira ocorrência do Moko da bananeira foi registrada em 1976 no antigo 

Território Federal do Amapá (TOKESHI; DUARTE, 1976). No estado do Amazonas, o Moko 

da bananeira foi detectado em 2001 em cinco municípios, com prevalência variando de 11 a 

100% e com incidência de até 46% das touceiras plantadas (COELHO NETTO; NUTTER 

JÚNIOR., 2005). A doença foi associada principalmente a plantios sujeitos a inundações 

periódicas, ou seja, em regiões de várzea e, em geral, os bananais com sintomas da doença eram 

abandonados ou substituídos por outros cultivos (PEREIRA et al., 2003).  

No estado de Sergipe, o Moko foi constatado em 1987 (NOGUEIRA, 2005) e 

atualmente ainda ocorre, principalmente na época chuvosa (TALAMINI et al., 2010). Um 

programa de erradicação adotado pelo estado reduziu a prevalência da doença de 15% para 2%, 

de 2008 a 2010 (TALAMINI et al., 2010). A importância da presença do Moko em Sergipe se 

deve ao fato de que a região Nordeste é a segunda maior produtora de banana no Brasil (IBGE, 

2018) e porque nesse estado ocorrem os sintomas atípicos da doença, chamados de síndrome 

Sergipe, causados por isolados disseminados por insetos visitadores de inflorescências 

(ALBUQUERQUE et al., 2014). A síndrome Sergipe também é constatada em áreas de plantio 

de bananeira no estado de Alagoas (OLIVEIRA, 2020). 
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A bactéria R. solanacearum sobrevive de forma saprofítica em restos de cultura, 

hospedeiros alternativos, sementes (BEDENDO, 2018; LOPES; ROSSATO, 2013) e também 

podem viver por longos períodos em vasos do xilema de cultivares tolerantes sem desencadear 

sintomas (GRIMAULT; PRIOR, 1993; WEIBEL et al., 2016 ). A disseminação da murcha da 

bananeira ocorre em curtas ou longas distâncias através da movimentação de solo, materiais e 

implementos agrícola, contato entre as raízes, insetos visitadores de inflorescências como a 

abelha arapuá (Trigona spp) (PEREIRA et al., 2003), vespas (Polybia spp.), mosca-das-frutas 

(Drosophyla spp.) e muitos outros gêneros (CORDEIRO; MATOS, 2000) e pelo transporte de 

material vegetal infectado (HAYWARD, 1991). Quando no solo, R. solanacearum utiliza os 

flagelos e quimiotaxia para localizar raízes do hospedeiro (LOWE-POWER; KHOKHANI; 

ALLEN, 2018). A transmissão de R. solanacearum por insetos a distâncias superiores a 90 km 

foi constatada na Colômbia e na Venezuela (WARDLAW, 1972). 

A penetração da bactéria no hospedeiro ocorre através de ferimentos nas raízes 

(BEDENDO, 2018; VASSE; FREY; TRIGALET, 1995) ou aberturas naturais como as 

inflorescências (COELHO NETTO; NUTTER JÚNIOR., 2005) ou no surgimento de raízes 

secundárias (ARAUD-RAZOU et al., 1998). Ao penetrar no hospedeiro, inicia-se a colonização 

dos espaços intercelulares do córtex radicular, do parênquima vascular e, eventualmente, 

penetra nos vasos do xilema (ARAUD-RAZOU et al., 1998; VASSE; FREY; TRIGALET, 

1995). O xilema é um ambiente de alto fluxo e relativamente pobre em nutrientes, mas R. 

solanacearum obtém sucesso ao ajustar seu próprio metabolismo e alterar a bioquímica da seiva 

nos vasos (LOWE-POWER; KHOKHANI; ALLEN, 2018). As bactérias nos vasos do xilema 

são essencialmente não móveis até que as populações atinjam 109 UFC/ml de seiva (CLOUGH 

et al., 1997; TANS-KERSTEN; HUANG; ALLEN, 2001), após esse limiar, se espalham para 

o caule e folhas (ARAUD-RAZOU et al., 1998; VASSE; FREY; TRIGALET, 1995). Esse é 

um ponto crucial na patogênese, sendo o sintoma de murcha causado pelo fluxo de seiva 

reduzido no xilema (LOWE-POWER; KHOKHANI; ALLEN, 2018). 

Contudo, a causa exata da murcha provocada por R. solanacearum é desconhecida, 

porém vários mecanismos, provavelmente, contribuem para a disfunção vascular da planta 

(LOWE-POWER; KHOKHANI; ALLEN, 2018). A teoria mais aceita é a de que nos vasos do 

xilema, fortemente colonizados com células bacterianas e as substâncias poliméricas 

extracelulares (EPS), obstruem o transporte de água e sais minerais (BECKMAN; BRUN; 

BUDDENHAGEN, 1962; CALDWELL; KIM; IYER-PASCUZZI, 2017; WALLIS; 

WALLINGFORD; CHEN, 2013). Entretanto, também há estudos que atribuem o bloqueio dos 

vasos do xilema pela tilose, um tipo de estrutura como resposta imune vegetal (YADETA; 



 

16 
 

THOMMA, 2013). Independente da causa, sabe-se que o bloqueio do xilema dará início ao 

quadro sintomatológico que em muitos casos findará na morte da planta (LOWE-POWER; 

KHOKHANI; ALLEN, 2018).  

Os sintomas típicos de Moko (Figura 1) são provocados, geralmente, por uma infecção 

iniciada pela penetração de R. solanacearum nas raízes através de ferimentos causados por 

partículas abrasivas do solo, nematoides ou fatores mecânicos (SEQUEIRA, 1998) e se 

caracterizam pela descoloração vascular do pseudocaule na região central (Figura 1B), 

amarelecimento, murcha e necrose das folhas internas (Figura 1A) (ALBUQUERQUE et al., 

2014) e murcha da planta (SEQUEIRA, 1998). Além disso, pode ocorrer a quebra do pecíolo 

devido à curvatura das folhas (Figura 1A) (CORDEIRO, 2000). Com o progresso da infecção 

sistêmica, a bactéria se move por toda a planta, sendo capaz de afetar o pedúnculo e frutos 

(FEGAN; PRIOR, 2006). No engaço e na ráquis ocorre escurecimento vascular, na forma de 

pontos avermelhados dispostos uniformemente (PEREIRA et al., 2003). Em cachos de plantas 

infectadas, ocorre o amadurecimento prematuro dos frutos isoladamente, com uma podridão 

seca, firme e de coloração parda (Figura 1C) (AGRIOS, 2005; SALOMÃO; SIQUEIRA, 2015). 

O quadro sintomatológico pode ter seu progresso alterado e a manifestação dos sintomas é 

diretamente influenciada pela idade e cultivar de bananeira, o isolado do patógeno e as 

condições climáticas (CORDEIRO; MATOS, 2000). 

Figura 1. Sintomas típicos do Moko causados por Ralstonia solanacearum (Fonte: Jéssica 

Rodrigues). (A) Planta murcha; (B) descoloração vascular do pseudocaule na região central; 

(C) polpa com podridão seca, firme e de coloração parda. 

 

 

Em bananeiras nas Filipinas, as doenças Moko e Bugtok representam dois quadros 
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sintomatológicos associados ao mesmo patógeno, R. solanacearum, distintas pela forma de 

penetração da bactéria na planta e interações com o hospedeiro. Enquanto no Moko a bactéria 

penetra pelas raízes, no Bugtok a penetração ocorre através das flores masculinas, sendo 

inoculada por insetos vetores (BLOMME et al., 2017), provavelmente tripes SOGUILON; 

MAGNAYE; NATURAL, 1995), arapuá, vespa do gênero Polybia e mosca do gênero 

Drosophila (MALAVOLTA JR.; BERIAM; ALMEIDA, 2013). Os isolados que causam 

Bugtok (sequevar IIB-3) provocam sintomas restritos ao pedúnculo/raque (Figura 2B, C), 

podendo haver uma descoloração marrom-avermelhada do tecido vascular do pseudocaule 

(BLOMME et al., 2017). A infecção inicia-se pelas inflorescências (Figura 2B), provocando 

podridão seca interna na polpa dos frutos com maior intensidade no centro (Figura 2A, D) 

(PLOETZ; THOMAS; SLABAUGH, 2003; ROPEROS, 1965; SOGUILON; MAGNAYE; 

NATURAL, 1995). Os sintomas nos cachos consistem na descoloração da polpa do fruto, que 

dependerá do grau de infecção, podendo todos os frutos dentro de um cacho apresentarem 

podridão em infecções graves (SOGUILON; MAGNAYE; NATURAL, 1995). 

 

Figura 2. Sintomas da doença Bugtok causados por Ralstonia solanacearum em bananeiras 

nas Filipinas [Fonte: Philippe Prior (Blomme et al., 2017)]. (A) Cachos sem sintomas externos; 

(B) descoloração marrom-avermelhada restrita ao pedúnculo/raque (C) podendo se entender ao 

tecido vascular do pseudocaule; (D) frutos com podridão seca interna na polpa, com maior 

intensidade no centro. 
 

 

No estado de Sergipe, Nordeste do Brasil, uma síndrome causada por isolados 

endêmicos de R. solanacearum ecótipo Moko associados à sequevar IIA-53 apresentam uma 

sintomatologia bem similar à descrita para Bugtok, porém com sintomas externos nos cachos 
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(ALBUQUERQUE et al,. 2014). Os sintomas da doença iniciam-se nas inflorescências e 

progridem para os cachos, ocasionando o amadurecimento prematuro e desuniforme, com 

podridão seca internamente e necrose externa (Figura 3). A bactéria pode se mover em direção 

ao pseudocaule e causar escurecimento dos feixes vasculares, porém não provocará a murcha 

das plantas (ALBUQUERQUE et al., 2014). 

Figura 3. Sintomas da síndrome Sergipe (Sergipe facies) causados por Ralstonia 

solanacearum, em bananeira no estado de Sergipe, Nordeste do Brasil (Fonte: Adriano Márcio 

Freire da Silva). (A) Amadurecimento prematuro e desuniforme do fruto com necrose externa; 

(B) fruto com podridão seca internamente; (C) escurecimento dos feixes vasculares. 

 

 Os isolados de Moko e suas variantes sintomatológicas possuem características 

intrínsegas e algumas contrastantes (Tabela 1). Na interação de R. solanacearum com suas 

plantas hospedeiras têm sido estudado vários fatores de patogenicidade e virulência, a exemplo 

dos sistemas de secreção (PENSEC et al., 2015; BOCSANCZY; HUGUET-TAPIA; 

NORMSN, 2017), motilidade (TANS-KERSTEN; HUANG; ALLEN, 2001; GENIN; 

DENNY, 2012) e metabólitos secundários (ZEISS et al., 2019; KAI et al., 2014; KAI et al., 

2016; MORI et al., 2018), podendo esses ter relação com as diferentes sintomatologias do 

ecótipo Moko. 
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Tabela 1. Diferenciação entre os representantes do ecótipo Moko e suas variantes 

sintomatológicas. 

 Moko Bugtok Síndrome sergipe 

Descrição 1840-1844 1965 2014 

Hospedeiro Musa sp. 
Cultivares: Saba e 

Cardaba 
Musa sp. 

Ralstonia 

solanacearum 
Sim Sim Sim 

Ocorrência Mundo Filipinas 
Sergipe e Alagoas 

(Brasil) 

Sintomas externos Sim Não Sim 

Penetração 

Ferimentos nas raízes, 

aberturas naturais, 

inflorescências ou no 

surgimento de raízes 

secundárias. 

Inflorescencias 

masculinas 

Inflorescencias 

masculinas 

Murcha Sim Não Não 

1.4. Fatores de patogenicidade e virulência em Ralstonia solanacearum 

Bactérias Gram-negativas possuem duas membranas lipídicas (membrana interna e 

membrana externa) que são uma barreira entre o citoplasma e o meio extracelular, dificultando 

a internalização e secreção de solutos e polipeptídeos (NASCIMENTO et al., 2016). Para 

exteriorização dos fatores de virulência, esses organismos apresentam uma ampla gama de vias 

de secreção, atualmente classificadas como sistemas de secreção tipos I (T1SS) – VI (T6SS) e 

a vesícula da membrana externa (OMVs), o zero (ABDALLAH et al., 2007; THANASSI; 

HULTGREN, 2000; GUERRERO-MANDUJANO et al., 2017). As proteínas secretadas por 

bactérias patogênicas de plantas são fundamentais para aderir e degradar as paredes celulares 

do hospedeiro, assim como suprimir as respostas de defesa da planta (PRESTON; 

STUDHOLME; CALDELARI, 2005). 

A capacidade de patogênese depende da atividade coletiva de uma ampla variedade de 

proteínas secretadas por vários sistemas de secreção (PRESTON; STUDHOLME; 

CALDELARI, 2005). Em R. solanacearum, o sistema de secreção tipo II (SST2) e o sistema 

de secreção tipo III (SST3) desempenham papel fundamental para patogenicidade e virulência 

(KADO, 2010). Sendo o SST2 caracterizado por um mecanismo de translocação de proteínas 
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com dois passos: I- processamento da proteína na membrana citoplasmática interna, seguido de 

II- modificações da proteína no periplasma para posterior secreção pela membrana externa 

(KADO, 2010). Em R. solanacearum, o SST2 é responsável por secretar exopolissacarideos 

(EPS) e enzimas degradadoras de parede celular, ambos indispensáveis para a patogenicidade 

(KANG et al., 1994). Estudos apontam uma variedade de tipos adicionais e não identificados 

de efetores do tipo II que contribuem para virulência e colonização do patógeno (LIU et al., 

2005). O SST3 injeta proteínas no citoplasma da célula do hospedeiro, podendo manipular as 

funções celulares e com isso causar a doença (COBURN; SEKIROV; FINLAY, 2007). Esse 

sistema é codificado pelos genes hrp/hrc, os quais formam um poro e um pilus complexo para 

secreção de proteínas diretamente dentro do citoplasma da célula hospedeira (KADO, 2010). 

Considera-se que o SST3 atue como seringas moleculares ou condutores para injetar fatores de 

virulência, chamados de proteínas efetoras, em células hospedeiras, onde eles suprimem ou 

estimulam uma variedade de funções celulares do hospedeiro para promover o crescimento do 

patógeno (JONES; DANGLE, 2006). 

A síntese, montagem e regulação dos sistemas de secreção são dirigidas por mudanças 

no pH, temperatura, presença de flavonóides e concentrações de magnésio e cálcio nos espaços 

intercelulares (KADO, 2010) assim como outros fatores. Em R. solanacearum os componentes 

do SST3 são codificados dentro de um clusters grande aglomerado de genes hrp/hrc e suas 

expressões são controladas por um ativador HrpB de transcrição do tipo AraC, que também é 

codificado dentro do cluster do gene hrp (GENIN et al., 1992; VAN GIJSEGEM et al., 2000). 

Mutações em genes hrp resultam na perda completa da habilidade do patógeno de se proliferar 

em plantas hospedeiras (BOUCHER et al., 1987). Essa observação fornece evidências claras 

de que as proteínas efetoras liberadas pelo SST3 têm a função de permitir o crescimento desse 

patógeno nas células vegetais da planta hospedeira. 

Os dados genômicos de isolados representativos da biodiversidade das espécies de R. 

solanacearum abrem caminho para a compreensão dos processos evolutivos que estruturaram 

seu repertório de proteínas efetoras secretadas por SST3 (PEETERS et al., 2013). A abordagem 

genômica sobre esses genes em particular, que estão na vanguarda da interação entre as 

bactérias e seu hospedeiro fornece uma nova visão sobre sua história evolutiva e sua 

contribuição potencial para a especificidade de hospedeiro (PEETERS et al., 2013). 

Muitas fitobactérias reconhecem a presença do hospedeiro por meio da percepção de 

sinais químicos gerados pelas plantas. Esses sinais, percebidos pelas células bacterianas, são 

transmitidos através da membrana para iniciar eventos de motilidade (flagelos ou pili) onde o 

patógeno segue um sinal bioquímico até alcançar a porta de entrada da planta hospedeira 
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(KADO, 2010). A motilidade provavelmente desempenha um papel importante para R. 

solanacearum durante as fases do seu ciclo que ocorrem fora da planta hospedeira (YAO; 

ALLEN, 2006). 

O filamaneto flagelar é um tubo oco composto por cerca de 20.000 cópias de uma única 

proteína chamada de flagelina (codificada no gene fliC), polimerizada em uma hélice complexa. 

A rotação do flagelo é controlada no corpo basal pelo interruptor do motor flagelar, que é 

composto pelas proteínas codificadas nos genes fliG, fliM e fliN (MACNAB, 1996) além de 

muitas outras proteínas adicionais que constituem o corpo basal do flagelo e aparelho de 

secreção, que são evolutivamente relacionadas ao SST3 (FERNANDEZ; BERENGUER, 

2000). 

A motilidade resolve muitos dos problemas enfrentados pelos microrganismos para 

obter mais ou melhores nutrientes, evitar substâncias tóxicas ou condições desfavoráveis do 

meio ambiente, encontrar um hospedeiro e permitir a dispersão de forma efetiva (TANS-

KERSTEN; HUANG; ALLEN, 2001). Muitas espécies de bactérias, incluindo a maioria das 

espécies transmitidas pelo solo, podem se mover nadando, deslizando, se contorcendo ou 

pulando (MACNAB, 1996; VANDE BROEK; ANDERLEYDEN, 1995). 

A maioria das fitobactérias de solo, incluso R. solanacearum, possuem motilidade por 

natação (VANDE BROEK; ANDERLEYDEN, 1995). Este tipo de motilidade exerce uma 

importante contribuição quantitativa à virulência da bactéria nos estágios iniciais de invasão e 

colonização do hospedeiro (CORRAL et al., 2020). Em R. solanacearum, a motilidade é 

mediado por flagelos polares, constituidos pelas proteínas estruturais FliC (a proteína da 

subunidade flagelar) ou FliM (a proteína do interruptor do motor flagelar) (TANS-KERSTEN; 

HUANG; ALLEN, 2001). Mutantes sem flagelina (fliC) de R. solanacearum inoculados em 

tomateiro tiveram a virulência reduzida significativamente (TANS-KERSTEN; HUANG; 

ALLEN, 2001). 

O termo “metabolismo secundário” é mais frequentemente usado para vias metabólicas 

específicas de diversos organismos como bactérias, fungos e plantas sendo raramente utilizado 

para compostos do metabolismo animal (SCHRIPSEMA; DAGNI, 2015). Estes compostos são 

formados a partir de vias biossintéticas de distribuição relativamente restrita e os precursores 

derivam do metabolismo primário (SCHRIPSEMA; DAGNI, 2015). Sua regulação ocorre 

através do quorum-sensing, que consiste em um sistema de comunicação molecular entre as 

células bacterianas onde elas liberam, detectam e respondem a pequenas moléculas de sinal 

difusíveis, permitindo-lhes regular suas atividades cooperativas e fisiológicas (LI; TIAN, 

2012).  
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A capacidade das bactérias de se comportarem como um grupo, semelhantes a um 

organismo multicelular, fornece benefícios significativos em termos de colonização do 

hospedeiro, formação de biofilmes, defesa contra competidores e adaptação a mudanças 

ambientais (MORI et al., 2018). Todos esses fatores favorecem o estabelecimento dentro da 

planta hospedeira e garante multiplicação eficaz em seus tecidos, porém o patógeno necessita 

ser metabolicamente proficiente e implantar energia para configurar os elementos necessários 

para o processo de infecção (PLENER et al.,2012). 

Em R. solanacearum, a contribuição dos metabólitos secundários para a virulência 

permanece pouco esclarecida (KAI et al., 2014), mas sabe-se que o quorum sensing (QS) possui 

um papel fundamental, pois consiste em um mecanismos de comunicação que controla a 

virulência nessas bactérias e, consequentemente, é responsável pela produção dos metabólitos 

secundários (YOSHIHARA et al., 2020). Esse mecanismos de comunicação é sinalizado em R. 

solanacearum pela molécula acyl homoserine lactone (KUMAR et al., 2016). A identificação 

de metabólitos secundários e sua regulação por quorum sensing, assim como a elucidação de 

seus papéis biológicos, tornou-se um tema importante no estudo das interações planta-bactéria 

(KAI et al., 2014). 

1.5. Genômica comparativa de Ralstonia solanacearum  

A técnica de sequenciamento genômico permite identificar, na ordem correta, a 

sequência das bases nucleotídicas de uma molécula, que pode ser de DNA ou RNA, objetivando 

conhecer a informação genética contida nesta estrutura. Este sequenciamento trabalha com 

DNA advindo diretamente do DNA genômico (que guarda a maior parcela da informatividade 

genética dos organismos) ou com outras moléculas de DNA celular como: DNA mitocondrial, 

DNA cloroplastídico, DNA plasmidial, entre outros (FIETTO; MACIEL, 2015). 

O conhecimento da informação gênica de determinado organismo possibilita 

compreender os mecanismos de interação planta-patógeno, analisar a relação filogenética entre 

espécies (LIU et al., 2017a), detectar diferentes componentes da história evolutiva (PRIOR; 

FEGAN, 2005) e identificar proteínas associadas a patogenicidade (SALANOUBAT et al., 

2002). Além disso, o sequenciamento possibilita obter informações referentes a estrutura e 

função dos genes, diversidade genética, presença de elementos móveis no genoma, presença de 

genes adquiridos por transferência lateral e relações evolutivas, além de permitir a construção 

de mapas metabólicos dentre outros (NIERMAN et al., 2000), tudo isso aliado com utilização 

da bioinformática como ferramenta na manipulação dos dados genômicos de diversos 
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microrganismos (AILLOUD et al., 2015; LIU et al., 2017a; PRIOR et al., 2016; REMENANT 

et al., 2010). 

Na fitobacteriologia, a genômica iniciou com o sequenciamento completo da bactéria 

Xylella fastidiosa 9a5c (WELLS et al., 1981) agente causal da Clorose Variegada dos Citros 

(CVC), em plantas do gênero Citrus (SIMPSON et al., 2000), que acabou por impulsionar as 

pesquisas de genomas de bactérias fitopatogênicas nos anos seguintes, com o sequenciamento 

de representantes dos principais gêneros fitopatogênicos (GOODNER et al., 2001; WOOD et 

al., 2001; DA SILVA; FERRO; REINACH, 2002; BUELL et al., 2003; SALANOUBAT et al., 

2002; BELL et al., 2004).  

A fitobactéria R. solanacearum, patogênica a mais de 200 espécies de plantas (DENNY, 

2006), teve o primeiro isolado (GMI1000), proveniente de tomateiro, sequenciado em 2002, 

sendo classificado como pertencente a raça 1, sequevar I-18 (SALANOUBAT et al., 2002). 

Atualmente, sabe-se que de acordo com a reclassificação de Safni et al. (2014), tal isolado 

pertence ao filotipo I renomeado como R. pseudosolanacearum. De acordo com Salanoubat et 

al. (2002), o genoma de GMI1000 possui 66,97% de conteúdo G+C médio, constituído de dois 

replicons, cromossomo e megaplasmídeo, com tamanho de 3,7 Mb e 2 Mb, respectivamente. O 

maior replicon, também chamado de cromossomo, carrega características clássicas dos 

genomas bacterianos, associados à origem de replicação e outros genes constitutivos 

(housekeeping). O replicon menor apresenta uma presumível origem plasmidial devido à 

quantidade de genes repA próximos ao sítio de replicação. Entretanto, devido a ambos replicons 

possuírem genes essenciais e associados a patogênese, existe a possibilidade de ter havido uma 

co-evolução e, na realidade  ̧esse grupo possua um genoma com dois cromossomos (COENYE; 

VANDAMME, 2003; GUIDOT et al., 2009). 

Para suportar esse tipo de análise, é extremamente importante ter sequências genômicas 

disponíveis que possam representar grupos de organismos. Desde a publicação da sequência do 

genoma do isolado GMI1000, houve um aumento significativo da disponibilização de 

sequências genômicas de Ralstonia spp. em bancos de dados, fato que está diretamente 

relacionado com o baixo custo da técnica de sequenciamento de genoma (ZHANG; QIU, 2016) 

em alguns países.  

Atualmente, os genomas de 203 isolados de R. solanacearum estão disponíveis no 

NCBI, destes 23 são provenientes de banana ou banana-da-terra da América Central (Costa 

Rica), Caribe (Granada), América Norte (México), América Sul (Brasil, Colômbia, Venezuela 

e Peru) e Ásia (Filipinas) (NCBI, 2020) (Tabela 2). Como observado na Tabela 2, do Brasil 

estão disponíveis apenas sete genomas de isolados de R. solanacearum ecótipo Moko da 
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bananeira, sendo cinco que causam sintomas típicos e dois que causam a síndrome Sergipe.  

 

Tabela 2. Descrição dos genomas de Ralstonia solanacearum ecótipo Moko disponíveis no 

NCBI 
 

Isolado Sequevar Origem Nível 
Tamanho 

(Mb) 
Acesso 

B50M IIA-24 Peru Scaffold 5,6 GCF_000825785.1 

CFBP1416M IIB-3 Costa Rica Scaffold 5,7 GCF_000825925.1 

CCRMRs277M IIA-24 Brasil Chromossome 5,6 GCA_014210395.1 

CCRMRs287 M IIB-4 Brasil Chromossome 5,4 GCA_014210375.1 

CCRMRs304 M IIA-24 Brasil Chromossome 5,6 GCA_014210335.1 

CCRMRsB7 M IIB-25 Brasil Chromossome 5,8 GCA_014210345.1 

Grenada 9-1 M IIA-6 Granada Scaffold 5,5 GCF_000825845.1 

IBSBF1900 M IIA-24 Brasil Scaffold 5,8 GCF_001373275.1 

Po82 M IIB-4 México Complete 5,4 GCF_000215325.1 

UW163 M IIB-4 Peru Complete 5,6 GCF_001587135.1 

UW179 M IIB-4 Colômbia Scaffold 5,4 GCF_000825805.1 

UW181 M IIA-6 Venezuela Scaffold 5,4 GCF_001373315.1 

UA-1609 M IIB-4 Colômbia Scaffold 5,1 GCF_003860765.1 

UA-1617 M IIB-4 Colômbia Scaffold 5,4 GCF_003860745.1 

UA-1579 M IIB-4 Colômbia Scaffold 5,1 GCF_003860725.1 

UA-1591 M IIB-4 Colômbia Scaffold 5,3 GCF_003860705.1 

UA-1611 M IIA-6 Colômbia Scaffold 5,2 GCF_003860685.1 

UA-1612 M IIA-6 Colômbia Scaffold 5,0 GCF_003860665.1 

CIP417B IIB-3 Filipinas Scaffold 5,5 GCF_000825825.1 

MOLK2B IIB-3 Filipinas Contig 5,5 GCF_000212635.3 

10314 II Filipinas Contig 5,4 GCF_008271875.1 

SFCSE IIA-53 Brasil Chromossome 5,7 GCF_003590625.1 

IBSBF2570SE IIA-53 Brasil Chromossome 5,7 GCF_003590585.1 
M – Sintomas típicos de Moko; 
B – Sintomas de Bugtok; 
SE – Sintomas de síndrome Sergipe. 

 

Com a elevação do número de genomas disponíveis, viu-se a possibilidade de estudos 

mais aprofundados, como as análises de genômica comparativa, que abrem caminho para 

análises com maior refinamento. As análises comparativas são utilizadas para identificar 

padrões genômicos entre organismos (CAMARGO, 2018) para suportar análises filogenéticas 

(FEGAN; PRIOR, 2005; SAFNI et al., 2014), para contribuir no entendimento da adaptação a 

hospedeiros específicos (AILLOUD et al., 2015) e para compreender a história evolutiva de 

genes de virulência (GENIN; BOUCHER, 2004), entre outros.  
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A análise comparativa das sequências genômicas de R. solanacearum confirmou a 

diferenciação dos isolados do antigo complexo de espécie em quatro filotipos e considerou uma 

nova reclassificação em três espécies independentes (REMENANT et al., 2010). Evidências 

genômicas e proteômicas também confirmaram a divisão (PRIOR et al., 2016) e essas espécies 

foram nomeadas nas três espécies independentes (SAFNI et al. 2014). 

Além dos avanços na classificação taxonômica do grupo, análises comparativas também 

podem detectar a evolução de genes de virulência, como os genes hrp e genes efetores tipo III 

(T3E), assim como fatores de patogenicidade relacionados entre isolados de Ralstonia e outras 

bactérias fitopatogênicas. Também foi possível inferir sobre mecanismos que contribuem para 

a rápida adaptação da bactéria ao ambiente em geral e a interação desta com as plantas em 

particular (GENIN; BOUCHER, 2004). Uma das constatações obtidas através degenômica 

comparativa entre dois isolados de R. solanacearum foi a existência de  alto nível de identidade 

na região hrp, concluindo-se que essa região é antiga e estável no grupo (GENIN; BOUCHER, 

2004). Além disso, os autores explicaram que a análise de sequências de outras linhagens de R. 

solanacearum é importante para estimar a extensão da diversidade genômica nas espécies, 

considerando a versatilidade ecológica da fitobactéria e sua habilidade natural para 

competência. 

A genômica comparativa também foi a ferramenta utilizada para analisar a estreita 

relação entre organismos que possuem uma alta afinidade com determinados hospedeiros, 

denominados de ecótipo. Ao comparar representantes de R. solanacearum que causam Moko 

com linhagens tolerantes ao frio que causam podridão parda em batata (também conhecidas 

como ‘brown root’ e R3bv2) e as novas linhagens não patogênicas a banana (NPB), verificou-

se poucas características divergentes entre elas, uma vez que o grupo dos isolados de Moko 

(polifilético) incluem linhagens que são filogeneticamente próximas aos isolados que causam 

podridão parda da batata e NPB (monofiléticos) (AILLOUD et al., 2015). Contudo, diferenças 

marcantes na expressão de genes relacionados à virulência (AILLOUD et al., 2015) e ao 

metabolismo (AILLOUD et al., 2016) foram associadas ao surgimento dessa estreita relação. 

Foram identificados eventos de perda gênica, polimorfismos não-sinônimos e transferência 

horizontal de genes dos efetores do tipo III, que foram associados a diferença na gama de 

hospedeiros (AILLOUD et al., 2015). 

Os avanços obtidos com a genômica comparativa em R. solanacearum são evidentes, 

no entanto, esta técnica ainda não foi aplicada aos genomas dos isolados que causam sintomas 

típicos de Moko e suas variantes (Bugtok e síndrome Sergipe), evidenciando a necessidade de 

mais pesquisas para melhorar a compreenção das características intrínsecas desses organismos, 
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como fatores de patogenicidade e virulência dos três quadros sintomatológicos de Moko. Sendo 

assim, os objetivos desta tese foram (i) sequenciar, montar, anotar e comparar genomas de R. 

solanacearum ecótipo Moko do Brasil, pertencentes às sequevares IIA-24, IIB-4 e IIB-25; e 

(ii) realizar genômica comparativa e filogenômica com o ecótipo Moko e suas variantes 

sintomatológicas, visando investigar as peculiaridades relacionadas aos fatores de 

patogenicidade e virulência. 
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Abstract 

Banana vascular wilt or Moko is a disease caused by Ralstonia solanacearum. This study aimed 

to sequence, assemble, annotate, and compare the genomes of R. solanacearum Moko ecotypes 

of different sequevar strains from Brazil. Average nucleotide identity analyses demonstrated a 

high correlation (> 96%) between the genome sequences of strains CCRMRs277 (sequevar IIA-

24), CCRMRs287 (IIB-4), CCRMRs304 (IIA-24), and CCRMRsB7 (IIB-25), which were 

grouped into phylotypes IIA and IIB. The number of coding sequences present in chromosomes 

and megaplasmids varied from 3,070 to 3,521 and 1,669 to 1,750, respectively. Pangenome 

analysis identified 3,378 clusters in the chromosomes, of which 2,604 were shared by all four 

analyzed genomes and 2,580 were single copies. In megaplasmids, 1,834 clusters were 

identified, of which 1,005 were shared by all four genomes and 992 were identified as single 

copies. Strains CCRMRsB7 and CCRMRs287 differed from the others by having unique 

clusters in both their chromosomes and megaplasmids, and CCRMRsB7 possessed the largest 

genome among all Moko ecotype strains sequenced to date. Therefore, the genomic information 

obtained in this study provides a theoretical basis for the identification, characterization, and 

phylogenetic analysis of R. solanacearum Moko ecotypes. 

Keywords: plant pathogenic bacteria, banana tree, NGS, bacterial wilt, Musa spp.  
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Ralstonia solanacearum is a soil-inhabiting plant pathogenic bacterium that is known 

to infect several economically important crops (Wicker et al., 2007), including banana (Musa 

spp.). Upon infecting banana trees, R. solanacearum causes vascular wilt, also known as Moko 

disease. R. solanacearum species complex were subdivided into a hierarchical classification 

system (including phylotypes) based on sequence analysis of the 16S–23S internal transcribed 

spacer (ITS) region, the endoglucanase (egl) gene, and the mutS (DNA repair) genes (Prior and 

Fegan, 2005). Each phylotype was associated with to a geographic origin: phylotype I (Asia), 

phylotype II (the Americas), phylotype III (Africa), and phylotype IV (Indonesia; Genin and 

Denny, 2012). Moreover, strains were grouped into sequevars that exhibited variations of ≤ 1% 

within egl gene sequences (Fegan and Prior, 2005). 

Nevertheless, since 2014, R. solanacearum species complex have been reclassified into 

three different species according to their phylotypes: R. pseudosolanacearum (phylotypes I and 

III), R. solanacearum (phylotype II – IIA and IIB), and R. syzygi (phylotype IV and closely 

related strains) (Safni et al., 2014). Among these, the strains that cause Moko disease belong to 

sequevars IIA-6, IIA-24, IIA-41, IIA-53, IIB-3, IIB-4, and IIB-25 (Cellier and Prior, 2010; 

Albuquerque et al., 2014; Santiago et al., 2017).  

There are currently 203 publicly-available R. solanacearum genome sequences 

deposited in the National Center for Biotechnology Information (NCBI) database, of which 

only 17 belong to sequevar isolates IIA-6, IIA-24, IIA-53, IIB-3, and IIB-4 of the Moko 

ecotype. In Brazil, R. solanacearum strains belonging to the Moko ecotype are considered 

quarantine pests restricted to the northern (Amazonas, Amapá, Pará, Rondônia, and Roraima) 

and northeastern (Alagoas and Sergipe) states (MAPA 2018). Although Brazil is likely the 

biodiversity center of R. solanacearum (Santiago et al., 2017), there are only three genome 

sequences of Brazilian strains (IBSBF1900 - IIA-24, IBSBF2570 - IIA-53, and SFC - IIA-53) 

deposited in the NCBI database. Therefore, our study sought to sequence, assemble, annotate, 

and compare the genomes of Brazilian R. solanacearum strains belonging to sequevars IIA-24, 
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IIB-4, and IIB-25 of the Moko ecotype. 

In this study, CCRMRs277 (IIA-24), CCRMRs287 (IIB-4), CCRMRs304 (IIA-24), and 

CCRMRsB7 (syn. B7; IIB-25) were isolated from Brazilian Amazon banana trees exhibiting 

Moko disease symptoms. Bacterial strains were cultivated on 2,3,5-triphenyl tetrazolium 

chloride medium for 48 h at 28 °C and white-colored colonies with pink centers were selected 

for DNA extraction, which was performed using the PureLink® Genomic DNA Kit (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) following the manufacturer’s instructions. 

For genome sequencing, pair-end DNA library preparation was performed using the 

Illumina Nextera DNA Flex Prep Kit (Illumina, San Diego, CA, USA) following the 

manufacturer's recommendations, and sequencing was performed on an Illumina MiSeq-2500 

sequencer (100 cycles). Read quality was first assessed with the FastQC software (Andrews, 

2010), and sequence trimming was performed using Sickle v.1.33 (Joshi and Fass, 2011). All 

reads that met the quality control requirements were assembled de novo using Unicycler version 

3 (Wick et al., 2017) and were then evaluated with Quast v.5.0.2 (Gurevich et al., 2013) to 

estimate genome size, contig number, N50, and GC content (%). Additionally, single-copy 

orthologs were identified and gene content conservation was analyzed with the BUSCO 

software (Seppey et al., 2019). 

The average nucleotide identity (ANI) between assembled genome sequences was 

obtained via global alignment with the MUMmer algorithm (Kurtz et al., 2004) using the Pyani 

0.2.7 Python3 module (Pritchard et al., 2016). The ABACAS v.1.3.1 software (Assefa et al., 

2009) was implemented with the PROmer and NUCmer algorithms (Kurtz et al., 2004) to 

perform chromosome and megaplasmid alignments using the Po82 and UW163 strains (R. 

solanacearum Moko ecotype, sequevar IIB-4) as a reference, as these are the only strains whose 

whole genomes are deposited in the NCBI database. The QUAST software v.5.0.2 (Gurevich 

et al., 2013) was used to evaluate contigs and select alignment scaffolds with the lowest number 

of Ns and the largest number of predicted genes. Synteny and visualization of the four R. 
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solanacearum genome alignments and the two reference genomes were performed using the 

Mauve software (Darling et al., 2004) and CGView Server (Grant and Stothard, 2008), 

respectively. 

Genome annotation was performed using the RAST online platform (Brettin et al., 

2015), which also groups genes into subsystems based on the reconstruction of metabolic 

systems. The pangenome was built based on data obtained from RAST annotation using the 

Orthovenn online platform (Wang et al., 2015) to identify clusters of specific genes/orthologs 

for each strain. 

The sequences of the four R. solanacearum genomes were assembled into different 

sizes, of which the CCRMRs287 genome was the smallest (5,464,210 bp) and the CCRMRsB7 

genome was the largest (5,847,640 bp) (Table 1). Compared to other Moko ecotype genome 

sequences available in the NCBI database, strain CCRMRsB7 was found to possess the largest 

genome sequence identified to date. The coverage between the four genome sequences varied 

from 129.8x (CCRMRs304) to 163x (CCRMRsB7). Additionally, different strains exhibited 

considerable variations in assembled contig number and N50 values; however, a gene 

conservation rate of > 97% was observed in all examined strains, indicating that the assemblies 

were reliable. Additional genome assembly details are summarized in Table 1. 

ANIm analysis demonstrated a > 96% sequence similarity between the genome 

sequences, confirming that they belonged to the same species based on an ANIm cut-off value 

of 95–96% for species delineation (Richter and Rossello-Mora, 2009). Even though the 

genomes of all strains exhibited high sequence similarity, it was possible to differentiate the 

strains corresponding to phylotypes IIA (99.9%) and IIB (98.7%). Moreover, even though strain 

CCRMRsB7 (sequevar IIB-25) belongs to phylotype IIB, it formed a subdivision within this 

group (Figure 1). Nonetheless, this strain displayed ANIm values of 98% and 96.4% when 

compared with the other members of phylotypes IIB and IIA, respectively. 

R. solanacearum possess chromosomes and megaplasmids, and our study determined 
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the lowest number of Ns and the largest number of predicted genes in the replicons. The 

chromosome scaffolds of CCRMRs277, CCRMRs304, and CCRMRsB7 were formed from 

alignments with Po82, and the chromosome scaffold of CCRMRs287 and all megaplasmid 

scaffolds had UW163 as a reference (Table 1).  

The synteny of the genomic sequences is illustrated in Figure 2A and 2B, for Po82 and 

UW163, respectively. In both cases, the linear arrangement of the genomes exhibited a high 

level of collinearity for the two replicons. However, we also observed translocations and 

inversions of the locally collinear blocks (LCBs). When Po82 was used as a reference (Figure 

2A), inversions were detected in the blue- and violet-colored LCBs and the violet-colored LCB 

of the CCRMRs287 and CCRMRsB7 strains, respectively. Similarly, when UW163 was used 

as a reference (Figure 2B), we noted that compared with the other three strains, there were 

substantial rearrangements in the pink- and green-colored LCBs of the CCRMRs287 strain. We 

assume that these features are attributable to the evolutionary relatedness of the CCRMRs287 

and UW163 (sequevar IIB-4) strains, as well as the proximity of their geographical origins (the 

cities of Benjamin Constant-BR, and Nauta-PE, respectively, on the border between Brazil and 

Peru). Although this process has yet to be clarified, it is known to be a common event and can 

lead to adaptive phenotypic effects, as in the case of transposable elements that carry genes 

related to antibiotic resistance (Ceccatto, 2015). The circular visualization of the alignment of 

the genomic sequences produced by CGView showed that most of the genomic regions were 

highly conserved between the genomes (Figure 2C and 2D). 

Table 1 details the number of coding sequences (CDS), RNAs, and subsystems of the 

genome assemblies of strains CCRMRs277, CCRMRs287, CCRMRs304, and CCRMRsB7, as 

well as the reference genomes and algorithms used for assembly. The chromosomes from the 

four genomes exhibited higher CDS, RNAs, and subsystem numbers, and therefore contained 

more information than megaplasmids. This observation may be related to the size and 
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conservation of the chromosome, which represents the larger region (Genin and Denny, 2012) 

and is more conserved than the megaplasmid (Guidot et al., 2007). 

The four most represented subsystems found in the four R. solanacearum chromosomes 

were (I) amino acids and derivatives; (II) protein metabolism; (III) carbohydrates; and (IV) 

cofactors, vitamins, prosthetic groups, and pigments, which accounted for 49–51% of the total 

subsystems (Figure 3A). For the megaplasmids, only 15% of the annotated genes were grouped 

into subsystems of which the most represented were (I) membrane transport; (II) virulence, 

disease, and defense; (III) carbohydrates; and (IV) nitrogen metabolism, which ranged from 

53% to 64% of the total subsystems among the examined strains (Figure 3B).  

In the Venn diagram based on the chromosome sequences, 3,378 gene clusters were 

identified, of which 2,604 were shared by all four genomes analyzed (Figure 3C, top panel), 

798 were orthologous, and 2,580 were characterized as single copies. The number of clusters 

identified in the four sequenced genomes ranged from 2,993 (CCRMRs304) to 3,064 

(CCRMRsB7; Figure 3C, bottom panel). Only five clusters were strain-specific, four were 

specific to strain CCRMRsB7 (sequevar IIB-25), and one to strain CCRMRs287 (sequevar IIB-

4); however, none of the clusters were associated with known functions. In the megaplasmid, 

1.834 clusters were identified, of which 1,005 were shared by all four genomes analyzed (Figure 

3D, top panel), 842 were orthologous, and 992 were identified as single copies. The number of 

clusters identified in the four genomes ranged between 1,308 (CCRMRsB7) and 1,627 

(CCRMRs277; Figure 3D, bottom panel). Nine unique clusters were found; however, only five 

were associated with known functions, such as peptide transport, antibiotic biosynthesis, 

cholesterol metabolism (CCRMRsB7), transmembrane transport, and metabolic processes 

(CCRMRs287). 

Among strains of the R. solanacearum Moko ecotype sequenced in this study, the 

genome of CCRMRsB7 is the largest sequenced to date, whereas that of CCRMRs287 is the 

smallest. However, both genomes are characterized by significant rearrangement of the LCB, 
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which requires further in-depth investigation. Moreover, the replicons of both these strains 

contain unique clusters. Our results indicate that the genomes of strains CCRMRsB7 (sequevar 

IIB-25) and CCRMRs287 (sequevar IIB-4) have distinct characteristics compared with other 

sequenced genomes examined thus far, and accordingly, both strains warrant further analysis in 

this regard. Moreover, the genomic data elucidated by our study provides a theoretical basis 

that will facilitate the future identification, characterization, and phylogenetic analysis of the R. 

solanacearum Moko ecotype. 

 

Genome sequence accession number.  

The accession numbers are as follows: GCA_014210395.1 for CCRMRs277, 

GCA_014210375.1 for CCRMRs287, GCA_014210335.1 for CCRMRs304 and GCA_014210345.1 for 

CCRMRsB7. 
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Table 1. Characteristics of the genome sequences of four different Ralstonia solanacearum strains of the Moko ecotype from Brazil 

Features CCRMRs277a  CCRMRs287b  CCRMRs304c  CCRMRsB7d 

Coverage 133x  148x  129.8x  163x 

Size before alignment 

(bp) 

5.659.851  5.464.210  5.654.054  5.847.640 

GC content (%) 66.54  66.59  66.55  66.46 

Number of contigs  360  92  368  88 

N50  43.891  150.675  45.590  216.010 

BUSCO (%) 97.97  98.65  97.97  97.97 

Size after alignment (bp) 5.636.326  5.444.697  5.645.239  5.854.658 

 Chrome Plasmidf  Chrom Plasmid  Chrom Plasmid  Chrom Plasmid 

References strains PO82g UW163h  UW163g UW163h  PO82g UW163h  PO82h UW163h 

Size after alignment (bp) 3.549.795 2.086.531  3.512.030 1.932.667  3.549.663 2.095.576  3.716.474 2.138.184 

Coding sequences 3.099 1.718  3.315 1.669  3.070 1.720  3.521 1.750 

Subsytems number 299 81  318 83  291 88  321 93 

RNAs 46 1  52 1  45 1  51 4 

a- CCRMRs277 = sequevar IIA-24; b- CCRMRs287 = sequevar IIB-4; c- CCRMRs304 = sequevar IIA-24; d- CCRMRsB7 = sequevar IIB-25. 
e- Chromosome;  
f- Megaplasmid;  
g- NUCmer alignment algorithm; 
h-PROmer alignment algorithm. 
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Figure 1. Average Nucleotide Identity (ANIm) of four Ralstonia solanacearum strains 

belonging to the Moko ecotype (CCRMRs277 and CCRMRs304, sequevar IIA-24; 

CCRMRs287, sequevar IIB-4; and CCRMRsB7, sequevar IIB-25) from Brazil, as well as the 

employed reference strains (UW163 and Po82, sequevar IIB-4). 
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Figure 2. Synteny of four Ralstonia solanacearum strains belonging to the Moko ecotype 

(CCRMRs277 and CCRMRs304, sequevar IIA-24; CCRMRs287, sequevar IIB-4; and 

CCRMRsB7, sequevar IIB-25) from Brazil and reference strains Po82 (A) and UW163 (B). 

Visualization of the chromosome and megaplasmid alignments of the R. solanacearum strains 

and reference strains Po82 (C) and UW163 (D). 
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Figure 3. Graphic representation of cluster subsystems of chromosomes (A) and megaplasmids 

(B) and Venn diagram of the chromosome (C) and megaplasmid (D) clusters of four strains of 

Ralstonia solanacearum belonging to the Moko ecotype (CCRMRs277 = 277, sequevar IIA-

24; CCRMRs287 = 287, sequevar IIB-4; CCRMRs304 = 304, sequevar IIA-24; and 

CCRMRsB7 = B7, sequevar IIB-25) from Brazil, as well as the employed reference strains 

(UW163 and Po82, sequevar IIB-4B). 
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Resumo  

A murcha bacteriana em bananeira também conhecida como Moko da bananeira é causada 

por isolados do filotipo IIA e IIB de Ralstonia solanacearum, denominados de ecótipo Moko. 

Esse grupo possui divergência no quadro sintomatológico, sendo possível diferenciar o Moko 

com sintomas típicos e duas variantes (Bugtok com ocorrência nas Filipinas e síndrome 

Sergipe com ocorrência no estado de Sergipe e Alagoas – Brasil). Devido a ausência de 

estudos genômicos com o ecótipo Moko, o trabalho teve como objetivo utilizar abordagens 

de genômica comparativa e filogenômica para investigar as peculiaridades relacionadas aos 

fatores de patogenicidade e virulência de isolados dos três quadros sintomatológicos. As 

análises de identidade média de nucleotídeos (ANI) e hibridização DNA-DNA (DDHis) 

demonstraram alta correlação (> 96% e > 78%, respectivamente) entre os genomas do ecótipo 

Moko, não sendo suficientes para diferenciação dos quadros sintomatológicos, os quais 

também  não foram diferenciados pelos fatores de patogenicidade e virulência investigados. 

A análise de Pan-genoma identificou 21,3% de regiões herdáveis entre os representantes do 

ecótipo Moko e a variante sintomatologica síndrome Sergipe dastaca-se por apresentar o 

maior número de clusters de homólogos exclusivos. Os representantes de Bugtok e da 

síndrome Sergipe não compartilharam exclusivamente genes ortólogos, mas codificaram o 

mesmo arsenal de enzimas degradadoras da parede celular, componentes essenciais na 

colonização. Estudos com outras abordagens são necessarios para melhor caracterização dos 

isolados do ecótipo Moko e suas varientes sintomatológicas.  

Palavras-chaves: Bugtok; Síndrome Sergipe; Filotipo II; Fatores de patogenicidade e 

virulência.  
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Introdução 

Ralstonia solanacearum ecótipo Moko foi descrita pela primeira vez por Schomburgk 

durante suas viagens a Guiana Britânica entre 1840-1844, porém apenas ganhou importância 

econômica após devastar áreas de bananeiras da variedade "Moko" (Musa ABB, Bluggoe 

subgroup) na ilha de Trinidad, no início do século XX (SEQUEIRA, 1998). A terminologia 

“ecótipo” relaciona-se a um grupo altamente adaptado ao hospedeiro e o ecótipo Moko possui 

uma intima relação com Musa sp., sendo de natureza polifilética (FEGAN; PRIOR, 2006; 

AILLOUD et al., 2015). 

Esse grupo apresenta uma variação no quadro sintomatológico que é expresso de três 

maneiras: sintomas típicos de Moko, Bugtok e síndrome Sergipe (ALBUQUERQUE et al., 

2014; BLOMME et al., 2017). Nos sintomas mais difundidos, ou típicos do Moko, a infecção 

se inicia nos rizomas e segue em direção ao pseudocaule com escurecimento vascular na 

região central; as folhas apresentam-se amarelecidas e murchas; os frutos exibem deformação 

(ALBUQUERQUE et al., 2014); e o aspecto geral da planta é de murcha (SEQUEIRA, 1998). 

Nas Filipinas a sequevar IIB-3 de R. solanacearum quando associada as cultivares “Saba” 

(Musa BBB) e “Cardaba” (Musa ABB) causa uma doença denominada de Bugtok ou Tapurok 

(ROPEROS, 1965; SOGUILON et al., 1995) com a infecção iniciada na inflorescência, 

resultado da inoculação por insetos vetores (BLOMME et al., 2017). Os sintomas de Bugtok 

são restritos ao pedúnculo/raque, podendo haver uma descoloração marrom-avermelhada do 

tecido vascular do pseudocaule, mas raramente esse sintoma se estende ao rizoma (BLOMME 

et al., 2017). Outra variante do Moko ocorre no estado de Sergipe, Nordeste do Brasil, 

associada à sequevar IIA-53, denominada de síndrome Sergipe. O quadro sintomatológico se 

assemelha ao descrito para Bugtok, porém os frutos apresentam amadurecimento desuniforme 

e prematuro (ALBUQUERQUE et al., 2014) e necrose externa. 

O quadro sintomatológico do ecótipo Moko e suas variantes foram relatados, porém 

nenhum estudo de genômica foi direcionado a identificar fatores que os relacionem às 

diferenças sintomatológicas causadas por diferentes sequevares de R. solanacearum ecótipo 

Moko. Sabe-se que para infecção e desenvolvimento da doença, R. solanacearum utiliza um 

massivo arsenal de fatores de patogenicidade e virulência, que incluem a síntese de 

exopolissacarídeos (EPS) (GENIN; DENNY, 2012); enzimas de degradação de componentes 

da parede celular, como pectinases e celulases (GENIN; BOUCHER, 2004); e efetores que 

podem agir suprimindo a defesa das plantas (JONES; DANGL, 2006). Todos esses fatores 

utilizam os sistemas de secreção, sendo os do tipo II e III os mais relevantes para R. 



 

57 
 

solanacearum (POUEYMIRO; GENIN, 2009), juntamente com componentes relacionados à 

motilidade (CHOI et al., 2020).  

Com base nas diferentes sintomatologias do ecótipo Moko por diferentes sequevares 

de R. solanacearum e considerando a hipótese de que a similaridade genômica entre os 

isolados do ecótipo Moko e suas variantes, Bugtok e síndrome Sergipe, possivelmente 

apresente relação com os quadros sintomatológicos, o objetivo deste trabalho foi utilizar 

abordagens genômica comparativa e filogenômica para investigar as peculiaridades 

relacionadas aos fatores de patogenicidade e virulência de isolados do ecótipo Moko e suas 

variantes sintomatológicas.  

Material e métodos  

Sequências genômicas 

Os genomas de R. solanacearum depositados no Centro Nacional de Informações 

sobre Biotecnologia (NCBI) foram filtrados, de acordo com os dados disponíveis na literatura, 

para o dataset final conter apenas representantes dos três quadros sintomatológicos do ecótipo 

Moko, sendo assim distribuídos: (M) Moko – sintomas típicos (19 genomas dos filotipos IIA 

e IIB, de diferentes sequevares); (B) Bugtok – sintomas de Bugtok, Filipinas (2 genomas do 

filotipo IIB-3); e (SE) síndrome Sergipe, Brasil (2 genomas do filotipo IIA-53 ). A origem e 

características dos genomas de R. solanacearum estão descritas na Tabela 1. 

Genômica comparativa de R. solanacearum ecótipo Moko 

As comparações entre os 23 genomas foram iniciadas pela análise de Identidade 

Média de Nucleotídeos (ANI) utilizando o alinhamento global do algoritmo MUMmer 

(ANIm; KURTZ et al., 2004) e a análise de Tetranucleotídeos (TETRA), ambos calculados 

pelo módulo pyani 0.2.7 Python3 (PRITCHARD et al., 2016). Os valores de hibridização 

DNA-DNA in silico (DDHis) foram calculados na plataforma Genome-to-Genome Distance 

Calculator – GGDC (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013), sendo utilizada a fórmula 2 (DDH 

estimates based on identities/HSP - High Scoring Pair length), recomendada para genomas 

incompletos. As matrizes de similaridade obtidas pelas análises de ANIm e DDHis foram 

transformadas em heatmap pela plataforma Morpheus 

(https://software.broadinstitute.org/morpheus). 

Análise do Pan-genoma e filogênomica de R. solanacearum ecótipo Moko 

https://software.broadinstitute.org/morpheus
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A análise do Pan-genoma dos isolados foi realizada no Roary v. 3.13.0 1. 1 (PAGE et 

al., 2015), a partir de sequências dos genomas obtidos do RefSeq/NCBI. Os ortólogos 

resultantes foram classificados como genes core (Genes comum a todos os genomas), softcore 

(Genes contidos em 95% dos genomas), shell (Genes moderadamente conservados, presentes 

em vários genomas) e cloud (Genes raros, presentes em apenas alguns genomas) de acordo 

com a configuração padrão do software. O conjunto dos genes core foi automaticamente 

alinhado no software MAFFT v. 7.310 2 (KATOH; STANDLEY, 2013) com a criação de um 

alinhamento multi-FASTA das sequências de nucleotídeos de todos os genes do conjunto, 

utilizando como parâmetro -e--mafft no Roary. A filogenômica dos genes core foi construída 

a partir do alinhamento multi-FASTA pelo método de Máxima Verossimilhança no software 

IQ-TREE versão 2.0.4 (NGUYEN et al., 2015),  utilizando ModelFinder 

(KALYAANAMOORTHY et al., 2017) para selecionar o melhor modelo. O suporte dos nós 

foi determinado por ultrafast bootstrap (MINH et al., 2013) com 100.000 repetições. A árvore 

de Máxima verossimilhança foi visualizada no software FigTree v.1.4.4 (RAMBAUT, 2009). 

A filogenia da matriz de presença/ausência de gene foi construída pelo software IQ-TREE 

com a mesma configuração de bootstrap e seguindo o mesmo processo descrito anteriormente 

para a visualização.  

Fatores de patogenicidade e virulência de R. solanacearum ecótipo Moko 

As anotações das proteínas estruturais dos sistemas de secreção Tipo II (SST2) e Tipo 

III (SST3) e os genes relacionados à motilidade de R. solanacearum foram obtidas pela 

plataforma KEGG (https://www.genome.jp/kegg/) e em seguida comparadas via Blast (Basic 

Local Alignment Search Tool), com as anotações dos genomas do ecótipo Moko disponíveis 

no NCBI, utilizando os parâmetros mínimos de 80% de identidade e 75% de cobertura. Para 

a visualização dos resultados foram construídos heatmaps a partir das matrizes binárias com 

a plataforma online Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus). 

Enzimas ativas de carboidratos (carbohydrate-active enzymes – CAZy) e sequências 

codificantes de enzimas associadas foram anotadas no servidor dbCAN (YIN et al., 2012). Os 

metabólitos secundários e efetores do SST3 foram anotados nos programas antiSMASH 

(BLIN et al., 2019) e RalstoT3E (PEETERS et al., 2013), respectivamente.  

Os dados obtidos pelo RalstoT3E e dbCAN foram transformados em matrizes binárias 

e, posteriormente, plotados heatmaps pela plataforma online Morpheus 

(https://software.broadinstitute.org/morpheus).  

https://www.genome.jp/kegg/
https://software.broadinstitute.org/morpheus)
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Resultados 

Genômica comparativa de R. solanacearum ecótipo Moko 

A análise de ANIm dos 23 genomas de R. solanacearum ecótipo Moko mostrou valor 

médio de similaridade de 97,6% entre todos os genomas (Tabela 2). Dentro dos grupos 

formados pelos genomas dos diferentes quadros sintomatológicos, observou-se uma grande 

similaridade entre os genomas de Moko com sintomas típicos (M), Bugtok (B) e síndrome 

Sergipe (SE) (Figura 1 Suplementar). Ao comparar esses quadros sintomatologias, observou-

se que o “M” quando confrontado com “B” e “SE” obteve 97,3% e 97,4% de similaridade, 

respectivamente, enquanto “B” confrontado com “SE” apresentou 96,3% de similaridade. Os 

valores de TETRA apresentaram alta similaridade (99,9% - 100%) para todos os genomas 

analisados, não sendo possível a diferenciação dos quadros sintomatológicos a partir dessa 

análise (Tabela 2).  

Com base nos resultados de DDHis¸ os genomas do ecótipo Moko obtiveram valor 

médio de 78,8% com variação entre 66,1% e 100% (Tabela 2). Os valores médios encontrados 

para o filotipo IIA e IIB foram de 94% e 87,8%, respectivamente, e ao confrontá-los obteve-

se 67,1% de similaridade. O grupo “M” apresentou 73,2% de similaridade e os grupos “B” e 

“SE”, valores acima de 99%. Ao confrontar esses grupos, observa-se que o “M” quando 

confrontado com “B” e “SE” obteve 77,2% e 67,3% de similaridade, respectivamente, e “B” 

confrontado com “SE” apresentou 67,7% de similaridade (Tabela 2).  

O heatmap construído com as médias calculadas pelo ANIm e DDHis do ecótipo 

Moko, agruparam os isolados em dois grandes grupos (filotipo IIA e IIB) que foram 

subdivididos em dois subgrupos, cada, denominados neste estudo como: filotipo IIA(1), 

IIA(2), IIB(1) e IIB(2). Os genomas de “M” estão presentes exclusivamente nos subgrupos 

IIA(1) e IIB(2), porém não agrupam todos os genomas deste grupo, tendo alguns 

represensantes nos demais subgrupos. Os genomas de “B” apresentam uma grande 

similaridade genômica e constituem um grupos com alguns representates de “M”, e o mesmo 

aconteceu com os representantes de “SE”. 

Análise do Pan-genoma e MLSA de R. solanacearum ecótipo Moko 

Análises dos cores revelaram a presença de 9.164 clusters de informação, dos quais 1 

951 estiveram presentes em todos os genomas (core genes) (Figura 1A). Entre os 

representantes do grupo com sintomas típicos de Moko foram anotados 3.308 clusters, porém 
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nenhum presente em todos os representantes (Figura 1B). Os genomas dos isolados que 

causam sintomas de Bugtok revelaram a presença de 135 clusters, dos quais duas sequências 

de inserção e duas sequências desconhecidas foram verificadas em todas as sequências do 

grupo. Nos genomas associados à síndrome Sergipe foram anotados 113 clusters, dos quais 

60 foram verificados em todos os isolados e relacionaram-se a processos biológicos, funções 

moleculares, relacionamento com moléculas de ligação, sistema de secreção SST3, sequências 

de inserção (IS) e CRISPR. 

Os genomas dos isolados de sintomas típicos de Moko e Bugtok compartilharam 15 

clusters exclusivos enquanto os de Moko e síndrome Sergipe compartilham apenas um cluster 

(Figura 1B). As informações compartilhadas entre os genomas de sintomas típicos de Moko 

e Bugtok foram relacionadas a processos biológicos, funções moleculares e componentes 

celulares. Com relação à síndrome Sergipe, a informação compartilhada pode estar envolta na 

função molecular e/ou processo biológico. 

As árvores filogenômicas apresentaram forte suporte de bootstrap em todos os ramos, 

indicando uma filogenia robusta para R. solanacearum. Conforme indicado pelo ANI e 

DDHis, a árvore filogenômica baseada em core genes diferenciou os dois filotipos (IIA e IIB) 

e os quatro subgrupos (IIA(1), IIA(2), IIB(1) e IIB(2)) (Figura 2). A inferência baseada na 

presença e ausência de clusters gênicos não conseguiu organizar os genomas do ecótipo Moko 

da mesma forma que as análises anteriores, uma vez que os genomas IBSBF2570 e SFC 

(filotipo IIA) não agruparam com outros representantes do subgrupo IIA(2) (Figura 3). 

Sistemas de secreção Tipo II (SST2), Tipo III (SST3) e motilidade 

Os sistemas de secreção SST2 e SST3 estão presentes em todos os genomas do ecótipo 

Moko (Figuras 4, 5). Várias proteínas estão envolvidas na composição dos sistemas, para 

SST2 há uma variação de 61- 81 genes por genoma e os valores médios por grupo foram 

superiores a 70 genes: sintomas típicos (71,3 genes), Bugtok (72 genes) e síndrome Sergipe 

(76 genes). 

Alguns genomas não possuíram regiões codificantes para todas as proteínas 

relacionadas a estrutura do sistema, como o genoma do isolado UA-1612 que não possuiu os 

genes gpsG/gspG, o genoma UA-1611 que não codificou para gspC e o genoma B50 para 

gspD. Além disso, alguns genes que codificam para as proteínas translocases, Sec ou Tat, que 

são indispensáveis para o SST2 foram ausentes no genoma Molk2 (filotipo IIB(1), sequevar 

IIB-3; SecA) e genoma de Granada91 (filotipo IIA(2), sequevar IIA-6; TatA). 

Nos genomas do ecótipo Moko, 27 genes foram associados ao SST3, desses 48,1% 
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foram encontrados em todos os genomas analisados (Figura 5). Os genomas dos isolados B50 

e CCRMRsB7 codificaram para 18 proteínas, sendo esses os representantes do ecótipo Moko 

com a menor quantidade de genes associados ao SST3. Com relação as proteínas anotadas 

para motilidade, 124 regiões codificadoras foram encontradas no ecótipo Moko e com uma 

ampla variação (77- 124 genes por genoma) entre seus representantes. Os valores médios por 

grupo foram superiores a 110 genes: sintomas típicos de Moko (113,5 genes), Bugtok (112 

genes) e síndrome Sergipe (122 genes). 

Enzimas degradadoras de parede celular (CWDE)  

A análise do genoma revelou a presença de 673 genes que codificaram para a síntese 

de enzimas degradadoras da parede celular (CWDE) em R. solanacearum ecótipo Moko, que 

foram distribuídos em 59 famílias/subfamílias. Esses genes estão distribuídos em seis classes 

(auxiliary activity – AA, carbohydrate-binding module – CBM, carbohydrate esterase – CE, 

glycoside hydrolases - GH, glycosyl transferase - GT e polysaccharide lyase – PL) (Figura 6) 

com funções relacionadas a degradação celulósica, hemicelulósica, pectinolítica e do amido. 

Os representantes do ecótipo Moko-sintomas típicos possuíram de 42 a 50 CWDE e os 

genomas de síndrome Sergipe e Bugtok, compartilharam as mesmas sequências para 

codificação de 49 famílias/subfamílias de enzimas. 

Proteínas efetoras do sistema de secreção Tipo III (SST3) 

Foram anotados 92 efetores do SST3, destes 16 representaram os core efetores (RipA2, 

RipA5, RipAB, RipAC, RipAO, RipAP, RipAY, RipD, RipF2, RipI, RipM, RipO1, RipR, 

RipS5, RipU e RipV2) encontrados em todos os genomas do ecótipo Moko (Tabela 3). Os 

genomas de Moko com sintomas típicos e Bugtok apresentaram distribuição aleatória no 

dendrograma, porém os isolados da síndrome Sergipe agruparam-se, caracterizando um 

grande compartilhamento de informação do SST3 (64 efetores compartilhados) (Figura 7).  

Metabólitos secundários 

Todos os isolados do ecótipo Moko de sintoma típicos apresentaram regiões 

codificantes para metabólitos secundários, sendo capazes de expressar 13 informações 

distintas (Tabela 4). Os isolados de Bugtok (CIP417 e Molk2) e síndrome Sergipe 

(IBSBF2570 e SFC) codificaram, respectivamente, oito metabólitos secundários (aryl 

polyene, bacteriocin, furan, NRPS, NRPS-like, siderophore, T1PKS e terpene) e dez (aryl 



 

62 
 

polyene, bacteriocin, hserlactone, NRPS, NRPS-like, siderophore, T1PKS, terpene, transAT-

PKS e transAT-PKS-like) (Figura 8). Porém, os isolados de Moko com sintomas típicos não 

apresentaram um padrão definido, variando em número e em informação. 

Discussão 

No atual estudo, as análises de ANIm e DDHis não foram suficientes para diferenciar 

os quadros sintomatológicos de Moko (Figura 1 Suplementar), mas constatou que os genomas 

de Bugtok e Síndrome Sergipe apresentaram uma alta similaridade gênomica entre seus 

representantes e, quando comparados, uma baixa similaridade (Tabela 2). Sendo assim, refuta-

se a hipótese de que a similaridade dos quadros sintomatológicos poderiam apresentar uma 

maior proximidade genômica entre os organismos. 

Os genomas de Moko sintomas típicos e suas variantes, Bugtok e síndrome Sergipe 

compartilham 1.951 regiões homólogas, conferindo ao ecótipo 21,3% de regiões herdáveis. 

Com base nesse resultado e nas hipóteses listadas no trabalho de Ailloud et al. (2015), 

concluímos que possivelmente o ecótipo Moko herdou patogenicidade a bananeira do 

ancestral recente comum devido ao compartilhamento de regiões homólogas. Em 

contrapartida, os mesmo autores avaliaram alguns grupos de patógenos altamente adaptados 

a hospedeiros e entre eles tem-se a representação de Moko da bananeira que foi caracterizado 

pela  ausência de regiões homólogas exclusivas, sendo esse resultado crucial para indicar que 

esse ecótipo possivelmente surgiu a partir de uma evolução convergente, de várias linhagens, 

que findou na capacidade de infectar banana (AILLOUD et al., 2015).  

Para os representantes de Moko com sintomas típicos, nenhum cluster gênico 

homólogo foi anotado exclusivamente. Em contrapartida, os representantes de síndrome 

Sergipe detiveram o maior número de clusters exclusivos (113 clusters), dos quais 51,1% 

foram observados em ambos os isolados, caracterizando o grupo com maior diversificação. 

Esse fato poder estar relacionado à alta taxa de mutação necessária para garantir sua 

prevalência no ambiente, tendo em vista que é o grupo sintomatológico relatado mais recente 

(ALBUQUERQUE et al., 2014; SILVA et al., 2020). Das informações contidas nos clusters 

exclusivos, 13,3% estão associadas ao SST3 e 10% de IS que podem favorecer vários 

processos genéticos. Os ISs são elementos genéticos móveis amplamente distribuídos entre as 

bactérias, com impacto multifacetado nos genomas bacterianos, incluindo ativação ou 

repressão de genes e rearranjos de DNA resultando em deleções, inversões e amplificação de 

genes (CHANDLER; MAHILLON, 2002). Eles podem ser classificados em 20 famílias com 

base na conservação do sítio catalítico, semelhanças na organização genética, sequências de 
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transposase e repetições terminais invertidas (IRs) (MAHILLON; CHANDLER, 1998). 

Em estudo anterior, isolados de R. solanacearum que causam sintomas típicos de 

Moko e Bugtok não foram diferenciados por análises filogenéticas a partir do gene egl 

(FEGAN; PRIOR, 2006). Contudo, os resultados obtidos no atual trabalho identificaram 

quatro clusters ortológos exclusivos nos representantes de Bugtok, os quais podem ser usados 

para distinguir estes dois quadros sintomatológicos. Os clusters identificados fornecem ao 

grupo duas informações: família transposase IS3 e IS5 e duas proteínas de função 

desconhecida (Proteína contendo o domínio DUF4158 e proteína hipotética). No complexo 

de espécies R. solanacearum, há um padrão de famílias IS entre os isolados e a maioria das 

famílias IS que estão espalhadas por todo o complexo, sendo as transposases da família IS3 e 

IS5 compartilhadas por todos os genomas. Além disso, isolados intimamente relacionados 

tendem a ter padrões semelhantes de ISs (GONÇALVES et al., 2020). 

A análise de filogenômica do gênero Ralstonia separou isolados dos filotipos IIA e IIB 

(ZHANG; QIU, 2016). Foi relatado que o filotipo IIA é altamente recombinogênico e diverso, 

com expansão de espécies ocorrendo; em contraste, ao filotipo IIB que é quase clonal, na 

análise de sequência multilocus (MLSA) baseada em nove locus (WICKER et al., 2012). A 

descrição do filotipo IIA como recombinogênico e diverso pode ser o indício para o 

comportamento dos genomas de isolados da síndrome Sergipe (IIA-53) em ambas as análises 

filogenômicas (Figura 3). Em contrapartida, os genomas de Bugtok (IIB-3) apresentaram uma 

grande similaridade gênica, podendo este fato relacionar-se com a descrição de Wicker et al. 

(2012) para o filotipo IIB. 

Nos genomas dos 23 isolados de ecótipo Moko, independente da sintomatologia que 

ocasionam na bananeira, o maquinário do SST2 foi estabelecido com uma ampla variedade 

de proteínas, sendo o genoma do isolado UA-1612 o que codificou o menor número de genes 

para esse sistema (61 sequências), contudo a informação presente possivelmente é suficiente 

para o funcionamento do SST2. De acordo com pesquisas anteriores, o SST2 é constituído  de 

40 a 70 proteínas de 12 a 15 tipos diferentes, que podem ser divididas em quatro subconjuntos: 

o complexo da membrana externa, a plataforma da membrana interna, a secreção de ATPase 

e o pseudópilo (KOROTKOV et al., 2012).  

O SST2 é essencialmente dependente das proteínas Sec e Tat e essas foram 

identificadas em vários organismos (PAPANIKOU et al., 2007; ROBINSON; BOLHUIS, 

2004). Nos genomas de Moko analisados ambas as vias estão presentes e a ausência das 

proteínas SecA e TatA nos genomas Molk2 e Granada91, respectivamente, podem não 

comprometer o funcionamento do SST2 nesses genomas. Essa informação pode ter sido 
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perdida no processo de sequenciamento e/ou montagem ou não estar no limiar utilizado no 

processo de anotação (via Blast; parâmetros descritos na metodologia), já que ambos os 

genomas estão incompletos (Tabela 1). Contudo, alternativamente, o genoma Molk2 possui a 

via Tat e o genoma Granada91 possui a via Sec, mantendo assim o funcionamento do SST2. 

Em R. solanacearum, a maioria das enzimas degradadoras da parede celular vegetal (CWDEs) 

são liberadas via SST2 (PRESTON et al., 2005; SCHELL, 2000). A ausência do SST2 reflete 

de forma negativa na capacidade de colonização e multiplicação das bactérias (KANG et al., 

1994), concretizando assim a importância do SST2 na fase de patogênese. 

O SST3 de bactérias fitopatogênicas é composto por aproximadamente 20 

componentes proteicos, sendo nove conservados entre as bactérias patogênicas de plantas e 

animais (BUTTNER; HE, 2009). Os genomas B50 e CCRMRsB7 codificaram o menor 

número de proteínas estruturais para o SST3, podendo comprometer a liberação de efetores, 

que constitui uma importante ferramenta no processo de infecção de R. solanacearum, sendo 

essencial na patogenicidade (GENIN; BOUCHER, 2004). Além da importância no processo 

de liberação de efetores, as proteínas ligadas ao maquinário do SST3 foram correlacionadas 

às proteínas do sistema flagelar, que promove a locomoção e motilidade bacteriana 

(BLOCKER et al., 2003; SAIER, 2004).  

Em R. solanacearum, o SST3 é essencial para a patogenicidade (DESLANDE; 

GENIN, 2014), sendo sua ausência correspondente a mutantes avirulentos (VAN GIJSEGEM 

et al., 1993). As proteínas efetoras secretadas por esse sistema de secreção são denominadas 

de Rip (Ralstonia injected proteins – proteínas injetoras de Ralstonia). Algumas famílias de 

efetores (RipA2) podem contribuir na patogenicidade de R. solanacearum a diversas culturas 

(SOLÉ et al., 2012), como também podem ser um fator responsável por desencadear as 

reações de hipersensibilidade (HR; RipA5) (SOLÉ et al., 2012) ou, em muitos casos, não 

apresentar função definida (RipAO, RipD, RipO1 e RipU). Contudo, estudos comprovaram 

ações relacionadas ao processo de infecção, como o efetor RipAB, que mesmo não 

apresentando uma função definida, desencadeia uma patogenicidade intermediária no acesso 

M82 de tomateiro (CLARKE et al., 2015). Dos efetores anotados apenas 16,3% foram 

compartilhados por todos os isolados e dentro dos quadros sintomatológicos houve variação 

expressiva, no entanto, os isolados de síndrome Sergipe compartilharam 94% dos efetores 

anotados (Figure 5). Com exceção dos representantes de síndrome Sergipe, não houve 

correlação entre os efetores anotados e as diferentes sintomatologias, sendo a análise 

inespecífica para diferenciar as diferentes sintomatologias. 

Estudos anteriores relataram extensivamente que microrganismos com grande 
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variedade de CAZymes podem exibir maiores habilidades de degradação de biomassa vegetal 

(DALY et al., 2017; LÓPEZ et al., 2018; MIR et al., 2017; MIYAUCHI et al., 2018; 

O'CONNELL et al., 2012). Embora as frequências absolutas dos domínios CAZy entre 

representantes de R. solanacearum ecótipo Moko tenham variado (Figura 6B) entre os 

quadros de diferentes sintomatologias as proporções das cinco classes funcionais dos CAZy 

(AA, CBM, CE, GH, GT e PL) foram notavelmente semelhantes (Figura 6A). 

Os metabólitos que não estão associados a funções primárias são denominados de 

metabólitos secundários e por muitas vezes participam direta ou indiretamente da 

patogenicidade e virulência de fitobactérias. Estudos anteriores comprovaram que R. 

solanacearum pode sintetizar esses metabólitos quando associados a reguladores vegetais 

(SCHNEIDER et al., 2009), contudo poucas foram as abordagens direcionadas a esses 

compostos para o ecótipo Moko (KREUTZER et al., 2011; PAULY et al., 2013). 

Os isolados do ecótipo Moko analisados possuíram em seus genomas 30,8% das 

regiões codificantes anotadas para todos os genomas do grupo. Esse percentual garante ao 

ecótipo ação antimicrobiana que pode ser desencadeada pela capacidade antioxidativa (ex: 

Aryl polyenes - APE) ou pela produção de substâncias específicas (ex: bacteriocinas). Além 

desse potencial, os representantes de Bugtok produziram T1PKS, sideróforos, NRPS- like e 

furano. Esse último composto possui ação inseticida, atividades fitocidas (phytocidal) 

(WAKITA et al., 2003) e expressiva ação antimicrobiana (ZHENG et al., 2011). Assim como 

os furanos, as vias PKS / NRPS conferem ao grupo potencial atividade contra bactérias 

(ROBINSON et al., 2019). Dentre os metabólitos secundários presentes em Bugtok, os 

sideróforos compreenderam um grupo bem diverso que atua na disponibilização ferro 

(KRAMER et al., 2020) o qual é cofator de enzimas que catalisam reações redox envolvidas 

em processos celulares fundamentais, como respiração, síntese de DNA e proteção de espécies 

reativas de oxigênio (ANDREWS et al., 2003). Os isolados de síndrome Sergipe codificaram 

para sideróforos, hserlactona, NRPS-like e PKS (T1PKS, transAT-PKS e transAT-PKS-like). 

O composto volátil hserlactona (homoserine lactona) pode estar relacionado à comunicação 

entre fungos e bactérias (SHINER et al., 2005), detectado em 82,6% dos genomas do ecótipo 

Moko-síntomas típicos e ausente nos genomas de Bugtok. 

Conclusões  

Os resultados obtidos permitem concluir que R. solanacearum ecótipo Moko consiste em um 

grupo de isolados com alta similaridade genômica, principalmente dentro dos qaudros 

sintomatológicos síndrome Sergipe e Bugtok. A análise de Pan-genoma identificou 21,3% de 
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regiões herdáveis entre os representantes do ecótipo Moko e a variante sintomatológica 

síndrome Sergipe se dastaca por apresentar o maior número de clusters de homólogos 

exclusivos. Com base nas análises descritas pelo atual estudo, a semelhança nos quadros 

sintomáticos de Bugtok e síndrome Sergipe não estão relacionadas à similaridade genômica, 

fatores de virulência, metabólitos secundários ou filogenômica. Sendo assim, novas análises 

devem ser realizadas usando outras abordagens possivelmente com foco na ecologia, tendo 

em vista que pouco se conhece sobre as interações entre os isolados bacterianos e os insetos 

responsáveis pela transmissão de Bugtok e síndrome Sergipe, sabendo-se que ambas as 

doenças ocorrem por infecção via inflorescência e esse ponto pode ser de grande relevância 

no entendimento das peculiaridades do Moko e suas variantes sintomatológicas. 
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Tabela 1. Características dos isolados de Ralstonia solanacearum ecótipo Moko e suas 

variantes sintomatológicas utilizados neste estudo 

Isolado Sequevar Origem Nível 
Tamanho 

(pb) 
Acesso Genbank 

B50M IIA-24 Peru Scaffold 5.596,07 GCF_000825785.1 

CFBP1416M IIB-3 
Costa 

Rica 
Scaffold 5.744,27 GCF_000825925.1 

CCRMRs277M IIA-24 Brasil Chromossome 5.636,32 GCA_014210395.1 

CCRMRs287 

M 
IIB-4 Brasil Chromossome 5.444,70 GCA_014210375.1 

CCRMRs304 

M 
IIA-24 Brasil Chromossome 5.645,24 GCA_014210335.1 

CCRMRsB7 M IIB-25 Brasil Chromossome 5.854,66 GCA_014210345.1 

Grenada 9-1 M IIA-6 Granada Scaffold 5.479,46 GCF_000825845.1 

IBSBF1900 M IIA-24 Brazil Scaffold 5.812,60 GCF_001373275.1 

Po82 M IIB-4 México Complete 5.430,26 GCF_000215325.1 

UW163 M IIB-4 Peru Complete 5.596,24 GCF_001587135.1 

UW179 M IIB-4 Colômbia Scaffold 5.426,41 GCF_000825805.1 

UW181 M IIA-6 Venezuela Scaffold 5.436,69 GCF_001373315.1 

UA-1609 M IIB-4 Colômbia Scaffold 5.068,05 GCF_003860765.1 

UA-1617 M IIB-4 Colômbia Scaffold 5.362,48 GCF_003860745.1 

UA-1579 M IIB-4 Colômbia Scaffold 5.081,43 GCF_003860725.1 

UA-1591 M IIB-4 Colômbia Scaffold 5.351,98 GCF_003860705.1 

UA-1611 M IIA-6 Colômbia Scaffold 5.195,69 GCF_003860685.1 

UA-1612 M IIA-6 Colômbia Scaffold 5.003,36 GCF_003860665.1 

CIP417B IIB-3 Filipinas Scaffold 5.523,71 GCF_000825825.1 

MOLK2B IIB-3 Filipinas Contig 5.551,88 GCF_000212635.3 

10314 II Filipinas Contig 5.458,21 GCF_008271875.1 

SFCSE IIA-53 Brasil Chromossome 5.713,71 GCF_003590625.1 

IBSBF2570SE IIA-53 Brasil Chromossome 5.722,67 GCF_003590585.1 
M – Sintomas típicos de Moko; 
B – Sintomas de Bugtok; 
SE – Sintomas de síndrome Sergipe. 
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Tabela 2. Estimativas de ANIm, Tetra e DDHis de isolados de Ralstonia solanacearum ecótipo Moko e suas variantes sintomatológicas  

*Moko = Sintomas típicos de Moko; Bugtok = Sintomas de Bugtok ocorrendo nas Filipinas; Síndrome Sergipe = Sintomas de síndrome Sergipe ocorrendo no Brasil. 

**Não houve variação. 

 

Análises ANIm Tetra DDHis 

Valor médio Variação Valor médio Variação Valor médio Variação 

Entre os genomas de R. solanacearum Ecótipo Moko  97,6 96,1 - 100 99,9 99,9 - 100 78,8 66,1 - 100 

Entre os genomas de R. solanacearum phylotype IIA 99,4 98,9 – 100 99,9 99,9 - 100 94,0 88,9 – 99,9 

Entre os genomas de R. solanacearum phylotype IIB  98,7 97,4 – 100 99,9 99,9 - 100 87,8 76,6 - 100 

Entre os genomas do Filotipo IIA - Filotipo IIB 96,2 96,1– 96,4 99,9 99,7 – 99,9 67,1 66,1 – 68,6 

Entre os genomas de Moko * 97,7 96,1 – 100 99,9 99,7 - 100 73,2 66,1 - 100 

Entre os genomas de Bugtok * 100 99,9 - 100 99,9 99,9 - 100 99,8 99,5 – 99,7 

Entre os genomas de síndrome Sergipe * 100 ** 100 ** 99,9 99,9 – 100 

Moko – Bugtok* 97,3 96,2 – 100 99,9 99,7 – 99,9 77,2 66,8 – 66,8 

Moko - síndrome Sergipe* 97,4 96,1 – 99,1 99,9 99,8 – 99,9 67,6 66,1 – 91,9 

Bugtok – síndrome Sergipe 96,3 96,3 99,9 ** 67,7 67,4 – 68,1 
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Tabela 3. Core de efetores de isolados de Ralstonia solanacearum ecótipo Moko e suas 

variantes sintomatológicas 

Família Gene  Nome alternativo Descrição Referência* 

RipA2 ripAB AWR2 Patogenicidade a tomate e 

tabaco 

4;5 

RipA5 ripA5 AWR5 HR-like em tabaco 1; 5 

RipAB ripAB PopB, Rip48 Indeterminado 1; 3 

RipAC ripAC PopC, Rip47 Repetições ricas em leucina 3; 6 

RipAO ripAO Rip50, Hpx2, Brg34 Indeterminado 1;3 

RipAP rip60 Rip60 Repetições de anquirina 3 

RipAY ripAY Rip55, Hpx21, 

Brg37 

Indeterminado 3 

RipD ripD avrPphD Indeterminado 2 

RipF2 ripF2 ... SST3  1 

RipI ripI Rip1 Indeterminado 3 

RipM ripM Rip16, Brg42 Indeterminado 3 

RipO1 ripO1 Rip35, Brg12 Indeterminado 3 

RipR ripR Rip64, Hpx24, 

Brg15, PopS 

Indeterminado 1; 6 

RipS5 ripS SKWP5, Rip33, 

Hpx34 

Domínio repetições de 

Heat/Armadillo  

3 

RipU ripU Rip59 Indeterminado 3 

RipV2 ripV  Domínio ubiquitina ligase  1 

*1-Peeters et al. (2013) 
2- Bocsanczy et al. (2017) 
3- Mukaihara; Tamura; Iwabuchi (2010) 

4- Liu et al. (2017) 
5- Sole et al. (2012) 
6- Guéneron et al. (2000) 
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Tabela 4. Descrição dos metabólitos secundários e funções anotados para os genomas de Ralstonia solanacearum ecótipo Moko e suas variantes 

sintomatológicas  

Anotação Descrição Função 

Arylpolyene Cluster de Aryl polyene  Antioxidante 1 

Bacteriocina 
Bacteriocina ou outro cluster de peptídeos ribossomicamente não 

especificados e modificados pós-tradução (RiPP) 
Antimicrobiono2 

Betalactone Beta-lactone contendo inibidor de protease Bioatividade potente contra bactérias e fungos3 

Furan Cluster de furan  Atividade antibacteriana4 

Hserlactone Cluster homoserine lactone  Comunicação entre fungos e bactérias5 

LAP Azol linear(in)e-contendo peptídeos Atividade antibacteriana6 

NRPS Cluster de peptídeos não ribossomais 
Alta afinidade para Fe3+ 7  

Atividade antibacteriana e antifúngica8 

NRPS-like Fragmento NRPS-Like Indeterminado 

Sideróforo Cluster sideróforo  Alta afinidade para Fe3+ 9 

T1PKS Tipe I PKS (Policetídeo sintase) 
Macrolides antibióticos (isto é, eritromicina) e polienos (ou seja, 

nistatina)12 

Terpeno Terpeno 
Produtos farmacêuticos, aromatizantes, fragrâncias, 

antimicrobianos, pesticidas e combustíveis alternativos10 

TransAT-PKS Trans-AT PKS 
Antibiótico, como 

mupirocin11 

TransAT-PKS-

like 
Trans-AT PKS fragment, with trans-AT domain not found Indeterminado 

1- Schçner et al. (2016) 
2- Cotter; Ross; Hill (2013) 
3- Robinson et al. (2019) 

4- Malladi et al. (2017)  
5- Shiner et al. (2005) 
6- Travin et al. (2019) 

7- Schalk; Guillon (2013) 
8- Martínez-Núñez; López (2016) 
9- Kramer et al. (2020) 

10- Baser; Buchbauer (2015) 
11- Chen et al. (2019) 
12- Gomes; Schuch; Lemos (2013)



 

 

Figura 1. Representação do pan-genoma de Ralstonia solanacearum ecótipo Moko gerado 

pelo software Roary. (A) Categorias de gene (core, soft-core, shell, and cloud) presentes 

nos genomas. (B) Diagrama de Venn nostrando os clusters presentes no genoma de 

isolados de Ralstonia solanacearum ecótipo Moko e suas variantes sintomatológicas. 

Isolados do ecótipo Moko: CIP417 e Molk2 - Bugtok; IBSBF2570 e SFC - síndrome 

Sergipe; demais isolados - sintomas típicos de Moko. 
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Figura 2. Árvore filogenética de Máxima verossimilhança das sequências dos 

core genes anotados para os genomas Ralstonia solanacearum ecótipo Moko e 

suas variantes sintomatológicas. Descrição: Subgrupo IIA(1) em azul, IIA(2) em 

lilás, IIB(1) em verde e IIB(2) em preto. Isolados do ecótipo Moko: CIP417 e 

Molk2 - Bugtok; IBSBF2570 e SFC - síndrome Sergipe; e demais isolados - 

sintomas típicos de Moko.  
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Figura 3. Árvore filogenética de Máxima verossimilhança com a presença e ausência de 

genes ortólogos dos genomas de Ralstonia solanacearum ecótipo e suas variantes 

sintomatológicas. Descrição: Subgrupo IIA(1) em azul, IIA(2) em lilás, IIB(1) em verde e 

IIB(2) em preto. Isolados do ecótipo Moko: CIP417 e Molk2 - Bugtok; IBSBF2570 e SFC 

- síndrome Sergipe; demais isolados - sintomas típicos de Moko.  
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Figura 4. Esquema de presença e ausência das proteínas estruturais do sistema 

de secreção Tipo II (SST2) dos genomas de Ralstonia solanacearum ecótipo 

Moko e suas variantes sintomatológicas. Na coluna: genes para codificação das 

proteínas estruturais do SST2. Na linha: isolados do ecótipo Moko (CIP417 e 

Molk2 - Bugtok; IBSBF2570 e SFC - síndrome Sergipe; demais isolados - 

sintomas típicos de Moko). Na representação esquemática foram excluídos 

genes presentes em todos os representantes analisados. 
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Figura 5. Esquema de presença e ausência das proteínas estruturais do sistema de secreção 

tipo III (SST3) dos genomas de Ralstonia solanacearum ecótipo Moko e suas variantes 

sintomatológicas. Na coluna: genes para codificação das proteínas estruturais do SST3. Na 

linha: isolados do ecótipo Moko (CIP417 e Molk2 - Bugtok; IBSBF2570 e SFC - síndrome 

Sergipe; e demais isolados - Moko com sintomas típicos de. Cor azul para presença e cor rosa 

para ausência. Na representação esquemática foram excluídos genes presentes em todos os 

representantes analisados. 
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Figura 6. Distribuição das classes de genes codificadores de CAZy (Cazymes) entre as 

varientes sintomatológicas de Moko (A) e os genomas (B) do ecótipo Moko de Ralstonia 

solanacearum. As classes de domínio estão assim representadas: atividade auxiliar (AA) em 

azul, módulo de ligação de carboidrato (CBM) em laranja, esterase de carboidrato (CE) em 

cinza, glicosídeo hidrolases (GH) em amarelo, glicosil transferase (GT) em roxo e 

polissacarídeo liase (PL) em verde. Isolados do ecótipo Moko: (CIP417 e Molk2 - Bugtok; 

IBSBF2570 e SFC - síndrome Sergipe; outros isolados - sintomas típicos de Moko. 
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Figura 7. Esquema de presença e ausência dos efetores secretados pelo sistema de secreção tipo III (SST3) dos genomas de 

Ralstonia solanacearum ecótipo Moko e suas variantes sintomatológicas. Isolados do ecótipo Moko: CIP417 e Molk2 - Bugtok; 

IBSBF2570 e SFC -  síndrome Sergipe; demais isolados - sintomas típicos de Moko. Na coluna: Efetores anotados pela plataforma 

online RalstoT3. Na linha: Representantes do ecótipo Moko e suas variantes. Na representação esquemática foram excluídos efetores 

presentes/ausentes em todos os representantes analisados. 



 

 

Figura 8. Distribuição de clusters de genes preditos biosintéticos putativos (BGCs) para 

metabólitos secundários anotados pela plataforma online antiSMASH em genomas de 

Ralstonia solanacearum ecótipo Moko e suas variantes sintomatológicas. Isolados do ecótipo 

Moko: CIP417 e Molk2 - Bugtok, IBSBF2570 e SFC - síndrome Sergipe; demais isolados - 

sintomas típicos de Moko. 
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Figura 1 Suplementar. Heatmap generado da matriz de hibrização DNA-DNA in silico 

(isDDH; triângulo superior) e identidade média de nucleotídeos obtido por alinhamento 

global MUMmer – algorítimo ANIm calculado por pyani (triângulo inferior) degenomas 

de Ralstonia solanacearum ecótipo Moko e suas variantes sintomatológicas. Isolados  

do ecótipo Moko: CIP417 e Molk2 - Bugtok; IBSBF2570 e SFC - síndrome Sergipe; 

demais isolados - sintomas típicos de Moko. Triângulo superior dados de DDHis e 

triângulo inferior ANIm. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

• O sequenciamento de quatro novos genomas de isolados brasileiros de Ralstonia 

solanacearum ecótipo Moko das sequevares IIA-24, IIB-4 e IIB-25, oriundos de bananeiras 

no estado do Amazonas, disponibilizou informação necessária para suportar análises que 

visam caracterizar a diversidade desse grupo; 

 

• O CCRMRsB7 foi o primeiro genoma sequenciado de R. solanacearum ecótipo 

Moko da sequevar IIB-25 no mundo; 

 

• Os genomas dos isolados CCRMRs287 (sequevar IIB-4) e CCRMRsB7 (sequevar 

IIB-25) possuem características intrínsecas que precisam ser estudadas por outras 

abordagens; 

 

• Isolados de R. solanacearum ecótipo Moko que induzem sintomas distintos em 

bananeiras (sintomas típicos de Moko, Bugtok e síndrome Sergipe) consistem em um grupo 

de patógenos com alta similaridade genômica e com 21,3% de regiões herdáveis; 

 

• Os representantes de síndrome Sergipe possuem o maior número de clusters 

homólogos exclusivos; 

 

• As variantes sintomatológicas de Bugtok e síndrome Sergipe possuem o mesmo 

arsenal para codificação das enzimas degradadoras de parede celular; 

 

•  A sintomatologia semelhante entre Bugtok e síndrome Sergipe não foi relacionada 

à similaridade genômica, fatores de virulência, metabólitos secundários ou filogenômica. 
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