UNIVERSIDADE DE BRASILIA

" INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA MOLECULAR

=

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE
COMPONENTES GENETICOS DE RESISTENCIA EM
Musa acuminata A Pseudocercospora musae

TATIANA DAVID MIRANDA PINHEIRO

BRASILIA-DF
JULHO, 2020



TATIANA DAVID MIRANDA PINHEIRO

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE
COMPONENTES GENETICOS DE RESISTENCIA EM
Musa acuminata A Pseudocercospora musae

Tese apresentada a Universidade de Brasilia
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Doutor em Biologia Molecular pelo
Programa de Poés-graduacdo em Biologia

Molecular.

Orientador
Prof. Dr. Robert Neil Gerard Miller

BRASILIA-DF
JULHO, 2020



Tese de autoria de Tatiana David Miranda Pinheiro, intitulada “Identificacdo e caracterizagdo
de componentes genéticos de resisténcia em Musa acuminata a Pseudocercospora musae”
realizada junto ao Departamento de Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Biologica da
Universidade de Brasilia, sob orientacdo do Professor Dr. Robert Neil Gerard Miller, com apoio
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, e apoio financeiro da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), do Conselho Nacional de Pesquisas
(CNPq), da Fundagdo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP/DF) e do INCT.

TESE APROVADA EM: 27 DE JULHO DE 2020.

MEMBROS DA BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Robert Neil Gerard Miller
Departamento de Biologia Celular / Universidade de Brasilia
Orientador

Profa. Dra. Marisa A. S. Velloso Ferreira
Departamento de Fitopatologia / Universidade de Brasilia
Membro Interno

Profa. Dra. Eliane Ferreira Noronha
Departamento de Biologia Celular / Universidade de Brasilia
Membro Interno

Dra. Maria Eugénia Lisei de Sa
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais Epamig
Membro Externo

Prof. Dr. Danilo Batista Pinho
Departamento de Fitopatologia / Universidade de Brasilia
Suplente

il



A minha familia, meu marido Vanderlei e minha filha,
Aos meus pais, irmas, sobrinhos e cunhados,

por todo amor, paciéncia e apoio,

DEDICO.

v



AGRADECIMENTOS

Primeiro a Deus, por seu amor incondicional, por nunca me abandonar, mesmo nas
dificuldades Ele me fez mais forte, em cada problema Ele me fez mais resiliente;

A Universidade de Brasilia pela oportunidade de realizagdio do Doutorado pelo
Programa de Po6s-Graduagdo em Biologia Molecular, e aos professores do Departamento de
Biologia Celular, por todo conhecimento compartilhado;

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessao da bolsa de estudos, e a0 CNPq, FAPDF e INCT pelo apoio financeiro concedido;

Ao professor Robert Miller, pela orienta¢do, incentivo, aprendizado e por todo
crescimento que o senhor me proporcionou. Obrigada por acreditar e confiar em mim. O senhor
¢ um exemplo de profissional, fico muito lisonjeada em ter participado da sua equipe;

A professora Marisa Ferreira, pela participacdo na banca de defesa desse trabalho, e,
principalmente, por ter participado de toda minha caminhada até aqui. A senhora foi e continua
sendo um exemplo para mim. Muito obrigada por todo incentivo e por todos os ensinamentos;

Aos membros da banca, Dra. Maria Eugénia, Dra. Marisa Ferreira e Dra. Eliane
Noronha, deixo meus agradecimentos pelo interesse, pela disposi¢cdo em ajudar a melhorar esse
trabalho e por todos os apontamentos tao preciosos;

A equipe de bioinformatica da Embrapa Cenargen, por todas as analises realizadas, tdo
fundamentais para o desenvolvimento desse trabalho;

Aos professores Fernando, Gabriel e Dijair que foram de fundamental importancia em
todo desenvolvimento desse trabalho. Meus sinceros agradecimentos, sem vocés nada disso
seria possivel;

A toda a equipe do Laboratério de Interagdo Planta-Praga da UnB, o grupo mais
sensacional ao qual ja participei. L4 formamos parcerias para a vida. As amigas queridas Erica,
Amanda, Leticia, Taisa, Michelle e Deziane, e as alunas de iniciagdo cientifica. Muito obrigada
por todo apoio operacional e experimental;

Ao professor Danilo Pinho, pela paciéncia, e por todo aprendizado e apoio durante a
realizacdo deste;

Ao meu marido Vanderlei, eterno companheiro, que esteve presente em cada
dificuldade, que me apoiou, me fortaleceu quando mais precisei;

A minha filha Leticia, que foi paciente o suficiente para me permitir concluir essa etapa;

Aos meus pais, pelo apoio incondicional em todos os momentos, por me deixar segura

durante a realiza¢do do doutorado;



As minhas irmas Ana Beatriz, Carol e Camila e aos meus cunhados por todo apoio e
ajuda nos momentos que mais precisei;
E a todos que contribuiram direta ou indiretamente para o desenvolvimento desse

trabalho, deixo meus sinceros agradecimentos.

vi



“Porque tudo ¢é Dele, por Ele e para Ele.
A Ele a gloria pelos séculos! Amém.”
Rm 11, 36

vii



RESUMO

PINHEIRO, Tatiana David Miranda. Identificagdo e caracterizagdo de componentes genéticos
de resisténcia em Musa acuminata a Pseudocercospora musae. 2020. Tese (Doutorado em
Biologia Molecular) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

A banana (Musa spp.) ¢ uma das frutas mais importantes do mundo, base da alimentacdo
familiar em diversos paises, sendo uma relevante fonte nutricional, rica em carboidratos, fibras,
vitaminas e minerais. Entretanto, as cultivares de maior interesse sdo suscetiveis ao ataque de
fitopatdogenos. A Sigatoka-amarela, causada pelo fungo Pseudocercospora musae, ¢ uma das
doengas mais destrutivas dessa cultura, resultando em perdas consideraveis na producio,
afetando principalmente as cultivares do subgrupo Cavendish. A medida de controle mais
eficiente ¢ a criacdo de novas variedades resistentes ao patdgeno, e a genomica pode ser uma
grande aliada na descoberta de genes candidatos envolvidos em resisténcia, para que seja
realizada sua introgressdo em cultivares comerciais. O objetivo desse trabalho foi identificar e
caracterizar os genes associados a resisténcia envolvidos na intera¢do entre Musa acuminata e
P. musae, a partir do RNA-seq de M. acuminata subsp. burmannica Calcutta 4. Para isso, folhas
de bananeira do genétipo Calcutta 4 (genoétipo resistente) e de M. acuminata cv. Cavendish
Grande Naine (genotipo suscetivel) foram inoculadas com uma suspensdo de conidios de P.
musae, ¢ mantidas em camara de crescimento sob condi¢des controladas. O RNA total foliar
foi extraido em dois tempos de coleta: 3 e 12 dias apos a inoculagdo. O RNA-seq foi realizado
via Illumina Hiseq 4000 e resultou em 325.264.847 reads, e um total de 30.613 genes foram
mapeados contra o genoma de referéncia de M. acuminata ssp. malaccensis var. DH-Pahang.
Apoés a realizagdo das andlises de bioinformatica, 1.073 genes apresentaram expressao
diferencial (DEGs) aos 3 DAI e 976 DEGs foram observados aos 12 DAI, ambos em relagdo
ao controle ndo inoculado. Dentre estes, 612 genes estdo potencialmente envolvidos em
respostas de defesa em Calcutta 4, incluindo diversos genes que codificam para receptores PRR,
proteinas PR, fatores de transcri¢do dos tipos WRKY, MYB e NAC, peroxidases, quitinases e
genes de resisténcia (NRLs). A validag¢ao da expressdo de 14 genes envolvidos nas respostas a
estresse biodtico identificados in silico foi realizada via RT-qPCR e demonstrou uma
manuten¢do no padrdo de expressdo observado no RNA-seq. Foram identificados seis genes
candidatos para serem introgredidos em Musa, os dois principais codificam um para quitinase
e 0 outro para endoquitinase. Ambos apresentaram superexpressdo aos 3 DAI em Calcutta 4 e
repressdo em Cavendish, sendo genes potencialmente envolvidos nas respostas iniciais de

defesa do genotipo resistente ao patdogeno, atuando na degradacdo de quitina, de forma a
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impedir o avangco do fungo na superficie foliar. Com isso, este estudo serd de grande
contribuicdo para a elucidacdo dos mecanismos de resisténcia em Musa e beneficiard futuros

programas de melhoramento da espécie para a geragdo de novos genotipos resistentes.

Palavras-chave: bananeira, Sigatoka-amarela, rna-seq, genes de resisténcia, estresse biotico
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ABSTRACT

PINHEIRO, Tatiana David Miranda. Identification and characterization of genetic components
of resistance in Musa acuminata to Pseudocercospora musae. 2020. Thesis (Doctorate Degree
in Molecular Biology) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Banana (Musa spp.) is one of the world's most important monocotyledonous crops, providing a
source of carbohydrates, fibre, vitamins and minerals, and contributing towards global food
security. Whilst wild species are generally fertile, many commercial varieties are sterile. As a
result of the limited genetic variation, such cultivars are frequently susceptible to pests and
diseases. Sigatoka leaf spot, caused by the fungal pathogen Pseudocercospora musae, is one of
the most destructive foliar diseases of Musa, which results in serious economic damage to
cultivars in the important Cavendish subgroup, with reduced crop yield and fruit quality.
Accessing the genomic information of disease resistant fertile wild genotypes of Musa can
improve our understanding of resistance mechanisms and serve as a guide to develop disease
resistant commercial cultivars, which is recognized as the most efficient strategy for disease
control. The aim of this study was to identify and characterize genetic components of resistance
to P. musae in Musa acuminata, using RNA-Seq technology. Leaf RNA samples were extracted
from M. acuminata subsp. burmannica Calcutta 4 (resistant genotype) and M. acuminata cv.
Cavendish Grande Naine (susceptible genotype) at 3 and 12 days after inoculation (DAI) with
fungal conidiospores. Calcutta 4 samples were paired-end sequenced using Illumina HiSeq
4000 technology, which resulted in 325,264,847 reads. In the present study, 30,613 genes were
accurately mapped against M. acuminata ssp. malaccensis var. DH-Pahang reference genome.
A total of 1,073 differentially expressed genes (DEGs) were identified at 3 DAI, and 976 DEGs
were identified at 12 DAL in relation to non-inoculated controls. 612 DEGs are potentially
involved in disease resistance and defense responses to the fungus, including PRR receptors,
PR proteins, WRKY, MYB and NAC transcription factors, peroxidases, chitinases and
resistance genes (NRLs). Of these, 14 were validated by RT-qPCR, demonstrating that the
expression pattern tendencies, at each evaluated time point, were in broad agreement between
RNA-Seq and RT-qPCR data for some of the analysed genes. Six candidate defense genes were
identified and offer potential for use in development of Sigatoka leaf spot resistant cultivars.
Chitinase and endochitinase genes were upregulated at 3 DAI only in the Calcutta 4 genotype,
indicating its potential involvement in initial resistance responses to the pathogen, likely
resulting in chitin degradation and fungal growth inhibition. DEGs identified as potentially

involved in defense responses will contribute to the elucidation of disease resistance



mechanisms in the species, benefiting breeding programs for the development of resistant

cultivars.

Key words: banana, Sigatoka Leaf Spot Disease, RNA-seq, resistance genes, biotic stress
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de um PRR (4c¢). Essa deteccdo do efetor pelos receptores NLR ativa as respostas de

Figura 10. Modelo de “zigue-zague” do sistema imune vegetal, proposto por JONES e
DANGL (2006). Inicialmente, as plantas detectam PAMPs/MAMPs (losangos
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interferem na PTI, resultando em suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS).
Quando um efetor (indicado em vermelho, Avr-R) ¢ reconhecido pelas proteinas NB-
LRR, disparam-se as respostas de ETI, que ¢ uma versdo amplificada de PTI,
resultando na inducdo da morte celular e resposta de hipersensibilidade (HR). Com a
evoluc¢do, isolados do patdgeno podem perder efetores (em vermelho) e adquirir novos
efetores através do fluxo génico horizontal (em azul), o que pode resultar na supressao
da ETI. Ocorre entdo a selecdo de novos alelos NB-LRR da planta que podem
reconhecer um dos efetores recém-adquiridos pelo patdogeno, resultando novamente
M BT oottt e e et e e e e 51
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apresentado por MILLER, ALVES e VAN SLUYS (2017). PAMPs: padroes
moleculares associados aos patdogenos; PTI: imunidade disparada por PAMPs;
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1. INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) produz frutos com altos indices de potéssio, sendo uma das
frutas mais consumidas e populares mundialmente, constituindo a base da alimentacao familiar
em diversos paises tropicais (ANDERSSON et al., 2017). No Brasil, a bananicultura ocupa o
segundo lugar na produ¢do de frutas, ficando atrés apenas da laranja (IBGE, 2019). Embora
existam mais de mil cultivares em todo o mundo, poucas apresentam caracteristicas favoraveis
a exploracdo comercial, e as de maior interesse sdo altamente suscetiveis ao ataque de
fitopatdogenos. Mais de 40% da produ¢do mundial de banana ¢ proveniente de cultivares
derivadas de um unico genoétipo: o Cavendish (PLOETZ et al., 2007). O monocultivo de
espécies com base genética restrita favorece uma pressao de sele¢do dos patdogenos, que podem
tornar-se virulentos, suplantando a resisténcia da planta, e, consequentemente, ameagando toda
sua produ¢do (D’HONT et al., 2012; MUSANET, 2016).

Os fungos sdo, indiscutivelmente, os agentes infecciosos de maior importancia para o
cultivo da banana no Pais e causam diversas doencgas de pré e pos-colheita (CORDEIRO;
KIMATI, 1997; CORDEIRO; MATOS; MEISSNER FILHO, 2004; MELO et al., 2016;
MORAES; ZAMBOLIM; LIMA, 2006; RAMOS et al., 2018; SILVEIRA et al., 2019). Uma
das principais doengas da bananicultura, atualmente presente em todos os estados do Pais, ¢ a
Sigatoka-amarela, também conhecida como mal-de-Sigatoka, causada pelo fungo
Pseudocercospora musae (Zimm.) Deighton (teleomorfo: Mycosphaerella musicola Leach)
(BRITO; FRAAIJE; MILLER, 2015; GOMES et al., 2018; MOURICHON; CARLIER;
FOURE, 1997). A Sigatoka-amarela ¢ uma das doengas mais destrutivas da bananeira,
responsavel por provocar o surgimento de estrias e lesdes na face adaxial das folhas, a
diminui¢do do tamanho dos cachos e o amadurecimento precoce dos frutos (SIMMONDS,
1966). Essa doenca reduz significativamente a qualidade dos frutos, podendo comprometer em
at¢ 100% a sua produg¢do, em microclimas favoraveis (CORDEIRO; MATOS, 2005;
CORDEIRO; MATOS; HADDAD, 2016; CORDEIRO; MATOS; MEISSNER FILHO, 2004;
RAMSEY; DANIELLS; ANDERSON, 1990; SOUZA-POLLO; GOES, 2020).

Boas préticas culturais sdo fundamentais no controle da doenca, de forma a reduzir a
formac¢ao de microclimas favoraveis, prevenir contaminagdes e reduzir o potencial do indculo
no interior do bananal (CORDEIRO; MATOS; MEISSNER FILHO, 2004). Entretanto, o
controle da Sigatoka-amarela ¢ realizado principalmente com o uso de fungicidas, por falta de
opcdes mais eficazes, especialmente quando trata-se de variedades suscetiveis (BRITO ef al.,

2020; BRITO; FRAAUE; MILLER, 2015; CORDEIRO; KIMATI, 1997; CORDEIRO;
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MATOS; HADDAD, 2016). O uso de agroquimicos exige aplicacdes frequentes, aumentando
os custos de producdo e os riscos de toxicidade ao ambiente e a saude humana. Além disso, o
constante uso de fungicidas favorece a selegao de patdgenos resistentes, dificultando ainda mais
o controle (ISAZA et al., 2016).

A crescente preocupacdo com o desenvolvimento de métodos de controle menos
poluentes e toxicos resultou, inicialmente, na busca de cultivares resistentes, podendo ser
obtidas dentro dos recursos genéticos ja existentes ou a partir do melhoramento genético. Um
excelente método de controle do mal-de-Sigatoka ¢ a substitui¢do do cultivo de genotipos de
Musa suscetiveis, como o Cavendish, por uma cultura composta por variedades resistentes, por
meio da introgressdao de genes provenientes de genotipos selvagens resistentes, como Calcutta
4, de modo a reduzir ou até eliminar o controle quimico (CORDEIRO; MATOS; HADDAD,
2016). O desenvolvimento de programas de melhoramento, associado as novas tecnologias de
transformagdo genética, vem possibilitando o surgimento de novos genotipos de banana
geneticamente modificados resistentes a doengas, sendo uma das estratégias de controle mais
eficientes e que vem obtendo cada vez mais resultados (AHMAD et al., 2020; DALE et al.,
2017; LI et al., 2020; TRIPATHI et al., 2014; TRIPATHI; NTUI; TRIPATHI, 2020).

Baseado em técnicas convencionais ou biotecnologicas, o melhoramento genético
possibilita a obten¢do de genotipos com caracteristicas agronomicas de interesse para uso
comercial (AMORIM et al., 2011). Avangos nos programas de melhoramento de Musa spp.
podem estimular a gera¢do de novos genotipos resistentes, trazendo beneficios para o pequeno
produtor e para o consumidor, mitigando as perdas de produtividade e a utilizacdo exacerbada
de agroquimicos. Entretanto, o melhoramento convencional de Musa enfrenta uma série de
dificuldades, como a esterilidade da maioria das cultivares comerciais e o desenvolvimento de
frutos por partenocarpia. Em razdo dessas adversidades, a utilizacdo da gendmica e de
tecnologias de sequenciamento massal para a descoberta de genes de resisténcia a estresses
bidticos e sua disponibilizagdo para os programas de transformagdo genética tornou-se uma
estratégia primordial (AMORIM et al., 2016).

Diversas ferramentas podem ser utilizadas para a prospec¢do de genes envolvidos na
defesa vegetal. A andlise da modulacdo da expressdo génica durante a intera¢do planta-
patdgeno, através do RNA-seq, ¢ de grande importancia no estudo dos genes de resisténcia e
pode auxiliar na elucidagdo dos mecanismos de defesa vegetal em diferentes momentos da
infec¢do (SILVA et al., 2013). Essas respostas moleculares podem variar de planta para planta,

em cada patossistema, sendo importante identificar as alteragdes transcricionais de cada espécie
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sob estresse biodtico e esclarecer quais elementos moleculares sdo especificos de cada estadio
da imunidade vegetal (KANG et al., 2012).

Os mecanismos moleculares envolvidos na interacdo entre Musa acuminata e o fungo
P. musae ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Dessa forma, este trabalho tem como
objetivo identificar, caracterizar e validar a expressdo de genes envolvidos em mecanismos de
resisténcia e defesa de M. acuminata a P. musae. Os genes diferencialmente expressos
identificados por meio do RNA-Seq serdo validados em relagdo a expressao por meio da técnica
de transcricdo reversa do RNA por PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) e

disponibilizados para os programas de melhoramento genético da bananeira.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Musa spp.

2.1.1. Aspectos botanicos, classificagio taxonémica e origem

As espécies do género Musa sao plantas herbaceas, monocotiledoneas, monocarpicas,
perenes, com sistema radicular fasciculado (FERREIRA, 2015). Possuem caule curto e
subterraneo, denominado rizoma. O pseudocaule ¢ composto por bainhas foliares justapostas
(ROBINSON, 2007). A partir do meristema apical do rizoma originam-se grandes e largas
folhas alternas, espiraladas, com longos peciolos e laminas inteiras (DANTAS et al., 2016a). A
folha mais jovem, chamada folha-vela, permanece firmemente enrolada dentro do pseudocaule
a medida que cresce, até despontar na roseta foliar, quando ja estd completamente formada. Em
pouco tempo, essa desenrola-se e assume completa capacidade fotossintética. Os estdomatos
estdo presentes em ambas as faces das folhas, com predominancia na face abaxial. A planta
pode atingir varios metros de altura e, muitas vezes, cresce em aglomerados densos
(SALOMAO; SIQUEIRA, 2015).

A bananeira pertence a classe Magnoliopsida, ordem Zingiberales, familia Musaceae
Juss. e ao género Musa L. A familia Musaceae ¢ dividida em trés subfamilias: Musoideae,
Strelitzioideae e Heliconioideae. Os géneros Ensete Horan. e Musa L. pertencem a subfamilia
Musoideae. Inicialmente, o género Musa foi dividido em quatro subgéneros, de acordo com o
nimero cromossOmico € com as caracteristicas morfoldgicas: Eumusa, Rhodochlamys,
Australimusa e Callimusa (CHEESMAN, 1947). Entretanto, pelo menos duas espécies nao se
enquadraram dentro das secdes existentes. Assim, foi realizado um estudo de reavaliacdo
taxondmica de Musa, com a aplicacdo de técnicas moleculares, onde concluiu-se que o género
possui apenas dois subgéneros: Musa e Callimusa (HAKKINEN, 2013). O género Musa
compreende cerca de 73 espécies e mais de 500 cultivares, com ampla distribui¢do geografica
(GOGOI; BORAH, 2013). A esse género pertencem as espécies comestiveis e de interesse
tecnologico (DANTAS et al., 2016b).

Originaria do sudeste asidtico e oeste do Pacifico, a bananeira estd distribuida
naturalmente do Sul da China ao Norte da Australia, Himalaias, Filipinas e Africa, em regides
de clima tropical. Esse ¢ o centro da diversidade de Musa, onde ainda pode ser observada a
presenca do fruto selvagem com sementes (JOE; SABU, 2016). As condi¢des ideais para seu
cultivo encontram-se entre 15°N e 15°S de latitude do Equador, mas seu cultivo ocorre tanto

nos trépicos quanto nos subtropicos (DONATO et al., 2016).
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A domesticacdo de Musa comegou ha cerca de 11 mil anos e foi promovida pelas
migragdes humanas. A evolugdo da banana selvagem a comestivel envolveu a auséncia de
sementes e o desenvolvimento da partenocarpia (PERRIER et al., 2011). Desde cerca de 7 mil
anos, evidéncias sugerem que a banana ja era intensivamente cultivada no sudeste da Asia
(DENHAM et al., 2003).

Segundo Simmonds & Shepherd (1955), a maioria das bananas comestiveis foram
originadas a partir do cruzamento de duas espécies selvagens seminiferas, Musa acuminata
Colla (genoma A) e Musa balbisiana Colla (genoma B), resultando em bananeiras diploides,
triploides e tetraploides estéreis. As bananeiras cultivadas foram ainda separadas em subgrupos,
que abrangem as cultivares com caracteristicas comerciais de origem especifica, que surgiram
a partir de mutagdes de uma unica cultivar. No Brasil, predomina a cultura de cultivares dos

subgrupos Cavendish (grupo AAA), Prata e Terra (AAB) (DANTAS et al., 2016b).

2.1.2. Importancia socioeconémica

A banana ¢ uma das frutas mais importantes do mundo, sendo uma das mais produzidas
e comercializadas mundialmente. O fruto ocupa a primeira posi¢do na produ¢do mundial de
frutas, conforme os dados disponibilizados pela Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO), com aproximadamente 115,7 milhdes de toneladas, uma area de plantio
estimada em mais de 5,7 milhdes de hectares e com comercializagdo global superior a 100
bilhdes de dolares ao ano (FAO, 2020). Pouco mais de 19 milhdes de toneladas da produgdo de
bananas ¢ destinada a exporta¢do. Os paises da América Latina e Caribe sdo os principais
exportadores, representando 76% das exportagdes, enquanto os paises importadores mais
expressivos sdo os Estados Unidos, Unido Europeia, China e Russia, que juntos sio
responsaveis por adquirir 75% do volume de banana exportado (FAO, 2019).

O Brasil ¢ o quarto maior produtor de banana do mundo, ficando atras apenas da India,
China e Indonésia (Tabela 1) (FAO, 2020). A banana ¢ uma das frutas com maior
representatividade de vendas nas centrais de abastecimento (Ceasas) do Pais (CONAB, 2019),
e ¢ a fruta mais consumida por pessoa no Brasil (FAO, 2020; SALOMAO; SIQUEIRA, 2015).
A produgdo brasileira ¢ de cerca de 6,7 milhdes de toneladas, com uma 4rea plantada de
aproximadamente 493 mil hectares. O Nordeste ¢ a maior regido produtora (35% da produgdo),
seguida pelo Sudeste (34%), sendo que os estados de Sdo Paulo e Bahia sdo os que mais

produzem a fruta, com pouco mais de 1 milhdo de toneladas cada um (IBGE, 2019).
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Tabela 1. Principais paises produtores de banana do mundo, com seus respectivos valores de
area colhida e produtividade média.

Rank Pais Produciio (t) Area Colhida (ha) Rendimento (kg/ha)
1 India 30.808.000 884.000 348.507
2 China 11.577.938 383.216 302.125
3 Indonésia 7.264.383 120.408 603.315
4 Brasil 6.752.171 449.284 150.287
5 Equador 6.505.635 161.583 402.619
6 Filipinas 6.144.374 484.247 126.885
7 Guatemala 4.026.547 80.754 498.618
8 Colombia 3.707.152 131.260 282.429
9 Angola 3.492.184 123.017 283.879

10 Tanzénia 3.469.091 490.701 70.697
11 Costa Rica 2.528.788 47.750 529.589
12 México 2.354.479 78.533 299.808
13 Vietna 2.087.275 128.508 162.424
14 Ruanda 1.739.007 464.321 37.453
15 Burlndi 1.654.955 208.603 79.335
16 Quénia 1.414.176 72.748 194.393
17 Egito 1.388.199 29.892 464.405
18 Papua Nova Guiné 1.383.174 81.532 169.648
19 Camardes 1.203.440 85.616 140.563
20 Republica Dominicana 1.175.710 28.020 419.604

Total Mundial 100.676.678 4.533.993 5.566.583

Adaptado de Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), 2020.

Juntamente com arroz, trigo e milho, a banana ¢ considerada uma das principais fontes
alimentares do mundo (PERRIER et al., 2011). A banana e o platano sao alimentos da nutri¢ao
basica em muitos paises em desenvolvimento, sendo uma das principais fontes de carboidratos.
Os platanos possuem mais amido, menor quantidade de dgua e de agtlicar e sdo mais acidos do
que as bananas, e, por isso, muitas vezes sdo cozidos ou fritos antes do consumo (CHANDLER,
1995; FIORAVANCO, 2003). Ambos sao fontes ricas em carboidratos, vitaminas A, B1, B2,
B3, B6, C e minerais como ferro, potassio, fosforo e calcio (CHANDLER, 1995). O Brasil
possui baixa expressividade na producdo de platanos, que € menos relevante do que a banana
no comércio mundial (FAO, 2020; FIORAVANCO, 2003).

A bananicultura possui grande relevancia social e econdmica. No Brasil, a atividade ¢
realizada principalmente por pequenos produtores, por ser uma cultura que requer baixo
investimento, possui facil manutencdo e comercializagio (FERREIRA et al., 2016a). As

principais cultivares em uso no Pais sdo a ‘Prata’, a ‘Pacovan’, a “Prata Ana’, a ‘Maca’, a
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‘Mysore’, a ‘Terra’, e a ‘D’Angola’ do grupo gendmico AAB; e a ‘Nanica’, a ‘Nanicdo’ e a
‘Grane Naine’ do grupo AAA, pertencentes ao subgrupo Cavendish (SILVA et al., 2016).

Embora o Brasil seja um dos principais produtores mundiais de banana, praticamente
toda a producdo nacional ¢ voltada para suprir o mercado interno. A participa¢do do Pais no
comércio internacional é quase inexpressiva, menos de 1% da produgdo ¢ voltado a exportacao
(FAO, 2019; IBGE, 2019). Além disso, a produtividade média brasileira ¢ muito baixa (150.287
kg/ha), se comparada aos grandes produtores mundiais, como India (348.507 kg/ha), China
(302.125 kg/ha) e Indonésia (603.315 kg/ha) (FAO, 2020) (Tabela 1). Esses fatos refletem os
sérios problemas enfrentados na bananicultura nacional, principalmente nas etapas de produgao
e pos-colheita, que limitam a comercializagdo ao mercado exterior ¢ o aumento da
produtividade do fruto (SILVA; CORDEIRO, 2000).

As doengas sdo as principais causas de perdas no rendimento e na qualidade dos frutos
na cultura da bananeira, e sdo os principais fatores limitantes para sua exploragdo comercial
(BORGES; MATOS, 2006). Apesar de a cultura da banana ser de fundamental importancia,
somente um pequeno nimero de cultivares apresenta potencial produtivo para a exploracao

comercial, resisténcia a pragas e doencas, e frutos com boas caracteristicas organolépticas.

2.2. Estresses bioticos

A cultura da banana pode ser afetada por estresses bidticos e abiodticos, que podem
resultar em perdas de até 100% da producdo, e também comprometer a sobrevivéncia das
plantas e a producdo de biomassa (AGARWAL et al., 2006). Além dos fatores abioticos, a
bananicultura ¢ afetada por diversas doengas que podem ser causadas por bactérias, virus,
nematoides e fungos, sendo este um verdadeiro problema para a agricultura mundial.

Dentre as doengas bacterianas que afetam o cultivo da bananeira, o0 moko ou murcha
bacteriana ¢ a que mais causa prejuizos na produ¢do mundial, podendo levar a perdas totais
(ALVAREZ et al., 2015). Causada por Ralstonia solanacearum Smith (Pseudomonas
solanacearum) raga 2, o moko ¢ uma doenca vascular sistémica que atinge todos os 6rgaos da
planta jovem ou adulta. Seu primeiro relato oficial no Brasil data de 1976, no estado do Amapa,
e, desde entdo, tem limitado a producdo em alguns estados brasileiros (TOKESHI; DUARTE,
1976). O controle deve ser realizado com a réapida erradicagdo das plantas infectadas, com
aplicagdo de herbicida como o glifosato, sendo imprescindivel a detec¢do precoce

(CORDEIRO; MATOS; HADDAD, 2016).
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As principais viroses que afetam a bananicultura no mundo sdo: Cucumber Mosaic
Virus (CMV), Banana Streak Virus (BSV), Banana bunchy top virus (BBTV), Banana bract
mosaic virus (BBtMV), Banana mild mosaic virus (BanMMV) e Banana virus X (BVX)
(TRIPATHI; PATIL; VERMA, 2016). Os nematoides de maior expressao mundial no cultivo
da banana sdo o Radopholus similis, Meloidogyne incognita, Helicotylenchus multicinctus e
Pratylenchus coffeae. Esses destacam-se devido a extensdo dos danos causados e por serem
amplamente distribuidos nas principais regides produtoras do mundo (CORDEIRO; KIMATI,
1997; SEENIVASAN, 2018; SILVA et al., 2013).

Mais de 10 mil espécies de fungos sdo capazes de causar doengas em plantas (AGRIOS,
2005; SATYANARAYANA; DESHMUKH; DESHPANDE, 2019). Os patégenos fiingicos sao
os agentes infecciosos de maior importancia para a cultura da banana no mundo, responsaveis
por diversas patologias de pré e pos-colheita. A bananicultura no Brasil sofre grandes prejuizos
causados principalmente pelas seguintes doengas: a Sigatoka-amarela, na qual o agente
etiologico ¢ Pseudocercospora musae (Zimm.) Deighton, a Sigatoka-negra, causada por
Pseudocercospora fijiensis (Morelet) Deighton, e o mal-do-Panama, ocasionado por Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Snyder & H.N. Hansen (AMORIM et al., 2016).

Também conhecida como fusariose ou murcha de Fusarium da bananeira, o mal-do-
Panama ¢ umas das doencas mais devastadoras do mundo, afetando a producdo de uma ampla
gama de cultivares de banana (MOSTERT et al., 2017). Responsavel por uma das maiores
epidemias da historia da agricultura, a raca 1 de F. oxysporum f. sp. cubense causou severos
danos em uma Unica cultivar suscetivel, Gros Michel, que era a principal banana de exportacao
da América Central. As perdas estimadas em cerca de 400 milhdes de dodlares for¢aram a
substituicdo da Gros Michel pelas cultivares resistentes do subgrupo Cavendish nos bananais
comerciais (PLOETZ, 2000). Na década de 90, foi reportada uma nova raga do patdogeno capaz
de afetar também as variedades de Cavendish, a raca 4 (PLOETZ, 1990, 2000, 2006).
Atualmente, o mal-do-Panamé tem causado grande preocupa¢do mundial, principalmente,
devido a ineficacia das medidas de controle e a disseminagdo desta raca, ameagando, assim,
outras regides vitais do cultivo da bananeira (CORDEIRO; KIMATI, 1997; GARCIA-
BASTIDAS; ORDONEZ, 2014). Estima-se que 80% do que é produzido no mundo seja
suscetivel a esta nova ragca (PLOETZ, 2006). No Brasil, araga 1 ja causou sérios danos, contudo,
o problema ¢ ainda mais sério quando se trata da raga 4, devido a maioria das variedades
cultivadas serem suscetiveis. Porém ainda ndo héa relatos da presenca dessa no Pais
(CORDEIRO; MATOS; HADDAD, 2016) e o uso de variedades resistentes ¢ a op¢do de
controle mais efetiva e sustentavel (PLOETZ, 2006).
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2.2.1. Doencas de Sigatoka

O complexo de doengas de Sigatoka compreende as mais sérias e economicamente
importantes patologias que acometem a bananeira, responsaveis por perdas expressivas na
producdo e na qualidade dos frutos, em funcdo das manchas foliares ocasionadas, que,
rapidamente progridem para necrose de grande area do limbo foliar, resultando em uma
acentuada reducdo da superficie fotossintetizante (ARZANLOU et al., 2008; CORDEIRO;
MATOS; HADDAD, 2016; SALOMAO; SIQUEIRA, 2015). Trés espécies fiingicas com uma
relagdo filogenética proxima e pertencentes ao género Pseudocercospora, antes denominado
Mycosphaerella, compdem esse complexo: P. eumusae Crous & Mour., P. fijiensis e P. musae
(ALAKONYA et al., 2018). Esses trés patdgenos ocasionam sintomas muito semelhantes nas
folhas infectadas, dificultando sua identificagdo (CHANG et al., 2016).

O patogeno P. eumusae (teleomorfo: Mycosphaerella eumusae Crous & Mour.) ¢
responsavel por causar manchas foliares na bananeira, que comecam com estrias marrom-claras
e evoluem para manchas negras e necrdticas (Figura 1) (CARLIER et al., 2000; CROUS;
MOURICHON, 2002). O fungo foi identificado pela primeira vez em 2000, quando estudos
apontaram sua existéncia em diversas amostras, inclusive uma de 1989 proveniente da Nigéria
(CARLIER et al., 2000). Essa patologia pode ocorrer simultaneamente com as outras doencas
de Sigatoka, podendo ser facilmente confundida com as demais, razao pela qual ha a suspeita
dessa estar mais disseminada do que consta na literatura (ALAKONYA et al., 2018). Presente
em varios paises do continente asiatico e africano, ndo ha relatos da presenca deste patogeno
no Brasil (CARLIER et al., 2000; CROUS; MOURICHON, 2002; ZANDJANAKOU-
TACHIN et al., 2009).

A Sigatoka-negra, causada por P. fijiensis (teleomorfo: Mycosphaerella fijiensis M.
Morelet), ¢ a doenca que causa maior impacto econdmico na bananicultura mundial. Observada
pela primeira vez em 1963 nas ilhas Fiji, distrito de Sigatoka, atualmente seu agente etioldgico
encontra-se presente nas principais regides produtoras de banana do mundo (CORDEIRO;
MATOS, 2000; STOVER, 1980). No Brasil, a doenca foi relatada pela primeira vez em 1998,
no Amazonas, e disseminou-se para todas as regidoes do Pais, sendo recentemente reportada na

Bahia (RAMOS et al., 2018).
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Figura 1. Sintomas foliares e conidios das trés espécies de Pseudocercospora que compdem o
complexo de doencas de Sigatoka em bananeiras. A-B. Sintomas na face adaxial foliar causados
por P. eumusae. C. Conidios de P. eumusae, lisos, subcilindricos, 3 a 8 septados, apice obtuso,
base subtruncada, direitos a curvos, 30-50um x 2-3pum e tém hilo inconspicuo. D—E. Sintomas
foliares presentes na face adaxial causadas por P. fijiensis. F. Conidios de P. fijiensis,
obclavados a cilindro-obclavados, 5 a 7 septados, direitos ou curvos, 30-132pum x 2,5-5um,
obtuso no épice e truncado ou arredondado na base, com hilo espesso (cicatriz basal). G-H.
Sintomas na face adaxial das folhas causados por P. musae. 1. Conidios de P. musae, obclavados
a cilindro-obclavados, medem 10-109um x 2-6um, sem hilo basal distinto. Barras = 10 pum.
Retirado de CHANG et al., 2016.

Dentre as espécies de Pseudocercospora que afetam a bananeira, P fijiensis ¢ a mais
agressiva. A Sigatoka-negra pode causar perdas de até¢ 100% nas variedades tipo Prata e
Cavendish (CORDEIRO; MATOS; HADDAD, 2016). Os primeiros sintomas observados sao
estrias de cor marrom-clara na face abaxial das folhas, que evoluem para estrias marrom-escuras
a negras. O numero de lesdes aumenta com a severidade da doenca, surgindo uma grande

concentragdo de estrias nas nervuras. Essas lesdes, em estadio final, apresentam o centro
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deprimido de cor cinza, podendo ser rodeada por um halo amarelo (Figura 1) (MEREDITH;
LAWRENCE, 1969). O método de controle mais utilizado, e ainda indispenséavel para as
cultivares suscetiveis, ¢ a aplicagdo de fungicidas (BRITO, 2015; BRITO et al., 2020;
CORDEIRO; KIMATI, 1997).

2.2.1.1. Sigatoka-amarela

Dentre as principais doengas que acometem a bananicultura no Brasil esta a Sigatoka-
amarela, também conhecida como mal-de-Sigatoka, causada pelo fungo P. musae (teleomorfo:
Mpycosphaerella musicola R. Leach ex J.L. Mulder). Seu primeiro registro data de 1902, na Ilha
de Java, e, desde 1962, a doenga vem se disseminando para as regides produtoras, razao pela
qual ¢ considerada uma das enfermidades mais importantes do mundo (MOURICHON;
CARLIER; FOURE, 1997). No Brasil, foi descrita pela primeira vez em 1944, no estado do
Amazonas, a partir disso a Sigatoka-amarela disseminou-se, rapidamente, para todos os estados
do Pais (CORDEIRO; KIMATI, 1997). Especialmente nos estados brasileiros onde a
bananicultura ocupa lugar de destaque na atividade agricola, como a Bahia, o mal-de-Sigatoka
constitui uma das principais causas de perdas na producdo (BORGES; MATOS, 2006).

A infeccdo e a severidade da Sigatoka-amarela dependem, diretamente, das condi¢des
climaticas, além de outros fatores. O regime das chuvas, a ocorréncia de orvalho e as variagdes
de temperatura influenciam, fortemente, na producdo e na dispersdo dos esporos, exercendo
papel decisivo no desenvolvimento de epidemias. O periodo chuvoso e quente ¢ o mais
favoravel para o desenvolvimento da doenga (CORDEIRO; KIMATI, 1997).

Pseudocercospora musae ¢ um fungo ascomiceto, hemibiotréfico, que pode produzir
trés tipos de frutificagdes nas folhas sintomaticas: espermogoOnios, esporoddquios e
pseudotécios (STOVER, 1980). Durante a infec¢do estdo presentes dois tipos de esporos: os
ascosporos (sexuais) e os conidios (assexuais). Periodos chuvosos favorecem a producdo dos
esporos sexuais, que, consequentemente, levam ao aumento da intensidade da doenga
(CORDEIRO; MATOS; HADDAD, 2016).

Os ascosporos sao produzidos nos ascos, no interior dos pseudotécios, presentes nas folhas com
lesdes necroéticas, surgindo mais tardiamente (

Figura 2). Sua dispersdo ¢ realizada pelo vento a longas extensdes, podendo ultrapassar
50 km de distancia da planta hospedeira, e sua distribuicdo ocorre principalmente no sentido
ascendente e lateral, atingindo a ponta das folhas, inclusive da folha-vela, causando um padrao

de manchas distinto, que vai do apice da folha em dire¢ao ao centro (AGRIOS, 2005; STOVER,
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1980). Para a germinagdo do ascésporo na superficie foliar, € necessario uma temperatura por

volta de 25°C e alta umidade (CORDEIRO; MATOS; HADDAD, 2016).

Figura 2. Aspectos gerais das estruturas sexuais do fungo Pseudocercospora musae em folhas
de bananeira. A. Pseudotécio (seta) com abertura voltada para a face abaxial da folha, em
microscopia eletronica de varredura. B-C. Ascos presentes no interior dos pseudotécios, de
onde sdo liberados os ascosporos. Fotos de microscopia eletronica de varredura. D. Ascosporos
sob objetiva de 10x em microscopia de luz. Retirado de CORDEIRO, ROCHA ¢ ARAUJO,
2011.

Os conidios de P. musae sdo formados em densos conididforos imersos em um estroma
escuro, que formam o esporodoquio (Figura 3). Sdo geralmente cilindricos, retos a ligeiramente
curvados, com 0 a 6 septos, mesma espessura por todo seu comprimento € ndo possuem hilo
basal distinto (Figura 1). Essas caracteristicas diferenciam-no de P. fijiensis, que possui
conidioforos simples emergindo do estomato na face abaxial de lesdes jovens nas folhas e
conidios afinados com cicatriz basal (MEREDITH; LAWRENCE, 1969; STOVER, 1980).

Os esporos assexuais de P. musae ocorrem em maior frequéncia na face adaxial foliar,
durante a maior parte do ano, e a esporulacdo atinge o apice quando as lesdes tornam-se
marrom-escuro a preto com bordas bem definidas. Quando o centro da lesdo torna-se cinza-
claro, o nimero de conidios reduz drasticamente (STOVER, 1970). A esporulagdo ocorre,

intensamente, durante a noite, quando hd uma lamina de agua presente na superficie da folha e
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temperatura em torno de 25°C. Estes sdo liberados pelas gotas de chuva e pelo orvalho que
caem na superficie foliar, e sdo dispersos pela agua a curtas distancias, principalmente no

sentido vertical (SALOMAO; SIQUEIRA, 2015).

Figura 3. Aspectos gerais das estruturas assexuais do fungo Pseudocercospora musae na face
adaxial de folhas de bananeira. A-B. Esporodoquios (seta) formados pelos conidiéforos imersos
em um estroma escuro, em microscopio estereoscopio. C-D. Conididforos (cp) agregados em
fasciculos emergindo dos estomatos (st), de onde sdo liberados os conidios (co), sob
microscopia eletronica de varredura. Imagens C-D foram retiradas de FREITAS et al., 2017.

O padrao de manchas da infeccdo causada pelos conidios difere-se da causada pelos
ascosporos. Os esporos assexuais ocasionam manchas em linhas, concentradas no centro em
direcdo as bordas das folhas (CORDEIRO; MATOS; HADDAD, 2016). Na Sigatoka-amarela,

os conidios representam a maior fonte de indculo para a dispersao do patdégeno, principalmente
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durante periodos de baixa umidade (STOVER, 1980). Ainda que as folhas infectadas
permanegam secas por longos periodos, os conidios ainda podem ser vidveis (STOVER, 1970).

Conforme estudo realizado por Freitas e colaboradores (2017), a infec¢do por P. musae
inicia-se com a germinac¢do dos esporos na face abaxial das folhas de bananeira, ap6s 12h a
36h, com a presenca de umidade. Os tubos germinativos penetram os estomatos apos 4 a 6 DAI
(dias apos inoculagdo) em ambiente de alta umidade e temperatura acima de 20°C. Aos 36 DAI,
¢ observada a colonizagdo do parénquima esponjoso e, aos 50 DAI, também do parénquima
palicadico. Assim que a infec¢@o esta bem estabelecida, apos 50 DAI, as hifas emergem dos
estomatos na regido da lesdo, na face adaxial foliar, formando os conidiéforos em forma de
esporodoquios (Figura 4) (FREITAS et al., 2017; STOVER, 1980). Os pseudotécios sao
produzidos nas mesmas lesdes necrdticas de onde os conidios foram liberados e surgem mais
tardiamente. Os ascosporos sdo liberados na presenca de um filme de 4gua na superficie foliar,
principalmente a noite ou com a ocorréncia de intenso orvalho durante o dia (SIMMONDS,

1966).

Esporoddquios do Conidios tipo-
Pseudocercospora

Manchas e
dreas

necroticas
nas folhas

Pseudotécios com
ascos e ascdsporos
Espermaci na folha

Esperm_og*énia -o/“n
s na folha

Bananeira Manchas Padrdo de Lesdes na folha Germinagdo dos esporos Bananeira sadia
se.veramente numerosas manchas e penetragdo na folha
infectada e necrose na folha através dos estdmatos

Figura 4. Ciclo de vida de Pseudocercospora musae, agente causal da Sigatoka-amarela em
bananeira. Adaptado de AGRIOS, 2005.
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A Sigatoka-amarela provoca desordem significativa na face superior das folhas das
bananeiras infectadas (Figura 1). As manchas foliares passam por varios estadios de
desenvolvimento (Tabela 2). Inicialmente, surgem delgadas estrias despigmentadas entre as
nervuras da face adaxial das folhas (Figura 5) (MEREDITH; LAWRENCE, 1969), que evoluem
para lesdes elipticas com centro necrosado e bordos regulares, envoltas por um halo amarelo
(Figura 6). Em estaddios avangados da doenga, ocorre a coalescéncia das lesdes, provocando
necrose de grande parte do limbo foliar, o que resulta na morte precoce das folhas e no
enfraquecimento da planta. Com a reducdo da é4rea foliar, a capacidade fotossintética também
¢ prejudicada e, consequentemente, os cachos e frutos reduzem de tamanho e peso em
comparagdo com as plantas sadias. Infeccdes severas em cultivares suscetiveis podem ainda

afetar a fisiologia do fruto, levando ao seu amadurecimento prematuro (SIMMONDS, 1966).

Tabela 2. Descri¢ao dos diferentes estadios das lesdes associadas a Sigatoka-amarela, causada
por Pseudocercospora musae, em bananeira.

Estadio da
lesdo

Estddio 1. Pequena descoloragdo ou despigmenta¢do em forma de estria ou de pontuacao,
de at¢ Imm de comprimento, na face adaxial da folha, que pode ocorrer apos
aproximadamente 36 dias de infec¢do

Estadio 2. Estrias amareladas apresentando varios milimetros de comprimento

Estadio 3. A estria apresenta leve dilatagdo, aumenta de tamanho e o centro torna-se de
cor vermelho-amarronzada

Descri¢cao do sintoma

Estadio 4. A mancha apresenta forma oval alongada, cor levemente marrom, com
contornos mal definidos

Estadio 5. Mancha marrom-escura com centro deprimido, cercada por um halo amarelo.
Fase de esporulagdo mais intensa (conidios), que ocorre com cerca de 50 dias
apos infecgdo

Estadio 6. Fase final do desenvolvimento da mancha, de cor cinza com centro deprimido
e necrosado, com borda marrom-escura a preta bem definida, visivel mesmo
apos a necrose foliar, e halo amarelo

Adaptado de CORDEIRO; KIMATI, 1997 e FREITAS et al., 2017.
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Figura 5. Estadios do desenvolvimento das lesdes de Sigatoka-amarela na face adaxial foliar de
Musa, causada por Pseudocercospora musae. A. Inicio dos sintomas com estria amarelada B-
C. Estria apresentando o centro de cor vermelho-amarronzada. D-E. Mancha de forma oval
alongada, de cor marrom, cercada por halo amarelo. F. Folha exibindo lesdes em varios estadios
de desenvolvimento. G. Folha com lesdes coalescentes, em fase final do desenvolvimento, de
coloracdo cinza, com o centro seco, onde estdo presentes os esporodoquios do patdgeno.
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Figura 6. Evolucdo das lesdes na face adaxial foliar em Musa acuminata causadas pela
Sigatoka-amarela, cujo agente patogénico ¢ Pseudocercospora musae, observadas em
microscopio estereoscopio. A. Pequena despigmentacdo em forma de estria. B. Estria oval
alongada com centro deprimido e contornos mal definidos. C. Mancha marrom-escuro cercada
por halo amarelo, apresentando esporodoquios (seta) no centro, na fase de maior esporulagdo.
D. Lesdo caracteristica, de cor cinza, centro deprimido e seco, com bordos pretos e halo
amarelo. Os esporoddquios (seta) sdo 0s pontos escuros visiveis no centro da lesdo.

A bananicultura no Brasil ¢ seriamente afetada pelo mal-de-Sigatoka, principalmente
devido as variedades mais cultivadas, como a Prata, a Pacovan e a Cavendish Grande Naine,
serem suscetiveis a doenga (GOMES et al., 2018). As perdas causadas pela Sigatoka-amarela
no Pais s3o estimadas em 30% de toda a producio (SALOMAO; SIQUEIRA, 2015), entretanto,
podem atingir até¢ 100% dependendo da sua severidade e em microclimas muito favoraveis,
onde a doenga seja capaz de provocar o amadurecimento precoce e desuniforme dos frutos,
perdendo seu valor comercial (CORDEIRO; MATOS; HADDAD, 2016).

A técnica mais recomendada para o controle da Sigatoka-amarela ¢ aplicar o manejo

integrado, associando o uso de fungicidas com estratégias de drenagem, nutri¢do, desfolha
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sanitaria, uso de variedades resistentes e demais praticas culturais que eliminem possiveis
in6culos do bananal e reduzam a formagao de microclimas favoraveis (CORDEIRO; MATOS;
HADDAD, 2016; JIMENEZ; BRIOSO, 2018).

O controle do mal-de-Sigatoka ¢ considerado de dificil execucdo. O uso de fungicidas
de contato e sistémicos ainda ¢ imprescindivel, principalmente no caso de cultivares suscetiveis.
Os mais utilizados mundialmente sdo os inibidores de demetilagao (DMIs, azoles) (BRITO;
FRAAIJE; MILLER, 2015). Para o manejo da doenca, ¢ necessaria a aplicacdo semanal de
agroquimicos durante a fase de crescimento, podendo ser necessarias mais de 50 aplicagdes
anuais desses produtos, dependendo do grau de infeccdo e da variedade cultivada (MANICOM,
2007). Além disso, o controle quimico da Sigatoka-amarela ¢ bastante dispendioso, podendo
resultar em um acréscimo de 25 a 30% no custo total de produgao, que propicia um alto impacto
econdmico, principalmente, para os pequenos produtores (KEMA, 2006; MARIN et al., 2003;
SOWMYA et al., 2016).

A utilizacdo de fungicidas no controle da Sigatoka-amarela, além de causar significativo
impacto socioecondmico, ainda expde a sérios riscos 0 homem e 0 meio ambiente, bem como
favorece a sele¢do de patdgenos resistentes, reduzindo sua eficicia (FRIESEN, 2016). O
excesso no uso de agroquimicos possivelmente propiciou, por exemplo, a ocorréncia de
linhagens de P. musae tolerantes as classes de fungicidas tebuconazole, triadimenol e
cyproconazole (BRITO, 2015).

Atualmente, o cultivo de bananeiras do subgrupo Cavendish encontra-se ameacado e
totalmente dependente do uso de fungicidas (STOKSTAD, 2019). Levando em consideragao
que a producao de variedades suscetiveis pode se tornar inviavel ao longo do tempo, € essencial
a implementacao de estratégias integradas, de forma a reduzir os custos de producao e evitar a
selecdo de linhagens resistentes a fungicidas (MILLER et al., 2008). A melhor e mais eficaz
alternativa de controle ¢ a utilizagdo de cultivares de bananeira resistentes obtidas através da
selecdo realizada dentro dos recursos genéticos existentes, ou a partir do melhoramento
genético, com a geracao de novas cultivares (AMORIM et al., 2016; CORDEIRO; KIMATI,
1997; MOURICHON; CARLIER; FOURE, 1997).

2.3. Recursos genéticos e melhoramento em Musa
As bananeiras que produzem frutos comestiveis sdo da espécie M. acuminata ou do
cruzamento dessa espécie com M. balbisiana, e pertencem aos grupos gendmicos diploides

(AA, BB e AB), triploides (AAA, AAB ¢ ABB) e tetraploides (AAAA, AAAB, AABB ¢

37



ABBB), possuindo 22, 33 e 44 cromossomos, respectivamente (SIMMONDS; SHEPHERD,
1955). No Brasil, hd uma ampla diversidade de cultivares de bananeira, entretanto poucas
apresentam potencial agrondmico e comercial, com tolerancia aos estresses bidticos e abioticos,
alta produtividade, porte adequado e que atenda a preferéncia dos consumidores (GOMES et
al., 2007). Dentre as variedades mais cultivadas estdo a Prata, Pacovan, Prata Ana, Maga,
Mysore, Terra, D’Angola, Nanica, Nanicdo e Grande Naine. Todas sdo suscetiveis a

fitopatogenos de importancia (Tabela 3) (SILVA; SANTOS-SEREJO; CORDEIRO, 2004).

Tabela 3. Principais cultivares de bananeira difundidas no Brasil e suas caracteristicas frente as
principais doengas da bananicultura brasileira.

Caracteristica
Variedade GG SA SN MP MK NM
Prata AAB S AS S R
Pacovan AAB S AS S S R
Prata Ana AAB S AS S S R
Magca AAB MS AS AS S R
Mysore AAB R R S R
Terra AAB R S R S S
D'Angola AAB R S R S S
Nanica AAA S AS R S S
Nanicao AAA S AS R S S
Grande Naine AAA S AS R S S

Legenda: GG: grupo gendmico; SA: Sigatoka-amarela; SN: Sigatoka-negra; MP: mal-do-Panama; MK:
moko; NM: nematoides dos géneros Radopholus, Meloidogyne spp. € Helicotylenchus; S: suscetivel;
AS: altamente suscetivel; MS: moderadamente suscetivel; R: resistente. Adaptado de CORDEIRO;
MATOS; HADDAD, 2016.

Na bananeira, a variabilidade genética de maior importancia ¢ encontrada entre as
diversas formas selvagens da espécie Musa acuminata e nas cultivares do grupo AA, as quais
evidenciam grande variedade morfologica (SHEPHERD; DANTAS; ALVES, 1986). A
bananeira M. acuminata ssp. burmannica Calcutta 4 ¢ uma variedade selvagem, proveniente do
centro de origem de Musa, que possivelmente coevoluiu com os patdogenos em seu centro de
diversidade, conquistando, assim, um arsenal de genes de resisténcia a estresses bioticos. Esse
gendtipo ¢ fértil, diploide, e ¢ amplamente utilizado em programas de melhoramento de
cultivares comerciais, sendo uma importante fonte de resisténcia a fungos, bactérias e
nematoides fitopatogénicos (MILLER et al., 2010).
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A diversidade genética de Musa ¢ enorme e ndo pode ser desprezada. A introducado e
avaliacdo de germoplasma ¢ a primeira etapa do desenvolvimento de gendtipos geneticamente
melhorados. A conservacdo de seus recursos genéticos ¢ essencial para os programas de
melhoramento, que dependem do acesso a toda a gama de diversidade de Musa (SANTOS-
SEREJO et al., 2016). Para que isso seja realizado de forma efetiva, todo o conjunto de genes
deve ser conservado perpetuamente em colecdes ex situ, in situ e on farm (MUSANET, 2016).
Além disso, técnicas como o cultivo in vitro e a criopreservagdo facilitam a conservagdo e o
intercdmbio de germoplasma, sobretudo para as espécies propagadas vegetativamente
(SANTOS-SEREIJO et al., 2016).

O processo de selegdo de germoplasma deve ser continuo, considerando que ¢ dificil
prever qual serd a durabilidade da resisténcia das cultivares. Em estirpes de P. musae no Brasil,
por exemplo, ocorre alta variabilidade genética, devido a alta recombinagdo sexual e ao fluxo
génico (BRITO, 2015). A ocorréncia de reprodugdo sexual e assexual nessa espécie favorece o
surgimento de polimorfismos associados com fatores de aviruléncia que podem suplantar
potenciais genes de resisténcia (GOMES et al., 2018; PEIXOUTO et al., 2015).

O emprego do melhoramento genético para o desenvolvimento de cultivares resistentes
e/ou tolerantes as doengas pode resultar no aumento de produtividade e na redugdo dos custos
de producdo, devido ao menor uso de fungicidas e a diminui¢do nos gastos com o manejo da
cultura. Consequentemente, evita a contaminacdo ocasionada pelo constante uso de defensivos
agricolas ao meio ambiente e aos trabalhadores rurais, além de melhorar a qualidade dos frutos,
o que reflete no aumento da renda liquida do produtor (AMORIM et al., 2016).

Os programas de melhoramento de Musa atuam no desenvolvimento de genotipos
resistentes a pragas e doengas desde a década de 20. Aliado a resisténcia as enfermidades, outras
caracteristicas de interesse também sdo aprimoradas para que as novas variedades sejam
adotadas pelos produtores, como a qualidade dos frutos, elevada produtividade, precocidade de
produgdo, bom sistema radicular e a eficiéncia no uso de agua e nutrientes (MUSANET, 2016).

No Brasil, a Embrapa foi a pioneira no melhoramento convencional de Musa, com o
programa de melhoramento genético da bananeira (PMGB), que teve inicio em 1976 (SILVA
et al., 2013). Este envolveu a criagdo da colecdo de germoplasma, a hibridacdo de gendtipos
triploides com diploides selvagens ou melhorados, a duplicacdo de cromossomos de diploides
superiores, a hibridacao de tetraploides com diploides selvagens ou melhorados, e a indugao de
mutagdo, com o objetivo de obter gendtipos com potencial para serem utilizados como
cultivares comerciais. O geno6tipo selvagem contribui com resisténcia as diversas doengas, além

de outras caracteristicas favoraveis (SILVA; MATOS; ALVES, 1998).
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Entretanto, o melhoramento convencional em Musa ¢ limitado, sobretudo quando
comparado a outras grandes culturas. A maioria das cultivares comerciais sdo estéreis, possuem
diferentes niveis de ploidia, com o desenvolvimento de frutos sem sementes ou com sementes
ndo viaveis, ocorrendo através de partenocarpia (SILVA et al., 2013; SIMMONDS;
SHEPHERD, 1955). Essas variedades possuem variagdo genética restrita por terem evoluido,
principalmente, através de reproducdo vegetativa assexuada, o que resultou em uma cultura
vulneravel a pragas e doencas.

Devido a essas limitagdes, novas técnicas vém sendo desenvolvidas para a criagdo de
variedades resistentes, de forma a complementar e dar suporte as atividades convencionais de
melhoramento. A engenharia genética, as ferramentas da biologia molecular e a cultura de
tecidos podem oferecer métodos alternativos (TRIPATHI, 2003), de modo a concentrar em um
mesmo gendtipo o maior nimero possivel de caracteristicas favoraveis. Para isso, podem ser
utilizados recursos como a hibrida¢do somadtica, a fertilizacdo in vitro, a mutacao, a duplicagio
nos cromossomos diploides, a selecdo assistida e a engenharia genética, com o desenvolvimento
de transgénicos (AMORIM et al., 2016; SILVA; MORAIS; SANTOS-SEREJO, 2005).

O desenvolvimento de novas estratégias de melhoramento de plantas ¢ altamente
dependente das informagdes genéticas disponiveis. Esse fato evidencia a necessidade de se
estudar e caracterizar a diversidade genética, bem como as relagdes entre acessos selvagens e
diploides, e suas respectivas ploidias (FERREIRA et al., 2016b). A ampliacdo de técnicas
moleculares e os estudos envolvendo a identificagdo de marcadores moleculares em Musa ¢ sua
aplicagdo (AMORIM et al.,2012; CRUZ et al., 2013; MILLER et al., 2010), a elucidagdo sobre
0s genes e sua expressdo e a analise de analogos a genes de resisténcia (RGAs) (EMEDIATO
et al., 2009, 2013; MILLER et al., 2008; PASSOS et al., 2013) tém contribuido para grandes
avangos no melhoramento genético da bananeira.

Ao longo das ultimas décadas, as ferramentas moleculares e gendmicas tém avangado
consideravelmente. As tecnologias de sequenciamento, como o Illumina/Solexa, permitem
gerar grande quantidade de informagdes sobre genomas e transcritomas em curto espaco de
tempo (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015). A disponibiliza¢do das sequéncias do genoma
de referéncia de M. acuminata DH-Pahang representa um grande progresso para a identificagao
de genes responsaveis por importantes caracteristicas agrondmicas, como a resisténcia a
doengas (D’HONT et al., 2012).

Os recentes avancos nas tecnologias de sequenciamento massal forneceram novas
perspectivas para avaliar as interacdes planta-patogeno. Os genomas das plantas podem

codificar varias centenas de genes de resisténcia NBS-LRR, como demonstram vérios trabalhos
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que abordam o tema. Foram descritos cerca de 89 genes da familia NBS-LRR em M. acuminata
DH-Pahang (D’HONT et al., 2012), 393 em Arachis duranensis e 437 em A. ipaénsis (SONG
et al., 2017), 104 em Cicer arietinum (SHARMA; RAWAT; SURESH, 2017), 149 em
Arabidopsis thaliana (MEYERS et al., 2003), 653 em Oryza sativa (SHANG et al., 2009) e
319 em Glycine max (KANG et al., 2012).

No entanto, a constru¢do do genoma de uma espécie ¢ uma atividade extremamente
laboriosa, imersa em dificuldades. Para isso, existem outras técnicas que facilitam a obtengao
de novas sequéncias de genes de resisténcia a partir do genoma de referéncia, como o RenSeq
(Resistance Gene Enrichment Sequencing) (JUPE et al., 2013). Foram identificados por essa
técnica, por exemplo, 114 genes NLRs completos em M. acuminata Calcutta 4 (ARAUJO,
2020), 401 em Solanum americanum (WITEK et al., 2016), 105 novas sequéncias em S.
lycopersicum (ANDOLFO et al., 2014) e 438 genes em S. tuberosum (JUPE et al., 2012).

O maior acesso a sequenciadores de nova geracao possibilitou o surgimento de outras
ferramentas capazes de avaliar, inclusive, os niveis de expressdo génica com base no genoma
de referéncia, como o RNA-Seq (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Essa técnica
possibilita a andlise do conjunto de transcritos de uma célula, incluindo RNA mensageiro
(mRNA), RNAs ndo codificadores (ncRNA) e microRNAs (miRNA) (WANG; GERSTEIN;
SNYDER, 2009). A compreensdo do transcritoma e da forma como ocorre a modula¢do da
expressao génica ¢ essencial para interpretar os mecanismos moleculares envolvidos na
resisténcia e defesa de plantas a estresses bidticos, permitindo ainda a identificacdo de genes
de interesse, que podem futuramente ser utilizados em estratégias do melhoramento genético
de Musa (SILVA et al., 2013).

A necessidade de compreender os mecanismos moleculares que regulam a imunidade
vegetal e a possibilidade do patdogeno suplantar a resisténcia da planta reforgam que ¢
imprescindivel a busca continua de genes de resisténcia e sua piramidiza¢do em cultivares
comerciais (GOHRE; ROBATZEK, 2008; MATIELLO; BARBIERI; CARVALHO, 1997).
Diversos genes R que participam da defesa vegetal ja foram caracterizados. Quando inserido
no genoma da planta, os genes RGA2 (resistance gene analog 2) e Ced9 (cell death
abnormality), por exemplo, demonstraram ser responsaveis por conferir resisténcia a M.
acuminata ssp. malaccensis contra F. oxysporum f. sp. cubense, raga tropical 4 (TR4) (DALE
et al., 2017), o gene RGALI (resistance gene analog 1) tornou Salix viminalis resistente ao
patdégeno Melampsora larici-epitea (MARTIN et al., 2016), e os genes RCC2 e RCG3, que
codificam quitinases em arroz, quando introduzidos em M. acuminata ‘Gros Michel’ foram

capazes de conferir resisténcia a Sigatoka-negra (KOVACS et al., 2013).
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Nesse contexto, pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de analisar a expressao
diferencial dos genes durante a interacdo planta-patégeno. Dados de transcritoma estdo sendo
continuamente gerados durante a interacdo entre Musa e importantes fitopatdgenos da
bananeira, como o nematoide Meloidogyne incognita (CASTANEDA et al., 2017), e os fungos
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (BAI et al., 2013; LI et al., 2012, 2019b; WANG et al.,
2017), Pseudocercospora fijiensis (MILLER et al., 2011; NOAR; DAUB, 2016) e P. musae
(PASSOS et al., 2013). O foco principal ¢ a busca de genes de interesse em variedades
selvagens, como Calcutta 4, que sdo fontes de resisténcia, para que, em seguida, possam ser

transferidos as cultivares comerciais (KOTARI; SWARUPA; RAVISHANKAR, 2016).

2.4. Respostas a estresses bidticos em plantas

As plantas estdo continuamente expostas ao ataque de diversos patdégenos com
diferentes modos de vida e varias estratégias de infec¢do. Assim, para garantir sua
sobrevivéncia no complexo meio em que se encontram, estas desenvolveram, durante o
processo de evolugdo, sofisticados mecanismos de defesa contra os agentes patogénicos. Seu
sistema imune € capaz de reconhecer moléculas do patoégeno, ativando respostas especificas
(PIETERSE et al., 2009).

As interagdes planta-patdogeno podem ser classificadas de dois modos: compativeis ou
incompativeis. A interagdo compativel ocorre quando o hospedeiro ¢ suscetivel e o patogeno ¢
virulento, utilizando-se de estratégias para confundir os sistemas de defesa vegetal, como a
sintese de mimicos de reguladores vegetais ou a degradagdo de compostos liberados pela planta,
ou ainda secretando efetores, como toxinas € enzimas, no meio intracelular do hospedeiro,
favorecendo o processo de infeccdo e colonizacdo dos tecidos vegetais. Nas interagdes
incompativeis, o patdégeno ¢ avirulento e o hospedeiro ¢ resistente, ativando eficientemente os
seus mecanismos de defesa, que incluem a expressdo da hipersensibilidade, a producdo de
metabolitos secundarios antimicrobianos, o espessamento da parede e o aumento de
lignificagdo dos tecidos, impedindo o estabelecimento do patégeno, conduzindo a resisténcia
(RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).

Para que a planta ative respostas de defesa, esta precisa reconhecer o patdogeno através
da ligacdo de elicitores aos receptores presente na membrana plasmatica vegetal. Os elicitores
sdo moléculas capazes de induzir respostas de defesa locais ou sistémicas em um organismo
(HENRY; THONART; ONGENA, 2012). O reconhecimento do agente agressor pela planta

dispara uma complexa cascata de sinalizagdo que culmina com a ativagdo de uma série de
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mecanismos. As respostas das plantas a estresses biodticos incluem a inducdo de proteinas
relacionadas a patogénese (proteinas PR) e de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs),
a producdo de metabdlitos secundérios antimicrobianos (fitoalexinas) e de compostos
sinalizadores, como 4cido salicilico (SA - Salicylic Acid), peréxido de hidrogénio e 6xido
nitrico, reacdo de hipersensibilidade (HR), resisténcia sistémica adquirida (SAR) e resisténcia
sist€émica induzida (ISR) (AGRIOS, 2005; FERNANDES et al., 2009).

Em milhdes de anos de coevolugdo entre populagdes geneticamente diversificadas de
plantas e patdogenos, em seu ecossistema natural o desenvolvimento de doengas era raro e
geograficamente restrito. Em contrapartida, com o advento da agricultura, a utilizacdo de
monoculturas promoveu o ambiente perfeito para a selecdo de racas virulentas dos patdgenos,
resultando em consideraveis perdas de producao (BOYD et al., 2013; DANGL; HORVATH;
STASKAWICZ, 2013; MILLER; ALVES; VAN SLUYS, 2017).

No inicio do século 20, experimentos realizados por Harold Flor demonstraram que a
imunidade em plantas e a habilidade dos patdgenos de causar doengas sao controladas por pares
de genes correspondentes. O fator genético da planta foi descrito como gene de resisténcia (R),
e o fator genético do patdgeno, que acreditava-se ser responsavel por sua incapacidade de causar
doenga, foi referido como gene de aviruléncia (Avr). Entretanto, foi reconhecido que as
moléculas do agente patogénico possuem fungdes intrinsecas de promover a viruléncia e, para
isso, exercem a modulagdo de componentes do hospedeiro (THOMMA; NURNBERGER;
JOOSTEN, 2011).

A habilidade das plantas em reconhecer um invasor e responder a ele € o que diferencia
suscetibilidade de resisténcia em uma intera¢do. Para que ocorra esse reconhecimento, as
plantas detectam substancias derivadas dos patégenos, como os PAMPs (Pathogen-Associated
Molecular Patterns) e os efetores. Os PAMPs sao moléculas altamente conservadas de uma
classe de microrganismos, com papel fundamental na sua sobrevivéncia e responsaveis por
ativar o sistema de defesa em plantas hospedeiras e ndo-hospedeiras (BIGEARD;
COLCOMBET; HIRT, 2015; HENRY; THONART; ONGENA, 2012). J4& os efetores sdao
proteinas e pequenas moléculas capazes de alterar a estrutura e fun¢do das células do
hospedeiro, para facilitar o processo de colonizacdo e infeccao (fatores de viruléncia e toxinas)
e/ou capazes de disparar respostas de defesa do sistema imune vegetal (HOGENHOUT et al.,
2009). Os efetores sao moléculas codificadas ou produzidas pela acdo de um gene Avr presente
em uma raga especifica do patdgeno, capazes de disparar uma cascata de sinalizagdo de defesa
nas plantas resistentes, que possuem o gene de resisténcia correspondente (MONTESANO;

BRADER; PALVA, 2003).
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O sistema imune inato vegetal responde as infec¢des de duas formas distintas. A
primeira, conhecida como imunidade disparada por PAMPs (PTI), reconhece e ativa respostas
de defesa as moléculas comuns a muitas classes de microrganismos, incluindo os nao-
patogénicos. A segunda ¢ chamada de imunidade disparada por efetores (ETI) e ¢ responséavel
pelas respostas aos fatores de viruléncia do patdgeno, diretamente ou através da sua acdo em
alvos da planta (JONES; DANGL, 2006).

O reconhecimento pela planta dos sinais de perigo que ocorrem nas imediac¢des do local
de penetragdo do patdgeno, pode ativar ainda respostas de defesa sist€émicas. Existem duas
formas de defesa sistémica, que podem ser desencadeadas por diversos indutores bidticos e
abidticos: a resisténcia sist€émica adquirida (SAR) e a resisténcia sistémica induzida (ISR). Apo6s
a indugdo da resisténcia sistémica, a planta passa a apresentar um estado geral de defesa,
promovendo um amplo espectro de prote¢do efetivo contra novas infec¢des (AGRIOS, 2005;

BOLLER; FELIX, 2009).

2.4.1. Imunidade disparada por PAMPs — PTI

O processo imune vegetal conhecido como imunidade disparada por PAMPs (PAMP-
triggered immunity - PTI), também chamado de resisténcia basal, horizontal ou nao-
hospedeira, ¢ intermediado por receptores de reconhecimento de padrdes (pattern recognition
receptors - PRRs) presentes na membrana plasmatica. Os PRRs s3o ativados, em nivel celular,
apos reconhecer os PAMPs (padrdes moleculares associados aos patdgenos), que sdo moléculas
essenciais para a sobrevivéncia microbiana (JONES; DANGL, 2006; MONAGHAN; ZIPFEL,
2012; ZIPFEL, 2014). A ligagdo de um PAMP ao PRR correspondente ativa uma cascata de
sinalizacdo downstream que resulta na inducdo da PTI, que ¢ a primeira linha de defesa das
plantas contra a presenca de patdgenos em potencial (RESENDE et al., 2007).

Os PRRs identificados nas plantas sdo receptores transmembrana que apresentam dois
tipos estruturais basicos: receptor-like kinases (RLKs), que possuem um dominio quinase
intracelular na regido C-terminal, e receptor-like proteins (RLPs), que ndo possuem esse
motivo. Ambos s3o codificados por centenas de genes e possuem um dominio funcional
modular na regido extracelular N-terminal (MONAGHAN; ZIPFEL, 2012). Os PRRs podem
ser classificados em diferentes subfamilias de acordo com seus ectodominios, podendo possuir
dominio de repeti¢des ricas em leucina (LRR — Leucine-Rich Repeat), dominio de lisina (LysM
- lysin motif), dominio semelhante ao do fator de crescimento epidérmico (EGF-like - Epidermal

Growth Factor-like) ou dominio de lectina (TANG; WANG; ZHOU, 2017; ZIPFEL, 2014).
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Os receptores PRRs sdo os responsaveis pelo reconhecimento ndo apenas dos PAMPs,
que derivam-se de agentes infecciosos, mas também das moléculas conservadas associadas aos
microrganismos nao-patogénicos, denominadas MAMPs (Microbe-Associated Molecular
Patterns) (BITTEL; ROBATZEK, 2007), e de efetores enddgenos chamados de DAMPs
(Damage-Associated Molecular Patterns), que sao moléculas produzidas pelas plantas apds o
ataque por patdgenos e outros agressores (GUST; PRUITT; NURNBERGER, 2017; HENRY;
THONART; ONGENA, 2012).

Os principais exemplos de PAMPs/ MAMPs sao a flagelina, o fator de elongagdo Tu,
os lipopolissacarideos (LPS), os peptideoglicanos (PGN), e os fatores de quérum sensing de
origem bacteriana; e o B-glucano, o ergosterol e a quitina, de origem fungica (Figura 7)

(BOLLER; FELIX, 2009; NURNBERGER et al., 2004; ZIPFEL, 2014).
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Figura 7. Principais receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) associados a membrana
plasmatica das plantas, capazes de perceber diferentes moléculas microbianas altamente
conservadas (PAMPs/MAMPs) ou substincias endogenas produzidas em situacdo de perigo
(DAMPs). Os receptores LRR-RLKs FLS2, LysM-RLKI CERKI sdo responsaveis por
reconhecer o peptideo bacteriano flg22 da flagelina e a quitina fungica, respectivamente. Com
o reconhecimento dessas moléculas (PAMPs/MAMPs e DAMPs), as células rapidamente
ativam o sistema de imunidade inata PTI. Adaptado de MAZZOTTA e KEMMERLING, 2011.
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O reconhecimento de cada padrdo molecular ocorre por PRRs especificos, os receptores
FLS2 e EFR, do tipo LRR-RLK, sdo capazes de reconhecer a flagelina (flg22) e o EF-Tu
bacterianos, respectivamente (GOMEZ-GOMEZ; BOLLER, 2000), ¢ os receptores LysM-
RLKI CERKI e LysM-RLP CEBIiP sdo responsaveis pelo reconhecimento da quitina fingica
(KAKU et al., 2006; SHIMIZU et al., 2010), desencadeando as respostas de defesa do tipo PTL.

Ap06s a interacdo dos PAMPs com os PRRs da planta, ocorre um rapido influxo iénico
através da membrana, que resulta na alcalinizacdo do meio extracelular e no aumento de ions
de calcio no citosol. As respostas de PTI seguem com a ativagdo de uma cascata de sinalizagao
por MAP quinases (MAPKs - Mitogen-Activated Protein Kinases) e a ativagao de fatores de
transcrigdo do tipo WRKY (BOLLER; FELIX, 2009; RUSHTON et al., 2010; ZIPFEL;
ROBATZEK, 2010). Uma das primeiras respostas celulares de PTI geralmente envolvem a
producgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species), que podem atuar
como moléculas de sinalizacdo ou de modo a impedir o crescimento dos microrganismos
(KIMURA et al., 2017).

A defesa vegetal durante o PTI inclui outras respostas, como a fortificagdo de paredes
celulares com a deposicao de calose e lignina, o acimulo de proteinas relacionadas a patogénese
(PR - Pathogenesis-Related), como quitinases e glucanases, responsaveis por degradar a parede
celular de fungos e oomicetos, € a sintese de compostos secundérios antimicrobianos, como as
fitoalexinas, para conter o avancgo dos patdgenos nos tecidos vegetais, conferindo resisténcia a

maioria dos agentes patogénicos em potencial (PIETERSE et al., 2009).

2.4.2. Imunidade disparada por efetores — ETI

Com a coevolugdo, os patdgenos desenvolveram mecanismos capazes de suprimir as
respostas de PTI, através da liberagdo de efetores (fatores de aviruléncia) no citoplasma das
células do hospedeiro, interferindo nos mecanismos do sistema imune vegetal, e resultando em
agentes patogénicos capazes de causar infec¢des. Dessa forma, as doengas sao consequéncia da
suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS) (CHISHOLM et al., 2006; GOHRE;
ROBATZEK, 2008; JONES; DANGL, 2006). Uma vez que as respostas de PTI foram
superadas, as plantas otimizaram seu sistema imune inato desenvolvendo proteinas de
resisténcia (R) especificas no citoplasma celular, para detectar e combater o ataque de

microrganismos patogénicos. Essa ¢ a segunda linha de defesa vegetal, chamada de imunidade
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disparada por efetores (effector-triggered immunity - ETI), também conhecida como resisténcia
vertical, gene-a-gene ou raga-especifica (JONES; DANGL, 2006).

Enquanto os processos de PTI envolvem o reconhecimento de microrganismos
patogénicos e ndo patogénicos, a planta, durante o ETI, ¢ capaz de reconhecer apenas as
proteinas e moléculas envolvidas na patogenicidade. A imunidade desencadeada por efetores ¢
mediada por receptores intracelulares que monitoram a presenga de efetores dos patdogenos, de
forma direta ou indireta (Figura 8) (CHISHOLM et al., 2006; MONAGHAN; ZIPFEL, 2012).
Os genes de resisténcia da planta (genes R) possuem um papel essencial no reconhecimento de

proteinas especificas de genes Avr dos patogenos (BOYD et al., 2013).

PAMP
< Pathogen

DOOOBODOOOODBD O ~’\1\ o0NOODDO OO n
AARRARARRRRRARTEE QA ARKRE QA MR Re
GOy W udsyy by 1\\\ UR WA uwuhyyy (I
U OLDUOOULULRULVUELILRLUL VOuwo oo vouvoy oY “ \‘
g
Effector )

H
/ P
PTI response ETI response

Figura 8. As duas linhas do sistema imune inato vegetal: PTI e ETI. O reconhecimento do
PAMP pelo receptor PRR desencadeia as respostas em PTI. Entdo, o patdgeno secreta efetores
dentro da célula da planta hospedeira, que interferem na PTI. Proteinas NB-LRR sdo capazes
de reconhecer essas moléculas efetoras, disparando as respostas em ETI. Tlustragdo retirada de
LI e ZHANG, 2016.

A complementaridade entre o par de genes da planta hospedeira e do patéogeno
determinam a resisténcia gene-a-gene, cultivar-especifica. Assim, um efetor especifico
codificado por um gene Avr presente em uma raca particular do patégeno desencadeara
respostas de resisténcia apenas na planta hospedeira que possuir o gene R correspondente.
Dessa forma, a resisténcia mediada por esse gene ¢ baseada no reconhecimento de um Unico
efetor. A auséncia do gene R resultard em suscetibilidade do hospedeiro ao patogeno (COHN;
SESSA; MARTIN, 2001; DANGL; JONES, 2001; MONTESANO; BRADER; PALVA,
2003).
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Os genes de resisténcia da planta (genes R) codificam proteinas (R) receptoras
intracelulares capazes de reconhecer, direta ou indiretamente, efetores codificados por genes de
aviruléncia (Avr) do patéogeno (PETIT-HOUDENOT; FUDAL, 2017). As proteinas R sao
classificadas em nove classes ou familias, de acordo com a organizacdo de motivos de
aminoacidos conservados e seus dominios de membrana. A maioria desses receptores possuem
ao menos trés dominios principais: na regido C-terminal encontra-se um dominio de repeti¢des
ricas em leucina (LRR), um dominio central conservado com sitios de ligacdo a nucleotideos
(NBS - Nucleotide-Binding Site), ¢ um dominio variavel na regido N-terminal (DUBEY;
SINGH, 2018; MCHALE et al., 2006). O dominio NBS atua, principalmente, na sinalizagdo e
os LRRs sdo dominios envolvidos em interagdes proteina-proteina (DUBEY; SINGH, 2018).
Esses receptores integram uma superfamilia extremamente polimorfica, conhecida como NLR
(NB-LRR-related), e demonstram semelhancga estrutural e funcional aos NLRs envolvidos nas
respostas imunes inflamatérias e inatas dos animais (BENTHAM et al., 2017; JONES;
DANGL, 2006).

Os receptores intracelulares, que contém os dominios NB-LRR, estdo intimamente
envolvidos na detec¢do do patdgeno, e na regulacdo da sinalizacdo celular e da apoptose
(DANGL; JONES, 2001; JONES; DANGL, 2006; TING et al., 2008). As proteinas NLR
especificas sdo ativadas por efetores especificos. Esses receptores podem detectar as moléculas
efetoras de trés formas distintas: a partir da ligag@o direta entre o efetor e o receptor; de forma
indireta, por meio da identificacdo de alteracdes mediadas pelo efetor em proteinas “decoy”
(isca), que mimetizam o alvo do efetor, mas que ndo exercem outra funcdo bioldgica; ou
indiretamente, através do reconhecimento de modificagdes estruturais ¢/ou funcionais mediadas
pelo efetor no alvo de viruléncia do hospedeiro (Figura 9) (DANGL; HORVATH;
STASKAWICZ, 2013; JACOB; VERNALDI; MAEKAWA, 2013).
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Figura 9. O esquema do sistema de imunidade vegetal, apresentado por DANGL, HORVATH
e STASKAWICZ (2013), evidencia a deteccdo dos PAMPs/MAMPs através dos receptores
PRRs extracelulares, que desencadeia a PTI (1). Os patdgenos liberam entdo efetores de
viruléncia para a célula de forma a bloquear a percep¢ao dos PAMPs/MAMPs (2), suprimindo
as respostas de PTI (3). Entretanto, a planta ¢ capaz de reconhecer os efetores através de
receptores intracelulares NLR, por trés vias distintas: pela ligacdo direta entre a molécula
efetora e o receptor (4a), através de modificagcdes realizadas pelo efetor em uma proteina
“decoy”, que mimetiza o alvo do efetor (4b); e pelo reconhecimento de modificagdes estruturais
e/ou funcionais mediadas pelo efetor no alvo de viruléncia do hospedeiro, como o dominio
citos6lico de um PRR (4c). Essa deteccao do efetor pelos receptores NLR ativa as respostas de
ETI (5).

As respostas de ETI sdo mais rapidas e mais robustas quando comparadas as de PTI, e
geralmente resultam na produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), culminando em uma
reacdo de hipersensibilidade (HR - Hypersensitive Response), que resulta em morte celular
programada (PCD - Programmed Cell Death) localizada nos sitios de infeccdo (BOYD et al.,
2013; JONES; DANGL, 2006; MOLINA-MOYA et al., 2019). Apds o reconhecimento pela
planta dos efetores do patégeno, inicia-se a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
de 6xido nitrico (NO — Nitric Oxide). Ocorre, entdo, nas células vizinhas ao sitio de infeccao, a
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sintese de diversos compostos toxicos formados pela redugdo do oxigénio molecular, incluindo
o perdxido de hidrogénio, o anion superdxido e o radical hidroxila, sendo este o mais forte
oxidante dentre as espécies ativas de oxigénio. A formacdo de ROS pode resultar na
peroxidagdo lipidica, na degradag@o de 4cidos nucleicos e na inativacdo de enzimas, podendo
ocasionar a morte celular, contribuindo para a expressdo da hipersensibilidade, ou atuar
diretamente na morte do patdgeno (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A ativacdo das respostas de hipersensibilidade ocorrem apds o aumento de ROS e de
NO. A morte celular programada ocorre devido ao acimulo de compostos fenolicos nas células
adjascentes ao local de infec¢do, causando a morte de varias células, formando uma lesao
necrotica com o objetivo de limitar o crescimento do patégeno, privando-o de nutrientes e
retardando sua colonizag@o nos tecidos do hospedeiro (BOYD et al., 2013; CHISHOLM et al.,
2006; JONES; DANGL, 2006). Entretanto, as respostas que envolvem HR favorecem o
crescimento de patogenos necrotoficos, tendo em vista que sua estratégia de viruléncia ¢
provocar a morte das células do hospedeiro. Assim, acredita-se que as respostas de
hipersensibilidade possuam papel ativo apenas contra patdgenos biotroficos e hemibiotroficos
(GLAZEBROOK, 2005).

Durante as repostas de ETI, eventos moleculares modulam a expressdo de genes de
defesa e as vias metabdlicas hormonais, o que envolve a regulacdo do equilibrio de fitormonios,
como o acido salicilico, o etileno (ET) e o 4cido jasmonico (JA - Jasmonic Acid), os quais sao
considerados os principais hormonios envolvidos em respostas de defesa vegetal (ANDERSON
et al.,2004; BROWSE, 2009; PIETERSE et al., 2012). A resisténcia mediada por genes R estao
associadas também a ativacdo de vias de sinalizagdo dependentes de SA, levando a expressao
de proteinas PR, que contribuem para a defesa vegetal (GLAZEBROOK, 2005). As respostas
que envolvem SA sdo mais efetivas contra patégenos com modo de vida biotréfico e
hemibiotréfico, os microrganismos necrotroficos sdo mais sensiveis as defesas reguladas por
JA e ET (GLAZEBROOK, 2005; VERHAGE; VAN WEES; PIETERSE, 2010).

Estudos recentes demonstraram que as respostas de ETI junto com as de PTI tém
resultados extremamente mais fortes. A ETI ocorre de modo a potencializar os efeitos da PTI,
refletindo em uma resisténcia otimizada e efetiva (NGOU et al., 2020). A evolugado do sistema
imune vegetal foi representada em quatro etapas, em um modelo denominado “zigue-zague”,
proposto por Jones e Dangl (2006) (Figura 10). Na fase 1, os PAMPs/MAMPs sdo reconhecidos
por PRRs ativando a PTI, impedindo a colonizagao dos microrganismos; na fase 2, os patdogenos
bem sucedidos liberam efetores que interferem na PTI, resultando em suscetibilidade

desencadeada por efetores (ETS); na fase 3, ocorre o reconhecimento especifico do efetor por
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uma proteina NB-LRR, o que ativa as respostas de ETI, que sdo mais fortes e rapidas do que a
PTI. Na fase 4, com a sele¢do natural, os patogenos podem perder efetores e adquirir novos,
tornando-os capazes de suprimir a ETI. Tal selecao favorece também a evolugdo de novos alelos
NB-LRR capazes de reconhecer os efetores recém-adquiridos, resultando na ativacdo das

respostas de ETI novamente.

High PTI ETS ETI ETS ETI
A A A
Threshold for HR
% I [\ °, 0 |
c Pathogen 0e® ©
% effectors ®
> Pathogen
) effectors | Avr-R
= °
Threshold for
effective resistance

Figura 10. Modelo de “zigue-zague” do sistema imune vegetal, proposto por JONES e DANGL
(2006). Inicialmente, as plantas detectam PAMPs/MAMPs (losangos vermelhos), via PRRs e
ativam a PTIL. Os patdgenos de sucesso produzem efetores que interferem na PTI, resultando
em suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS). Quando um efetor (indicado em vermelho,
Avr-R) ¢ reconhecido pelas proteinas NB-LRR, disparam-se as respostas de ETI, que ¢ uma
versdao amplificada de PTI, resultando na inducdo da morte celular e resposta de
hipersensibilidade (HR). Com a evolu¢do, isolados do patégeno podem perder efetores (em
vermelho) e adquirir novos efetores através do fluxo génico horizontal (em azul), o que pode
resultar na supressdo da ETI. Ocorre entdo a selecdo de novos alelos NB-LRR da planta que
podem reconhecer um dos efetores recém-adquiridos pelo patdégeno, resultando novamente em
ETIL
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2.4.3. Inducio de resisténcia

O reconhecimento de elicitores de organismos patogénicos e ndo patogénicos induzem
a uma ampla variedade de respostas de defesa vegetal. Além da ativagdo das vias de PTI e ETI,
estes podem ainda ativar a defesa sistémica nas plantas, podendo desencadear respostas de
resisténcia sistémica adquirida (SAR - Systemic Acquired Resistance) ou de resisténcia
sistémica induzida (ISR - Induced Systemic Resistance), de forma a potencializar a defesa
vegetal e proteger os tecidos sadios contra novos ataques (BOLLER; FELIX, 2009). Esse tipo
de defesa ¢ denominada de resisténcia induzida, posto que as plantas reconhecem as agressoes,
mas conseguem sobreviver, ainda que fiquem comprometidas, devido a sua ampla capacidade
de adaptacdo (BARROS et al., 2010).

Fenotipicamente, SAR e ISR sdo semelhantes, contudo as rotas metabdlicas que
regulam ambas sdo diferentes. Apds o reconhecimento de indutores, as duas formas de
resisténcia sistémica tém seus mecanismos de defesa ativados, ndo apenas no local de
reconhecimento do elicitor, mas tamém em outros locais distantes do sitio de indugdo, de forma
mais ou menos generalizada, tornando-as mais resistentes a futuras infec¢cdes (PIETERSE et
al., 2005; STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997). Existe uma sobreposi¢ao parcial
no espectro de efetividade de SAR e ISR, que também ¢ divergente em alguns casos, o que
sugere que as respostas de defesa que sdo ativadas durante os dois tipos de resisténcia induzida
sdo distintas (PIETERSE et al., 2005).

A SAR ¢ induzida pelo ataque de microrganismos patogénicos que tem o SA como
principal sinalizador, e fornece defesa de longo prazo contra um amplo espectro de patdogenos
(AGRIOS, 2005). A percepcao de moléculas do agente patogénico no sitio da invasdo ativa um
sistema de respostas de defesa em regides distantes da infeccdo. Para isso, ocorre o acumulo
endogeno de SA, que, mediado pela importante proteina reguladora NPRI1, resulta na
reprogramacgao transcricional de diversos genes que codificam proteinas PR. No local da
infecg¢do ocorre a producdo de SA, que se move célula a célula sob a forma de metil salicilato,

através do plasmodesmata ou através do floema, em direcdo as demais regides da planta (Figura

11) MUTHAMILARASAN; PRASAD, 2013).
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Figura 11. Diagrama, demonstrado por KLEMPTNER et al. (2014), ilustrando em pormenores
as respostas do sistema de defesa vegetal. BAKI1: brassinosteroid insensitive 1 (BRI1) -
associated kinase; BIK1: Botrytis-induced kinase 1; CC-NB-LRR: coiled-coil nucleotide-
binding leucine-rich-repeat; CDPK: calcium-dependent protein kinase; EDS1: enhanced
disease susceptibility 1; ET: ethylene; FLS2: flagellin-sensitive 2; JA: jasmonic acid,
MAPK(K/K): mitogen-activated protein kinase (kinase/kinase); MeSA: methyl-SA; NPR:
nonexpressor of PR gene; PAD4: phytoalexin deficient 4; PR: pathogenesis-related; RLK:
receptor-like kinase; ROS: reactive oxygen species, SA: salicylic acid; TIR: Toll and
Interleukin 1 transmembrane receptor; TTSS: type Il secretion system.
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A ISR ¢ desencadeada por microrganismos benéficos, ndo patogénicos, como bactérias
e fungos que vivem na rizosfera. Diversas substancias bidticas ou abidticas podem induzir sua
ativacdo, sendo necessarios componentes das vias de ET e JA para sua expressao (PIETERSE
et al., 1998, 2012; POZO; VAN LOON; PIETERSE, 2005). Na rota metabolica do ISR, a
proteina NPRI1 ativa a expressdo de genes apos a sinalizagdo do JA e do ET, resultando na
sintese de varios metabdlitos secundarios envolvidos nos mecanismos de defesa, como
fitoalexinas e polifendis, na deposi¢do de calose, lignina e outros refor¢os da parede celular, e
no aumento da atividade de enzimas como fenilalanina amonia-liase, quitinase, peroxidase e
lipoxigenase (CHEN et al., 2000; FATIMA; ANJUM, 2017; VERHAGEN et al., 2010). A
regulacdo das respostas de ISR esta associada a diversos fatores de transcri¢do, principalmente
os da familia AP2/ERF (Apetala2/Ethylene Responsive Factor) (PIETERSE et al., 2005). E
necessario algum tempo para que mudangas especificas no metabolismo da planta ocorram,
como a produgdo e/ou o acumulo de substincias, sendo estes fundamentais na expressao da
resisténcia sistémica induzida (PASCHOLATTI; LEITE, 1995).

O estudo da modulagdo da expressdao dos genes da planta, durante diferentes momentos
da infeccdo, ¢ de extrema importancia para a compreensdo dos mecanismos de defesa vegetal,
visto que as respostas moleculares variam de acordo com o patossistema (Figura 12) (SILVA
et al.,2013). Por isso, ¢ essencial que pesquisas sejam realizadas com o intuito de identificar as
alteragdes transcricionais de cada momento da interagdo planta-patdogeno e esclarecer quais

elementos moleculares sdo especificos (KANG et al., 2012).
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Figura 12. Esquema dos mecanismos de defesa vegetal associados a diferentes patdgenos,
apresentado por MILLER, ALVES e VAN SLUYS (2017). PAMPs: padrdes moleculares
associados aos patogenos; PTI: imunidade disparada por PAMPs; DAMPs: padrdes
moleculares associados a danos; PRRs: receptores de reconhecimento de padrdes; ROS:
espécies reativas de oxigénio; ETI: imunidade disparada por efetores; NLR: nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptor; HR: rea¢do de hipersensibilidade; JA: jasmonic acid,
ET: ethylene; AS: salicylic acid; NPR1: non-expressor of pathogenesis-related genesl; PR:
pathogenesis-related protein; COIl: coronatine insensitive protein 1; EIN2: ethylene-
insensitive protein2; SAR: resisténcia sistémica adquirida; TF: fator de transcricao; NSP:
nuclear shuttle protein; NIK1: NSP-interacting kinase 1; RLP10: receptor-like protein 10;
dsDNA: DNA dupla fita; UPS: ubiquitin—proteasome system; MP: movement protein; CP: coat
protein; miRNA: microRNA; dsRNA, RNA dupla fita; ARG: Argonaute-containing silencing
complex.

55



3. JUSTIFICATIVA

Diante do exposto, fica evidente que a bananicultura apresenta grande importancia
social e econdmica, entretanto, sofre elevadas perdas devido a sua suscetibilidade a um grande
numero de patégenos que causam doencas de alto impacto econdmico, como as doengas de
Sigatoka. A Sigatoka-amarela, causada por Pseudocercospora musae, esta distribuida em todos
os estados brasileiros e pode ocasionar perdas de até 100% na producdo, em microclimas
favoraveis (CORDEIRO; MATOS; HADDAD, 2016). Seu controle ¢ realizado
prioritariamente a base de fungicidas, o que representa mais de 30% dos custos totais de
produgdo da fruta (KEMA, 2006).

Levando em consideracao que mais de 40% da produ¢ao mundial de banana ¢ composta
apenas de cultivares derivadas do genotipo Cavendish, altamente suscetivel a Sigatoka-amarela,
o método mais eficaz para o controle da doenga seria a substitui¢ao das cultivares suscetiveis
por uma cultura composta por variedades resistentes (CORDEIRO; MATOS; HADDAD, 2016;
PLOETZ et al., 2007). O desenvolvimento de programas de melhoramento, associado as novas
tecnologias de engenharia genética, vem possibilitando o surgimento de novas linhagens de
banana geneticamente modificadas resistentes a doencas (DALE et al., 2017; TRIPATHI et al.,
2014). Para isso, sdo utilizados genes provenientes de bananeiras selvagens, como a variedade
Musa acuminata ssp. burmannica Calcutta 4, que ¢ amplamente utilizada em programas de
melhoramento genético e ¢ uma importante fonte de resisténcia as doencas de Sigatoka
(MENON, 2016).

Nos ultimos anos, o avanco das tecnologias de sequenciamento resultou em um
crescente nimero de pesquisas envolvendo genomica e genética funcional de plantas, de
microrganismos e de interagdes patdogeno-hospedeiro (CHITTEM et al., 2020; PETITOT et al.,
2016; RATHOD et al., 2020; TRUJILLO-MOYA et al., 2020; ZHU; LI; ZHENG, 2018). Como
consequéncia, o conhecimento acerca dos mecanismos moleculares relacionados aos processos
de infeccdo e as respostas de defesa e resisténcia vegetal aumentou consideravelmente,
possibilitando que novos genes sejam selecionados e utilizados para fornecer as cultivares
suscetiveis uma resisténcia duradoura e de amplo espectro. Entretanto, os patégenos possuem
a capacidade de suplantar a resisténcia da planta, sendo esta uma possibilidade eminente, que
reforga a imprescindibilidade da busca continua a genes de resisténcia e sua piramidizagdo em
cultivares comerciais (GOHRE; ROBATZEK, 2008; MATIELLO; BARBIERI; CARVALHO,
1997).

56



A compreensdo das bases moleculares associadas a resisténcia de gendtipos de M.
acuminata ¢ primordial para a obten¢do de novas cultivares de bananeira resistentes, sobretudo
para a prospeccao de genes envolvidos nas respostas imunes a estresses bioticos, sendo este um
importante foco para novas pesquisas cientificas (JONES; DANGL, 2006; KEEN, 1990).
Apesar da grande importancia da banana para o mundo, da disponibilizacdo dos genomas de
Musa j& sequenciados e da necessidade de pesquisas relacionados a defesa vegetal contra
patdgenos, os estudos abordando a base genética da resisténcia de Calcutta 4 frente a infecgao
com P. musae ainda sdo restritos (ARAUJO, 2020; EMEDIATO et al., 2009, 2013; MILLER
et al., 2009; PASSOS et al., 2013; REGO, 2018).

Diante disso, essa pesquisa foi realizada com intuito central de preencher essa lacuna
no conhecimento cientifico, de modo a ampliar o entendimento acerca dos genes envolvidos na
resisténcia e na defesa de M. acuminata a estresse biotico, durante a intecdo com P. musae,
importante patdgeno para a bananicultura nacional. Para a identificacdo desses genes, foi
realizado o sequenciamento Illumina do transcritoma foliar decorrente da interagdo entre e M.
acuminata e P. musae, utilizando-se a técnica de RNA-Seq. O gendtipo de bananeira utilizado
para o sequenciamento foi o Calcutta 4, devido a sua resisténcia a Sigatoka-amarela. Em
seguida, foi feita a analise da expressdo diferencial dos genes identificados in silico, que estao
potencialmente envolvidos nas vias de sinalizacdo das respostas de defesa da planta. Para a
validagcdo dos genes, foram utilizadas as variedades Cavendish (suscetivel) e Calcutta 4, de
modo a analisar as potenciais diferencgas nos niveis de expressdo em gendtipos contrastando em
resisténcia a P. musae. Dessa forma, esse estudo contribuira para a elucidagdo dos mecanismos
de defesa e resisténcia em Musa, e beneficiara futuros programas de melhoramento para a

geracdo de novos genotipos resistentes por meio da transformacao genética da espécie.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Investigar a interacdo entre Musa acuminata e o fungo Pseudocercospora musae, agente
causal da Sigatoka-amarela, com foco na identifica¢do de potenciais genes relacionados

as respostas de resisténcia e defesa da planta ao patogeno.

4.2. Objetivos Especificos

Identificar os genes envolvidos nas respostas de defesa em M. acuminata ssp.
burmannica Calcutta 4 (gendtipo resistente), durante a interagdo com P. musae;
Analisar a expressao génica diferencial dos genes-candidatos a partir dos dados gerados
in silico, ap6s a realizagdo do sequenciamento do transcritoma, via RNA-seq, de
Calcutta 4 inoculado com P. musae, aos 3 e 12 dias apds infecgao;

Validar os dados obtidos in silico referente aos principais genes-candidatos envolvidos
na defesa de M. acuminata frente a infegcao, nos gendtipos contrastantes em resisténcia
Calcutta 4 e Cavendish Grande Naine, através da técnica de transcri¢ao reversa do RNA

por PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR).
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5. MATERIAL E METODOS

Uma visdao global da metodologia geral utilizada neste trabalho para investigar a

interagdo entre Musa acuminata e Pseudocercospora musae estd ilustrada na Figura 13.

Cultura monospoérica
de P. musae

Isolamento direto

. I
. »RNA-seq - |identificagdo molecular
. - Andlisede | (ITS, ACT, HIS, EF)
|  bioinformatica I Inoculagio:
: ' - Calcutta 4
AR A | . Cavendish
................ Analise
Q microscopica i\!j.
Extracao de RNA: :
+ Concert® RNA Plant
Reagent (Invitrogen); Tempos de
* ReliaPrep™ miRNA Cell <::. coleta: <:Z
and Tissue Miniprep + 3 DAI
System (Promega); * 12 DAI
* Invisorb Spin Plant RNA
Mini Kit (Invitek®).

Figura 13. Visdo geral da estratégia utilizada para as analises do transcritoma e valida¢do dos
genes diferencialmente expressos na interacdo entre Musa acuminata e Pseudocercospora
musae.

5.1. Pseudocercospora musae
5.1.1. Colecao de isolados, identificacao, crescimento e manuteng¢ao
A colegdo de P. musae possui mais de 100 isolados preservados pelo método de
Castellani (CASTELLANI, 1939) e em papel filtro, dos quais foram selecionados quatro

candidatos para a execucdo deste trabalho: o isolado 018bBA, proveniente da Embrapa
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Mandioca e Fruticultura (CNPMF), Cruz das Almas, BA; e os isolados 12EB, 15EB e 90EB,
originarios de lesdes foliares caracteristicas de Sigatoka-amarela em bananeiras cultivadas na
Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia (UnB) (Brasilia-DF).

Foi realizado o isolamento direto de P. musae com o auxilio de microscopio
estereoscopico. Para isso, conididsporos coletados de esporodoquios, localizados no centro das
lesdes, foram transferidos para meio de cultura V8 (50mL de suco de vegetais Campbell’s V8,
1g de CaCO:s, 9g de Agar, 450mL de agua destilada, 167mg de Cloranfenicol) ¢ mantidos em
camara tipo BOD sob temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12h (Figura 14).

D s L

Figura 14. Isolamento direto de Pseudocercospora musae a partir de lesdes de Sigatoka-amarela
em folhas de bananeira.

Para promover o crescimento e a manutengdo dos isolados, apos 30 dias de cultivo, as
colonias foram maceradas com auxilio de cadinho e pistilo com a adi¢do de SmL de 4gua
destilada esterilizada. A partir desta suspensdo, foram transferidos 300uL para novas placas de
Petri contendo meio de cultura V8, sendo espalhados com auxilio de uma alga de Drigalski. As
novas placas foram mantidas em BOD sob temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12h. Todos os
isolados foram preservados utilizando-se o método de Castellani (CASTELLANI, 1939), em

papel filtro a 4°C e em glicerol 10% sob a mesma temperatura.
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5.1.2. Extracido do DNA

A extragdo do DNA gendmico de P. musae foi realizada seguindo-se o protocolo fenol-
cloroférmio adaptado de GONZALEZ-MENDOZA et al. (2010). Para isso, os quatro isolados
foram cultivados em meio de cultura V8 durante 30 dias, a 25°C e fotoperiodo de 12h. Em
seguida, macerou-se o micélio em nitrogénio liquido, transferindo-o para tubos Eppendorf de
1,5mL, onde foi adicionado 500uL do tampao de extragao (Tris HCl a 200mM e pH 8,5, EDTA
a 25mM, NaCl a 250mM, Sédio Dodecil-Sulfato - SDS a 0,5%, agua Milli-Q). Apos
homogeneizagdo, adicionou-se 350uL de fenol e 150uL de cloroférmio. A solugdo foi
levemente homogeneizada e centrifugada a 11.800 rpm em centrifuga Megafuge 16R, rotor
Microliter 30x2 sealed (Thermo Scientific, EUA), por 30 minutos a 4°C. Coletou-se o
sobrenadante, transferindo-o para novos tubos, onde foi adicionado 10 unidades de
Ribonuclease A e incubados a 37°C por 15 minutos. Logo apds, adicionou-se aproximadamente
ImL de cloroférmio, equivalente ao volume coletado, centrifugando, em seguida, as amostras
a 11.800 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo de 1,5mL, onde
adicionou-se isopropanol gelado, na propor¢do de 0,54 vezes o volume coletado, para a
precipitagdo do DNA. Centrifugou-se as amostras por dois minutos a temperatura ambiente e o
sobrenadante foi descartado. O pellet de DNA passou por lavagem em 200uL de etanol 70%,
sendo seco e ressuspendido em 50uL de TE (Tris HCl 10mM, EDTA 1mM, agua ultra-pura).
O DNA extraido foi armazenado a -20°C.

5.1.3. Identificacdo molecular

As regides gendomicas ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossdmico, os
genes da actina (ACT), do fator de elongagao 1o.(EF) e da histona H3 (HIS) sdo frequentemente
utilizadas em estudos de relagdes taxondmicas entre espécies do género Pseudocercospora,
possuindo resolucdo suficiente para confirmar a identificacdo dos isolados a nivel de espécie
(ARZANLOU et al.,2007,2008; BRITO et al., 2020; CROUS et al., 2004). Dessa forma, essas
quatro regides gendmicas foram sequenciadas e analisadas para confirmar a identidade
molecular dos isolados.

A regido ITS do rDNA foi amplificada com os primers universais ITS1 e ITS4. As
reacdes em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) foram preparadas em
tubos Eppendorf de 0,2mL contendo 10ng de DNA, 6,25uL. de MyTaq™ Mix (Bioline, EUA),
de acordo com as instrugdes do fabricante, 10uM de cada primer e para completar o volume

final de 12,5uL agua Milli-Q esterilizada foi adicionada. A PCR foi realizada em termociclador
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Sure Cycler 8800 Agilent Technologies (EUA), e as reagdes foram conduzidas nas seguintes
condi¢des: 1 ciclo para etapa inicial de desnaturacao (95°C por Smin), seguido de 35 ciclos com
uma etapa de desnaturagdo (95°C por 20s), uma de anelamento (59°C por 45s) e uma de
extensdo (72°C por 50s), e um ultimo ciclo de extensao final (72°C por 5 min). A amplificagdo
de parte dos genes da actina, do EF e da histona seguiu-se conforme descrito anteriormente,
com excecdo da temperatura de anelamento utilizada, que foi de 58°C, 62°C e 52°C,

respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncias dos primers utilizados na amplificagdo do DNA para a identificacao
molecular de Pseudocercospora musae, com o tamanho esperado do amplicon especifico.

Tamanho
do

Primers Sequéncia (5°-3) amplicon Referéncia

(pb)
600 (WHITE et al., 1990)

ITS-1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC
ACT-783R  TACGAGTCCTTCTGGCCCAT
EF1-728F CATCGAAGTTCGAGAAGG
EF1-986R  TACTTTGAAGGAACCCTTACC
H3-1a ACTAAGCAGACCGCCCGCAGG
H3-1b GCGGGCGAGCTGGATGTCCTT

300 (CARBONE; KOHN, 1999)

350 (CARBONE; KOHN, 1999)

350 (GLASS; DONALDSON, 1995)

Os amplicons resultantes foram purificados utilizando-se Exo-SAP (USB, Affymetrix,
EUA), conforme as instru¢cdes do fabricante. As amostras foram quantificadas em gel de
agarose 1% na presenca de brometo de etidio (1pg/mL), através da comparagao com o marcador
padrdo Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, EUA). Foi utilizado um sequenciador Sanger ABI
3130x1 (Applied Biosystem, EUA) para a realizagdo do sequenciamento das amostras
purificadas. A sequéncia consenso para cada regido genomica foi montada com o auxilio do
programa Geneious 8.1, e comparada via BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997), contra o banco
de dados do GenBank/NCBI, para a confirmacao da identidade dos isolados.

5.1.4. Indculo
Para a realizagdo dos bioensaios relacionados ao estudo da expressdo dos genes
potencialmente envolvidos nos processos de defesa em M. acuminata a P. musae, foi utilizada

uma suspensao de conidiésporos como indculo. Para o preparo dessa, o micélio do fungo foi
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macerado com agua destilada esterilizada e 300uL desta suspensdo foram espalhadas, com
auxilio de al¢a de Drigalski, em cada placa de Petri contendo meio de cultura V8. Estas foram
mantidas em BOD, sob temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12h. A partir destas placas, a
suspensdo de esporos foi preparada com a adicdo de Tween 20 a 0,05% em cada placa. Os
esporos foram liberados com auxilio de um escalpelo. A suspensdo obtida foi filtrada em
peneira de malha fina e sua concentragéo foi ajustada para 1,7x10* conidios/mL, com cdmara

de Neubauer.

5.2. Material vegetal

Foram utilizadas plantas de M. acuminata cv. Cavendish Grande Naine (CAV),
genoétipo suscetivel a P. musae, e de M. acuminata ssp. burmannica Calcutta 4 (C4), genotipo
resistente. Todas foram fornecidas pela Embrapa CNPMF, provenientes de cultivo in vitro.
Estas foram transplantadas em vasos metalicos de 24x20cm previamente lavados e
desinfestados, preenchidos com substrato esterilizado, composto por partes iguais de solo, areia,
himus de minhoca e esterco de galinha. Anteriormente a realizagdo dos bioensaios, as mudas
passaram por um periodo de aclimatag@o de 7 dias em camara de crescimento (BioChambers,

Canadd) a 25°C, fotoperiodo de 12h e umidade relativa de, no minimo, 80%.

5.3. Bioensaio teste
Foi realizado um bioensaio piloto com a finalidade de definir o isolado a ser utilizado
no estudo da interacdo entre P. musae e M. acuminata através do RNA-seq. Para isso, foram
selecionados quatro isolados entre os que melhor cresceram em meio de cultivo: 12EB, 15EB,
018bBA e 90EB. Foram inoculadas quatro plantas de cada gen6tipo, uma para cada timepoint
pré-definido: 3, 6, 12 e 18 dias. A inoculacdo foi realizada pela aspersao de 200 pL da suspensao
de esporos em éreas pré-delimitadas de 2,5x2,5cm? nas quatro folhas mais jovens de cada

planta, uma folha por isolado.

5.3.1. Analises microscopicas
Foram realizadas analises microscopicas preliminares, a partir do bioensaio teste, para
observar importantes caracteristicas entre os isolados, como a quantidade de conidios liberados,

o numero de esporos germinados na superficie foliar e a aderéncia a epiderme da folha. Foram
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analisados 20 fragmentos foliares de 1xlcm para cada isolado, de cada gendtipo, através de
microscopia de luz. As amostras coletadas foram fixadas em &cido acético e etanol por 24 horas
e mantidas em solu¢do de etanol 70%. Para a observacdo, as laminas foram coradas com azul
de algodao (lactofenol) (NICOLSON, 1959).

Posteriormente a realizagdo das andlises microscopicas, com base na quantidade de
conidios presentes na epiderme foliar, na avaliagdo da proporc¢ao de conidios germinados € nao
germinados, € na observagao dos esporos e hifas aderidos a superficie da folha, demonstrando
maior aderéncia a parede vegetal, foi determinado que o indculo utilizado na conducdo do
bioensaio final seria preparado a partir do isolado 15EB (dados apresentados nos resultados,

item 6.2).

5.4. Bioensaio final

O bioensaio foi realizado na Estagdo Experimental de Biologia da UnB, em cdmara de
crescimento a 25°C, fotoperiodo de 12h e umidade relativa de 80%, por um periodo de 12 dias.
Para sua conducdo, foram utilizadas 16 plantas da variedade Calcutta 4 e 16 da cultivar
Cavendish Grande Naine. Apés a aclimatagdo das plantas, as duas folhas totalmente expandidas
mais jovens foram inoculadas em seis areas pré-delimitadas de 2,5x2,5c¢cm por folha, com a
aspersao de 200uL (equivalente a 2 borrifadas) da suspensdo de conidios em cada regido, com
auxilio de um pulverizador manual.

Ao todo, oito plantas de Calcutta 4 e oito de Cavendish Grande Naine foram inoculadas
com a suspensdo de esporos de P. musae a 1,7x10* conidios/mL preparada com Tween 20 a
0,05% (tratamento inoculado). Na outra metade das plantas de cada genoétipo, aspergiu-se
apenas uma solucdo de Tween 20 a 0,05% (tratamento controle ndo inoculado). Apds a
inoculacdo, as plantas foram distribuidas aleatoriamente e mantidas em camara de crescimento
sob um fotoperiodo de 12h, a 25°C, com umidade relativa de cerca de 85%. Foram estabelecidos
dois pontos de coleta do material foliar: 3 e 12 dias apds a inoculagdo (DAI), com base em
estudos anteriores (CAVALCANTE et al., 2011). Para cada timepoint analisado, utilizou-se
oito plantas de cada genotipo, quatro inoculadas e quatro controle, representando quatro réplicas
biologicas (Tabela 5), as quais foram utilizadas tanto para a realizacdo do RNA-seq quanto para
a validagdo por RT-qPCR. Dessas, foram recortados os seis fragmentos delimitados por folha,
totalizando 12 é4reas inoculadas por planta, sendo imediatamente transferidos para nitrogénio
liquido e, posteriormente, armazenados a uma temperatura de -80°C até o momento da extragao

do RNA total.
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Tabela 5. Delineamento experimental para o estudo dos genes candidatos envolvidos em
resisténcia durante a interagdo entre Musa acuminata e Pseudocercospora musae.

Cavendish Grande Naine Calcutta 4
DAI o o Total
Inoculado Nao inoculado Inoculado Nao inoculado
3 4 4 4 4 16
12 4 4 4 4 16

5.4.1. Extracdo e purificacio do RNA total

Para a extracdo do RNA total, foram selecionadas trés areas foliares por amostra. O
RNA foi extraido de cada fragmento utilizando-se o reagente Concert™ RNA Plant Reagent
(Invitrogen, EUA), segundo as instru¢des do fabricante. Em seguida, o RNA isolado foi
purificado com o kit ReliaPrep™ miRNA Cell and Tissue Miniprep System (Promega®, EUA),
de acordo com o protocolo do fabricante. Para evitar a interferéncia causada pela presenca de
DNA genomico nas amostras de RNA durante a anélise de RT-qPCR, as amostras foram
submetidas ao tratamento com DNase I (New England BioLabs, UK), a 37°C por 20 minutos,
seguida de desnaturacdo a 75°C por 10 minutos. A quantificagdo e a integridade do RNA foram
avaliadas por meio de eletroforese em gel de agarose a 1% e em espectrofotdmetro NanoDrop

Lite (Thermo Scientific, EUA).

5.4.2. RNA-Seq — Illumina

Foi realizado o sequenciamento dos mRNAs da intera¢do entre M. acuminata e P.
musae. Para isso, foram utilizadas trés amostras de cada tratamento do gendtipo resistente
Calcutta 4 inoculadas ou ndo com conididsporos do fungo (Tabela 6), e foram construidas 12

bibliotecas a partir do RNA total enviado.

Tabela 6. Quantidade de amostras selecionadas para sequenciamento de Musa acuminata ssp.
burmannica Calcutta 4, ap6s interagdo com Pseudocercospora musae.

Musa acuminata var. Calcutta 4
DAI — Total
Inoculado Nao inoculado
3 3 3 6
12 3 3 6
Total de amostras sequenciadas 2> 12
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A construgdo das bibliotecas de cDNA e o sequenciamento foram realizados pela
Empresa McGill University / Génome Québec Innovation Centre — Canadd, utilizando a

tecnologia Illumina Hiseq 4000 PE100 (http://illumina.ucr.edu/ht/). As amostras de RNA total

da variedade C4 foram transportadas em RNAstable (Biomatrica), de acordo com as instrugdes
do fabricante. Apods ressuspensao, a integridade do RNA foi avaliada utilizando o sistema do
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, EUA). As bibliotecas foram construidas
utilizando o TruSeq RNA Library Prep Kit (Illumina, EUA) e o sequenciamento paired-end
(2x100 bases) foi conduzido usando TruSeq RNA Chemistry v3 (Illumina, EUA). As
sequéncias geradas tiveram os adaptadores retirados e sequéncias com qualidade inferior a

Phred Q>20 foram filtradas. Em seguida, foi realizado o mapeamento destas no genoma de

referéncia de Musa acuminata DH-Pahang versao 2 (http://banana-genome.cirad.fr/). Os dados

do sequenciamento serdo depositados no NCBI Sequence Read Archive (SRA) database.

5.4.3. Analises dos dados
As sequéncias brutas, obtidas a partir do RNA-Seq, passaram por uma avaliacdo da
qualidade por meio do programa FastQC Report (FastQC -

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Os fragmentos de sequéncias

(reads) foram aferidos por qualidade superior a 20 e tamanho minimo igual a 36 pares de bases
(pb), com a utilizagdo do programa Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). As
sequéncias com alta qualidade foram alinhadas ao genoma de referéncia de M. acuminata DH-

Pahang v.2 (disponivel na plataforma Banana Genome HUB - https://banana-genome-

hub.southgreen.fr/organism/Musa/acuminata), para o mapeamento das regides génicas. O

alinhamento das sequéncias de cada biblioteca foi realizado em modo batch, permitindo a
analise dos resultados de forma individualizada, utilizando programa STAR no modo --
twopassMode Basic (DOBIN et al., 2013). A sequéncia das analises de bioinformatica estao

resumidas na Figura 15.
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Analise da qualidade das sequéncias
= FastQC Report (FastQC -
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/).
* Programa Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014)

|

Mapeamento das sequéncias
» Genoma de referéncia de Musa acuminata DH-Pahang v.2 (https://banana-genome-
hub.southgreen. fr/organism/Musa/acuminata)
= Software STAR (DOBIN et al., 2013)

| |

Contagens dos mapeamentos Anotacio das sequéncias dos unigenes
* Programa HTSeq-count " Swissprot / Uniprot
(ANDERS; PYL; HUBER, 2015) (https://www.uniprot.org/blast/)

| |

. s . Categorizacao funcional
Calculo de expressao diferencial = Gene Ontology (GO) Blast2GO

» Software EdgeR
. . (ASHBURNER et al., 2000; CARBON et al., 2019)
(ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010) = MapMan (THIMM et al., 2004)

Figura 15. Diagrama da sequéncia das analises de bioinformatica utilizadas nos dados de RNA-
Seq da interacdo entre Musa acuminata e Pseudocercospora musae.

5.4.3.1. Identificacdo dos genes diferencialmente expressos

Apos a realizagdo do mapeamento dos reads contra o genoma de referéncia de M.
acuminata, as sequéncias alinhadas foram utilizadas para a determinagdo da expressao génica
diferencial. A contagem do ntimero de reads mapeados por médulos génicos foi obtida pela
plataforma HTSeq-count (Python Software Foundation, Portland, OR, EUA) (ANDERS; PYL;
HUBER, 2015), um software aplicado para o processamento de dados a partir de ensaios de
sequenciamento de alto rendimento.

Andlises estatisticas foram executadas para identificar genes unicamente mapeados,
com mudangas significativas no nimero de reads entre os tratamentos experimentais abordados

(gendtipo Calcutta 4, inoculado (I) e ndo inoculado (NI) com P. musae, em 3 e 12 DAI). Os

67



calculos foram realizados por meio do programa EdgeR (ROBINSON; MCCARTHY;
SMYTH, 2010). Para a realizagdo da analise dos genes diferencialmente expressos (DEGs) com
significancia estatistica, para cada tratamento, os parametros utilizados foram o valor de p
ajustado por FDR (padj, FDR) utilizando o método Benjamini-HochBergh, e o valor da razio
entre tratamentos na base logaritimica de 2 (log2 Fold Change — 1og2FC). Para 3 DAI
inoculado, em relagdo ao controle, aceitou-se como ponto de corte valores de FDR menores que
0,05. Para 12 DAI inoculado, em comparacgio ao ndo inoculado, foram aceitos valores de FDR
menores que 0,8, devido a baixa confianca que esses dados apresentaram. Em ambos os tempos
analisados, o valor aceito para log2 Fold Change foi maior ou igual a 2, ou menor ou igual a -2
(-2 > 1og2FC > 2), de modo que foram considerados como genes diferencialmente expressos

aqueles cuja expressao foi igual ou maior que quatro vezes entre os tratamentos avaliados.

5.4.3.2. Analise funcional

Foram utilizadas duas estratégias de anotagdes funcionais para demonstrar quais
principais processos e rotas metabodlicas sofreram alteragdes em resposta ao estresse bidtico:
ontologia génica (Gene Ontology — GO) e MapMan (THIMM et al., 2004).

Para o GO, a anotagao dos genes foi realizada por homologia, com o auxilio do software
Blast2GO® versao 5.1 (CONESA et al., 2005), entre as sequéncias gendOmicas mapeadas e as
presentes no Banco de dados Uniprot/SWISSPROT, empregando o algoritmo BLASTp, e
considerando um nimero maximo de cinco hits por entrada e o valor minimo esperado de 10
(Evare < 1.10°%). Adicionalmente, analises com o software InterproScan permitiram a atribui¢do
de dominios funcionais as sequéncias. Em seguida, foi realizada a anotacdo das sequéncias em
seus respectivos termos de ontologia génica (ASHBURNER et al., 2000; CARBON et al.,
2019) utilizando os parametros padrdes do Blast2GO®. As andlises de superexpressdo e
repressao associadas aos genes e produtos de acordo com a categoria de GO foram feitas com
o teste hipergeométrico implementado no programa Blast2GO®. Posteriormente, os termos
redundantes foram eliminados e as categorias sumarizadas pelo programa GOSlim. O software
MapMan versdo 3.5.1.R2 (THIMM et al., 2004) foi utilizado para analisar as mudangas gerais

no metabolismo relacionadas ao estresse bidtico.

5.4.4. Validacao dos genes candidatos por RT-qPCR
Ap6s identificar os genes canditatos envolvidos nas vias associadas as respostas de

defesa em M. acuminata durante infec¢do por P. musae, foram selecionados 14 genes que
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apresentaram expressdo diferencial in silico, para validagcdo via RT-qPCR. Para isso, foram
utilizados como genes de referéncia o UBQ2 (Ubiquitina 2) e RAN (GTP - Binding Nuclear
Protein) (REGO et al., 2019) (Anexo 1).

5.4.4.1. Desenho dos primers
Os primers foram desenhados para os 14 genes selecionados, apés a selegao prévia dos
genes candidatos, considerando os que participam das vias de resposta de PTI, ETI e SAR
descritos na literatura, e que foram diferencialmente expressos nesse trabalho (Anexo 2). Foram
utilizadas sequéncias de cDNA de Calcutta 4 obtidas a partir de BLASTn contra sequéncias do
genoma de referéncia de M. acuminata.
Para o desenho dos primers, foi utilizado o software Primer 3 Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) (UNTERGASSER et al.,

2007), conforme os seguintes parametros: amplicon entre 80 e 90pb, tamanho do primer de
22pb, Tm 60°C e porcentagem de GC entre 45 e 55%. As sequéncias obtidas foram analisadas
quanto a formagao de estruturas secundarias e dimeros por meio dos programas OligoAnalyzer
(IDT Integrated DNA Technologies, 1A, EUA, https://www.idtdna.com/calc/analyzer) e
Multiple Primer Analyzer (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA,

https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html). Para avaliar os primers desenhados em

relacdo a especificidade de amplificagdo do gene alvo, foram realizadas PCRs eletronicas a

partir da ferramenta PrimerBlast no banco de dados nao redundante (nr) do NCBI.

5.4.4.2. Preparo do cDNA a partir das amostras foliares
A extracdo do RNA total e o tratamento com DNase das amostras dos genotipos C4 e
CAV de M. acuminata, aos 3 e 12 dias de infec¢do por P. musae, foram realizados conforme
descrito no topico 5.5. A purificagdo do RNA isolado foi realizada seguindo o protocolo do kit
Invisorb Spin Plant RNA Mini Kit (Invitek®, Alemanha). Em seguida, foi realizada a sintese
de cDNA, utilizando-se o kit SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen, EUA),

conforme as instru¢des do fabricante.
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5.4.4.3. PCR quantitativo em tempo real

A validagdo dos genes candidatos foi realizada através da técnica de RT-qPCR,
utilizando-se o kit iTaq™ universal SYBR® Green (Bio-Rad, EUA). As amplifica¢des por
qPCR foram realizadas em um termociclador Real-Time PCR da ABI StepOne® (Applied
Biosystems, EUA), utilizando trés repeticdes experimentais independentes e trés replicatas
técnicas por amplificagdo. Cada reacdo de qPCR possuia volume final de 10 pL, contendo 2uL
de uma dilui¢do de 1:20 de cada cDNA estoque, 0,2uM de cada primer e 5 pL do kit iTaq™
universal SYBR® Green. As amplificagcdes foram realizadas seguindo os seguintes parametros:
duas etapas iniciais de 50°C por 2 minutos, e de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de desnaturagdo
a 95°C durante 15 segundos, e anelamento e extensdo do primer a 60°C por 60s, e, para a
obten¢ao da curva de melting, trés etapas finais de 95°C por 15s, 60°C durante 60s e 95°C por
15s.

A especificidade dos primers foi verificada com base na Tm (dissociag¢ao) dos produtos
amplificados. Os dados ARn brutos, fornecidos pelo software StepOne v.2.3 (Applied
Biosystems, EUA), foram utilizados para determinar a eficiéncia da qPCR para cada gene e
para calcular os ciclos médios de quantificacao (Cqgs) por gene usando o programa LinRegPCR
versdo 2017.1 (RAMAKERS et al., 2003). A analise da expressao diferencial para cada gene
foi determinada por meio do programa gbase+ (v.3.1) (HELLEMANS et al., 2007). Dentre os
genes analisados, algumas amostras demonstraram expressdo divergente em relagdo as demais,
aumentando consideravelmente o erro padrdo. Para sua regularizagdo e correta eliminacdo das
amostras nao correlacionadas as restantes, foi realizada uma andlise de componentes principais
(Principal Component Analysis - PCA), com auxilio da plataforma RStudio v.1.3.959. Para a
realizacdo da andlise da significancia estatistica entre os tratamentos e para a constru¢do dos
graficos foi utilizado o software Prism8 v.8.4.3 (GraphPad Software, EUA,

www.graphpad.com).
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6. RESULTADOS

6.1. Identificacio molecular dos isolados de Pseudocercospora musae
Ap6s a realizacdo do sequenciamento da regido ITS do rDNA e dos genes da ACT, HIS
e EF dos isolados obtidos, foi realizada uma busca por sequéncias homodlogas via BLASTn na
base de dados do GenBank, ¢ os resultados confirmaram a identidade de todos os isolados como

Pseudocercospora musae (Tabela 7).

Tabela 7. Resultado da identificacdo molecular de quatro isolados fungicos retirados de folhas
de bananeira, a partir da anélise das sequéncias via BLASTn das seguintes regides genomicas:
ITS (Internal Transcribed Spacer), fator de elongagdo la (EF), actina (ACT) e histona H3

(HIS).

Isolado Regido gendmica Identidade Resultado
ITS 98.,3% Pseudocercospora musae
EF 90,8% Pseudocercospora mapelanensis
12EB ACT 71,5% Pseudocercospora musae
HIS 99,7% Pseudocercospora musae
ITS 98,6% Pseudocercospora musae
EF 92,6% Pseudocercospora mapelanensis
ISEB ACT 99,6% Pseudocercospora musae
HIS 99,0% Pseudocercospora musae
ITS 99,0% Pseudocercospora musae
EF 92,4% Pseudocercospora mapelanensis
018b BA ACT 99,0% Pseudocercospora musae
HIS 98,0% Pseudocercospora musae
ITS 98,0% Pseudocercospora musae
EF 87,0% Pseudocercospora mapelanensis
0 EB ACT 94,0% Pseudocercospora musae
HIS 99,0% Pseudocercospora musae

6.2. Selecio do isolado para inoculo
A partir das analises microscopicas realizadas previamente em folhas de bananeira
(Figura 16), foram observados conidios (Figura 17) e tubos germinativos aos 3 DAI e o

crescimento de hifas proximo aos estomatos a partir de 6 DAI (dados ndo apresentados).
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Figura 16. Crescimento de Pseudocercospora musae na face abaxial da folha de bananeira.
Imagens obtidas em microscopio confocal. As estruturas de quitina de P. musae foram coradas
com Calcofluor (FB28, Sigma-Aldrich). A. Hifas aderidas a folha de bananeira. B. Crescimento
de hifas proximo ao estomato (seta). C. Estddio final do desenvolvimento fungico, com
esporodoquios de P. musae dentro dos estomatos (seta). D. Mesma imagem de C, evideciando
apenas as hifas de P. musae.
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Figura 17. Em destaque, conidio do isolado 15 EB de Pseudocercospora musae, em folha de
Musa acuminata var. Calcutta 4, 12 dias apos a inoculagdo. Imagem obtida através de
microscopia de luz, com as estruturas fungicas coradas com azul de algodao em lactofenol.

Foi observado ainda que o isolado 15 EB apresentou a maior média de conidios por
fragmento foliar e de esporos germinados, tanto em Cavendish quanto em Calcutta 4 (Tabela
8). Observou-se também uma maior quantidade de hifas desse espécime aderidas a parede
vegetal em relacdo aos demais isolados, em ambos os gendtipos. Baseado nessas andlises, o
isolado 15 EB foi selecionado para a realizagdo do bioensaio e posterior estudo da expressao

génica envolvida nas respostas de defesa de C4 a P. musae.

Tabela 8. Média dos conidios germinados por fragmento foliar analisado de isolados de
Pseudocercospora musae inoculados em folhas de Musa acuminata provenientes de dois
genoétipos contrastantes em resisténcia: Cavendish Grande Naine (suscetivel) e Calcutta 4
(resistente).

Musa acuminata Cavendish Musa acuminata Calcutta 4
Isolado de Esporos Esporos ndo Esporos Esporos ndo
Pseudocercospora musae germinados germinados | germinados germinados
12 EB 1.9 2.2 0.4 0.7
15 EB 32.3 28.1 24.7 21.6
018b BA 10.2 4.5 0.1 1.1
90 EB 12.2 20.0 1.5 2.4

73



6.3. Analise do RNA foliar de M. acuminata var. Calcutta 4

O RNA total extraido de cada amostra foliar de M. acuminata Calcutta 4 apresentou
quantidade e qualidade dentro dos padrdes solicitados. As concentragdes de RNA obtidas apds
a purificacdo apresentaram rendimento médio de 385,5 ng/ul, com razio entre as leituras das
absorbancias 260/280 entre 2,09 e 2,14 (Tabela 9). Conforme Fleige e Pfaffl (2006), uma
relacdo OD 260/280 maior do que 1,8 ¢ um indicativo de RNA de alta qualidade. Considerando
ainda a andlise da qualidade da extracdo final do RNA total foliar apds a purificagdo, realizada
através de eletroforese em gel de agarose (Figura 18), foi demonstrado que o RNA extraido
apresentou-se integro, sem contaminacdo com DNA, apresentando as condi¢des necessarias

para a realizacdo do RNA-Seq e da RT-qPCR.

Tabela 9. Quantificacdo do RNA total extraido de folhas de Musa acuminata var. Calcutta 4
inoculadas com Pseudocercospora musae e controle ndo inoculado, em espectrofotometro
NanoDrop 2000c¢ (Thermo Scientific). Amostras enviadas para sequenciamento Illumina 4000.

Tratamento Amostra Conc. (ng/nl) Absorbéancia 260/280 Absorbincia 260/230
Inoculado, 3 DAT* P3 4354 2.11 1.75
Inoculado, 3 DAI P4 551.2 2.09 1.92
Inoculado, 3 DAI P16 508.3 2.11 1.62
Inoculado, 12 DAI P2 450.9 2.12 1.74
Inoculado, 12 DAI Po6 282.6 2.12 1.52
Inoculado, 12 DAI P15 271.9 2.13 1.61
Naéo inoculado, 3 DAI P8 274.6 2.13 1.6
Naéo inoculado, 3 DAI P12 330.1 2.12 0.96
Naéo inoculado, 3 DAI P14 609.1 2.09 1.43
Naéo inoculado, 12 DAI P5 3954 2.13 1.83
Naéo inoculado, 12 DAI P9 168.1 2.14 1.05
Naéo inoculado, 12 DAI P10 348.4 2.12 1.76

* DAI = dias ap6s inoculagao.
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Figura 18. Andlise da qualidade da extracdo final do RNA total foliar apds a purificagdo para a
realizacdo do sequenciamento dos mRNAs, através de eletroforese em gel de agarose a 1%. O
RNA total foi extraido de folhas de Musa acuminata ssp. burmannica Calcutta 4 nio infectadas
e artificialmente desafiadas com conididsporos do isolado 15 EB de Pseudocercospora musae.
Identificacdo das amostras conforme Tabela 9. As setas indicam as bandas dos RNAs
ribossomais (rRNAs) 28S e 18S. *Amostras ndo utilizadas para sequenciamento. MM = 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen).

6.4. RNA-Seq e processamento das sequéncias
O sequenciamento via Illumina HiSeq 4000 dos mRNAs da interagdo entre M.
acuminata ¢ P. musae gerou um total de 325.264.847 reads. Os dados para cada amostra
proveniente das coletas de 3 e 12 DAI estdo apresentados na Tabela 10. As sequéncias geradas
tiveram os adaptadores retirados e as que possuiam qualidade inferior a Phred Q > 20 foram
filtradas. Um total de 304.844.363 sequéncias foram corretamente mapeadas no genoma de

referéncia de M. acuminata DH-Pahang versio 2  (https://banana-genome-

hub.southgreen.fr/organism/Musa/acuminata), ao longo de 30.613 modelos génicos, o que

corresponde a um total de 93,7% das sequéncias filtradas (Tabela 11).
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Tabela 10. Dados resultantes do sequenciamento do RNA extraido de folhas de Musa
acuminata var. Calcutta 4 desafiadas ou ndo com Pseudocercospora musae, via lllumina Hiseq

4000.
Tratamento Amostra n° de Reads n° de Bases Q Score (Phred)
Inoculado, 3 DAT* P3 21.153.039 4.230.607.800 39
Inoculado, 3 DAI P4 20.876.628 4.175.325.600 39
Inoculado, 3 DAI P16 25.905.528 5.181.105.600 39
Inoculado, 12 DAI P2 14.849.725 2.969.945.000 39
Inoculado, 12 DAI P6 30.753.190 6.150.638.000 39
Inoculado, 12 DAI P15 21.739.957 4.347.991.400 39
Naéo inoculado, 3 DAI P8 34.822.067 6.964.413.400 39
Naéo inoculado, 3 DAI P12 27.183.050 5.436.610.000 39
Naéo inoculado, 3 DAI P14 37.833.607 7.566.721.400 39
Naéo inoculado, 12 DAI P5 34.965.852 6.993.170.400 39
Naéo inoculado, 12 DAI P9 29.151.153 5.830.230.600 39
Naéo inoculado, 12 DAI P10 26.031.051 5.206.210.200 39

* DAI = dias ap6s inoculagao.

Tabela 11. Visdo geral dos dados obtidos ap6s a analise do RNA-Seq da interagdo entre Musa
acuminata € Pseudocercospora musae.

o
Tratamento Total de Total de bases Reads 7o dos reads
reads mapeados mapeados
3DAI 67.935.195 13.587.039.000 63.710.360 93.8
Inoculado
12DAI 67.342.872 13.468.574.400 63.285.096 94.0
Controle 3DAI 99.838.724 19.967.744.800 93.454.650 93.6
(ndo inoculado)  12DAI 90.148.056 18.029.611.200 84.394.257 93.6

6.4.1. Analise da expressdo diferencial de genes

Com o intuito de avaliar a modulagdo génica em M. acuminata ssp. burmannica Calcutta
4 diante da progressdo da infeccdo por P. musae, foram realizadas analises comparativas de
expressdo génica entre as amostras inoculadas (I) em rela¢do as ndo inoculadas (NI). Na analise
quantitativa da expressdo génica, foram identificados ao todo 2.002 genes diferencialmente
expressos em Calcutta 4 frente a infeccdo por P. musae. Dentre esses, 1.073 DEGs
(Differentially Expressed Genes) foram encontrados aos 3 DAI, e 976 DEGs foram
identificados aos 12 DAI. A partir desses dados, foram elaborados graficos Volcano Plot de
modo a facilitar a visualizagdo da superexpressdo (upregulation) e repressdo (downregulation)

dos genes diferencialmente expressos (Figura 19). Os genes que apresentaram diferenca
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significativa na sua expressao, indicados em vermelho no Volcano Plot, estao apresentados na

Tabela 12.

* Nao Significativo
e Significativo

-log10(FDR)

0.5

* Nio Significativo

0.08 e Significativo

0.06

-log10(FDR)

0.02

-6 -4 -2 0 2 4 6
logFC

Figura 19. Volcano plot representando os transcritos que foram expressos em folhas de Musa
acuminata var. Calcutta 4 inoculadas por até 12 dias com Pseudocercospora musae. A direita
localizam-se os genes com log2FC > 0 (superexpressdo) e a esquerda os que possuem log2FC
< 0 (repressao). Os pontos em azul sdo os genes ndo significativos, € os pontos em vermelho
representam os genes que apresentaram diferenca significativa na sua expressdo. A. 3 DAI,
inoculado em comparacdo com o controle ndo inoculado. B. 12 DAI, inoculado em relagdo ao
controle ndo inoculado.
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Tabela 12. Genes diferencialmente expressos gerados a partir do sequenciamento (RNA-Seq)
de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante interacdo com Pseudocercospora musae, aos 3 e 12
dias apo6s a infec¢ao (DAI).

3 DAI — Superexpressdo

Gene 1D log2FC FDR Func¢io Putativa

Ma06 g10880 8.83 0.01  Piriformospora indica-insensitive protein 2-like
Ma03 g32990  8.35 0.03  Uncharacterized LOC103979709

Ma05 g07370  7.43 0.03  Thioredoxin-like 1-2, chloroplastic

Mal0 g21310  7.32 0.04  Uncharacterized LOC103968854

Ma07 g10900  7.17 0.05  Transcription factor bhlh149-like
Ma06_gl16670  7.02 0.03  Mannose-specific lectin-like

Ma09 g23450  6.83 0.02  Transcription factor bhlh35-like

Ma04 g02550  6.82 0.01  G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein
kinase At5g24080

Ma02 g00950  6.43 0.03  Homeobox protein knotted-1-like

Ma09 g25980  6.41 0.03  Jacalin-related lectin 35-like

Ma0l g00460  6.26 0.04  Uncharacterized LOC103981387

Ma03 gI15990  6.12 0.04  Type I inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 11
Ma05 g29180  6.11 0.04  Uncharacterized protein

Ma0l g16010  6.10 0.04  Uncharacterized LOC103990595

Ma0l g09910  6.04 0.04  Granule-bound starch synthase 1, chloroplastic
amyloplastic
Ma08 g34500  6.04 0.01  Thiosulfate sulfurtransferase 16 chloroplastic-like

Ma05 gl1470  5.86 0.05  Probable L-type lectin-domain containing receptor
kinase

Ma04 g14490  5.76 0.02  Omega-hydroxypalmitate O-feruloyl transferase-like
Mal0 g07930  5.61 0.02  Uncharacterized protein

Ma08 g29360  5.56 0.01  Uncharacterized LOC103995997

Ma09 g13800  5.39 0.01  Uncharacterized protein

Ma06 g29330  5.37 0.02  Uncharacterized protein

Mall g07490  5.33 0.01  Reticuline oxidase-like

Ma07 g21820  5.25 0.02  Anthranilate O-methyltransferase 3-like
Ma05 g09330  5.23 0.03  Bowman-Birk type proteinase inhibitor-like
Ma06 gl17460  5.18 0.03  Uncharacterized protein

Mal0 gl16880  5.11 0.03  Dirigent protein 21-like

Ma08 g02220  4.90 0.01  Uncharacterized LOC103994031

Ma08 g22250  4.86 0.01  Thioredoxin-like 1-2, chloroplastic

Mall gl11950  4.84 0.04  Transcription factor bhlh75-like

Ma08 gl14610  4.79 0.02  Transcription factor BEE 3-like

Mal0 g27570  4.74 0.02  Acid phosphatase 1-like

Ma08 g29350  4.72 0.01  Uncharacterized protein
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Continuacao

Tabela 12. Genes diferencialmente expressos gerados a partir do sequenciamento (RNA-Seq)
de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante interacdo com Pseudocercospora musae, aos 3 e 12
dias apo6s a infec¢ao (DAI).

3 DAI — Superexpressdo

Gene ID

log2FC

FDR

Func¢io Putativa

Ma04 g08120
Ma06 gl18110
Ma08 226910
Ma08 g22530
Ma08 220280
Ma05_g23650
Ma07_g03980
Ma04 g24510
Ma07_g19870
Mall g20360
Ma05_g00970
Ma07_g27950
Ma07_g09150
Ma01 g12890
Ma01 g02630
Ma08 g12880
Ma04 g39420
Ma09 g28610
Ma08 g34370
Ma03 g15420
Ma02 g19340
Ma04 g21650
Ma01 g09200
Ma02 g18510
Ma03_g31600

Ma06_g26900
Ma02_g05100

Ma05 g20740
Ma05 g19810
Mal0O g30220
Ma0O1 g14490
Mal0 g27880
Ma08 g14960

4.70
4.68
4.68
4.59
4.58
4.55
4.55
4.54
4.54
4.52
4.43
4.40
4.39
4.38
4.37
4.37
4.34
4.30
4.27
4.24
4.24
4.24
4.22
4.20
4.20

4.18
4.17

4.12
4.11
4.11
4.10
4.07
4.07

0.03
0.01
0.01
0.01
0.01
0.04
0.01
0.01
0.03
0.01
0.04
0.04
0.01
0.01
0.05
0.01
0.02
0.05
0.05
0.02
0.02
0.01
0.01
0.01
0.02

0.03
0.02

0.04
0.01
0.02
0.02
0.01
0.01

Uncharacterized protein

Nuclear transcription factor Y subunit C-4-like
Uncharacterized protein

EIDI-like F-box protein 3

Horcolin

Uncharacterized LOC103985606

Zeaxanthin epoxidase chloroplastic-like
3-ketoacyl- synthase 11

Classical arabinogalactan protein 1-like
Probable protein phosphatase 2C 68
Uncharacterized protein

Isoflavone 2'-hydroxylase-like

Zinc finger CCCH domain-containing protein 2-like
18 kda seed maturation

Endochitinase-like

Probable protein phosphatase 2C 37
Cytochrome P450 85A1-like

Protein ALUMINUM SENSITIVE 3-like
Probable ubiquitin-conjugating enzyme E2 23
Cytochrome P450 71A1-like

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Protein ECERIFERUM 3-like

GATA transcription factor 21-like
Ninja-family protein 6-like

Probable WRKY transcription factor 70

BRASSINOSTEROID INSENSITIVE [-associated receptor
kinase 1-like
Uncharacterized protein

Photosystem Il repair protein PSB27-H1 chloroplastic-like
Zinc-finger homeodomain protein 2-like

Uncharacterized protein

Zinc finger CCCH domain-containing protein 2-like
Uncharacterized protein
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Continuacao

Tabela 12. Genes diferencialmente expressos gerados a partir do sequenciamento (RNA-Seq)
de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante interacdo com Pseudocercospora musae, aos 3 e 12
dias apo6s a infec¢ao (DAI).

3 DAI — Superexpressdo

Gene ID

log2FC FDR Func¢io Putativa

Ma07_ g24240
Ma09 g28960
Ma02 gl18170
Ma00_g04650
Ma07_g17610

Ma02 g21880
Ma05_g14980

Ma03 26420
Ma06_g27560

Mal0O g21940
Ma05_g26760
Ma04 g37350
Ma05 g12160
Ma07_g19000
Ma08 g20300
Ma08 g00450
Ma04 g17200
Ma03 g12480
Mal0O g10490
Ma06_g14350
Ma08 g15040
Ma08 g12680
Ma04 g23480
Ma03_g17920
Mall g23790
Ma09 g21200
Ma04 g21910
Mal0O g22460
Ma07_g21830
Mall g09360
Ma08 g17510
Mal0O g00760

4.06
4.05
4.03
4.00
3.99

3.98
3.94

3.93
3.92

3.88
3.88
3.86
3.85
3.82
3.82
3.82
3.79
3.79
3.78
3.76
3.73
3.72
3.72
3.66
3.65
3.62
3.61
3.60
3.60
3.59
3.59
3.59

0.03
0.03
0.05
0.01
0.03

0.01
0.03

0.02
0.02

0.01
0.02
0.01
0.03
0.01
0.01
0.03
0.03
0.04
0.05
0.02
0.01
0.03
0.02
0.02
0.01
0.02
0.01
0.03
0.05
0.02
0.01
0.03

Uncharacterized LOC103992576

Expansin-A7-like

Glycerol-3-phosphate acyltransferase 5-like

SNF 1-related protein kinase regulatory subunit beta-1-like
Uncharacterized LOC103992058

Uncharacterized LOC103976486

Probable 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase 2,
chloroplastic

Uncharacterized protein

Carboxyvinyl-carboxyphosphonate phosphorylmutase
chloroplastic-like
Reticulon-like protein B2

23 kda jasmonate-induced protein-like
Putative GATA transcription factor 22
Uncharacterized protein

Chaperone protein dnaj 11 chloroplastic-like
Jacalin-related lectin 19

Uncharacterized LOC103994412
Non-specific lipid-transfer protein 1-like
Protein ODORANT I-like

Serine decarboxylase 1-like

Amino acid permease 4-like
Ribosome-binding factor PSRP1, chloroplastic
RING finger and CHY zinc finger domain-containing protein 1
Uncharacterized protein

Uncharacterized LOC103978513
Uncharacterized LOC103972408

(3S, 6E)-nerolidol synthase I-like

RING-H?2 finger protein ATL45-like

putative lipid-transfer protein DIR ]
anthranilate O-methyltransferase 3-like
uncharacterized protein DDB_G0271670-like
ACT domain-containing ACR4

Lichenase
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Tabela 12. Genes diferencialmente expressos gerados a partir do sequenciamento (RNA-Seq)
de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante interacdo com Pseudocercospora musae, aos 3 e 12
dias apo6s a infec¢ao (DAI).

3 DAI — Repressdo

Gene ID

log2FC

FDR Funcio Putativa

Ma02 g10890
Ma05_g01130
Ma05_g26940
Ma01 g11890
Ma06_g08530
Ma09 g27340
Ma07_g28720
Mal0O g28190
Ma06_g19400
Ma04 g15060
Ma09 g17280
Ma03_g28630
Ma04 g14910
Ma04 g19550
Mall g03110
Ma02 g10870
Mall g01320
Ma02 gl16180
Ma03 g11310
Ma09 g14900
Ma04 g14610
Ma06_g09410
MalO g27630
Ma09 g06280
Mal0O g25840
Ma08 g20750
Ma04 g03580
Ma08 g13870
Ma02 g06450
MalO g08690
Ma05_g09600
Ma01 g04230
Mall g02430
Ma06_g15740

-7.61
-7.13
-7.05
-6.86
-6.73
-6.69
-6.62
-6.58
-6.32
-6.21
-6.18
-6.17
-6.16
-6.15
-6.00
-5.76
-5.55
-5.52
-5.43
-5.42
-5.39
-5.13
-5.13
-5.12
-5.12
-5.08
-5.07
-5.04
-4.99
-4.98
-4.91
-4.76
-4.76
-4.75

0.03
0.03
0.03
0.04
0.01
0.05
0.01
0.02
0.01
0.05
0.01
0.03
0.03
0.05
0.01
0.02
0.01
0.04
0.04
0.01
0.01
0.04
0.01
0.01
0.02
0.02
0.02
0.03
0.03
0.01
0.04
0.03
0.02
0.02

SNF 1-related protein kinase regulatory subunit gamma-1-like
Uncharacterized LOC103983642
Ethylene-responsive transcription factor 2
Uncharacterized protein

Vacuolar amino acid transporter 1

Cytochrome P450 78A5-like

Uncharacterized LOC103993122

Probable WRKY transcription factor 72
Ethylene-responsive transcription factor ERF110
Putative receptor protein kinase zmpkl

Protein NRT1/ PTR FAMILY 5. 1-like

Vegetative cell wall protein gp1-like

Protein RADIALIS-like 3

Glycine-rich cell wall structural protein 1.8-like
MATE efflux family protein 5-like

Protein RADIALIS-like 4

Uncharacterized LOC103970138

RNA exonuclease 4-like

Subtilisin-like protease SBT5.3

Uncharacterized protein

Calcium uniporter 2, mitochondria

LOB domain-containing protein 37-like
Uncharacterized LOC103969951

Interactor of constitutive active rops 4-like
Uncharacterized protein

Uncharacterized LOC103995088
Indole-3-pyruvate monooxygenase YUCCA2-like
Uncharacterized LOC103994450
Homeobox-leucine zipper protein HAT22-like
Cytochrome P450 78A6-like

Acyl-protein thioesterase 2-like

ABC transporter G family member 9

Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.2-like
UDP-glycosyltransferase 72B1-like
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Tabela 12. Genes diferencialmente expressos gerados a partir do sequenciamento (RNA-Seq)
de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante interacdo com Pseudocercospora musae, aos 3 e 12
dias apo6s a infec¢ao (DAI).

3 DAI — Repressdo

Gene ID

log2FC

FDR

Func¢io Putativa

Ma06_g20900

Ma04 g19710
Mal0O g12500

Ma04 g37320
Ma03_g23040
MalO g23630
Mall g20800
Ma06_g23670
Ma09 g23870
Ma06_g26590
Ma06_g02770
Mal0O g24400
Ma05_g02100
Ma05_g15470
Ma04 226390
Ma01 g01600
Ma06_g36600
Ma04 g08430
Ma04 220680
Ma07_g19640
Ma01 g03210
Ma09 g03090
Ma05_g27310
Ma08 g33870

Mal0O g28400
Ma03_g30570

Ma05_g09420
Ma02 g24400

Ma09 gl11510
MalO g15870
Ma02 g19720
Ma02 g22720

4.74

-4.73
-4.72

4.62
4.61
4.59
4.58
4.56
4.56
4.55
4.54
4.53
4.50
4.48
4.46
4.44
4.43
4.42
4.39
4.39
4.39
4.38
4.36
4.36

-4.35
-4.35

-4.33
-4.33

-4.30
4.27
425
4.4

0.01

0.02
0.01

0.01
0.01
0.01
0.05
0.05
0.01
0.04
0.01
0.01
0.05
0.01
0.03
0.01
0.01
0.03
0.01
0.01
0.02
0.02
0.05
0.01

0.04
0.02

0.02
0.02

0.01
0.03
0.02
0.02

WATI-related At5g64700

Uncharacterized protein

Uncharacterized LOC104000641

Uncharacterized protein

Amino acid permease 3-like

Protein GLUTAMINE DUMPER 3-like
Uncharacterized LOC103972629

Uncharacterized protein

Type I inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 2-like
Geranylgeranyl pyrophosphate synthase 7, chloroplastic-like
Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Trihelix transcription factor GT-4-like

Probable inorganic phosphate transporter 1-8
Scarecrow-like protein 28

WEB family protein At3g02930, chloroplastic-like
L-ascorbate oxidase homolog

Probable membrane-associated kinase regulator 2
Uncharacterized LOC103980421
Trans-cinnamate 4-monooxygenase-like
Uncharacterized LOC103979167

Exocyst complex component EXO70A 1-like
Uncharacterized protein

36.4 kda proline-rich protein-like
Uncharacterized protein

AP2/ERF and B3 domain-containing protein
Os0520549800-like

Probable WRKY transcription factor 61

AP2/ERF and B3 domain-containing transcription repressor
RAV2-like
Uncharacterized protein

E3 ubiquitin-protein ligase PUB23-like

Probable 4-coumarate--coa ligase 2

Putative 12-oxophytodienoate reductase 5
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Tabela 12. Genes diferencialmente expressos gerados a partir do sequenciamento (RNA-Seq)
de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante interagdo com Pseudocercospora musae, aos 3 e 12

dias apo6s a infec¢ao (DAI).

3 DAI — Repressdo

Gene ID

log2FC

FDR

Func¢io Putativa

Mall g05490 -4.24  0.04 Protein SRGI-like

Ma02 24190 -4.23  0.01 Patatin-like protein 2

Ma04 26220 -4.22  0.02 Uncharacterized protein

Ma02 gl10880 -4.21  0.03 Protein RADIALIS-like 3

Mall g22870 -4.21  0.05 Putative leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-
protein kinase At2g19230

Ma04 g14620 -4.20 0.03 Probable vacuolar amino acid transporter YPQ1

Ma04 g38880 -4.20  0.01 Allene oxide synthase, chloroplastic

Ma05 g06590 -4.19  0.03 Probable inactive receptor kinase At4g23740

Ma08 g34740 -4.18  0.02 Polyphenol oxidase, chloroplastic-like

Ma04 34930 -4.16  0.01 Leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein
kinase Atlgl17230

Ma06 g35820 -4.12  0.02 Laccase-24-like

Ma05 g05530 -4.12  0.04 Auxin-responsive SAUR32

Ma08 g01420 -4.12  0.02 Uncharacterized LOC103994096

Ma04 g10410 -4.10  0.01 Uncharacterized LOC103981649

Ma09 g10950 -4.07 0.03 WUSCHEL-related homeobox 4-like

Ma05 g20110 -4.07  0.02 Uncharacterized LOC103985296

Ma04 g02090 -4.06 0.01 Uncharacterized LOC103980289

Mal0 g15060 -4.03  0.01 Proline-rich protein 2-like

Ma06 g34440 -4.01  0.01 Abscisic acid receptor PYL4-like

Ma09 g24260 -3.99  0.05 BTB/POZ domain-containing protein At3g19850-like

Ma09 g10260 -3.98  0.02 Bll-like protein

Ma07 g14030 -3.98  0.01 Probable WRKY transcription factor 41

Mall g19450 -3.96  0.05 Pearlil-like lipid transfer 2

Ma09 g16070 -3.96  0.02 Chitinase 10-like

Ma03 g17210 -3.94  0.02 Probable WRKY transcription factor 41

Ma05 g05910 -3.93  0.03 Boron transporter 4-like

Ma01 g06150 -3.92  0.04 Disease resistance RGA4

Ma06 g06790 -3.92  0.01 Protein NRT1/PTR FAMILY 6.2-like

Ma04 36340 -3.90 0.02 Uncharacterized protein

Ma05 gl10190 -3.90 0.01 SPX domain-containing membrane protein Osl _17046-like

Ma05 g09980 -3.89  0.01 Naringenin,2-oxoglutarate 3-dioxygenase-like

Ma06 236340 -3.89  0.03 Ankyrin repeat-containing protein At3g12360-like
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Tabela 12. Genes diferencialmente expressos gerados a partir do sequenciamento (RNA-Seq)
de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante interagdo com Pseudocercospora musae, aos 3 e 12

dias apo6s a infec¢ao (DAI).

12 DAI — Superexpressdo

Gene 1D log2FC FDR  Funcio Putativa

Mal0O g18110 6.99 0.80  Peamaclein-like

Mall g02090 6.62 0.80 UPF 0496 protein 3-like

Ma05 g29880 6.48 0.80 Uncharacterized protein

Ma04 10560 6.27 0.80 Uncharacterized LOC103981121

Mall g05130 6.22 0.80 Uncharacterized protein

Mal0_ g20670 6.19 0.80 Uncharacterized LOC103968797

Ma04 g36420 6.14 0.80  Alpha-galactosidase-like

Ma09 g14920 5.99 0.80 Uncharacterized LOC103998007

Ma04 g15520 5.96 0.80  Protein TOO MANY MOUTHS-like

Ma04 06810 5.94 0.80  Adenylate isopentenyltransferase-like

Mall g19840 5.89 0.80  MADS-box transcription factor 50-like

Ma08 03560 5.87 0.80  Putative receptor-like protein kinase At4g00960
Ma04 g24800 5.85 0.80  Probable WRKY transcription factor 43

Mal0 g20130 5.75 0.80 Uncharacterized LOC103968744

Mal0 g00720 5.75 0.80 Zinc-finger homeodomain protein 2-like

Ma07_ g08480 5.75 0.80  Disease resistance protein RPS2-like

Ma08 07510 5.65 0.80 Growth-regulating factor 3-like

Ma06 g12370 5.65 0.80 Chalcone synthase 2-like

Ma07 g10030 5.60 0.80 Galactose oxidase-like

Ma05 g22780 5.55 0.80 Transcription repressor OF P4

Ma04 g03850 5.43 0.80 Uncharacterized protein

Ma06 g36540 5.39 0.80  BTB/POZ domain-containing protein At3g50780-like
Mal0O g22770 5.32 0.80 Uncharacterized LOC103968997

Ma04 g02760 5.28 0.80 Uncharacterized LOC103980226

Ma02 g19500 5.25 0.80 Uncharacterized LOC103975261

Ma04 g38760 5.21 0.80  Probable xyloglucan glycosyltransferase 9
Ma06 g19960 5.17 0.80  Proline-rich receptor-like protein kinase PERKS
Ma04 g21980 5.15 0.80 Uncharacterized protein

Ma03 g33650 5.12 0.80 Uncharacterized protein

Ma03 06850 512 0.80 le;oaicébéi]l;g; 7r2egept0r-like serine/threonine-protein
Ma07 g07220 5.12 0.80 Uncharacterized LOC103991064

Ma02 g14850 5.09 0.80 Protein kinase PINOID-like

Ma0l 19450 5.09 0.80  Protein RALF-like 33
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Tabela 12. Genes diferencialmente expressos gerados a partir do sequenciamento (RNA-Seq)
de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante interacdo com Pseudocercospora musae, aos 3 e 12
dias apo6s a infec¢ao (DAI).

12 DAI — Superexpressdo
Gene 1D log2FC FDR

Func¢io Putativa

Ma08 g14720 5.07 0.80 Uncharacterized protein

Mal0 g10000 5.07 0.80 Probable inactive receptor kinase At5g67200

Ma03 02220 5.02 0.80  Ethylene-responsive transcription factor LEP

Ma07_ g10400 5.02 0.80 Uncharacterized protein

Ma02 g10970 4.95 0.80 Uncharacterized protein

Mal0 g25710 4.95 0.80  Probable calcium-binding protein CML30

Mall g20480 4.92 0.80 Uncharacterized protein

Ma08 209280 4.92 0.80 Uncharacterized LOC103994275

Ma03 04410 4.89 0.80  Atpase 9, plasma membrane-type

Ma03 g22760 4.89 0.80  F-box protein At5g07610-like

Ma07_ g07540 4.89 0.80 Uncharacterized LOC103990369

Ma03 g00080 4.86 0.80 B3 domain-containing

Ma06_g36760 4.86 0.80 Uncharacterized LOC103990097

Ma08 g17690 4.86 0.80 Uncharacterized LOC103994921

Ma08_g33110 475 0.80 gi%i;ﬁ?gthase A catalytic subunit 5 [UDP-

Ma03 32620 4.75 0.80 Gibberellin 2-beta-dioxygenase 1-like

Mal0 g31260 4.75 0.80  Protein ALTERED XYLOGLUCAN 4-like

Ma07_ g26440 4.75 0.80 Uncharacterized LOC103992782

Ma09 g15340 4.74 0.80 Uncharacterized protein

Ma04 g26350 4.72 0.80 Uncharacterized protein

Ma03 31820 479 0.80 lﬁf;ttc;;e]-;;ci gegjﬁ ;eceptor-like serine/threonine-

Ma09 g06760 4.72 0.80 Uncharacterized LOC103997136

Ma05 g32000 4.69 0.80 Uncharacterized protein

Ma07 01460 4.69 0.80 CQenzyme Q-bil?ding protein COQ10 homolog,
- mitochondrial-like

Ma04 38240 4.69 0.80 le;ocgébéet éﬁggl;egeptor like serine/threonine-protein

Ma09 g01380 4.69 0.80 Uncharacterized LOC103996661

Ma03 03550 4.69 0.80  Xylem cysteine proteinase I-like

Ma01 g08770 4.66 0.80  Reveille 5

Mal0O g18830 4.66 0.80 Uncharacterized protein

Mal0 g14480 4.66 0.80 GDSL esterase/lipase At5g45910-like
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de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante interacdo com Pseudocercospora musae, aos 3 e 12
dias apo6s a infec¢ao (DAI).

12 DAI — Superexpressdo
Gene 1D log2FC FDR

Func¢io Putativa

Ma07 g28610 4.66 0.80 Growth-regulating factor 6-like

Ma07 g18190 4.66 0.80 Uncharacterized LOC103992050

Ma00 g03280 4.63 0.80 Uncharacterized protein

Ma01 g06000 4.61 0.80 Uncharacterized LOC103987662

Ma06 g13260 4.55 0.80  Proline-rich receptor-like protein kinase PERK10
Ma04 g24650 4.48 0.80  Dynamin-related protein 5A-like

Ma02 g17990 4.48 0.80 Osmotin-like protein

Mall g24240 4.48 0.80 Uncharacterized LOC103972447

Ma04 g14490 4.45 0.80 Omega-hydroxypalmitate O-feruloyl transferase-like
Ma08 g04390 4.45 0.80  Protein LONGIFOLIA 2-like

Mal0O g17570 4.44 0.80  Subtilisin-like protease

Ma06_g34340 4.42 0.80 Uncharacterized protein

Mall g07540 4.42 0.80 Uncharacterized protein

Ma03 g21510 4.42 0.80 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase AOP2-like
Ma03 g28610 4.42 0.80  Putative DNA-binding protein ESCAROLA

Ma07 g08430 4.42 0.80 Uncharacterized LOC103990289

Mal0 g11020 4.42 0.80 WEB family protein At1g75720-like

Ma05 03850 4.40 0.80  Leucoanthocyanidin dioxygenase-like

Ma04 g37540 4.39 0.80 Uncharacterized protein

Ma07 g27190 4.39 0.80  Bll-like protein

Ma05 g12190 4.39 0.80 Cytochrome P450 86A42-like

Ma05 g03540 4.39 0.80  DNA topoisomerase 2-like

Ma09 g08570 4.39 0.80  Extensin-like

Mall g12600 4.39 0.80 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 3-like

Ma06 37170  4.39 0.80 Za“;ool’;‘yylltfaoni]gzzclylzgldm 5-0-glucoside-6"-0-
Ma08 232460 4.39 0.80  PTII-like tyrosine-protein kinase 1

Ma00 g03330 4.39 0.80 Uncharacterized LOC103974052

Ma04 g34440 4.39 0.80 Uncharacterized LOC103983384

Ma06 g28400 4.36 0.80  Aspartic proteinase nepenthesin-2-like
Ma06_g26460 4.29 0.80 Uncharacterized LOC103989011

Ma05 02850 4.26 0.80 Sulfated surface glycoprotein 185-like

Ma07 g00710 4.24 0.80 Uncharacterized LOC103991163

Ma05 206440 4.16 0.80 Uncharacterized protein
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Tabela 12. Genes diferencialmente expressos gerados a partir do sequenciamento (RNA-Seq)
de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante interacdo com Pseudocercospora musae, aos 3
12 dias apos a infec¢ao (DAI).

12 DAI — Repressiao

Gene ID

log2FC FDR Funcio Putativa

Ma03_g15360
Ma09 g01900
Ma06_g31650
Ma03 g13130
Ma04 g17310
Ma07_g16670
Ma08 g12690
Ma06_g30760
Ma06_g09790
Ma01 g03800
Ma04 g04140
Ma04 g13680
Mal0O g21750
Ma03_g17370
Ma09 g19730
Ma04 g35710
Mal0O gl11100
Ma05_g31850
Ma09 g09930
MalO g13580
Ma07_g08830
Ma01 gl16130
Ma07_g09430
Ma03 g11310
Ma01 g10470
Ma05_g06900
Ma08 g09150
Ma07_g14860
Ma08 g02870
Ma07_g00550
Mall g05640
mito3 g00130
MalO g29970
Ma08 226500

-6.72
-5.91
-5.90
-5.89
-5.88
-5.55
-5.54
-5.53
-5.52
-5.47
-5.39
-5.13
-5.11
-5.11
-5.05
-4.98
-4.98
-4.91
-4.91
-4.88
-4.77
-4.77
-4.63
-4.58
-4.57
-4.57
-4.41
-4.39
-4.39
-4.39
-4.36
-4.36
-4.36
-4.36

0.80 Basic endochitinase A

0.80 High-affinity nitrate transporter-activating protein 2.1
0.80 Protein RESTRICTED TEV MOVEMENT 2-like

0.80 Chaperone protein dnaj 8 chloroplastic-like
0.80 Uncharacterized protein

0.80 Fimbrin-1-like
0.80 Uncharacterized protein

0.80 Probable carboxylesterase 18
0.80 Nudix hydrolase 12 mitochondrial-like

0.80 Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 8

0.80 Uncharacterized LOC103980564
0.80 Uncharacterized protein

0.80 Uncharacterized protein

0.80 UDP-glycosyltransferase 834 1-like
0.80 Zinc finger protein 1-like

0.80 Uncharacterized protein

0.80 Transcriptional activator Myb

0.80 Abscisic acid receptor PYL4-like
0.80 Protein TIFY 5A-like

0.80 Cucumisin-like

0.80 Cytokinin dehydrogenase 7-like
0.80 Probable polyol transporter 3

0.80 Dof zinc finger protein DOF 3.4-like

0.80 Subtilisin-like protease SBT5.3
0.80 Uncharacterized protein

0.80 Uncharacterized protein

0.80 Polyphenol oxidase chloroplastic-like
0.80 Uncharacterized protein

0.80 Uncharacterized protein
0.80 Uncharacterized LOC103991002
0.80 Uncharacterized protein
0.80 Uncharacterized protein

0.80 Aluminum-activated malate transporter 9-like
0.80 Ras-related protein RABB I c-like
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12 DAI — Repressiao

Gene ID

log2FC FDR Func¢io Putativa

Ma07_g10930

Ma03_g29170
Ma08_g20280

Mal0O g23260
Mall g21270
Ma09 g02800

Mall g03640
Ma02 g21430

Ma07 g14270
Mal0O gl14690
Ma06_g34590
Ma03 g28820
Ma04 g19460
Ma08 g27520
Ma03_g32060
Ma03 g28120
Ma06_g32560
Mall g12820
Ma03_g00360
Ma03 g14980
Ma05 g22010
Mall g05190
Ma00_ g02480
Ma02 g10160
Ma09 g14470
Ma09 g27340
Ma06_g25690
Ma04 g03110
Ma07_g18380
Ma08 g27370
Mal0O_ g09440
Ma02 g04780
Ma07 g21470

-4.36

-4.33
-4.18

-4.10
-4.10
-4.10

-4.10
-4.10

4.10
4.10
-4.07
-4.07
-4.07
-4.07
-4.07
-4.07
-4.07
-4.07
-4.03
-4.03
-4.03
-4.03
-4.03
-4.03
-4.03
-4.01
-3.90
3.72
-3.70
-3.70
-3.70
-3.70
-3.70

0.80 Ribonuclease 3-like protein 2

0.80 Protein trichome birefringence-like 5
0.80 Horcolin

0.80 Uncharacterized protein

0.80 Cation H(+) antiporter 18

0.80 F-box protein SKIP27

0.80 Monocopper oxidase-like protein SKUS

0.80 Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase
At3g47570
0.80 Proline-rich receptor-like protein kinase PERKI

0.80 Uncharacterized LOC104000826

0.80 Protein SRGI-like

0.80 Disease resistance RPPI13 1

0.80 Cellulose synthase D2

0.80 EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-like protein 4
0.80 Lysosomal beta glucosidase-like

0.80 Molybdate transporter 1-like

0.80 Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein
0.80 Short-chain dehydrogenase reductase 3b-like

0.80 Uncharacterized protein

0.80 Probable cytosolic oligopeptidase A

0.80 Ethylene-responsive transcription factor 1B

0.80 Pectinesterase-like

0.80 Retrovirus-related Pol poly from transposon opus
0.80 Uncharacterized LOC103976040

0.80 Uncharacterized LOC103997974

0.80 Cytochrome P450 78A5-like

0.80 Probable terpene synthase 9

0.80 Salicylic acid-binding protein 2-like

0.80 Uncharacterized protein

0.80 Uncharacterized protein

0.80 Cysteine desulfurase, mitochondrial

0.80 BTB/POZ domain-containing protein At5203250-like
0.80 Cyclin-D2-1-like
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12 DAI — Repressao

Gene 1D log2FC FDR Funcio Putativa

Ma03 g16970 -3.70 0.80 GDSL esterase/lipase At5g45670-like
Ma05 g31130 -3.70 0.80 Mannose-specific lectin 3-like

Mall g23330 -3.70 0.80 Probable galacturonosyltransferase 7
Ma05 g11460 -3.70 0.80 Probable L-type lectin-domain containing receptor kinase S.5
Ma03 g11670 -3.70 0.80 Protein MONOCULM 1

Ma09 g17310 -3.70 0.80 Sex determination protein tasselseed-2
Mall g01520 -3.70 0.80 Uncharacterized LOC103970154

Ma03 g15330 -3.70 0.80 Uncharacterized LOC103978307

Ma06 g22190 -3.70 0.80 Uncharacterized LOC103988647

Ma08 g19990 -3.70 0.80 Uncharacterized LOC103994651

Ma04 g25820 -3.70 0.80 ACT domain-containing ACRS

Mal0 g04450 -3.70 0.80 Uncharacterized LOC103999986

Ma09 g23320 -3.70 0.80 Zinc finger protein 2-like

Ma06 g28760 -3.70 0.80 Zinc finger protein NUTCRACKER-like
Ma09 26590 -3.69 0.80 Glutathione S-transferase U20

Ma05 g15200 -3.67 0.80 Uncharacterized protein

Ma0l g19000 -3.66 0.80 Uncharacterized protein

Ma0l g19010 -3.66 0.80 Uncharacterized protein

Ma02 g13090 -3.66 0.80 FD

Ma05 g04200 -3.66 0.80 Uncharacterized protein

Ma08 g18540 -3.66 0.80 Uncharacterized protein

Ma09 20120 -3.66 0.80 Uncharacterized protein

Ma09 g26350 -3.66 0.80 Uncharacterized protein

Ma07 g05660 -3.66 0.80 Anthocyanin regulatory CI protein-like
Ma05 g11340 -3.66 0.80 Auxin-induced protein 6B-like

Ma03 gl14100 -3.66 0.80 Dnaj homolog subfamily B member I-like
Mal0 27980 -3.66 0.80 Monothiol glutaredoxin-S2-like

Ma06 23990 -3.66 0.80 Protein trichome birefringence-like 26
Ma04 g01190 -3.66 0.80 Serine/arginine repetitive matrix protein 1-like
Ma06 g31570 -3.61 0.80 Uncharacterized protein

Ma02 g06730 -3.56 0.80 Caffeic acid 3-O-methyltransferase-like
Ma02 g23680 -3.54 0.80 Ethylene-responsive transcription factor ERF017
Ma02 g15060 -3.49 0.80 Pathogenesis-related protein I-like

Ma06 g19290 -3.43 0.80 Cyclin-dependent kinase inhibitor SMR4
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No estadio inicial da interacdo, considerando os parametros analisados, apenas 31% dos
genes apresentaram-se superexpressos em relagdo ao controle. Esse valor aumentou aos 12
DAL, sendo observados 59% dos genes com regulagdo positiva (Tabela 13). Do ntimero total
de DEGs encontrados, 3% desses foram comuns aos dois periodos analisados, 51% foram
modulados apenas aos 3 DAI e 46% dos genes foram regulados aos 12 DAI. Trés desses genes
sofreram modulacdo positiva aos 3 DAI e negativa aos 12 DAI, enquanto que quatro foram

modulados negativamente aos 3 DAI e positivamente aos 12 DAI (Figura 20).

Tabela 13. Total de genes diferencialmente expressos obtidos a partir do RNA-Seq de Musa
acuminata var. Calcutta 4 durante interagdo com Pseudocercospora musae, apos 3 e 12 DAL

Tratamento Total de genes Total de DEGs Superexpressio Repressao
3 DAI(Ix NI) 29.757 1073 336 737
12 DAI (I x NI) 29.113 976 584 392

12 DAI

Figura 20. Diagrama de Venn representando a correlacdo entre os genes diferencialmente
expressos (DEGs) obtidos do RNA-seq de Musa acuminata var. Calcutta 4 durante a interagao
com Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apos infeccdo (DAI). A regido de sobreposicao
do diagrama representa DEGs em comum a ambos os pontos de coleta. A. Diagrama de Venn
global dos DEGs encontrados aos 3 e 12 DAIL B. Analise comparativa entre os DEGs
superexpressos (f) e reprimidos (‘) nos dois pontos de coleta estudados.
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Os resultados demonstraram que a expressao génica apresentou padrdes distintos para
cada tempo analisado. Essas diferencas no perfil transcricional podem ser observadas no
heatmap abaixo (Figura 21), onde os tons de vermelho representam uma expressdo génica
positiva (genes superexpressos) € os de azul representam uma expressdo negativa (genes
reprimidos). Foi observado que aos 3 DAI a maioria dos genes tiveram expressao reduzida em
relacdo ao controle, com a presenca de dois grupos de genes mais azuis, que correspondem a
genes reprimidos, e um grupo de genes superexpressos de coloragdo vermelha. Em 12 DAI
ocorreu uma mudang¢a na modulacdo génica, com a maioria dos genes sendo superexpressos

em comparagao com o controle.
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Figura 21. Heatmap dos genes diferencialmente expressos em Musa acuminata var. Calcutta 4
aos 3 e 12 dias apds a inoculacdo com Pseudocercospora musae. As comparagdes foram
avaliadas a partir dos valores de Log2Fold Change de cada tratamento.
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6.4.1.1. Anotacao funcional
Para melhor compreender quais os principais processos e rotas metabodlicas que
sofreram alteracdes em Calcutta 4 em resposta ao estresse causado por P. musae, foram
utilizadas duas estratégias de anotagdo funcional: a andlise de enriquecimento por ontologia

génica (Gene Ontology Enrichment Analysis) e através do software MapMan.

Foi utilizada a plataforma Blast2GO para realizar a anotagao dos 30.613 genes expressos
em M. acuminata Calcutta 4 em resposta ao patogeno P. musae, ¢ a classificacdo dos conjuntos
de unigenes de acordo com suas categorias funcionais, por meio do Gene Ontology (GO).
Dentre os genes expressos, um total de 16.898 sequéncias estavam anotadas. Os genes anotados
foram relacionados a 2.610 termos de GO, distribuidos em trés categorias principais: fun¢ao
molecular (14.717 genes), processos bioldgicos (10.209 genes) e componente celular (3.787

genes).

Dos termos de GO que foram enriquecidos aos 3 DAI, 26 anotacdes estdo relacionadas
a func¢do molecular, 47 a processos biologicos e sete a componente celular (Figura 22). Aos 12
DAL, foram identificados 27 termos enriquecidos associados a fun¢do molecular, 57 a processos
bioldgicos e nove a componente celular (Figura 23).

De modo geral, as anotagdes de func¢des moleculares atribuidas aos unigenes,
considerando os dois timepoints desse estudo, desempenham atividades de quitinase
(GO:0004568), de hidrolase (GO:0017171, GO:0004553, GO:0016798), de ligagdo a tetrapirrol
(GO:0046906) e de sintese de celulose (GO:0016759, GO:0016760). Os termos que
apresentaram enriquecimento dentro da categoria de processos bioldgicos estdo relacionados,
principalmente, a processos associados a quitina (GO:0006030, GO:0006032), a parede celular
(GO:0016998, GO:0044036), a sintese de trealose (G0O:0005992, GO:0005991) e a processos
regulatorios  (GO:0006355, GO:0051252, GO:1903506, GO:2001141, GO:0019219,
GO:0009889, GO:0010556, GO:0031326, GO:2000112, GO:0010468, GO:0051171,
GO0:0080090, GO:0031323, GO:0060255, GO:0019222, GO:0050794, GO:0050789). As
subclasses presentes na categoria de componente celular estio em sua maioria associadas a
membrana plasmatica (GO:0031224, GO:0016021, GO:0016020) , a parede celular
(GO:0005618) e as regides adjacentes (GO:0030312, GO:0005576, GO:0048046,
GO:0071944).

92



3 DAI
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Regulation of cellular metabolic process

Regulation of biosynthetic process

Regulation of macromolecule biosynthetic process
Regulation of cellular biosynthetic process
Regulation of cellular macromolecule biosynthetic process
Regulation of gene expression
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Figura 22. Distribuicao dos termos de GO enriquecidos, nas trés categorias principais, para os
genes diferencialmente expressos em Musa acuminata apos interacdo com Pseudocercospora
musae, aos 3 dias apos inoculagao.
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12 DAI
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Figura 23. Distribuicdo dos termos de GO enriquecidos, nas trés categorias principais, para os
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genes diferencialmente expressos em Musa acuminata ap6s interagdo com Pseudocercospora
musae, aos 12 dias ap6s inoculagdo.

Dentre os termos que apresentaram enriquecimento e sdo compartilhados por ambos os
tempos de coleta estudados, 10 estdo associados a fun¢do molecular, destacando-se a atividade
de o-metiltransferase, envolvida na via de sintese de compostos fendlicos; 23 estao relacionados
a processos bioldgicos, e seis termos compartilhados estdo associados a componente celular,
sendo relativos @ membrana, a parede celular e a regido extracelular.

Foram identificados 16 termos enriquecidos dentro de fun¢do molecular exclusivos a 3
DAL, onde destacam-se os relativos a ligacdo a quitina e as atividades de quitinase, peroxidase,
proteina quinase, e quinase. Para a mesma categoria, 17 subclasses foram particulares a 12 DAI,
algumas dessas associadas as atividades de hidrolase e de sintese de celulose. Dentro de
processos bioldgicos, 24 anotagdes foram exclusivas ao estadio inicial da infec¢ao, destacando-
se os processos envolvendo o metabolismo de quitina e de macromoléculas da parede celular;
e 34 termos foram anotados apenas na fase final, dos quais destacam-se processos relacionados
as respostas de defesa a estresse bidtico, a regulagdo hormonal e a sintese de celulose. Quanto
as anotagdes referentes a componente celular, a unica que foi identificada apenas aos 3 DAI
estd associada a componentes da membrana, e, aos 12 DAI, dos trés termos exclusivos, um
refere-se a regido periférica celular.

A anotacdo funcional sobre os DEGs, realizada por meio da plataforma MapMan,
possibilitou ter uma visdo geral da modulagdo que ocorre nos genes envolvidos nas vias de
respostas de defesa em Calcutta 4, nos estadios inicial e tardio da infec¢do (Figura 24). Em 3
DAL, foram mapeados 1.210 categorias funcionais hierarquicamente organizadas (bins) para os
1.073 DEGs, das quais 432 anotagdes estdo associadas as vias de estresse biotico. Em 12 DAL,
foram mapeados 1.090 bins para os 976 DEGs, sendo identificados 322 bins relacionados a
estresse bidtico.

Na fase inicial da infec¢do, foi observado que as principais vias envolvidas em defesa
foram reprimidas, entretanto as vias do acido salicilico (SA), da sintese de cera e do estado
redox apresentaram uma superexpressao significativa. Aos 12 DAI, os genes associados a
sinalizacdo, a fatores de transcri¢do, a receptores quinase, a MAP quinases, a brassinoesteroide,
a degradacdo de proteinas e a parede celular evidenciaram regulacdo positiva. Todavia, a

expressao foi reprimida nas vias do SA e do acido jasmonico (JA) na fase tardia da infecgao.
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Figura 24. Visdo geral do perfil de expressao dos genes diferencialmente expressos (DEGs) em
Musa acuminata var. Calcutta 4, 3 e 12 dias apds inoculacdo com Pseudocercospora musae, a
partir do software MapMan. O padrao de expressdo génica diferencial ¢ baseado nos log2FCs
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dos transcritos de mRNA dos tecidos foliares inoculados em comparacdo aos controles nao
inoculados. Cada ponto representa um gene paralogo que codifica determinada enzima
envolvida na via metabolica. A cor vermelha indica um gene superexpresso no tecido inoculado
em relagdo ao controle, enquanto que a cor azul indica a repressao do gene.

6.4.1.2. DEGs potencialmente envolvidos em resisténcia

Dentre os 2.002 genes diferencialmente expressos identificados nos pontos de coleta
estudados, 602 estdo, direta ou indiretamente, envolvidos em respostas de defesa em M.
acuminata ssp. burmannica Calcutta 4 ao patogeno P. musae. Desses, 96 DEGs foram
modulados positivamente e 271 foram reprimidos aos 3 DAL Aos 12 DAI, 155 genes foram
superexpressos e 103 sofreram regulagao negativa. Foram detectados 23 DEGs comuns a ambos
os timepoints avaliados, dos quais sete mantiveram-se superexpressos nos dois tempos de
coleta, 12 foram reprimidos em ambos os tempos, um foi regulado negativamente no inicio da
interagdo e superregulado no estddio mais avangado, e trés foram superexpressos aos 3 DAI e

reprimidos aos 12 DAI (Figura 25) (Tabela 14).
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Figura 25. Diagrama de Venn representando a correlacdo entre os genes diferencialmente
expressos (DEGs) potencialmente envolvidos na resisténcia de Musa acuminata var. Calcutta
4 a Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds infeccdo (DAI). A regido de sobreposicao
do diagrama representa DEGs em comum a ambos os pontos de coleta. Analise comparativa
entre os DEGs superexpressos (f) e reprimidos (‘) nos dois pontos de coleta estudados.
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Tabela 14. Genes diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em respostas de resisténcia em Musa acuminata var. Calcutta 4 frente a
infeccdo por Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds a inoculacdo. Os tons de vermelho indicam genes superexpressos e os tons de azul
representam os genes reprimidos.

3 DAI 12 DAI
Gene ID Funcao Putativa
log2FC | FDR | log2FC | FDR
1|Mall g19280 | /-Cys peroxiredoxin 251 0.02 - -
2| Ma04 g36840 | 14 kDa proline-rich protein DC2.15-like - - 224 0.80
3| Ma05 g26760 |23 kDa jasmonate-induced protein-like 3.88| 0.02 - -
4| Ma04_g24510 | 3-Ketoacyl- synthase 11 454\ 0.01 - -
5|Ma07_g08400 | 3-Ketoacyl- synthase 11 321 0.02 - -
6 | Ma08 g33870 | 36.4 kDa proline-rich protein-like _ 0.01 - -
7| Ma09 g20540 | 4-Coumarate--CoA ligase-like 10 -3.34 0.01 - -
8 |Ma07 g18310 | 4-Coumarate--CoA ligase-like 10 -2.10| 0.03 - -
9| Ma02 g05950 | 4-Coumarate--CoA ligase-like 10 -2.33 0.03 - -
10| Ma08 g30300 | ABC transporter B family member 11-like -2.00 0.04 - -
11| Ma08 24920 | ABC transporter B family member 19 3.01 0.03 - -
12| Mal0 g28480 | ABC transporter C family member 3-like -3.02| 0.03 - -
13| Ma08 g08670 | ABC transporter C family member 5 - - 2.75 0.80
14| Ma03 g21230 | ABC transporter G family member 11-like -2.48 0.02 - -
15| Ma05 g19730 | ABC transporter G family member 11-like -2.12| 0.03 - -
16 | Ma02 g06540 | ABC transporter G family member 14 - - 4.13 0.80
17| Ma02 g08730 | ABC transporter G family member 23 - - 2.06 0.80
18| Ma09 g08290 | ABC transporter G family member 25 - - 2.62| 0.80
19| Mall g10440|ABC transporter G family member 25 2.49| 0.02 2.04| 0.80
20| Ma05 g30820 | ABC transporter G family member 6-like - - 321 0.80
21| Ma06 g34970 | ABC transporter G family member 6-like - - 3.68) 0.80
22 |Ma02 g04610 | ABC transporter G family member 9 -3.19 0.02 - -




Continuagao

Tabela 14. Genes diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em respostas de resisténcia em Musa acuminata var. Calcutta 4 frente a
infeccdo por Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds a inoculacdo. Os tons de vermelho indicam genes superexpressos € os tons de azul

representam os genes reprimidos.

3 DAI 12 DAI
Gene ID Funcao Putativa
log2FC FDR | log2FC FDR
23| Ma01 g04230|ABC transporter G family member 9 0.03 - -
24| Ma05 g31850 | Abscisic acid receptor PYL4-like - - _ 0.80
25| Ma06 g34440 | Abscisic acid receptor PYL4-like 0.01 - -
26| Mal0 g05210 | Abscisic acid receptor PYL4-like 3.17 0.01 - -
27| Ma04 g15710 | Abscisic acid receptor PYLS-like 3.23 0.01 - -
28| Ma05 g13880 | Abscisic acid receptor PYRI-like -2.51 0.05 - -
29| Ma02 g23300 | Acyl carrier protein 4, chloroplastic-like 2.33 0.01 - -
30 | Ma02 g15160 | Allene oxide synthase 1, chloroplastic-like -3.04| 0.01 - -
31| Ma04 g38880 | Allene oxide synthase, chloroplastic 0.01 - -
32| Ma06 g19940 | Alpha-humulene 10-hydroxylase-like - 3721 0.80
33| Ma07 g21820 | Anthranilate O-methyltransferase 3-like 0.02 -2.05 0.80
34| Ma07 g21960 | Anthranilate O-methyltransferase 3-like - - -2.00 0.80
35|Ma07 g21890 | Anthranilate O-methyltransferase 3-like - - 2371 0.80
36 |Ma07 g21830 | Anthranilate O-methyltransferase 3-like 3.60 0.05 - -
37| Ma07 g00730 | AP2-like ethylene-responsive transcription factor ANT - - 321 0.80
38 | Ma03 g33690 | AP2-like ethylene-responsive transcription factor At1gl16060 - - _ 0.80
39| Ma05 g04410 | AP2-like ethylene-responsive transcription factor At1g79700 - - 2.57| 0.80
40| Ma01 g14600 | AP2/ERF and B3 domain-containing protein Os05g0549800-like - - 3.72| 0.80
41| Ma03 g30570 | AP2/ERF and B3 domain-containing protein Os05g0549800-like 0.02 - -
42 | Ma02 24400 | AP2/ERF and B3 domain-containing transcription repressor RAV2-like 0.02 -2.61 0.80
43 | Ma05 g09690 | AP2/ERF and B3 domain-containing transcription repressor RAV2-like -3.13| 0.01 - -




Continuacao

Tabela 14. Genes diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em respostas de resisténcia em Musa acuminata var. Calcutta 4 frente a
infeccdo por Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds a inoculacdo. Os tons de vermelho indicam genes superexpressos € os tons de azul
representam os genes reprimidos.

3 DAI 12 DAI
Gene ID Funcao Putativa

log2FC FDR | log2FC FDR
44| Ma01 g21800 | AP2/ERF and B3 domain-containing transcription repressor RAV2-like -3.06| 0.04 - -
45|Mall g04120 | Aspartic proteinase nepenthesin-1 -2.41 0.02 - -
46 | Ma04 g08200 | Aspartic proteinase nepenthesin-2-like - - 3.21| 0.80
47| Ma06 g28400 | Aspartic proteinase nepenthesin-2-like - - 4.36 0.80
48 | Ma03 g02960 | Aspartic proteinase nepenthesin-2-like 3.61 0.02 - -
49 |Ma01 g21380 | Aspartic proteinase oryzasin-1 - - 3.33 0.80
50 | Ma04 g14220 | Aspartic proteinase-like protein 2 - - 3.15 0.80
51| Ma06 g38940 | Auxin response factor 11-like -3.49 0.05 - -
52| Ma06 g35720 | Auxin transporter-like protein 1 2.71 0.01 - -
53 [ Ma09 g03600 | Auxin transporter-like protein 2 - - 2.06 0.80
54 | Ma04 g17130 | Auxin-induced in root cultures protein 12-like -3.15 0.03 - -
55|Mall g00920 | Auxin-induced protein 15A4-like 3.15| 0.04 - -
56 | Ma05 g11340 | Auxin-induced protein 6B-like - - -3.66 0.80
57 |Ma04 g38490 | Auxin-induced protein 6B-like - - 3.05 0.80
58| Ma08 g06830 | Auxin-induced protein 6B-like -2.13 0.05 - -
59| Ma07 g18850 | Auxin-induced protein 6B-like -2.11 0.02 - -
60 | Ma04 g39810 | Auxin-repressed 12.5 kda protein 2.62| 0.03 - -
61| Ma09 g13770 | Auxin-repressed 12.5 kda protein-like 2.79( 0.01 - -
62 |Ma07 g26620 | Auxin-responsive protein IAA16-like 3.09 0.01 - -
63 |[Mal0 g22140 | Auxin-responsive protein IAA21-like - - 2.08 0.80
64 | Ma09 g16090 | Auxin-responsive protein 14A4-like - - 3.21 0.80




Continuacao

Tabela 14. Genes diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em respostas de resisténcia em Musa acuminata var. Calcutta 4 frente a
infeccdo por Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds a inoculacdo. Os tons de vermelho indicam genes superexpressos € os tons de azul

representam os genes reprimidos.

3 DAI 12 DAI
Gene ID Funcao Putativa

log2FC FDR | log2FC FDR
65| Ma07 g20210 | Auxin-responsive SAUR32 - - -2.62| 0.80
66 | Ma05 g05530 | Auxin-responsive SAUR32 _ 0.04 - -
67| Ma03_g15360 | Basic endochitinase A i - _ 0.80
68 | Ma03 g06240 | Basic leucine zipper 63 - - 2.49 0.80
69 | Ma04 g35340 | Beta-glucosidase 18-like - - 3.76| 0.80
70 | Ma0l g20240 | Beta-glucosidase 25-like - - 3.15 0.80
71| Ma06 g29240 | Beta-glucosidase 6-like - - 2.53] 0.80
72 | Ma04 g36610 | BOI-related E3 ubiquitin-protein ligase 1-like 227 0.03 - -
73 | Ma04 g24980 | Bowman-Birk type proteinase inhibitor-like - - 3.17 0.80
74 | Ma05 g09330 | Bowman-Birk type proteinase inhibitor-like 523 0.03 - -
75 [ Ma02 g05100 | BRASSINOSTEROID INSENSITIVE I-associated receptor kinase I-like 417 0.02 - -
76 | Ma00 g01780 | Caffeic acid 3-O-methyltransferase - - 304 0.80
77 [ Ma02 g06730 | Caffeic acid 3-O-methyltransferase-like 2.62 0.05 -3.56 0.80
78 | Ma09 g18130 | Caffeic acid 3-O-methyltransferase-like - - 2.10] 0.80
79 | Ma00 g02580 | Caffeic acid 3-O-methyltransferase-like -2.43| 0.01 - -
80 | Ma06_g38330 | Caffeoyl-coa O-methyltransferase -2.15 0.02 - -
81 |Ma04 g14610 | Calcium uniporter 2, mitochondria _ 0.01 - -
82| Ma07 g13390 | Calcium-binding EF hand family protein - - 3.72| 0.80
83 | Ma04 g23780 | Calcium-binding protein KIC-like -2.83 0.03 - -
84 | Ma05 g28740 | Calcium-binding protein KIC-like -2.42 0.05 - -
85| Ma08 g22430 | Calcium-dependent protein kinase 17 - - 3.21 0.80
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86 | Ma03 g31290 | Calcium-transporting atpase 1, plasma membrane-type - - 3211 0.80
87 |Ma05 g09720 | Calmodulin-binding 60 B 2.56| 0.02 - -
88 | Ma09 ¢21910 | Calmodulin-binding 60 D - - 206! 0.80
89 |Mall g14590 | Calmodulin-like -2.24( 0.02 - -
90 | Ma07 g01400 | Calmodulin-like protein 11 372 0.03 - -
91 | Ma07 g07670 | Calmodulin-like protein 8 - - 268! 0.80
92 |Mal0 g15940 | Cationic peroxidase SPC4-like 327 0.01 - -
93 |Ma08 g33110 | Cellulose synthase A catalytic subunit 5 [UDP-forming]-like - - 475 0.80
94 | Ma05 g15620 | Cellulose synthase A catalytic subunit 7 [UDP-forming] - - 3.76] 0.80
95 | Ma04 g19460 | Cellulose synthase D2 - - _ 0.80
96 |[Mall g21750 | Cellulose synthase-like protein D2 2841 0.04 - -
97 | Ma02 g17080 | Cellulose synthase-like protein D5 - - 343 0.80
98 |Ma06 g12370 | Chalcone synthase 2-like - - 565 0.80
99 |Ma09 g16070 | Chitinase 10-like -3.96| 0.02 - -
100 | Ma09 g20710 | Chitinase 6 3.03| 0.03 - -
101 | Ma06 g16120 | Covalently-linked cell wall protein 14-like - - 3.16] 0.80
102 | Ma08 21020 | Cytochrome P450 710A1-like - - 209 0.80
103 | Mal0 g06670 | Cytochrome P450 710A1-like - - 330 0.80
104 | Ma08 g32910 | Cytochrome P450 71A41-like 330 0.03 - -
105|Ma03 g15420 | Cytochrome P450 71A1-like 424 0.02 - -
106 | Ma06 g05150 | Cytochrome P450 71B23-like -2.19| 0.05 - -
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107 |Ma07 g13070 | Cytochrome P450 734A6-like 295 0.04 2.87| 0.80
108 | Mal0 g28420 | Cytochrome P450 734A6-like -2.55| 0.03 - -
109 | Ma08 g30010 | Cytochrome P450 77A2-like - - 238! 0.80
110|Ma06 g22120 | Cytochrome P450 78A4-like 2.14| 0.02 - -
111 |Ma09 g27340 | Cytochrome P450 78A5-like 0.05 _ 0.80
112|Ma06 g32450 | Cytochrome P450 78A45-like 344 0.04 2421 0.80
113|Mal0 g08690 | Cytochrome P450 78A6-like 0.01 244 0.80
114 | Ma02 g15450 | Cytochrome P450 85A4-like -2.33| 0.03 - -
115|Ma04 g39420 | Cytochrome P450 85A1-like 434 0.02 276! 0.80
116 | Ma05 g12190 | Cytochrome P450 86A2-like - - 439 0.80
117|Ma04 21730 | Cytochrome P450 86B1 - - 2821 0.80
118 | Ma04 g33170 | Cytochrome P450 86B1-like - - 2221 0.80
119|Mall g03400 | Cytochrome P450 89A2-like -2.18| 0.04 - -
120 | Ma08 g27070 | Cytochrome P450 90B1-like - - 290/ 0.80
121 |Ma02_g10440 | Cytochrome P450 94A1-like -2.12| 0.04 - -
122|Ma03 26150 | Cytochrome P450 94A1-like -2.05| 0.02 - -
123 | Ma03 20430 | Cytochrome P450 94B3-like - - 2521 0.80
124 | Ma08_g19720 | Dirigent protein 1-like - - 2341 0.80
125|Ma08 g19700 | Dirigent protein I-like - - 2211 0.80
126 | Ma07 g24890 | Dirigent protein 1-like -3.23| 0.04 - -
127 || Ma09 g10850 | Dirigent protein 11-like - - 226 0.80
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128 | Ma09 g10840 | Dirigent protein 11-like -2.52| 0.04 - -
129 |Ma05 g01220 | Dirigent protein 2-like 309 0.01 - -
130 | Ma05 g01210 | Dirigent protein 2-like -2.08| 0.02 - -
131|Ma09 g10830 | Dirigent protein 21-like 3.17| 0.02 - -
132|Mal0 g16880 | Dirigent protein 21-like S.11| 0.03 - -
133 | Ma08 g19710 | Dirigent protein 22-like - - 2521  0.80
134 | Ma03 28860 | Disease resistance protein RGA2-like -3.05 0.05 - -
135|Ma03 28980 | Disease resistance protein RGA2-like -2.19 0.05 - -
136 | Ma07 g08480 | Disease resistance protein RPS2-like - - 575 0.80
137 | Ma09 g02660 | Disease resistance RGA1 - - 376! 0.80
138 | Ma01 g06170 | Disease resistance RGA2 -3.38 0.03 - -
139 [Ma09 g02400 | Disease resistance RGA4 - - 234 0.80
140 | Ma09 g02650 | Disease resistance RGA4 - - 267! 0.80
141 |Ma01_g06150 | Disease resistance RGA4 -3.92 0.04 - -
142 |Ma01 g06160 | Disease resistance RGA4 2.82 0.05 - -
143 | Ma06 g23890 | Disease resistance RPP13 1 -2.18 0.01 - -
144 | Ma03 28820 | Disease resistance RPP13 1 i -7 080
145|Ma03 g14800 | Dof zinc finger protein DOF1.4-like -2.101 0.03 - -
146 | Ma00 g00190 | Dof zinc finger protein DOF1.5 -2.23| 0.03 - -
147 | Ma02 g18400 | Dof zinc finger protein DOF1.7-like 2201 0.02 - -
148 | Mal0 g03380 | Dof zinc finger protein DOF2. 1-like -2.80| 0.03 - -
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149 | Ma07 24120 | Dof zinc finger protein DOF3.1 - - 260/ 0.80
150 | Ma04 g19440 | Dof zinc finger protein DOF3.1-like 207! 0.02 - -
151 |Ma07 g09430 | Dof zinc finger protein DOF3.4-like - - _ 0.80
152|Ma05 g22370 | Dof zinc finger protein DOF4.6-like - - 3.15| 0.80
153 |Mall g22190 | Dof zinc finger protein DOF5.3-like - - 214! 0.80
154 | Ma05 g26280 | Dof zinc finger protein DOF5.4-like 2.81 0.02 - -
155|Ma06 g26960 | Dof zinc finger protein DOF5.7-like - - 260! 0.80
156 | Ma08 g31680 | £3 ubiquitin ligase BIG BROTHER-like - - 2921 0.80
157 | Ma08_g30880 | E3 ubiquitin-protein ligase PUB23-like - - 291 0.80
158 | Ma07 g03310 | E3 ubiquitin-protein ligase PUB23-like - - 2721 0.80
159 | Ma08 g33190 | E3 ubiquitin-protein ligase PUB23-like - - 3211 0.80
160 | Mal0_g15870 | E3 ubiquitin-protein ligase PUB23-like ST 0.03 ] ;
161 |Ma05 g16120 | E3 ubiquitin-protein ligase RHA1B-like 366 001 - -
162 | Ma06 g11000 | E3 ubiquitin-protein ligase RHA2A-like 313 0.02 - -
163 | Ma08 g21570 | E3 ubiquitin-protein ligase RINGI-like 249 0.01 - -
164 | Ma05 23160 | £3 ubiquitin-protein ligase RMAI 2871 0.02 - -
165|Mal0 g18730 | £3 ubiquitin-protein ligase RNF181-like 3201 0.04 - -
166 | Ma08_g22530 | EID1-like F-box protein 3 4.59| 0.01 - -
167 |Ma01 g02630 | Endochitinase-like 437 0.05 - -
168 | Mall g23940 | Ethylene-responsive transcription factor 11 -2.16| 0.05 - -
169 | Ma06 g01940 | Ethylene-responsive transcription factor 12 - - 2111 0.80
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170 | Ma06_g06000 | Ethylene-responsive transcription factor 14 - - 210! 0.80
171|Ma05 g12310 | Ethylene-responsive transcription factor 14 - - 205! 0.80
172 | Ma05 g22010 | Ethylene-responsive transcription factor 1B - - _ 0.80
173 | Ma05_ 26940 | Ethylene-responsive transcription factor 2 _ 0.03 - -
174 | Ma04 g21160 | Ethylene-responsive transcription factor 2 280 0.01 - -
175|Mall g19320 | Ethylene-responsive transcription factor 2 2301 0.02 - -
176 | Ma09 22060 | Ethylene-responsive transcription factor 3 - - 268! 0.80
177 | Ma05_ 29230 | Ethylene-responsive transcription factor 4 - - 259 0.80
178 | Ma01 g19330 | Ethylene-responsive transcription factor 9 -3.09 0.04 - -
179 | Ma05_g25230 | Ethylene-responsive transcription factor ERF003-like - - 416 0.80
180 | Ma07 g05490 | Ethylene-responsive transcription factor ERF010 2.33 0.01 - -
181 |Ma02 g23680 | Ethylene-responsive transcription factor ERF017 - - 354 0.80
182|Ma09 g13810 | Ethylene-responsive transcription factor ERF017 - - 238! 0.80
183 | Ma07 g11230 | Ethylene-responsive transcription factor ERF017-like - - 209 0.80
184 | Ma08 g23210 | Ethylene-responsive transcription factor ERF071 218! 0.02 - -
185|Ma06 g19400 | Ethylene-responsive transcription factor ERF110 _ 0.01 - -
186 | Ma08 g07830 | Ethylene-responsive transcription factor ERF'114 - - 237! 0.80
187 | Ma02 g23280 | Ethylene-responsive transcription factor ERF114 2.87 0.02 - -
188 | Ma03 g02220 | Ethylene-responsive transcription factor LEP - - 502 0.80
189 | Ma04 24880 | Ethylene-responsive transcription factor RAP2-13 333 0.05 - -
190 | Mall g20290 | Expansin-A4-like - - 206! 0.80

106



Continuacao

Tabela 14. Genes diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em respostas de resisténcia em Musa acuminata var. Calcutta 4 frente a
infeccdo por Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds a inoculacdo. Os tons de vermelho indicam genes superexpressos € os tons de azul
representam os genes reprimidos.

3 DAI 12 DAI
Gene ID Funcao Putativa
log2FC FDR | log2FC FDR
191 | Ma02_g18110 | Expansin-A7 - - 2.17| 0.80
192 | Ma04 28140 | Expansin-A7-like - - 2.14| 0.80
193 | Ma09 g28960 | Expansin-A7-like 4.05| 0.03 - -
194 | Ma09 g08570 | Extensin-like - - 439 0.80
195| Ma02_g00730 | F-box protein At2g32560-like - - 2.83| 0.80
196 | Ma03_g10530 | F-box protein At3g07870-like - - 3.15| 0.80
197 | Ma03_g22770 | F-box protein At3g26010-like - - 4.02| 0.80
198 | Ma03_g22760 | F-box protein At5g07610-like - - 4.89| 0.80
199 |Mall_g17890 | F-box protein At5g49610-like - - 295 0.80
200 | Ma09 g20070 | F-box protein SKIP2-like -3.17| 0.05 - -
201 | Ma02 g07200 | F-box protein SKIP2-like -2.87| 0.02 - -
202 |Ma09 g02800 | F-box protein SKIP27 § D 00
203 |Ma07 g13140 | F-box/kelch-repeat protein Atlg80440-like 2.11 0.03 - -
204 | Ma05 27150 | F-box/kelch-repeat protein Atlg80440-like 2.45 0.02 - -
205 |Ma01 g06080 | F-box/kelch-repeat protein At5g43190 -2.35 0.03 - -
206|Mall g16610 | F-box/LRR-repeat protein 3-like -2.12| 0.01 - -
207 |Mal0 g17960 | G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g34300 2.16 0.02 - -
208 | Ma04 g02550 | G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g24080 6.82| 0.01 - -
209 | Ma08 g07280 | G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein kinase B120 244 0.03 - -
210|Ma06 g32570 | G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein kinase SD2-5 -2.20 0.02 - -
211 |Ma08 g10610 | Galactinol synthase 1 2.12| 0.02 - -
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212|Mall g14680 | Galactinol synthase 1-like 0.05 0.80
213|Mall g20910 | Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 10-like - - 0.80
214 |Mall g12600 | Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 3-like - - 0.80
215|Ma05 g09640 | Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 4-like - - 0.80
216|Ma03 28760 | Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 6-like - - 275! 0.80
217 |Ma01_g16820 | Glutathione S-transferase -2.521  0.02 - -
218|Ma05 g16940 | Glutathione S-transferase T1-like 219 0.03 2121 0.80
219|Ma09 26590 | Glutathione S-transferase U20 - - 369 0.80
220|Ma06 g36010 | Glycerol-3-phosphate acyltransferase 5 - - 245 0.80
221|Ma02 g18170 | Glycerol-3-phosphate acyltransferase 5-like 0.05 - -
222|Ma01 g03760 | Glycine-rich cell wall structural protein 1-like 2.33 0.05 2241 0.80
223 |Ma04 g19550 | Glycine-rich cell wall structural protein 1.8-like 0.05 - -
224|Ma09 26870 | Glycine-rich cell wall structural protein-like - - 299 0.80
225|Ma08 g07510 | Growth-regulating factor 3-like - 0,80
226 |Ma07 g28610 | Growth-regulating factor 6-like - 0,80
227|Ma08_g20280 | Horcolin 458 0.80
228 | Ma06_g31520 | Horcolin 2.97 -
229 |Ma08 g20300 | Jacalin-related lectin 19 3.82 -
230|Ma09 25980 | Jacalin-related lectin 35-like 0.03 207! 0.80
231|Ma08 g19690 | L-type lectin-domain containing receptor kinase -237| 0.05]-

232|Ma09 g09500 | L-type lectin-domain containing receptor kinase 1V. I-like -2.62| 0.02 - -
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233|Ma09 28930 | L-type lectin-domain containing receptor kinase 1V.1-like -2.29| 0.01 - -
234|Ma09 g09510 | L-type lectin-domain containing receptor kinase 1V.2-like -2.97| 0.01 - -
235|Ma09 g25630 | L-type lectin-domain containing receptor kinase IX. 1-like -3.21| 0.03 - -
236|Ma08 g19680 | L-type lectin-domain containing receptor kinase IX. 1-like -2.56| 0.03 - -
237|Ma08 g03400 | L-type lectin-domain containing receptor kinase IX. 1-like -2.50| 0.02 - -
238 | Ma08 g03410 | L-type lectin-domain containing receptor kinase IX. 1-like -2.48| 0.01 - -
239|Ma08 g03380 | L-type lectin-domain containing receptor kinase IX. 1-like -2.26| 0.03 - -
240 | Ma08 g03330 | L-type lectin-domain containing receptor kinase IX. 1-like -2.23| 0.02 - -
241 |Ma09 g09520 | L-type lectin-domain containing receptor kinase S.4-like -2.47| 0.02 - -
242 |Ma06 g35820 | Laccase-24-like 0.02 - -
243 | Ma06 g35830 | Laccase-25 - - 393 0.80
244 | Ma04 g34930 | Leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein kinase At1gl7230 0.01 - -
245|Ma07 g28510 | Leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein kinase BAM1 - - 2.30| 0.80
246 |Ma04 g07360 | Leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein kinase BAM1 - - 2.67| 0.80
247 |Ma03 g31820 | Leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein kinase BAMI - - 472 0.80
248 | Ma02 g07950 | Leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine/tyrosine-protein kinase SOBIR1 -2.07| 0.02 - -
249|Ma03 g18450 | Leucine-rich repeat receptor-like tyrosine-protein kinase At2g41820 -2.34| 0.04 - -
250 |Mall g21020 | Lipid transfer-like protein VAS 2321 0.02 - -
251|Mal0 g14990 | LOB domain-containing protein 12-like - - 321 0.80
252|Ma06 g09410 | LOB domain-containing protein 37-like 0.04 224 0.80
253 |Ma04 g14140 | LOB domain-containing protein 37-like 281 0.02 - -
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254|Ma09 g00580 | LOB domain-containing protein 40-like - - 4.13 0.80
255|Ma05 28070 | LOB domain-containing protein 6-like - - 3721 0.80
256 |Ma03 29000 | LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSOI -2.35| 0.03 - -
257|Ma05 g31130 | Mannose-specific lectin 3-like - - -3.70| 0.80
258 | Ma06_g16670 | Mannose-specific lectin-like 7.02| 0.03 - -
259 |Ma03 g18760 | Metallothionein-like protein type 2 - - 225 0.80
260 | Ma02 g23410 | Microsomal glutathione S-transferase 3-like - - -2.81 0.80
261 |Ma06 g34790 | Mitogen-activated protein kinase 5 -2.26| 0.01 - -
262 | Ma04 g03870 | Mitogen-activated protein kinase 9-like - - 4.16 0.80
263 | Ma05 g13990 | Mitogen-activated protein kinase kinase 10 - - 226! 0.80
264 | Ma08 g18850 | Mitogen-activated protein kinase kinase 9-like -2.33 0.05 - -
265 |Ma06_g12740 | Mitogen-activated protein kinase kinase 9-like 2.09 0.01 - -
266 | Ma06 g18500 | Mitogen-activated protein kinase kinase kinase A-like -2.94 0.05 -2.02 0.80
267 |Ma03 g19810 | Myb-like protein Q - - 3.72) 0.80
268 |Ma01 g17450 | Myb-related protein 305-like - - 2431 0.80
269 | Ma02 g16570 | Myb-related protein HvI-like -3.17 0.03 - -
270|Mall g16430 | Myb-related protein Zml-like 295! 0.04 - -
271 |Ma03 g19110 | NAC domain-containing 100 - - 3.38 0.80
272|Mal0 g11090 | NAC domain-containing 104 - - -3.15 0.80
273 |Mall g01240 | NAC domain-containing 35 -2.52| 0.02 - -
274 |Mal0 g04910 | NAC domain-containing 79 - - 304 0.80
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275|Mal0 g16990 | NAC domain-containing 83 201! 0.02 - -
276 |Ma08 g01310 | NAC domain-containing 90 - - 244 0.80
277 |Mal0 g04550 | NAC domain-containing 90 245 0.02 - -

278 | Ma03_g31600 | Ninja-family protein 6-like 420 0.02]- -

279 | Ma06_g36870 | Ninja-family protein AFP3-like 243 0.01(- -

280 |Ma07 g28200 | Ninja-family protein AFP3-like 320 0.01]- -

281|Ma04_g39350 | Ninja-family protein AFP3-like 341 0.02]- -
282|Ma07 23570 | Non-specific lipid-transfer protein 1-like - - 240! 0.80
283 |Ma04 g17190 | Non-specific lipid-transfer protein 1-like -2.12| 0.04 - -
284|Ma04 g17200 | Non-specific lipid-transfer protein 1-like 379 0.03 - -
285|Ma04 g30830 | Non-specific lipid-transfer protein 2-like 319! 0.01 - -
286 |Ma02 g19230 | Non-specific lipid-transfer protein-like protein At2g13820 - - 2.10/ 0.80
287 |Mall g09490 | Omega-hydroxypalmitate O-feruloyl transferase - - 331 0.80
288 | Ma08 g16230 | Omega-hydroxypalmitate O-feruloyl transferase-like - - 302 0.80
289 |Ma04 g14490 | Omega-hydroxypalmitate O-feruloyl transferase-like 5.76| 0.02 4.45 0.80
290 | Ma02 g17990 | Osmotin-like protein - - 448 0.80
291 | Ma08 g03860 | Oxygen-evolving enhancer 1, chloroplastic 2.04| 0.05 - -
292 | Ma09 g26690 | Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplastic-like 2.43 0.02 - -
293 | Ma04 g30440 | Oxygen-evolving enhancer protein 3-1, chloroplastic-like 2551  0.04 - -
294 | Ma09 g05410 | Pathogen-related protein - - -2.21 0.80
295 |Ma06 g18530 | Pathogen-related protein-like -2.73| 0.03 -2.89| 0.80
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296 | Ma02 g15060 | Pathogenesis-related protein 1-like - - 349 0.80
297 |Ma02 g15080 | Pathogenesis-related protein 1-like - - -2.91 0.80
298 |Ma01 g19550 | Pathogenesis-related protein 1-like -3.31 0.01 - -
299|Ma03 g08150 | Pathogenesis-related protein 1-like 2.701 0.01 - -
300 | Ma03 g08140 | Pathogenesis-related protein 1-like 3.02] 0.03 - -
301 |Ma01 gl16670 | Pathogenesis-related protein PR-4-like - - -2.33| 0.80
302 |Mall g19450 | pEARLII-like lipid transfer 2 396 0.05 - -
303 |Mall g05190 | Pectinesterase-like - - _ 0.80
304 | Ma04 g40060 | Pectinesterase-like 348 0.01 - -
305 |Ma09 g11490 | Peroxidase 1 -3.86| 0.04 - -
306 | Ma09 g14070 | Peroxidase 11 - - 2.01| 0.80
307 | Mal0_g25840 | Peroxidase 15 S o002 . -
308 | Ma07 g23680 | Peroxidase 4 -2.17| 0.05 -2.46| 0.80
309 | Ma06 g10290 | Peroxidase 4 2.55| 0.04 - -
310|Ma06 g19750 | Peroxidase 47 - - 321 0.80
311|Ma07 g09210 | Peroxidase 52~ PRX112 - - 3.96| 0.80
312 |Ma05 g27310 | Peroxidase 55 0.05 - -
313|Ma05 g27300 | Peroxidase 55 0.02 - -
314 |Ma06 g23670 | Peroxidase 56 0.05 - -
315|Ma09 g17630 | Peroxidase 65 - 321 0.80
316 |Mall g21180 | Phenylalanine ammonia-lyase-like 0.01 - -
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317 |Ma05_ g20900 | Phenylalanine ammonia-lyase-like -2.69| 0.01 - -
318 |Ma01 g04420 | Phenylalanine ammonia-lyase-like 237! 0.02 - -
319|Mall g22490 | Pleiotropic drug resistance protein 13 - - 4.10 0.80
320 | Ma06 g36450 | Pleiotropic drug resistance protein 3-like 3.77 0.02 - -
321|Ma09 g02930 | Pleiotropic drug resistance protein 3-like 348 0.03 - -
322|Ma02 g03010 | Pleiotropic drug resistance protein 5-like - - 3.17 0.80
323 |Ma02 g19720 | Probable 4-coumarate--CoA ligase 2 _ 0.02 -2.58 0.80
324 |Ma04 g12600 | Probable 4-coumarate--CoA ligase 3 237 0.01 - -
325|Ma08 g30210 | Probable auxin efflux carrier component 1b~ PIN3B - - 2.29 0.80
326 |Ma08 g09210 | Probable auxin efflux carrier component Ic - - 321 0.80
327 |Ma02 g23190 | Probable BOI-related E3 ubiquitin-protein ligase 2 2.55 0.01 - -
328 | Ma04 g38580 | Probable BOI-related E3 ubiquitin-protein ligase 3 -2.06| 0.03 - -
329 |Ma03 g18540 | Probable calcium-binding protein CMLI10 - - -3.15| 0.80
330 |Ma01 gl17160 | Probable calcium-binding protein CMLI14 - - 3.76| 0.80
331|Ma06 g11330 | Probable calcium-binding protein CMLI8 - - 321 0.80
332|Mal0 g04830 | Probable calcium-binding protein CML27 -2.21 0.01 - -
333|Mal0 g25710 | Probable calcium-binding protein CML30 - - 4.95 0.80
334|Ma07 g22610 | Probable calcium-binding protein CML30 -3.17| 0.01 - -
335|Ma09 g16970 | Probable calcium-binding protein CML45 - - 2.95 0.80
336 |Mal0 gl18710 | Probable calcium-binding protein CML45 -3.66 0.01 - -
337 |Ma09 g01690 | Probable calcium-binding protein CML45 3241 0.04 - -
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338 | Ma02 g16730 Probable calcium-binding protein CML45 -2.96 0.02 - -
339 |Ma01 g03990 | Probable disease resistance At4g19060 -2.58| 0.01 - -
340|Ma07 g13490 | Probable F-box protein At4g22030 -3.221 0.03 - -
341|Ma07 g01870 | Probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 2 339 0.01 - -
342 | Ma02 g02280 | Probable glucan endo-1,3-beta-glucosidase A6 -2.05| 0.03 - -
343 | Ma09 g26510 | Probable glutathione S-transferase parc - - -2.83 0.80
344 |Ma02 g14630 | Probable inactive leucine-rich repeat receptor-like protein kinase At3g03770 - - 321 0.80
345 |Ma06_g07550 | Probable inactive receptor kinase At1g48480 - - -2.52| 0.80
346 | Ma03 g07390 | Probable inactive receptor kinase At1g48480 -2.66| 0.05]|- -

347|Ma05 g06590 | Probable inactive receptor kinase At4g23740 _ 0.03 - -
348 | Mal0 gl10000 | Probable inactive receptor kinase At5g67200 - - 5.07| 0.80
349 | Ma02 g23480 | Probable inactive receptor kinase RLK902 - - 2.11 0.80
350|Ma05 g11470 | Probable L-type lectin-domain containing receptor kinase 5.86] 0.05 - -
351 |Ma05 g11460 | Probable L-type lectin-domain containing receptor kinase S.5 - - -3.70| 0.80
352|Ma07 g22190 | Probable L-type lectin-domain containing receptor kinase S.5 - - -3.10| 0.80
353|Ma00 g05050 | Probable L-type lectin-domain containing receptor kinase S.5 - - -2.28| 0.80
354 |Ma09 g11910 | Probable L-type lectin-domain containing receptor kinase S.5 -3.77| 0.01 - -
355|Ma09 g19650 | Probable leucine-rich repeat receptor-like protein kinase At1g35710 -2.66| 0.02 - -
356 | Ma05 g22210 | Probable leucine-rich repeat receptor-like protein kinase At1g68400 - - 331 0.80
357 |Mall gl11880 | Probable leucine-rich repeat receptor-like protein kinase At1g68400 2.50) 0.04 - -
358 | Ma06 g08630 | Probable leucine-rich repeat receptor-like protein kinase At5g49770 - - -3.15| 0.80
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359|Ma09 g17070 | Probable leucine-rich repeat receptor-like protein kinase At5g49770 - - 241 0.80
360 | Ma06_g10770 | Probable leucine-rich repeat receptor-like protein kinase At5g63930 -2.13| 0.03 - -
361 | Ma06 g31750 | Probable LRR receptor-like serine threonine- kinase At1g56140 347 0.02 - -
362|Mal0 g27320 | Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase Atl1gl4390 2.68| 0.02 - -
363 | Ma03 g06850 | Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At1g67720 - - 5.121 0.80
364 | Ma03 g27330 | Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g16250 -3.56| 0.02 - -
365|Ma02 g21430 | Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570 - - _ 0.80
366 | Ma04 g37310 | Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At3g47570 -3.84| 0.02 - -
367 | Ma05 g12860 | Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g08850 -3.57| 0.04 - -
368 | Ma04 g38240 | Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g20940 - - 469 0.80
369 | Ma06 g33510 | Probable LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase At4g36180 - - 3.72| 0.80
370|Ma05 g31380 | Probable protein phosphatase 2C 30 2.29| 0.03 - -
371 |Ma08_g12880 | Probable protein phosphatase 2C 37 437 0.01 247 0.80
372 |Ma02 g06510 | Probable protein phosphatase 2C 44 -2.01 0.03 - -
373 |Mall g20360 | Probable protein phosphatase 2C 68 452 0.01 - -
374|Mall g02070 | Probable protein phosphatase 2C 75 222 0.02 - -
375|Ma03 g01350 | Probable receptor-like protein kinase At1g67000 -2.54| 0.01]- -
376 | Ma03 g21840 | Probable receptor-like protein kinase At1g67000 -2.86| 0.03]|- -
377|Ma03 g30610 | Probable receptor-like protein kinase At1g67000 -2.58| 0.02]- -
378 | Ma06_g11350 | Probable receptor-like protein kinase At1g67000 -2.35 0.011- -
379 | Ma03 g30630 | Probable receptor-like protein kinase At1g67000 -2.02| 0.01]- -

115



Continuacao

Tabela 14. Genes diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em respostas de resisténcia em Musa acuminata var. Calcutta 4 frente a
infeccdo por Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds a inoculacdo. Os tons de vermelho indicam genes superexpressos € os tons de azul
representam os genes reprimidos.

3 DAI 12 DAI
Gene ID Funcao Putativa

log2FC | FDR | log2FC | FDR

380|Mall g02710 | Probable receptor-like protein kinase At5g24010 269! 0.02 -

381 |Mall gl16300 | Probable receptor-like protein kinase At5g47070 246 0.01 -

382 | Ma04 g36800 | Probable receptor-like protein kinase At5g47070 -2.35| 0.01 -

383 | Ma06_g05440 | Probable receptor-like serine/threonine-protein kinase At5g57670 241 0.02 -
384 | Ma03 g16390 | Probable strigolactone esterase D14 -2.02| 0.03 - -
385|Ma06 g09370 | Probable strigolactone esterase DAD2 2581 0.01 - -
386 |Ma0Ol g22120 | Probable strigolactone esterase DAD2 2731 0.01 - -
387 | Ma06_g25690 | Probable terpene synthase 9 - - -390 0.80
388 | Ma08 g34370 | Probable ubiquitin-conjugating enzyme E2 23 427 0.05 - -
389|Ma03 g05150 | Probable WRKY transcription factor 11 -2.22| 0.01 - -
390 |Mal0 g27260 | Probable WRKY transcription factor 13 - - 416 0.80
391 | Ma04 g33990 | Probable WRKY transcription factor 14 - - 295 0.80
392|Ma02 g11530 | Probable WRKY transcription factor 14 -2.50| 0.03 - -
393 |Ma09 g23420 | Probable WRKY transcription factor 17 2421 0.01 - -
394 | Ma06 g01150 | Probable WRKY transcription factor 26 -3.39| 0.01 - -
395|Ma03 g32510 | Probable WRKY transcription factor 28 -2.60| 0.02 - -
396 |Mal0 g15390 | Probable WRKY transcription factor 31 -2.73| 0.02 - -
397|Mal0 g03640 | Probable WRKY transcription factor 40 -2.02| 0.02 - -
398 | Ma07 g14030 | Probable WRKY transcription factor 41 -3.98| 0.01 - -
399 | Ma03 g17210 | Probable WRKY transcription factor 41 -394 0.02 - -
400 | Ma06_g07330 Probable WRKY transcription factor 41 -2.49| 0.03 - -
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401 | Ma06 g22520 Probable WRKY transcription factor 43 - - 2.08 0.80
402 | Ma07 g26170 | Probable WRKY transcription factor 43 - - 2.14| 0.80
403 | Ma04 g24800 | Probable WRKY transcription factor 43 - - 5.85| 0.80
404 | Ma03 g21270 | Probable WRKY transcription factor 50 343 0.03 - -
405|Ma01 23360 | Probable WRKY transcription factor 53 -2.26| 0.02 - -
406 | Ma04 g29870 | Probable WRKY transcription factor 57 -2.83| 0.02 - -
407 |Ma07_g05300 | Probable WRKY transcription factor 60 -3.26| 0.01 - -
408 | Ma05_ g09420 | Probable WRKY transcription factor 61 _ 0.02 - -
409 | Ma06 g26900 | Probable WRKY transcription factor 70 418 0.03 - -
410 | Ma04 g24540 | Probable WRKY transcription factor 71 -2.30| 0.05 - -
411|Ma07 g13260 | Probable WRKY transcription factor 72 - - -2.06| 0.80
412 |Mal0 g28190 | Probable WRKY transcription factor 72 _ 0.02 - -
413 |Ma06 g07970 | Probable WRKY transcription factor 75 -245| 0.03 - -
414 |Ma06 g04010 | Probable WRKY transcription factor 9 - - 413 0.80
415|Mal0 g29990 | Probable WRKY transcription factor 9 343 0.01 - -
416 |Ma07 g20190 | Probable WRKY transcription factor 9 -2.71| 0.03 - -
417|Ma06 g32560 | Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 23 - - _ 0.80
418 |Ma07 g15950 | Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 23 - - 3.18 0.80
419 |Ma03 g05090 | Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 23 -2.87| 0.03 - -
420|Ma03 g01940 | Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 28 - - 3.15 0.80
421 | Ma08 g15680 | Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 30 - - 376! 0.80
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422 |Mall_g07540 | Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 30 - - 0.80
423|Ma01 g01030 | Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 7 3.10| 0.01 - -
424 | Ma08 g27200 | Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 7 -249| 0.03 - -
425|Ma01_g03800 | Probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 8 - - 0.80
426 |Ma07 g21310 | Probable xyloglucan glycosyltransferase 5 - - 0.80
427 |Ma04 g38760 | Probable xyloglucan glycosyltransferase 9 - - 0.80
428 | Ma06_g29690 | Probably inactive leucine-rich repeat receptor-like protein kinase At3g28040 -3.52| 0.02]- -

429|Ma05 g14250 | Probably inactive leucine-rich repeat receptor-like protein kinase IMK2 - - 0.80
430 |Ma02 g10510 | Probably inactive leucine-rich repeat receptor-like protein kinase IMK2 -3.15| 0.02 -
431 |Mal0 g15060 | Proline-rich protein 2-like _ 0.01 -
432|Ma07 g14270 | Proline-rich receptor-like protein kinase PERKI - - 0.80
433 |Ma06 g13260 | Proline-rich receptor-like protein kinase PERKI10 - - 0.80
434 | Ma06 g29110 | Proline-rich receptor-like protein kinase PERK13 - - 0.80
435|Ma07 g14240 | Proline-rich receptor-like protein kinase PERK4 2271 0.01 -
436 | Ma06 g19960 | Proline-rich receptor-like protein kinase PERKS - - 0.80
437 |Ma04 g30920 | Proline-rich receptor-like protein kinase PERK9 -2.20| 0.03 - -
438 | Ma08 g25550 | Proline-rich receptor-like protein kinase PERK9 2.13| 0.03 - -
439|Ma00_g00560 | Protein ASPARTIC PROTEASE IN GUARD CELL 2 _ ] 2171 0.80
440| Ma03_g03880 | Protein ASPARTIC PROTEASE IN GUARD CELL 2-like _ _ 252 080
441|Mal0_g15290 | Protein ASPARTIC PROTEASE IN GUARD CELL 2-like 253 0.03 _ _
442 | Ma01 209200 | Protein ECERIFERUM 3-like L 42 oo1 i i
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443 |Ma04 g18120 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 2.13-like - - 2904 0.80
444 |Ma07_g01700 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 2.13-like -2.36| 0.03 ; ]
445|Ma02 g18610 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 4.6-like 351 0.01 - -
446 |Ma09 g17280 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.1-like 0.01 - -
447| Ma03_g09660 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.1-like 0.01 i i
448 |Mall g02430 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.2-like 0.02 - -
449 | Mall _g06270 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.2-like -3.30| 0.01 - -
450|Ma05 g12690 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.2-like -2.16 0.02 - -
451 |Mal0 g22490 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.6-like - - 321 0.80
452 | Ma06_g06790 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 6.2-like 3.92| 0.01 - -
453 | Ma04 37230 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 6.2-like -3.48 0.02 - -
454 | Ma07 g08280 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 6.2-like -2.62| 0.01 - -
455|Ma08 g10980 | Protein NRT1/ PTR FAMILY 6.3-like -3.12 0.05 - -
456 |Ma03 g18690 | Protein NRT1/ PTR FAMILY §8.1-like 329 0.01 - -
457 | Ma06 24230 | Protein NRT1/ PTR FAMILY §8.1-like -2.30| 0.02 - -
458 |Ma04 g15520 | Protein TOO MANY MOUTHS-like - - 506 0.80
459 |Ma02 g01270 | Protein YLS2-like 2.72| 0.01 - -
460 | Ma09 g22130 | Protein YLS3-like - - 244 0.80
461 | Ma09 g30270 | Protein YLS9 -3.24 0.01 - -
462 | Ma03 g03430 | Protein YLS9-like - - 3.21 0.80
463 | Ma05 g14370 | Protein YLSY-like - - 4.16| 0.80
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464 |Mall_ g25010 | Protein YLSY-like - - 416/ 0.80
465 | Ma07_g03380 | Protein YLS9-like 3.12|  0.01 - -
466 | Ma08 g34830 | Protein YLS9-like -3.02| 0.01 - -
467 | Ma09 g30260 | Protein YLS9-like -2.52| 0.01 - -
468 | Ma03 g13730 | Putative 4-coumarate--coa ligase-like 8 - - 321 0.80
469 | Ma06 g05830 | Putative ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 5-like protein 3 - - 227 0.80
470 | Ma02 g24280 | Putative Auxin-induced protein - - -2.80( 0.80
471|Ma07 g17550 | Putative Auxin-induced protein - - 3.76 0.80
472 |Ma05_ g00970 | Putative Auxin-induced protein 443 0.04 - -
473 | Ma03 g09070 | Putative Auxin-induced protein SNG4 -3.88| 0.01 - -
474 | Ma08 g12940 | Putative Auxin-induced protein SNG4 -3.88| 0.01 - -
475|Ma02_g16460 | Putative Auxin-induced protein SNG4 -3.87| 0.04 - -
476 | Ma09 g31160 | Putative cytochrome p450 71d8 2.08 0.04 - -
477 | Ma09 g28690 | Putative Disease resistance protein RPM1 2.80| 0.05 - -
478 | Ma09 g28700 | Putative Disease resistance protein RPM1~ RPP13L4 -3.79| 0.02 - -
479 |Ma04_g35240 | Putative Disease resistance protein RPS5~ RPS5 -249| 0.03 - -
480 | Ma03 g23340 | Putative disease resistance RPP13-like protein 1 - - 3.36| 0.80
481 |Ma06 g10170 | Putative E3 ubiquitin-protein ligase RING I-like -249| 0.04 - -
482 |Ma04 g21570 | Putative Ethylene response factor~ RAP2-4 -3.86| 0.01 - -
483 | Ma03 24970 | Putative Ethylene-responsive transcription factor 11 235 0.02 - -
484 | Ma04 g32660 | Putative Ethylene-responsive transcription factor ERF053 -3.69 0.01 - -
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485 | Ma05 g11800 | Putative Ethylene-responsive transcription factor ERF053 294! 0.01 - -
486 | Ma05 g07840 | Putative glucan endo-1,3-beta-glucosidase GVI - - 263 0.80
487 |Mall g22870 | Putative leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein kinase At2g19230 - 0.05 - -
488 |Mal0 g22460 | Putative lipid-transfer protein DIR] 360 0.03 - -
489 |Mall g04630 | Putative peroxidase 1 346 0.05 - -
490 | Ma06 g16130 | Putative peroxidase 52 - - 2551 0.80
491 |Ma07_g08220 | Putative Probable disease resistance protein At4g33300 208 0.02 - -
492 | Ma05 29880 | Putative Probable glutathione S-transferase - - _ 0.80
493 | Ma04 g23580 | Putative Probable glutathione S-transferase GSTU6 293 0.04 - -
494 |Ma05_g11740 | Putative Probable glutathione S-transferase~ MSR-1 -2.24| 0.01 - -
495|Ma07 g16310 | Putative Probable WRKY transcription factor 40 - - 223 0.80
496 |Ma07 g20830 | Putative Probable WRKY transcription factor 40 2721 0.01 - -
497 |Ma01_g00720 | Putative Probable WRKY transcription factor 40 230! 0.01 - -
498 | Ma05 g19370 | Putative Probable WRKY transcription factor 60 - - 2.47! 0.80
499 | Ma08 g02280 | Putative receptor protein kinase zmpkl 303 0.03]|- -
500 | Ma04 g15060 | Putative receptor protein kinase zmpkl 0.05 - -
501 | Ma09 g11560 | Putative receptor-like protein kinase At4g00960 239 0.02]- -
502 | Ma08 g03550 | Putative receptor-like protein kinase At4g00960 - -
503 | Ma08 g03560 | Putative receptor-like protein kinase At4g00960 - -
504 | Ma07 g08910 | Putative transcription factor bhlh041 3.76| 0.05 - -
505 | Ma06 g02630 | Putative transcription factor bhlh041 342 0.02 - -
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506 | Ma03_g13060 | Putative WRKY transcription factor 18~ WRKY42 2841 0.03 - -
507 | Ma02 g22020 | Putative WRKY transcription factor 6~ WRKY6 251 0.01 - -
508 | Mal0 g01610 | Receptor kinase FERONIA 2.07 0.02 -
509 | Mall g20850 | Receptor-like cytosolic serine/threonine-protein kinase RBK1 - - 321 0.80
510 | Ma02 g12670 | Receptor-like protein 12 -3.04| 0.02 - -
511|Ma09 g25090 | Receptor-like serine/threonine-protein kinase SD1-8 -2.36 0.03 -
512|Ma09 g05320 | Respiratory burst oxidase homolog protein A-like 3.61 0.01 - -
513 |Mall g07490 | Reticuline oxidase-like 533 0.01 - -
514|Ma08 g12680 | RING finger and CHY zinc finger domain-containing protein 1 3.721 0.03 - -
515|Ma03 g14160 | RING-H2 finger protein ATLI6-like -2.62 0.01 - -
516 |Ma08 g10110 | RING-H?2 finger protein ATLI7-like - - 2721 0.80
517|Ma07 g16650 | RING-H2 finger protein ATL2-like -3.27 0.01 - -
518 | Ma06 g32700 | RING-H2 finger protein ATL3-like -3.34 0.01 - -
519|Ma07 g13860 | RING-H?2 finger protein ATL39-like - - 249 0.80
520|Ma07 g26810 | RING-H2 finger protein ATL39-like -3.08 0.02 - -
521|Ma09 g28620 | RING-H2 finger protein ATL43-like 2.27 0.03 - -
522 | Ma04_g21910 | RING-H? finger protein ATL45-like 3.61| 0.01 -2.00| 0.80
523 | Ma05_g11490 | RING-H?2 finger protein ATLS-like - - 2.27| 0.80
524 |Ma04 g03110 |Salicylic acid-binding protein 2-like - - -3.72| 0.80
525 |Ma00 g04650 | SNFI-related protein kinase regulatory subunit beta-1-like 400 0.01 - -
526 | Ma02 g10890 | SNF'I-related protein kinase regulatory subunit gamma-1-like _ 0.03 - -
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527|Ma06_g12650 | Subtilisin-like protease - - 315 0.80
528 | Ma07 g21300 | Subtilisin-like protease - - 231 0.80
529|Ma09 g09160 | Subtilisin-like protease - - 406 0.80
530|Mal0 g17570 | Subtilisin-like protease 296 0.03 444\ 0.80
531|Ma03 g11310 | Subtilisin-like protease SBTS5.3 _ 0.04 _ 0.80
532|Ma03 g11170 | Subtilisin-like protease SBT5.3 - - 219! 0.80
533|Ma03 g11210 | Subtilisin-like protease SBT5.3 -3.11 0.01 - -
534 |Ma03 g11270 | Subtilisin-like protease SBTS5.3 299 0.02 - -
535|Ma06 g27870 | Subtilisin-like protease SBT5.3 2421 0.04 - -
536|Mal0 g10200 | Subtilisin-like protease SBT5.4 -2.23| 0.01 - -
537 |Ma04 g37270 | Subtilisin-like protease SDD1 - - 2520 0.80
538 | Ma06_g06960 | Subtilisin-like protease SDD1 - - 3211 0.80
539 |Ma04_g08150 | Terpene synthase 10-like 2.87| 0.05 - -
540 | Ma09 g22120 | Thaumatin-like protein - - 347! 0.80
541|Ma08 g12720 | Thaumatin-like protein 1b - - 315 0.80
542 | Ma03 g12410 | Thaumatin-like protein 1b 233 0.01 - -
543 |Ma07 g23470 | Thioredoxin H4-1 - - 235 0.80
544 | Ma06 g33950 | Thioredoxin-like I1-2, chloroplastic 2.32| 0.01 - -
545|Mal0 g25700 | Thioredoxin-like I1-2, chloroplastic 329 0.04 - -
546 | Ma08 g22250 | Thioredoxin-like 1-2, chloroplastic 486 0.01 - -
547|Ma05 g07370 | Thioredoxin-like 1-2, chloroplastic 7.43| 0.03 - -
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representam os genes reprimidos.

3 DAI 12 DAI
Gene ID Funcao Putativa
log2FC | FDR | log2FC FDR
548 | Ma09 g30730 Thioredoxin-like protein CXXS1 2.93 0.01 - -
549 |Ma03 g26350 | T'PR repeat-containing thioredoxin TTLI-like -2.27| 0.01 - -
550| Ma04_g17140 | Trans-resveratrol di-O-methyltransferase-like - - 2.83| 0,80
551|Ma08_g14610 | Transcription factor BEE 3-like 479 0,02 - -
552 | Ma08 g22850 | Transcription factor bhih101-like - - 2.75 0.80
553 |Mall g01400 | Transcription factor bhlh111 - - 3.17 0.80
554|Mal0 g15300 | Transcription factor bhlh144-like - - 2.13 0.80
555|Ma08 g10520 | Transcription factor bhih147-like 2.35 0.02 - -
556 |Ma07 g10900 | Transcription factor bhlh149-like 7.17 0.05 - -
557|Ma09 g23450 | Transcription factor bhlh35-like 6.83 0.02 - -
558 | Ma09 g28730 | Transcription factor bhlh49-like 275 0.04 - -
559|Mall g11950 | Transcription factor bhlh75-like 484 0.04 - -
560 | Ma04 g30910 | Transcription factor bhlh83-like -3.46| 0.03 - -
561 |Ma06 g00910 | Transcription factor MYB105 351 0.04 - -
562 | Ma05 g23480 | Transcription factor MYB108-like - - 232 0.80
563 | Ma08 g01760 | Transcription factor MYB44-like - - 2.13 0.80
564 | Ma09 g29660 | Transcription factor MYB44-like - - 3.21 0.80
565|Ma09 g23100 | Transcription factor MYB44-like -2.95 0.01 - -
566 | Ma05 22780 | Transcription repressor OFP4 - - 5.55 0.80
567 |Mal0 gl11100 | Transcriptional activator Myb - - 0.80
568 | Ma06 g19030 | Transcriptional activator Myb-like - - 416 0.80




Continuacao

Tabela 14. Genes diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em respostas de resisténcia em Musa acuminata var. Calcutta 4 frente a
infeccdo por Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds a inoculacdo. Os tons de vermelho indicam genes superexpressos € os tons de azul
representam os genes reprimidos.

3 DAI 12 DAI
Gene ID Funcao Putativa
log2FC FDR | log2FC FDR
569 | Ma09 223920 | Tricetin 3',4',5"-O-trimethyltransferase-like - - 3.100 0.80
570 | Ma02 g06380 | Tricetin 3',4',5"-O-trimethyltransferase-like -3.20 0.05 - -
571|Ma02 g06330 | Tricetin 3'4" 5"-O-trimethyltransferase-like -2.72| 0.05 - -
572 |Ma03 g15990 | Type I inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 11 6.12 0.04 - -
573 |Ma09 g23870 | Type I inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 2-like _ 0.01 - -
574 | Ma05 g19550 | Type I inositol 1,4, 5-trisphosphate 5-phosphatase CVP2-like - - 2.81| 0.80
575 |Ma07 g02370 | Type I inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase CVP2-like - - 321 0.80
576 |Ma07 g11080 | Type I inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase CVP2-like -2.50| 0.01 - -
577|Ma07 g01430 | Type I inositol 1,4, 5-trisphosphate 5-phosphatase CVP2-like 2.76| 0.04 - -
578 |Mal0 g03260 | U-box domain-containing protein 14-like - - 4101 0.80
579 | Ma09 g29440 | U-box domain-containing protein 17-like -2.89 0.02 - -
580 | Ma06 g12780 | U-box domain-containing protein 21-like -2.88 0.04 - -
581 | Ma02 g22630 | U-box domain-containing protein 25-like -3.76| 0.03 - -
582 | Ma06 g27460 | U-box domain-containing protein 25-like -2.28| 0.01 - -
583 | Ma06 g19500 | U-box domain-containing protein 27-like -2.79 0.02 - -
584 | Ma03 26970 | U-box domain-containing protein 30-like - - 270! 0.80
585 |Ma03 g14440 | U-box domain-containing protein 33-like 234 0.01 - -
586 | Ma04 g10960 | U-box domain-containing protein 4-like - - -3.23 0.80
587 |Ma04 g11050 | U-box domain-containing protein 4-like -2.05| 0.01 - -
588 | Ma09 g13910 | U-box domain-containing protein 40-like 2.54 0.04 - -
589 | Ma07 g19070 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 5B-like 22.05 0.04 - -
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Tabela 14. Genes diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em respostas de resisténcia em Musa acuminata var. Calcutta 4 frente a
infeccdo por Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds a inoculacdo. Os tons de vermelho indicam genes superexpressos € os tons de azul
representam os genes reprimidos.

3 DAI 12 DAI
Gene ID Funcao Putativa
log2FC | FDR | log2FC | FDR
590 | Ma04 g33010 | Uncharacterized calcium-binding protein At1g02270-like 218! 0.02 - -
591 | Ma08 g06240 | Vegetative cell wall protein gp1-like - - 238! 0.80
592 | Ma03 g28630 | Vegetative cell wall protein gp1-like _ 0.03 - -
593 | Ma04 g14030 | Vicilin-like antimicrobial peptides 2-2 - - 290/ 0.80
594 | Ma09 g21500 | Wall-associated receptor kinase 1-like - - 247! 0.80
595|Ma05 g19140 | Wall-associated receptor kinase 2-like - - 315 0.80
596 |Mall g21150 | Wall-associated receptor kinase 2-like -2.68| 0.03 - -
597 |Ma01 g13220 | Wall-associated receptor kinase 2-like -2.04| 0.03 - -
598 | Ma04 g36300 | Wall-associated receptor kinase 3-like -2.20| 0.04 - -
599 |Ma02 g12780 | Wall-associated receptor kinase 3-like 207! 0.01 - -
600 | Ma07 g22940 | Wall-associated receptor kinase 5-like 3.15| 0.01 - -
601 | Ma07 g22950 | Wall-associated receptor kinase 5-like -3.05 0.04 - -
602 | Ma07 g22960 | Wall-associated receptor kinase 5-like 291 0.01 - -
603 | Ma04 g36330 | Wall-associated receptor kinase-like 2 307 0.03 - -
604 | Ma01 g02070 | Walls are thin 1 - - 246| 0.80
605 | Ma08 g21220 | WRKY transcription factor 22-like - - -2.25| 0.80
606 | Ma04 39840 | Zinc finger CCCH domain-containing protein 2-like - - 3211 0.80
607 | Mal0 g27880 | Zinc finger CCCH domain-containing protein 2-like 407! 0.01 - -
608 | Ma07 g09150 | Zinc finger CCCH domain-containing protein 2-like 439 0.01 - -
609 | Ma05 g30610 | Zinc finger CCCH domain-containing protein 33-like -2.25| 0.03 - -
610 | Ma05 30170 | Zinc finger CCCH domain-containing protein 53-like - - 290/ 0.80




Continuacao

Tabela 14. Genes diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em respostas de resisténcia em Musa acuminata var. Calcutta 4 frente a
infeccdo por Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds a inoculacdo. Os tons de vermelho indicam genes superexpressos € os tons de azul
representam os genes reprimidos.

3 DAI 12 DAI
Gene ID Funcao Putativa
log2FC | FDR | log2FC | FDR
611|Ma01 g06260 | Zinc finger CCCH domain-containing protein 54-like 246, 0.03 - -
612 | Ma04 g06520 | Zinc finger CCCH domain-containing protein 9-like - - 2.18 0.80
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De modo geral, foi observado que hda DEGs associados as vias de estresse biotico
superexpressos apenas aos 3 DAI, como jasmonate-induced protein (Ma05 g26760),
thioredoxin (Ma06 _g33950, Mal0 _g25700, Ma08 g22250, Ma05 g07370, Ma09 g30730),
mannose-specific lectin (Ma06 _gl16670), reticuline oxidase (Mall g07490), horcolin
(Ma08 g20280), ninja-family protein (Ma03 _g31600, Ma06 236870, Ma07 228200,
Ma04_g39350) e 1-Cys peroxiredoxin (Mall g19280), evidenciando as respostas mais rapidas
que ocorrem no inicio da infeccdo. Ha genes que estdo modulados positivamente apenas aos 12
DAI, como cellulose synthase (Ma08 g33110, Ma05 g15620, Ma02 gl7080), glucan endo-
1,3-beta-glucosidase (Mall g20910, Mall gl12600, Ma05 g09640, Ma03 g28760),
xyloglucan glycosyltransferase (Ma04_g38760, Ma07 g21310), xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase protein (Ma07 g15950, Ma08 g15680, Mall g07540),
protein too many mouths (Ma04_g15520), chalcone synthase (Ma06 gl12370), transcription
repressor OFP4 (Ma05 g22780), osmotin protein (Ma02 g17990), que revelam que
determinadas respostas de defesa em Calcutta 4 ocorrem de forma mais tardia. E os genes que

estdo presentes em ambos os timepoints analisados (Tabela 15).

Tabela 15. Lista de genes diferencialmente expressos, envolvidos em resisténcia em Musa
acuminata ssp. burmannica Calcutta 4 apos interacdo com Pseudocercospora musae,
exclusivos aos 3 dias apds inoculagdo (DAI) (azul), ou aos 12 DAI (vermelho), ou ainda com
expressao diferencial em ambos os tempos analisados.

Chitinase | 3DAI |
PR protein | 3DAI |
Thioredoxin [ 3DAI |
Dirigent protein [ 3DAI |
Jasmonate-induced protein 3DAI |

BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-associated receptor kinase 1 — BAK1 [ 3DAI |

PRRs | 3DAI | [ 12DAI |
MAPKs | 3DAI | [ 12DAI |
WRKYs | 3DAI | [ 12DAI |
NAC | 3DAI | [ 12DAI |
MYB | 3DAI | [ 12DAI |
Peroxidase | 3DAI | [ 12DAI |
Subtilisin-like protease [ 3DAI | [ 12DAI |
bHLH TF | 3DAI | [ 12DAI |
Ethylene-responsive TF 12DAI
Protein NRT1/ PTR FAMILY
NLRs
AP2/ERF
Calcium-binding protein
Cellulose synthase
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Nesse estudo, foi constatada a presenga de DEGs potencialmente relacionados a cada
um dos diferentes mecanismos do sistema imune inato da planta. Foram encontrados genes
envolvidos na defesa basal do tipo PAMP-triggered immunity (PTI), genes de resisténcia
especifica que participam das vias de respostas do tipo effector-triggered immunity (ETI), e

genes associados a resisténcia sistémica.

6.4.1.2.1. DEGs envolvidos em PTI

Dentre os DEGs associados a PTI que foram identificados, destacam-se os receptores
de reconhecimento de padrdes (PRRs), os componentes da cascata de sinalizagdo via quinases,
os fatores de transcricdo do tipo WRKY, as proteinas relacionadas a patogénese (PR) e as
quitinases.

Foram modulados genes que codificam receptores RLKs (leucine-rich repeat receptor-
like serine/threonine-protein kinase), que sao PRRs e contém repeti¢des ricas em leucina (LRR-
RLK), como Mal0 g27320 e Mall gl1880, que foram superexpressos aos 3 DAI, como
Ma04_g34930 e Mall g22870 que foram reprimidos na fase inicial da interagdo, assim como
Ma03 g31820 e Ma04_g07360 que apresentaram superexpressdo significativa aos 12 DAL
Nesse estudo, 78 receptores PRRs demonstraram expressao diferencial. Foi observado que, no
inicio da infec¢do, a maioria dos PRRs estavam modulados negativamente, e, na fase tardia,
estes estavam, em sua maioria, regulados positivamente.

Em ambos os tempos avaliados, foram encontrados também genes que codificam MAP
quinases (MAPK - Mitogen-Activated Protein Kinase), como Ma06 g12740, Ma06 _g34790,
Ma08 g18850, Ma04 _g03870 e Ma05 g13990. O primeiro apresentou regulacdo positiva aos
3 DAI, enquanto os dois seguintes foram reprimidos no mesmo timepoint; os dois tltimos foram
superexpressos aos 12 DAI. Observou-se um aumento na expressao das MAPKs aos 12 DAI,
em relacdo a 3 DAL

Foram detectados 35 genes que codificam para fatores de transcri¢cdo do tipo WRKY,
como Ma07 gl4030, Ma06 g26900, Ma04 g24800, Ma06 g04010, Mal0 g27260,
Ma06 g22520, Ma07 g26170 e Ma04_g33990. Do total, 3% foram superexpressos ¢ 69%
foram reprimidos aos 3 DAI e, aos 12 DAI, 17% foram regulados positivamente ¢ 11%
sofreram modulagdo negativa.

Dentre os genes que codificam proteinas PR (Pathogenesis-Related Protein)
identificados, Ma03 g08140 e Ma03 g08150 tiveram regulacdo positiva aos 3 DAI, e
Ma01 gl16670, Ma02 g15060, Ma0l gl19550 foram reprimidos aos 12 DAI. Foi observada
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ainda a modulacdo nos genes que codificam para quitinases, como Ma09 g20710,
Ma01 g02630, regulados positivamente aos 3 DAI, Ma09 gl6070, reprimido no mesmo
timepoint, ¢ Ma03 gl5360, modulado negativamente aos 12 DAI. Nao foram encontradas

proteinas PR e quitinases superexpressas no estadio tardio da infec¢do, apenas na fase inicial.

6.4.1.2.2. DEGs envolvidos em ETI
Foram encontrados 17 genes R, responsaveis por codificar proteinas NLR, envolvidos
em ETI. Desses, um foi regulado positivamente (Ma09 g28690) e dez estavam reprimidos
(Ma07 208220, Ma06 g23890, Ma03 g28980, Ma04_g35240, Ma0l g03990, Ma0l g06160,
Ma03 g28860, Ma01 g06170, Ma09 g28700, Ma0l g06150) aos 3 DAL Aos 12 DAI, cinco
foram superexpressos (Ma07 g08480, Ma09 g02660, Ma03 223340, Ma09 202650,
Ma09 g02400), e um foi reprimido (Ma03_g28820), demonstrando uma maior ativagdo dessa

via na fase mais avangada da interacao.

6.4.1.2.3. DEGs envolvidos em SAR
Foram encontrados 8 DEGs associados a resisténcia sistémica, que codificam para
fatores de transcricdo do tipo AP2/ERF. Os genes Ma0l g21800, Ma05 209690,
Ma03_g30570 sofreram repressao aos 3 DAL Ma(02 g24400 foi reprimido em ambos os tempos
de coleta, e Ma05 g04410, Ma03 g33690, Ma0Ol g14600, Ma07 g00730 apresentaram
superexpressdo em 12 DAI, evidenciando que essa via ¢ ativada apenas no estadio tardio da

infec¢ao.

6.5. Validacao dos genes candidatos por RT-qPCR
Foram selecionados 14 genes potencialmente envolvidos em respostas de defesa em
Musa durante a interacdo com P. musae, a partir dos dados de expressdo génica diferencial
obtidos in silico (Tabela 16). Para isso, foram utilizados os genes de referéncia descritos por
Rego e colaboradores (2019). Foi realizada a analise do perfil de expressdo génica dos DEGs
selecionados para validacdo através de PCR em tempo real, tanto em Calcutta 4 quanto em
Cavendish Grande Naine, e os resultados obtidos foram dados pela diferenca das médias da

expressao relativa entre o tratamento inoculado e o controle.
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Tabela 16. Selecdo dos genes diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em
respostas de defesa e resisténcia na interacao entre Musa acuminata ssp. burmannica Calcutta
4 e Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds inoculacdo, para valida¢do por RT-qPCR.

log2FC
Gene ID Anotacio Envolvido em
3 DAI | 12 DAI
AP2/ERF and B3 domain-containing transcription
Ma01_g21800 repressor RAV2-like -3.06 i SAR
Ma09 g20710 Chitinase 6 3.03 - PTI
. . . Metabolismo
Ma09 gl10840 Dirigent protein 11-like -2.52 - L
B secundario
Ma09 gl0850 Dirigent protein 11-like - -2.26 Metaboﬁs mo
B secundario
Ma09 gl10830 Dirigent protein 21-like -3.17 - Metaboﬁs mo
B secundario
. . Degradagao de
Ma08 g22530 EID1-like F-box protein 3 4.59 - .
_ proteinas
Ma01 g02630 Endochitinase-like 4.37 - PTI
Ma06_g35820 Laccase-24-like [ I
Ma06 gl12740 Mitogen-activated protein kinase kinase 9-like 2.09 - PTI
Ma01 g19550 Pathogenesis-related protein 1-like -3.31 - PTI
Ma03 g08140 Pathogenesis-related protein 1-like 3.02 - PTI
Mall g20360 Probable protein phosphatase 2C 68 4.52 - Sinalizagdo
Ma07 g14030 Probable WRKY transcription factor 41 -3.98 - PTI
Ma00_g04650 SNF1-related protein kinase regulatory subunit beta-1 4.00 - Transdugao de

sinais

Apos a realizagdo das qPCRs e das andlises de controle de qualidade, foi observado que
algumas amostras estavam divergentes das restantes, elevando o erro padrdo. Para sua
regularizacdo e correta eliminacdo das amostras ndo correlacionadas as demais, foi realizada
uma andlise de componentes principais (Principal Component Analysis - PCA).

O PCA (Figura 26) considerou as trés varidveis existentes nesse estudo: gendtipo,
tratamento e tempo de coleta. O componente principal 1 (PC1) corresponde a maior parcela da
variabilidade existente entre as amostras analisadas, e, nesse caso, esta associado a variavel
tempo. O PC2 representa a segunda maior parte da variancia total, e esta correlacionado a
variavel gendtipo, nesse contexto. Na figura 26-A, ¢ possivel observar que as amostras
semelhantes, representadas por forma, cor e tamanho iguais, formam grupos, evidenciando
aquelas que apresentam-se divergentes das demais. Com o auxilio da figura 26-B, ¢ possivel

identificar as amostras a partir de um cdodigo pré-definido (S1 a S24), representando as 24
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amostras existentes. Dessa forma, a analise do PCA sugeriu que amostras como S6 (C4, 3DAI,
NI), S17 (CAV, 03DAI, NI) e S24 (CAV, 12DAI, NI) poderiam ser retiradas, devido a sua

divergéncia, sem comprometer os resultados das analises de qPCR.
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Figura 26. PCA do resultado da valida¢dao por PCR em tempo real por amostra, para os genes
diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em resisténcia em Musa acuminata, nos
geno6tipos Calcutta 4 (C4) e Cavendish Grande Naine (CAV), aos 3 e 12 dias ap6s a infecgdo
(DAI) por Pseudocercospora musae. A. As amostras semelhantes sdo representadas por formas,
cores ¢ tamanhos iguais. B. Os vetores representam os genes analisados e as 24 amostras
estudadas estdo representadas pelos codigos de S1 a S24. I — amostra inoculada; NI — controle
ndo inoculado.

Os resultados apresentados na Figura 27 evidenciaram que tanto o gene da quitinase
(Ma09 g20710), quanto o da endoquitinase (Ma0Ol g02630) apresentaram, para C4, uma
regulagdo positiva significativa aos 3 DAI, em relacdo ao ndo inoculado, sendo ambos
reprimidos aos 12 DAI. Para a quitinase, nos dois timepoints avaliados em CAV, observou-se
regulagdo negativa, sendo que na fase inicial houve expressao relativa significativa de -1,65,
ocorrendo um aumento no estddio tardio para -0,48. O gene da endoquitinase, em CAV,
manteve-se reprimido aos 3 DAI e aos 12 DAI com expressdo relativa de 0,60 e 0,31,

respectivamente.
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Figura 27. Niveis de expressdo relativa (diferenga entre inoculado e controle) dos genes
diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em resisténcia nos genotipos Calcutta 4
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e Cavendish Grande Naine de Musa acuminata infectados com Pseudocercospora musae aos 3
e 12 dias apds inoculacdo, em comparagdo com o RNA-seq (Log2FC). * Modulagdo génica
estatisticamente significativa entre o tratamento inoculado e o controle.

Dessa forma, pode-se observar que tanto o gene da quitinase quanto o da endoquitinase
demonstraram uma maior tendéncia a superexpressao apenas na variedade resistente e somente
na fase inicial da interagao.

Foi observada modulagdo significativa em C4 do gene SNF'I-related protein kinase
regulatory subunit beta-1-like (Ma00_g04650), o qual apresentou expressao relativa de 4,14 no
estadio inicial da interacdo, e de -1,63 na fase mais tardia. Em CAV, a expressdo relativa
verificada foi proxima a 0 em ambos os timepoints. Esse gene tende a sofrer modulacao
significativa somente no gendtipo resistente, com tendéncia a superexpressdo no inicio da
infec¢ao.

O gene Ma06 gl2740, que codifica para uma Mitogen-activated protein kinase kinase
9-like (MAPKK ou MKK), apresentou-se significativamente superexpresso apenas aos 3 DAI
de C4, em comparagdo com o tratamento nao inoculado, tendo significativa regulacdo negativa
aos 12 DAL Em CAV, foi observada repressdo em ambos os tempos de coleta analisados,
evidenciando sua tendéncia de superexpressao apenas na fase inicial da interacdo em C4.

O fator de transcricdo do tipo WRKY, codificado pelo gene Ma07 gl14030, sofreu
significativa repressdo em C4 aos 3 DAI, sofrendo um aumento da sua expressao aos 12 DAL
Nao houve regulacdo estatisticamente significativa em CAV, com expressdo relativa de -0,59
e 1,17 aos 3 DAI e aos 12 DALI, respectivamente. O resultado corrobora os dados obtidos in
silico a partir do RNA-seq, os quais mostram que aos 3 DAI o Log2 de Fold Change foi igual
a-3,98 em C4.

A proteina lacase, codificada pelo gene Ma06 g35820, sofreu repressdo em todos os
tratamentos analisados, em ambos os genotipos. Em C4, a repressao foi significativa tanto em
3 DAI, quanto em 12 DAI, em relacdo ao controle. Esse resultado confirma o obtido no RNA-
seq, onde aos 3 DAI foi observado um log2FC igual a -4,12 em C4.

As proteinas PR também estdo possivelmente envolvidas em respostas de defesa, assim
duas foram selecionadas para validagdo por reacdes de qPCR. Os genes Ma0l gl19550 e
Ma03 g08140 demonstraram modulagdo tanto em CAV, quanto em C4. O primeiro gene
obteve expressdo relativa igual a -2,50, sendo estatisticamente significativa em relagdo ao
tratamento ndo inoculado para C4, aos 3 DAI, e, aos 12 DAI, sofreu um aumento para -1,22.

No gendtipo suscetivel, foi observada a repressdo do gene na fase inicial € um aumento de
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expressdao no estadio tardio da intera¢do. Os resultados obtidos para esse gene validaram as
analises in silico realizadas a partir do RNA-seq. O gene Ma03 g08140 apresentou, em C4,
expressdo relativa de 0,17 no estadio inicial, diferente do encontrado in silico, e de -1,77 na
fase tardia da infeccdo, semelhante ao resultado do RNA-seq. Em CAV, houve superexpressao
aos 3 DAI e repressdo em 12 DAL

O gene da fosfatase (Mall g20360), cujo log2FC foi igual a 4,52 aos 3 DAI no RNA-
seq, evidenciou superexpressdo significativa na fase inicial da interagdo, e, aos 12 DAI, o gene
foi reprimido, corroborando os dados obtidos in silico. Para CAV, no primeiro timepoint
ocorreu uma repressao expressiva do gene, enquanto que no segundo houve um aumento na sua
regulagao.

Foram avaliados ainda trés genes que codificam para proteinas dirigentes:
Ma09 g10830, Ma09 g10840 ¢ Ma09 gl0850. Todos mostraram uma expressdo génica
semelhante para C4, onde foram modulados negativamente em ambos os tempos de coleta. Os
genes Ma09 gl0830 e Ma09 gl0840 apresentaram expressdo analoga também para CAV,
sendo a expressdo relativa do primeiro igual a -2,44 aos 3 DAI e de 0,52 aos 12 DAI; e do
segundo gene igual a -2,51 na fase inicial e de 0,28 no estadio tardio. O gene Ma09 gl10850
demonstrou repressdo em ambos os timepoints em CAV, sofrendo um aumento da expressao
aos 12 DAI em comparacdo com o observado em 3 DAL Os trés genes avaliados por RT-qPCR
apresentaram resultados semelhantes aos obtidos através das andlises in silico do RNA-seq de
C4.

O gene Ma0l g21800, que codifica para AP2/ERF and B3 domain-containing
transcription repressor RAV2-like, apresentou-se reprimido em C4 e superexpresso em CAV.
Na variedade resistente, ocorreu uma repressao significativa aos 3 DAI, com um aumento da
expressdo aos 12 DAI, corroborando o encontrado in silico. No gendtipo suscetivel, ocorreu um
aumento da expressao em 12 DAI em relagdo ao demonstrado no estadio inicial.

Foi analisado ainda o gene da proteina F-box (Ma08 g22530), o qual estava
significativamente superexpresso (3,40) aos 3 DAI em C4, sofrendo uma redugdo da sua
expressdo (0,22) na fase tardia. O mesmo foi regulado positivamente (0,14) em CAV, aos 3
DAL, alterando sua expressdo génica aos 12 DAI, onde foi modulado negativamente (-1,09).
Foi observada uma tendéncia do gene ser mais expresso em C4 do que em CAV. Esses

resultados comprovam os obtidos através das andlises do RNA-seq.
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6.6. Selecao de genes-candidatos para futura introgressao em Musa

Dentre os DEGs envolvidos em resisténcia no gendtipo Calcutta 4 durante a interagao
com P. musae, a partir dos dados de expressdo génica obtidos in silico e das andlises da
validagdo por RT-qPCR, foram selecionados seis genes-candidatos para serem futuramente
introgredidos em Musa, de modo a avaliar sua superexpressdo em cultivares suscetiveis a P.
musae.

Os dois principais genes selecionados sdo o da quitinase (Ma09 g20710) e o da
endoquitinase (Ma01 g02630), pertencentes a familia das proteinas PR, os quais apresentaram-
se superexpressos em Calcutta 4 aos 3 DAI, tanto nos dados obtidos in silico quanto na
validagdo, e a qPCR evidenciou que esses genes sdo reprimidos em Cavendish. A expressao
dos demais genes-candidatos ndo foi validada por RT-qPCR.

Foram selecionados ainda os genes Disease resistance protein RPS2-like
(Ma07 g08480), Ethylene-responsive transcription factor 12 (Ma06 g01940), Ethylene-
responsive transcription factor ERF003-like (Ma05 g25230) e  Ethylene-responsive
transcription factor LEP (Ma03 _g02220). Todos esses genes apresentaram modulacao positiva
aos 12 DAI em Calcutta 4 (Tabela 17).

Tabela 17. Sele¢do de genes-candidatos envolvidos na resisténcia de Musa acuminata var.
Calcutta 4 (C4) a Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds infeccdo (DAI), para futura
introgressao em gendtipos suscetiveis de Musa, como o Cavendish Grande Naine (CAV). A cor
vermelha indica a superexpressdo (4) do gene no tecido inoculado em relagdo ao controle,
enquanto que a cor azul indica sua repressao ( ‘).

log2FC c1 s
RNAseq Validacio RT-qPCR
Gene ID Funcao Putativa Referéncia
C4 CAV | CAV
3DAI | 12DAI | 3DAI | 12DAI | 3DAI | 12DAI
HU et’al., 2013;
Ma09 g20710 | Chitinase 6 KOVACS et al.,
2013.
HU et’al., 2013;
Ma0l g02630 | Endochitinase-like KOVACS et al.,
2013.
Disease resistance DALE et al.,
Ma07_g05480 protein RPS2-like 2017.
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Continuagao

Tabela 17. Selegdo de genes-candidatos envolvidos na resisténcia de Musa acuminata var.
Calcutta 4 (C4) a Pseudocercospora musae, aos 3 e 12 dias apds infeccdo (DAI), para futura
introgressao em genotipos suscetiveis de Musa, como o Cavendish Grande Naine (CAV). A cor
vermelha indica a superexpressdo (4) do gene no tecido inoculado em relagdo ao controle,
enquanto que a cor azul indica sua repressao ( §).

log2FC c1 s
RNAseq Validacio RT-qPCR
Gene ID Funcao Putativa Referéncia
C4 C4 C4 C4 | CAV | CAV
3DAI | 12DAI  3DAI | 12DAI | 3DAI | 12DAI
Ethylene-responsive CHEN et al.,
Ma06_g01940 transcription factor 12 i 2008.
Ethylene-responsive
Ma05 g25230 | transcription factor - CHEI(;IO? al.
ERF003-like '
Ethylene-responsive
Ma03 g02220 | transcription factor - CHEI(;IO? al.

LEP
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7. DISCUSSAO

A banana ¢ uma das frutas mais importantes do mundo. Dentre as variedades de Musa
existentes, Calcutta 4 ¢ considerada uma importante fonte de resisténcia a fungos, bactérias e
nematoides. Esse genotipo ¢ um dipldide selvagem fértil, e atua como um doador de genes de
resisténcia, sendo amplamente empregado em programas de melhoramento de cultivares
comerciais (MILLER et al., 2010). Devido a isso, C4 tem sido utilizado como um modelo para
a gendmica comparativa em arroz (LESCOT et al., 2008), na genomica funcional (SANTOS et
al., 2005), e na descoberta de potenciais genes associados a resisténcia (AZHAR; HESLOP-
HARRISON, 2008; MILLER et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2020).

Os resultados das analises microscopicas realizadas em folhas de bananeira inoculadas
com Pseudocercospora musae foram corroborados por Passos e colaboradores (2013b), que
realizaram estudo através de microscopia eletronica de varredura, no qual evidenciaram que
apoOs 3 DAL ja era possivel observar os tubos germinativos e o crescimento das hifas de P. musae
em folhas de M. acuminata Cavendish Grande Naine. Aos 6 DAL, foi constatada a penetragao
das hifas nos estomatos. Conforme estudo realizado por Freitas e colaboradores (2017), a
infeccdo por P. musae inicia-se com a germinagdo dos esporos, que ocorre entre 12h e 36h apos
a inoculagdo, e os tubos germinativos penetram os estdmatos apés 4 a 6 DAI. A partir de 36
DAL, ¢ notada a coloniza¢do dos parénquimas esponjoso e palicadico (FREITAS et al., 2017,
STOVER, 1980). Segundo Cavalcante e colaboradores (2011), no quinto dia apds a inoculagdo
de P. fijiensis em M. acuminata Calcutta 4, ocorre a penetracao dos estdmatos. Aos 10 DAL ja
¢ possivel observar lesdes necrdticas nos estdmatos, a presenca de clorose e modificagdes na
parede celular. Com base nesses estudos, foi definido que 3 e 12 DAI seriam os timepoints
ideais para o presente trabalho.

Foi observado nas andlises microscopicas desse estudo que os isolados de P. musae
possuem maior dificuldade para aderir e germinar na superficie foliar em Calcutta 4. Estudos
anteriores demonstraram a presenga de cera cuticular nesse gendtipo (cerca de 2.000 pg dm2),
sendo uma das suas principais func¢des a protecdo da planta contra patégenos (SAMPANGI-
RAMAIAH et al., 2016). Entretanto, Sanchez-Garcia e colaboradores (2010) observaram que
ndo hé diferencgas significativas na quantidade de cera de Calcutta 4 em comparacdo com a de
Cavendish Grande Naine, concluindo que as diferengas observadas entre as respostas de ambos
os gendtipos ao fungo P. fijiensis se deve a fatores bioquimicos. A cera epicuticular ajuda a

prevenir a germinagao de esporos flingicos, € a sua composi¢do pode variar entre genotipos de
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uma mesma espécie, o que pode ter influenciado na adesdo e na germinagdo dos conidios do
fungo (CARVER; GURR, 2006).

Diversos genes estdo envolvidos na sintese e no transporte de compostos cerosos para a
matriz extracelular em dire¢do a cuticula foliar, como a proteina cetoacil sintase, a proteina
carreadora de acil, a proteina Eceriferum e os transportadores do tipo ABC (BERNARD;
JOUBES, 2013; SAMPANGI-RAMAIAH et al., 2019; SAMUELS; KUNST; JETTER, 2008;
WANG et al., 2020). Nesse trabalho, foram superexpressos aos 3 DAI, em C4, os genes 3-
ketoacyl- synthase 11 (Ma04_g24510), ABC transporter G family member (Mall gl0440),
acyl carrier protein 4 (Ma02 _g23300) e protein ECERIFERUM 3 (Ma01 g09200), e aos 12
DALI, os genes Ma02 g06540, Ma02 g08730, Ma09 g08290, Mall gl10440, Ma05 g30820,
Ma06 g34970, que codificam para a proteina ABC transporter G family member. Um gene
homologo a esse ultimo foi identificado também em M. acuminata ‘Manoranjitham’ apods
infec¢do por P. eumusae (UMA et al., 2016). A proteina Eceriferum 3 encontrada nesse estudo,
responsavel pela sintese de cera epicuticular, ndo foi descrita em nenhum outro trabalho de
transcritoma abordando a interagdo planta-patégeno envolvendo Musa.

Outro fator que pode estar envolvido na defesa de C4 a P. musae ¢ a densidade
estomatica. A densidade estomatica entre os gendtipos C4 e CAV sdo significativamente
diferentes. Em C4 valor médio foi de 224,54 estdbmatos/mm?, enquanto em CAV foi de 154,80
estomatos/mm? (SANCHEZ-GARCIA et al., 2010). A densidade estomatica é uma das
barreiras fisicas que impedem a penetracdao do patdogeno na planta, além de indicar a eficiéncia
de uma espécie no processo de respiragdo e fotossintese. Isso contribui para a formagdo de
compostos quimicos que possuem um efeito fungitoxico, responsaveis por retardar o avango
dos patdgenos na folha (BEVERAGGI; MOURICHON; SALLE, 1995).

A técnica de RNA-Seq ¢ considerada eficiente para a geracao de informagdes do perfil
de expressdo génica (CASTANEDA et al.,2017; Ll et al., 2012; NOAR; DAUB, 2016). Assim,
esse foi o método de sequenciamento utilizado para investigar os genes de resisténcia em
Calcutta 4 apo6s inoculagao com P. musae. Os resultados da andlise quantitativa da expressao
de genes evidenciaram 1.073 DEGs aos 3 DAI ¢ 976 aos 12 DAI, ambos em relagdo ao controle
ndo inoculado. O panorama geral dos genes envolvidos em defesa evidenciou que a resposta da
planta ao fungo ocorreu tanto nos dias iniciais do processo infectivo, quanto na fase mais
avancada da infeccdo. Estudos anteriores indicaram que os mecanismos de defesa da variedade
de bananeira resistente Yangambi foram ativados logo apds a penetracdo do fungo P. fijiensis
nos estomatos foliares, o que ocorreu do 3° ao 6° dia apos as plantas serem desafiadas

(BEVERAGGI; MOURICHON; SALLE, 1995), corroborando os resultados obtidos.
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Foram observados em C4 diversos genes potencialmente envolvidos nas vias de
respostas a estresse biotico que também foram identificados em outros estudos em Musa. Nesse
trabalho, foram identificados genes relacionados a ROS, como as peroxidases que foram
moduladas positivamente em 3 DAI (Ma06 g10290, Mall gl19280) e em 12 DAI
(Ma07 209210, Ma06 g19750, Ma09 g17630, Ma06 gl6130, Ma09 gi4070). As
peroxidases fazem parte das proteinas PR, assim como as quitinases, e, a0 serem expressas em
tecidos vegetais infectados, podem resultar na produgcdo de ROS, na tentativa de impedir o
crescimento do patégeno e sua dispersdo nos tecidos saudaveis da planta (BOLWELL;
WOIJTASZEK, 1997; HIRAGA et al., 2001). Resultados semelhantes foram encontrados em
Calcutta 4 em resposta a P. musae, onde a infec¢do resultou no aumento da produ¢do de ROS,
de peroxidases e proteinas PRs (PASSOS et al., 2013). Em M. acuminata Cavendish cv.
'Guijiao 9', gendtipo resistente a Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) raga tropical 4,
também apresentou genes que codificam proteinas homdlogas as peroxidases com modulagao
positiva durante a interagdo com Foc (SUN et al., 2019).

De modo geral, nesse estudo foram observados genes diferencialmente expressos que
codificam para PRRs, MAPKs, WRKYs, PRs, fatores de transcricdo (TF) NAC e MYB,
quitinases, NLRs e glutationa S-transferase. Na interacdo de M. acuminata genotipo 4297-06
com o nematoide Meloidogyne incognita, também foram encontradas evidéncias de respostas
imunes que incluiam a superexpressdo de genes homologos aos das proteinas PRRs,
peroxidases, TFs MYB e NAC, das envolvidas na sintese de calose e das proteinas PR
(CASTANEDA et al., 2017). Em Cavendish, desafiada com P. musae, foram relatadas também
as proteinas F-box, calmodulina, WRKY, MAPK, glutationa S-transferase e a proteina
taumatina, envolvida na degradacdo da parede celular fingica (PASSOS et al., 2013).

Foram observadas em Calcutta 4 desafiada com o fungo P. musae diversos genes
potencialmente envolvidos em respostas de PTI, ETI e em SAR. Varios dos DEGs encontrados
estdo potencialmente relacionados aos diferentes mecanismos de defesa inatos da planta. Os
genes de defesa basal, responsaveis pelas respostas de imunidade desencadeada por PAMPs
(PTI), também foram identificados neste trabalho. Dentre esses, encontram-se os receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), presentes na membrana plasmatica, responsaveis por
reconhecer os PAMPs, ativando a via de defesa vegetal. O reconhecimento dos agentes
patogénicos deve ocorrer de forma imediata para que as respostas de defesa sejam devidamente
eficientes e capazes de controlar a infeccdo (SOMSSICH; HAHLBROCK, 1998). Os PRRs sdo
constituidos por proteinas RLKs (Receptor-Like Kinases) e RLPs (Receptor-Like Proteins)
(TANG; WANG; ZHOU, 2017).
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Neste trabalho, foram identificados 78 genes com expressdo diferencial que codificam
proteinas homologas aos receptores PRRs, como o gene BAK1 (Ma02 g05100), que codifica
para a proteina Brassinosteroid Insensitive I-associated receptor kinase 1-like. Foi
demonstrado que o gene BAKI estd envolvido em PTI, atuando no controle de morte celular
programada (PCD - programmed cell death), e contribuindo para a resisténcia a doengas em
Arabidopsis contra patdogenos hemibiotroficos, como a bactéria Pseudomonas syringae, e
biotréficos, como o oomiceto Hyaloperonospora arabidopsidis (KEMMERLING et al., 2007;
POSTEL et al., 2010; ROUX et al., 2011). Um gene homologo ao BAK1 foi superexpresso
apenas em 3 DAIL, bem como os genes Ma04 g02550, Ma05 gl1470, Mal0 g27320 e
Mall gl1880, sugerindo que houve a ativacdo dessa via ainda no inicio da infeccdo, e
confirmando que o genoétipo resistente foi capaz de realizar um rapido reconhecimento do
patdgeno, podendo ativar as vias de defesa da planta de forma eficiente, conforme Somssich e
Hahlbrock (1998).

Foram identificados também diversos genes que codificam para proteinas da classe
LRR-RLKs, dos quais dois foram superexpressos em 3 DAI (Mal0 g27320, Mall gl1880)e
10 foram modulados positivamente em 12 DAI (Ma03 g31820, Ma03 g06850, Ma07 g28510,
Ma05 g14250, Ma09 g17070, Ma04_g07360, Ma02 gl14630, Ma05 222210, Ma06 g33510,
Ma04_g38240). Receptores LRR-RLKs foram previamente identificados na defesa basal de M.
acuminata gendtipo 4297-06 (tolerante) ao nematoide Meloidogyne incognita, sendo
superexpressos apenas no inicio da infecgio, aos 3 DAI (CASTANEDA et al., 2017).

Com o desenvolvimento do processo infeccioso, aos 12 DAI, foram observados 18
genes de PRRs superexpressos, indicando um aumento das respostas de PTI com a evolugao da
infeccdo. Na interagdo entre Arabidopsis e F. oxysporum, esses receptores foram induzidos em
ambos os momentos analisados (1 e 6 DAI), sugerindo que sua superexpressao continua ocorre
devido ao reconhecimento de multiplos efetores liberados pelo patégeno (ZHU et al., 2013).
Tal fato justificaria o ocorrido no presente trabalho, onde o perfil de expressdo dos genes que
codificam PRRs demonstra que a agdo destes ocorre tanto na fase inicial quanto em um
momento mais avang¢ado da infeccao.

Apds o reconhecimento dos PAMPs pela planta, através dos PRRs, uma série de
respostas de PTI sdo ativadas. Os receptores PRRs, por sua vez, ativam a via MAPK (mitogen-
activated protein kinase), responsavel por transmitir e amplificar sinais para as proteinas
quinases, envolvidas nas respostas aos estimulos externos, como o ataque de fitopatdgenos
(BENT; MACKEY, 2007; ZHANG; KLESSIG, 2001). Nesse trabalho, foi observado que aos
3 DAI o gene MKK9 (Ma06 _g12740) foi superexpresso, e, aos 12 DAI, foram modulados
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positivamente os genes MKKI10 (Ma05_g13990) e MPK9 (Ma04_g03870). A especificidade
das respostas das MAPKSs aos diferentes estimulos ¢ possivelmente determinada pela sua
identidade, pelo nimero de MAPKSs ativadas e pela cinética e magnitude da sua ativagdo,
podendo resultar em respostas das vias do JA, ET, fitoalexinas, HR, SAR, de genes associados
a defesa, entre outros (OUAKED et al., 2003; REN et al., 2008; REN; YANG; ZHANG, 2002;
ZHANG; KLESSIG, 2001).

Em Arabidopsis, foi demonstrado que MKKO9 ¢ responsavel por induzir a biossintese de
ET e de camalexina, uma fitoalexina; que o efetor HopF2, proveniente de Pseudomonas
syringae, interage com MKK10; e que MPKO9 regula positivamente a sinalizagdo de ABA na
inducdo do fechamento estomatico, a produ¢do de ROS e a sinalizagdo de calcio (JAMMES et
al.,2009; WANG et al., 2010; XU et al., 2008; YOO et al., 2008). Considerando os resultados
desse estudo, a ativagdo de MAPK na fase inicial indica que as respostas de defesa foram
iniciadas de forma precoce, ndo havendo evidéncias da sintese de ET ocasionada por MAPK
nesse caso, € nem de fitoalexinas. Entretanto, as vias de ROS, de calcio e de ABA estdo
positivamente reguladas em 12 DAI, podendo ter relagdo com as MAPKs encontradas.

Na via de MAPK, o célcio ¢ um componente essencial na cascata de transdugao de sinais
(CHENG et al., 2002). Inclusive, estudos sugerem que ha possivel envolvimento da cascata de
MAPKSs na sinalizagio do Ca?* (NOMURA et al., 2012). No presente trabalho, foram
encontrados mobilizadores de fons Ca>" em ambos os momentos analisados. Aos 3 DAI, esses
foram suprimidos (Ma04 g33010, Mal0 g04830, Ma05 g28740, Ma04_g23780,
Ma02 g16730, Ma07 g22610, Ma09 g01690, Mal0 gi8710, Ma04_g14610), enquanto que
aos 12 DAI a maioria apresentou regulacdo positiva (Ma09 gl16970, Ma08 222430,
Ma03 g31290, Ma06 gl11330, Ma07 g13390, Ma0l gl17160, Mal0 g25710), indicando que
sua ativagdo ocorre apds um maior tempo de infec¢do em C4. O Ca?" é um mensageiro
secundario essencial nas cascatas de transducdo de sinais das plantas. As proteinas de ligagao
ao célcio possuem importante papel nas respostas a estresses bidticos e abioticos, sendo capazes
de agir como receptores e sensores dos sinais de célcio, captando as mudangas que ocorrem nos
niveis de Ca?* intercelular ¢ citosolico (CHENG et al., 2002; FENG et al., 2011).

As cascatas de MAPK constituem componentes chave da sinalizacdo de defesa da
planta. Atuando como intermediarios, os fatores de transcrigdo WRKY podem se associar com
MAP quinases no nucleo celular (PANDEY; SOMSSICH, 2009; RUSHTON et al., 2010).
Foram encontrados 35 genes para essa superfamilia de fatores de transcrigdo, dos quais um foi
modulado positivamente aos 3 DAI (Ma06_g26900) e seis foram superexpressos aos 12 DAI
(Ma06 _g22520,  Ma07 g26170,  Ma04 g33990,  Ma06 g04010, Mal0 g27260,
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Ma04_g24800), indicando a progressao das respostas de defesa de acordo com o tempo de
infeccdo para essa via. Em Musa, ja foi demonstrada a importancia das proteinas WRKY no
processo imune, entretanto sabe-se que a superexpressao apenas desse fator de transcrigdo ndo
¢ capaz de impedir uma infec¢do, mas pode ser responsavel por controlar a expressao de outros
genes envolvidos nas vias de defesa a estresses bidticos em bananeira (SHEKHAWAT;
GANAPATHI, 2013).

As respostas de PTI compreendem também as proteinas relacionadas a patogénese (PR),
que sdo definidas como proteinas codificadas pela planta hospedeira, que sdo induzidas em
situagdes de estresse bidtico. As PRs localizam-se intra e extracelularmente, e podem se
acumular em resposta ao ataque de patogenos, ndo apenas no local da infec¢do, mas também
podem ser induzidos sistemicamente, estando associados ao desenvolvimento de resisténcia
sistémica adquirida (SAR), atuando contra novas infec¢des (ALI et al., 2018; VAN LOON;
VAN STRIEN, 1999). No presente trabalho, foram identificadas aos 3 DAI duas PRs
moduladas positivamente (Ma03 g08150 e Ma03 g08140), ocorrendo apenas modulacao
negativa nas PRs aos 12 DAI. Ao menos dez familias de proteinas PR possuem componentes
que atuam diretamente contra patogenos fungicos (CAMPOS et al., 2007). As PR-1
(pathogenesis-related protein 1), que ¢é a proteina codificada pelos dois genes superexpressos
na fase inicial da intera¢do, foram associadas com uma maior resisténcia contra os oomicetos €
sdo frequentemente utilizadas como marcadores de vias de defesa dependentes do acido
salicilico em plantas (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).

Apos a presenca do patogeno ter sido reconhecida pela planta e ocorrer a ativacao das
vias de PTI, o agente patogénico pode ter a capacidade de suplantar essas respostas com a
liberagdo de efetores. Esses sdo reconhecidos pela planta através das proteinas de resisténcia
intracelulares, codificadas por genes de resisténcia (genes R), ativando a segunda via de defesa
vegetal, denominada ETI (Effector-Triggered Immunity) (JONES; DANGL, 2006). Foram
identificados, nesse estudo, 17 genes NRLs sendo modulados. Dos 11 DEGs identificados aos
3 DAIL um foi regulado positivamente (Ma09 g28690), e, aos 12 DAI, cinco genes
apresentaram-se  superexpressos  (Ma07 g08480,  Ma09 g02660, Ma03 g23340,
Ma09 g02650 e Ma09 g02400). Passos e colaboradores (2013b) evidenciaram 14 genes NLRs
na interacdo de C4 e P. musae, entretanto esse trabalho foi desenvolvido utilizando a técnica de
pirosequenciamento 454 da Roche, na qual ndo ¢ possivel determinar os genes diferencialmente
eXpressos.

O gene RPMI1 (putative disease resistance protein RPMI1) apresentou modulagdo

positiva em Musa balbisiana 12 horas ap6s infeccdo por Xanthomonas campestris pv.
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musacearum (TRIPATHI et al., 2019). Um homoélogo desse gene foi superexpresso nesse
trabalho aos 3 DAI (Ma09 g28690), representando uma potencial ativagdo desse nas fases
iniciais da infeccdo. Em geral, as repostas de ETI sdo observadas mais tardiamente, entretanto,
nesse trabalho o comportamento evidenciado sugere que as primeiras respostas de ETI
comecaram ainda nos momentos iniciais da infec¢do, com a provavel liberacao de efetores pelo
patdgeno e o reconhecimento desses pelas proteinas R. Porém, foi necessario um maior tempo
para que ocorressem as respostas mais robustas da segunda via de defesa vegetal.

A ativagdo das respostas de ETI desencadeia o estresse oxidativo, a indugdo da via de
sinalizagdo do 4cido salicilico, a entrada de ions Ca?>" e H' nas células, e as respostas de
hipersensibilidade culminando em morte celular programada, com o objetivo de limitar a
dispersdo da doenga no tecido infectado (BOLWELL et al., 2002). Os genes que codificam
proteinas mobilizadoras de célcio foram superexpressas aos 12 DAI, o indica possiveis
altera¢des nos niveis de Ca®* citoplasmatico e/ou intercelular, resultante das respostas dessa via
de defesa. Analises anteriores demonstraram que a sinalizacdo de cdlcio ¢ capaz de ativar o
estresse oxidativo, conduzindo a reacdo de hipersensibilidade e a morte celular programada em
soja (LEVINE et al., 1996).

Alguns dos genes diferencialmente expressos foram exclusivos a esse trabalho para
Musa, como EIDI-like F-box protein 3 (Ma08 g22530), strigolactone esterase
(Ma03 g16390, Ma01 g22120, Ma06_g09370), Protein ASPARTIC PROTEASE IN GUARD
CELL 2 (Ma00_g00560, Ma03 g03880, Mal0 g15290), Protein NRTI/ PTR FAMILY
(Ma07 g01700,Ma04 g18120, Ma02 gl18610, Ma09 gl17280, Ma03 g09660, Mall g06270,
Mall 202430, Ma05 g12690, Mal0 g22490, Ma06 _g06790, Ma07 g08280, Ma04_g37230,
Ma08 g10980, Ma03 g18690, Ma06 g24230), Protein YLS (Ma02 g01270, Ma09 g22130,
Ma09 230270, Ma03 g03430, Ma05 g14370, Mall g25010, Ma09 230260, Ma08 g34830,
Ma07 g03380), Type I inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase (Ma03 g15990,
Ma09 g23870, Ma05 g19550, Ma07 g02370, Ma07 gl1080, Ma07 g01430), Cationic
peroxidase  SPC4-like  (Mal0O g15940), Diacylglycerol  O-acyltransferase  2-like
(Ma05 g26140), Protein kinase PINOID-like (Ma02 g14850), Protein RADIALIS-like
(Ma06_g23530, Ma04_g14910, Ma02 gl0880, Ma02 gl10870), Tryptophan synthase alpha
chain-like (Mal0_g09700). Dentre estes, o gene Protein RADIALIS ¢ um membro da familia
dos fatores de transci¢do MYB, que estdo envolvidos em respostas de defesa vegetal contra
fitopatogenos (HAMAGUCHI et al., 2008; YANHUI et al., 2006).

Dentre os DEGs exclusivos a esse estudo em Musa, estdo os envolvidos na biossintese

e na organizagdo da parede celular, como 3-Ketoacyl- synthase 11 (Ma04 g24510,
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Ma07 g08400), Cellulose synthase D2 (Ma04_g19460, Mall g21750), Cellulose synthase-
like protein D5 (Ma02 _gl17080), Covalently-linked cell wall protein 14-like (Ma06 gl16120),
Delta(24)-sterol reductase-like (Mal0O g25060), Galactoside 2-alpha-L-fucosyltransferase-
like (Mal0 g25060), KNR4/SMI1 homolog (Ma03 g05180), pEARLII-like lipid transfer
(Mall g19450) e Walls are thin 1 (Ma01 _g02070), que participam da sintese de celulose, de
lignina, de fibras e dos demais componentes presentes nas varias camadas dessa estrutura
(BERNARD; JOUBES, 2013; SAMPANGI-RAMAIAH et al., 2019; SAMUELS; KUNST;
JETTER, 2008; WANG et al., 2020). Além disso, ja foi relatado que a superexpressao de genes
da familia do pEARLII-like lipid transfer resultou em resisténcia em Arabidopsis ao fungo
Botrytis cinerea (CHASSOT; NAWRATH; METRAUX, 2007).

Os citocromos P450 estdo envolvidos na sintese de varios metabolitos secundarios,
incluindo terpenos e substancias envolvidas na defesa vegetal (YU et al., 2011; ZHAO et al.,
2014). Foram identificados neste trabalho 23 enzimas P450 (Ma08 g21020, Mal0 g06670,
Ma03 g15420, Ma08 g32910, Ma06 _g05150, Ma07 g13070, Mal0 g28420, Ma08 g30010,
Ma06 222120, Ma09 g27340, Ma06 g32450, Mal0 g08690, Ma02 gl15450, Ma04_g39420,
Ma05 g12190, Ma04_g21730, Ma04_g33170, Mall g03400, Ma08 g27070, Ma03 g26150,
Ma02 g10440, Ma03 g20430, Ma09 g31160), das quais quatro foram superexpressas aos 3
DAI e sete foram reguladas positivamente aos 12 DAI. Os genes Ma04 g39420 e
Ma07 g13070 foram upregulados em ambos os timepoints. Além de participar da sintese de
metabolitos secundarios, a ampla familia de enzimas do tipo citocromo P450 est4 envolvida em
diversas funcdes biologicas e cataliticas nas plantas, como a peroxidacao e a hidroxialquilagao
(RASOOL; MOHAMED, 2015; ZHAO et al., 2014).

Participam ainda das vias dos metabolitos secundarios os seguintes genes, exclusivos a
este trabalho em Musa: Alpha-humulene 10-hydroxylase (Ma06 g19940), Transcription factor
BEE (Ma08 g14610), (3S,6E)-nerolidol synthase 1-like (Ma09 g21200), Dirigent protein 21-
like (Ma09 g10830, Mal0 g16880), Flavone O-methyltransferase 1-like (Ma02 g06370),
Isoflavone 2'-hydroxylase-like (Ma07 g27950), Malonyl-CoA:anthocyanidin 5-O-glucoside-
6"-O-malonyltransferase-like (Ma06 _g37170, Ma05 gl3180, Ma05 gi13190). Os metabolitos
secundarios possuem importante papel antifingico, além de terem participagdo na resisténcia
sistémica adquirida (PUSZTAHELYI; HOLB; POCSI, 2015).

Os fitormdnios também estdo envolvidos na regulacdo da defesa da planta aos
patdgenos, participando das repostas de ETI, que envolvem a regulagdo do equilibrio das vias
metabolicas hormonais, como as do acido salicilico (SA), do etileno (ET) e do acido jasmonico

(JA) (ANDERSON et al., 2004; BROWSE, 2009; PIETERSE et al., 2012). O SA foi regulado
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negativamente aos 12 DAI (Ma04 g03110), enquanto o JA foi upregulado aos 3 DAI
(Ma05 _g26760). Os genes do ET aos 3DAI apresentaram-se, em sua maioria, downregulados
(Ma05 226940, Ma06 _g19400, Ma04_g21570, Ma04_g32660, Ma0l g19330, Ma05 gl11800,
Ma02 g23280, Ma04_g21160, Ma03 224970, Ma07 g05490, Mall g19320, Ma08 223210,
Mall g23940), e aos 12DAI tiveram genes superexpressos (Ma06 _g01940, Ma05 g04410,
Ma07 g00730, Ma03 g33690, Ma05 25230, Ma03 g02220) e genes reprimidos
(Ma05 222010, Ma02 g23680, Ma09 g22060, Ma05 g29230, Ma09 g13810, Ma08 g07830,
Ma06 _g06000, Ma07 gl11230, Ma05 gl12310). Outros hormonios também presentres nesse
trabalho participam das vias de resisténcia na planta, ativando a expressao de importantes genes
de defesa, como ¢ o caso do 4cido abscisico, da auxina, do brassinosteroide, do acido giberélico,
da citocinina e da estrigolactona (LI et al., 2019a).

Nesse trabalho, foi observado que, no geral, as respostas de defesa em Musa ocorreram
na fase mais avancgada da infec¢@o, com a ativagdo de genes envolvidos em sinalizacado, fatores
de transcri¢ao ERF, MYB, NAC e WRKY, vias relacionadas aos fitormonios ¢ aos metabodlitos
secundarios, receptores PRR, MAPKs, vias de degradacdo de proteinas e de sintese de
compostos da parede celular. Tudo isso indica que as respostas em Calcutta 4 ocorrem de forma
mais tardia, o que pode estar relacionado a possivel liberagdo de substancias pelo fungo, como
celulases e pectinases, por exemplo, responsaveis por degradar a parede celular vegetal. Com
isso, a planta expressa genes relacionados a sintese e organizagdo da parede celular, como foi
observado nesse estudo, com maior expressio aos 12 DAIL Inclusive, em fungos
hemibiotréficos e necrotréficos ja foi comprovada a secre¢do de toxinas fungicas, enzimas
degradantes da parede celular, metabdlitos secundarios e pequenas proteinas, que tem um papel
fundamental em desencadear respostas de defesa na planta (CONDON et al., 2013;
HOWLETT, 2006; PUSZTAHELYI; HOLB; POCSI, 2015).
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8. CONCLUSOES

O atual cenério da bananicultira mundial com a presenca de doencas de pré-colheita,
como a Sigatoka-amarela, que ocasiona elevadas perdas de produgdo principalmente nas
cultivares comerciais mais difundidas, como as do grupo Cavendish, evidencia a
imprescindibilidade de que avangos consideraveis sejam realizados no melhoramento das
culturas de forma a permitir uma resisténcia duravel as doencgas. Nesse contexto, esse trabalho
fornece dados que contribuem para a elucidag@o dos mecanismos de defesa em Musa acuminata
a Pseudocercospora musae, com a caracterizagdo de componentes genéticos envolvidos nas
cascatas de respostas imunes da planta ao fungo. Foram identificados 612 genes
diferencialmente expressos potencialmente envolvidos em defesa e resisténcia em M.
acuminata Calcutta 4 a P. musae. Os dados obtidos por meio deste estudo ndo s6 aumentam a
compreensdo dos processos moleculares envolvidos na resisténcia a doengas em Musa, mas
também oferecem um potencial para o desenvolvimento de uma gestdo eficaz da doenga com
base no melhoramento genético da cultura, através da introgressdo de genes-candidatos em
cutivares superiores, contribuindo significativamente para o desenvolvimento de uma ampla e

estavel resisténcia a patdogenos.
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9. PERSPECTIVAS

e Realizar o sequenciamento das amostras de M. acuminata Cavendish Grande Naine
(gendtipo suscetivel), inoculadas com P. musae, resultantes do bioensaio previamente
realizado, para fins de comparagdo com os genes diferencialmente expressos obtidos em
Calcutta 4;

e Realizar introgressdo dos genes-candidatos selecionados em cultivares comerciais de
Musa suscetiveis a P. musae, a fim de testar sua eficacia nas respostas de defesa da

planta;
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Leaf pathogens are limiting factors in banana (Musa spp.) production, with Psevdocercospora spp.
responsible for the important Sig atoka disease complex. In order to investigate cellular processes
and genes involved in host defence resp , quantitative real-time PCR (RT-gPCR) isan analytical
technigue for gene expression quantification. Reliable RT-gPCR data, however, requires that reference
genes for normalizationofmRNAlevelsin samples are validated under the conditionsemployedfor
expressionanalysis of target genes We evaluated the stability of potential reference genes ACTY, a-
TUB, UBQ1, UBQ2, GAPDH, EF1a, APT and RAN. Total RNA was extracted from leaf tissvesof Musa
acuminata genotypes Calcutta 4 (resistant) and Cavendish Grande Naine (susceptible), both subjected
to P. musae infection. Expression stability was determined with NormFinder, BestKeeper, geNorm and
Mhdeulgothhms. UBQ2 and RAN were the most stable across all M. acuminata samples, wh

idering ino culated and non-inocul sted | eaf samples, APT and UBQ2 were appropriate for
nonnahzmomncalaml. with RAN and c-TUB most stable in Cavendish Grande Naine. This first
study of reference genes for relative quantification of target gene expression in the M. acuminata-P.
musae interaction will enable reliable analysis of gene expression in this pathosystem, benefiting
elucidation of disease resistance mechanisms.

Banana (Musa spp.) is an Important monocotyledonous frult crop in over 100 tropical and sub-tropical countries,
contributing significantly as the world's most consumed fruit towards global food security and poverty alleviation.
Leaf pathogens are important limiting factors in global banana production, with raduced photosynthetic
capacity causing negative Impact on crop yleld, especially In tropical growing reglons’. Numerous leaf diseases
are caused by fungal pathogens that include Cladosportum musae, Cloridium musae, Cordana musae, Curvularia
sp., Drechslera gigantean, Hendersonta toruloldes, Helminthosporium sp., Phyliacora musicola, Phyllosticta spp,
and the Dothideomycete Pseudocercospora sp. responstble for the important Sigatokz disease complex In Musa.
Psevdocercospora fijlensts, Pseudocercospora musae and Pseudocercospora elamusae cause necrotic leaf lessons that
can reduce functional leaf area to such an extent that crop ylelds can be reduced by 20-50% In affected areas™.
The majority of commercial banana cultivars lack genetic resistance to pathogens and, in situations where

disease pressure Is high, are dependent upon Integrated disease management strategies that employ

applications of systemic or protective rung!cidea Such on agrochemical disease control, however,
can Increase Fmductlon costs, with a negative Impact on the environment, and Increasad selective pressure for
emergence of resistant strains In pathogen

In order to dvance the genetic Improvement and the development of resistant Musa culttvars, ducidation of
the cellular machanisms and identsfication of genes involved In resistance responses to follar pathogens is of fun-
damental importance. For this, high-throughput next-generation sequencing approaches (NGS) are applicable
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Anexo 2.

Tabela 18. Sequéncia dos primers desenhados para validagdo por RT-qPCR, dos genes envolvidos em resisténcia em Musa acuminata subsp.

burmannica Calcutta 4 a Pseudocerospora musae.

Produto
Anotagio ID do Gene Sequéncia (5’ 2 3) Esperado
(pb)
.o . ) Ma00 g04650 F CCCAATCGAAAATGGAATTG
SNF1-related protein kinase regulatory subunit beta-1-like - - 87
Ma00 g04650 R GTCCAGTTGTCCCATGATCC
. : Ma0l g02630 F  TGGAGACAACTTGGACTGCT
Endochitinase-like - - 87
Ma0l 02630 R AAGCCGACACACATTTAGCC
: o Ma0l g19550 F  CACGCTGAGGTACAAGACGA
Pathogenesis-related protein 1-like - - 90
Ma0l g19550 R TCGCTCAACGCTTCATATCT
. - . ) Ma0Ol g21800 F  GATGTGACGGAGGGTAATGG
AP2/ERF and B3 domain-containing transcription repressor RAV2-like - - 85
Ma01 21800 R TCCTCAACAGCTCCCTTGAT
. . . Ma03 g08140 F  TCTCTCTCTCTCAGGCTTTCG
Pathogenesis-related protein 1-like - - 84
Ma03 g08140 R TACGACAACCAAACGCACTC
. . Ma08 22530 F  TGGTGCATTCTCGCTTGTTA
EID1-like F-box protein 3 - - 87
Ma08 22530 R AATTGGGACTGATCGCATTC
. Mall g20360 F AGGAAGGGATGTGTTGAAGG
Probable protein phosphatase 2C 68 - - 87
Mall 20360 R TCGTACCCACATTGCCTGTA
: : L . . Ma06 g12740 F  GACCCCTGCGACTCCTATGT
Mitogen-activated protein kinase kinase 9-like - - 80
Ma06 g12740 R TAGTCCCCACCGTACGACTC
.- Ma09 g20710 F AAGAACCCAGCGACAGTCAA
Chitinase 6 - - 87
Ma09 g20710 R AGTGAGGTTGTCTCCGGTGT
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- Ma07 g14030 F  ACATGCACGATCAAGTCCTG
Probable WRKY transcription factor 41 - - 85
Ma07 g14030 R GAGAAGACACGGCTTTGAGG
. Ma06_g35820 F  CGCAACACAGTCCAAGACAT
Laccase-24-like - - 86
Ma06 g35820 R CCCTCTATCGCCGTGTTCT
. : ) Ma09 ¢10830 F  CCATGGCGTTCTCCTCTCTA
Dirigent protein 21-like - - 83
Ma(09 g10830 R ATCTGCAGCGCCAAAAGAG
. : ) Ma09 g10840 F CTCGTCTTCCTTGGCATCAT
Dirigent protein 11-like - - 82
Ma(09 g10840 R AGAAATGCAGGTGGGTCATC
. . . Ma09 g10850 F  CTCCCTCTCTGCCTTTGTTG
Dirigent protein 11-like - - 80
Ma(09 g10850 R AGAAGTGGAGGTGCGTCATC
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Anexo 3.

Tabela 19. Sequéncia dos genes-candidados envolvidos em resisténcia em Musa acuminata subsp. burmannica Calcutta 4 a Pseudocerospora
musae, para futura introgressdo em cultivares comerciais de Musa.

Gene ID

Gene

N° de copias do
gene no genoma
de referéncia de
Musa acuminata
DH Pahang

Sequéncia codificadora (5°-3”)

Referéncia

Ma09_g20710

Chitinase 6

ATGGCACATCAGAACAGGATGGCGTTTCTGCTAGGCCTCCTCCTTGCCGGAGTTATCGCCGTGGCCGGCCAG
AACTGCGGCTGCTCTTCCGACCTTTGCTGCAGCAAGTGGGGCTACTGCGGCACCGGCAGCGACTACTGCGGC
GCCGGGTGCCAGTCGGGGCCGTGCGAGGCTTCTCCTCCTGCTAACGACGTCTCGGTGGCCGACATCGTGACG
CAGAGCTTCTTCGACGGCATCATCGGCCAGGCTGACGGCGGGTGCGTCGGCAAGAGCTTCTACACGCGCGAC
GCCTTCCTGAGTGCGCTTGGCTCCTACACCAGCTTCGGCCGCGTCGGCACGGTCGACGACTCCAAGCGGGAG
ATCGCCGCCTTCTTCGCGCACGTCACGCATGAGACCGGACGTAAGTTGTGCATCTGCGTGCATGGTTTCTGC
AACTGCTGCTGTCGTCGACGCCGAGCAGCAGCTTTCTTCTCCCAAGTCAAATGGATCATCTTAACTCATCTC
GAACCCTGCAGATTTCTGCTACATAGAGGAGATCGACGGCGCATCGAAGGACTACTGCGACAAGACGAACAC
CCAGTACCCATGCGTGGCGGGGAAGGGCTACTACGGCCGCGGCCCCATCCAGCTGTCGTGGAACTTCAACTA
TGGCCCCGCCGGGGAAAGCATCGGGTTCGACGGCCTCAGCGCGCCAGAGACGGTCGCCAACGACGTCGTCAT
CTCCTTCAAGACCGCCTTGTGGTACTGGATGAACAACTGCCACTCGCTCATAACCTCTGGCCAGGGATTCGG
AGCCACCATTCGAGCAATCAACGGCGCTCTCGAGTGCGACGGCAAGAACCCAGCGACAGTCAACGCCCGCGT
CGGGTACTACCAGGACTACTGCGGCCAGTTTGGCGTTGACACCGGAGACAACCTCACTTGCTAAGTGCTTGG
TTCTCTCTGCTGCACCCAAACACAACAATAAATGAGCTGCTTGGAAACGAAAGTATGAATCCAATGGATTAC
ACATTTACAGAATAAAAAGGCTATGCATTTCAACTACAATTATTTAGATGAGAACTTGTGTCGGGAATTCTT
TCCTACTTCACCTTACTTTGCACCATATAGTCGAGGGTTTAGAATCAAATCAAGGAGGAAAACGGAAGACCA
TTTCAACCACGGTTCTCATATAGTTAGTTCTAAGTCAGCCTGACTTGCACAGGGA

HU et’al., 2013;
KOVACS et al.,
2013.

Ma01_g02630

Endochitinase-like

AAGAGATCCTCGTTTCAAATACATGCGTCCTCAGCATGCTTTAGACAAGGTCAAGAGTCAACGGGGCGATAT
ATTGCGAAGCAAACACGCCACGATCGAGCATTTAAGGTGGTCGGATGCAAAAGCAAAAGCAAAAGATGAAGA
TATTGTTCTTGACCCTCTTAAGCGTGGCCGCGTTGTTCGGCGGCCTCGCCGAGCAATGCGGAACGCAGGCGG
GGGGTGCGTTATGCCCCGGGGGACTATGCTGCAGCCAGTATGGCTTCTGCGGGTCCACTGAGGCATACTGCG
GCTCCGGTTGCCAGAGCCAGTGCGGCGGCGACGTGGCCTCCATCATCAGCTCTTCCCTCTTCGACCAAATGC
TGAAGCATCGGAACCCCTTTTACAAGTACGACGCTTTCATAGCCGCCGCGAACTCCTTCAGCGGGTTCGGGA
CGACCGGTGATGCCACCACTCGTGCGAGGGAGATCGCTGCCTTCCTAGCACAAACCTCCCACGAAACAACTG
GTAATTAAGGAGCTTTCGACATGTTAAGCTTCGCTAGCTGAATCATGCATGATAAGGTAAACAAACTGTTGA
TGTCGGAAAGGTGGGTGGGCAACGGCCCCCGACGGTCCATATGCTTGGGGCTACTATTATGTCACGGAACAA
TCCGACACATCGGATCACTGCCAATGGAGGCCGGAGTGGCCATGCGCTCCCGGCAAGAAGTACTATGGCCGA

HU et’al., 2013;
KOVACS et al.,
2013.
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GGACCCATGCAGATCTCCTTGTAAGTTGATGCACTCCCCCCTCTTGTAAGCATGCAGTGGATATCTCCTCTA
AACAACTACCTCACGCTTCAGCAACTACAACTACGGACCGGCGGGGCAAGCCATCGGCGTCGACCTGCTCAA
CAACCCGGACCTGGTCGCCACCGACCCGGTCGTCTCGTTCAAGACGGCCTTGTGGTTCTGGATGACGCCGCA
GTCGCCGAAGCCGTCGTGCCACGACGTGATCACCGGGCGGTGGACCCCGTCGACCGCCGATCAGTCCGCAGG
GAGGTTGCCGGGATACGGTGTCGTCACCAACATCATTAACGGAGGGTTGGAGTGCGGGATAGGGCCCGATGC
CCGGGTTGCGGACCGGATCGGATTCTACAAGACGTACTGTGACCTCCTGGGAGTGAGCTATGGAGACAACTT
GGACTGCTACGGCCAGAGGCCTTTTGGATTTGCCTCCTTATCCGAGAGTCGAGAAGGCTAAATGTGTGTCGG
CTTCAGCCGCATGATGGATGTACTAAACAAAGCAGCCGCCTCTCTTATCGCTACAATGTGTGGCAGCCCAGG
ATAAATCACCTGTGCCTGTTGTCACTCGAGAATGTTCTCGAGTTCTTAATTCCCGCTATCCTGTAATAATAA
TCTTGTT

Ma07_g08480

Disease resistance
protein RPS2-like

TCACATCTATTTATTTATCTTCTCCGCTATGAGCTCTCTTACAGAGATCTTCGACTCCGCCGTCAGGGATTG
CTGCTCTCCTTCACGCGAACACCTCATGTCACTTGAGAAGGACCTCGGCTTCTTGGCCGGAGAGGTGCAAGA
GCTGAAGTGCAAAAGAGAGGCCGTCAGCCGAGAGGTGGAAGTGGCAAAAGTTCGGGGGCTCGAGCCCAAGCG
CAGAGTGATCGAGTGGATGAAATCCATTCAACAACTTGAAACAGAAACCAGATCGCTGAACGAGGAGTTCAG
CAGGTTGAAGAGGAGGGGCGCTTGCAGCAGCCTCTCTGCGAATTTGTCTTCCTCCAGCGAGCAGCTTAGAAG
AAAAGCCGAGATAGCAGTCGCGACCGCGGGGAAGCTGAAACGGAACGGCAAATTCCGCAAGTTGGCCTTGCC
CGATGAAACGCTCGTCCCAGACGAGGCGTTCGAGCAGCTCCGACGACATGCAAGCGACGGCAGCGTGAGCTT
CATCGGGGTCCACGGGATGGGTCTGGCGGGCAAGACGGCACTCCTGAGAAGTCTCTACGATGACTTCCTGAA
ACGCCAAACGGATTATGACGTGGTTATCTACCTCGAGGTACGTGGTGAAGTGATGGACGTCCAGAGCTCGCT
CTGCAAACAACTGAGCTTGCCGTGTCCAGAAACGCAGATCGAGAGAAGAGACCTGCTTTTCGGCGTCCTAAG
TAAGTCGAACTTCGCACTCTTGCTGGACGACTTGTGGGAACCGTTGAATTACGAGCTCGTGGGAATTCCAAT
TCCCAATCCGTCCACGTCCAAGATCATCGTCGCATCCCGACTGGAGGACGTTTGCAGTAGGATGGGTGCACA
GAAGACGATCGAAGTGGAAGGCCTTGCGGAGGAGCAGGCCTGGGATCTCTTCCAGTCCACTCTGTGGGGGAA
GGAACCCAACAACGTGGACATGATCATAATCTATCGCGCTAAAGCGATGGTGTACAAGTGCGGTGGATTGGC
CGCGGCACTCGTCACCACCGCTCGAGAAATGAAAGACCAAAAGACATCCGAGGAATGGAAGGAGAAAGGCCA
CATCATGAAGAATGCACCCCACGAGCTTCCAGGTATGGAAAAAGAAGTTCTTGGTCCTCTCAAACGCAGCTA
CGATCGTCTGTCCGGTGAATTGCAGAAATGTGCCTCCTGCTTCGCGCTACAGGCAGAAGGGCGCCCCATCAG
AAAGGACCTACTTATGGAACTATGGATAGCCGAAGGGATCATAGCCGACTTTGAGAACATCGGCGATGCCAT
GAGCAGGGCGTCGCGTTTGCTGCAGGAGCTGACTGCAGCGTCTTTGATAAAAAGGCTGGATGACGAGACCTT
CGAGATGCACCCCATGGTTCGTGCCATGATACTGTGGGTTGCAAATGGCTGCGAGGAAAGGAAGAACAAATG
GTATGTACGAGTCAAAGAATGGGCGAAAGAAACGCCAGACGCTGGCATTTGGAACGTCGCGGAGAGAATAGC
ACTGTCTGGGAACGTAATAGAAACTCTACCGGACAATCTGGATTGTCCTAAGTTGGTTTATTTGGATCTTGG
AAACAATCGACGACTCGAGCCGATACCAGATGGCTTCTTCGGCTGCATTCCGTGCCTCAGGGTCCTAAATCT
GCAACATGTTGATATAGAAACGATTCCGGCAAACATTGGCCATCTGGTCCATCTGGAATATCTTAGTCTGTG
TGGCACGAGAATCGAGTCTCTGCCATCGAGCATTCGAGACCTGGTAAATTTGAAGCATTTGATATTGCTATC
GACGAATTCCTTGAGGGATATTGCCGGTGGAATAATGTCAGGGCTGGAGAAACTGATGTGGCTGCATATGAT
GGACAGCTATAGTGGATGGTCGACGGGAGAGGCCAGAGAGATGGGGTCGTCGTTGGGAGAGCTGGAAGGCTT
GGATGATCTAAGGGTTCTTGGCATCACCATCGCCACAGAGGCTGCTCTTCAAGGACTCTGTGGTTCACGACG

DALE et al., 2017.
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GCTAGCAATGCGCACGCACTGGCTCCAGATAGAAGACTGCGACGGATTGACCAGTTTCACAATTCCATGCTC
GTTTTCTCTCGGGAAAGCCATGCTCAATTTGATAGAGCTCCGACTGCACAAATTACATGAGCTAAAAGAGGT
GGTGTTTAGTGAGAGTGATGCTGCGCTTTCGAATCTAAAACGCCTTCGTCTCTCGGATCTACGGAGAGCCAA
GCTCACCTGGGCGGGCAGCTGCCTTCAGAACCTCGAGGAGTTGGAGATTGAAGAGTGCAACGGAATAGGTCC
TGCACTGATAGAACTGGAGGACGAGGGGGCAATGGATGGCTTGCAGACCATCACTATCCTCCCTGATCTCAA
ACGAATCAAGCTCGAGAATTTGCGGAGGTTGCAGAGCCTGAGCCATGGGGCTGGAGTATTTGCGTTTCGGAG
GCTGGAGACCATGGAGGTGGCAGATTGCCCCAAGCTCAACAAGCTGAGCTTGGTTGCCCCGGAGCTGAAAGA
GATCAGATGCGAGGTGCGGTGGTGGCGGCAGCTGGATTGGAAGGACGAACGAACCAAGTGCTTCGACAAGCT
CTTCAAACCGCTGTAGCTTCTTCGTTTCCGCCGCCGGAGACCATGGCTTCCACGGATGTGACGTGAGTGCAT
GTGCTGTCCGAGTTGTGTGTGAGTGTCTGCTTGCGAGTTGGTTTTGTGTTGTGCTTGGCGTGCGAAGCTAAA
CTACCTTATCAAATGCTGGTTTTGATTCTATTTTAGCCATTGAAGCCAAATGTA

Ethylene-responsive
Ma06 g01940 transcription factor
12

CCCCTCTGTCTCTCTCTCCTGCTGGCTTTATTCCTTCCGCTTTATCTACGCTCAGCGAGACTTGCTGTGCGT
GGGCAGCGACGGGACGGAGAGAGAGAAAGGTGGTGACTAAAAATTAATCATGTCAGGCGCCGTCGACAGTCC
GTACATGAGGGAAGAGGGCTGCAGAGGCGTATAGGGCTGACGTCAGGATTTGGTGGCTGGTAGTGTGAGAGC
GTTGGCGAGAATAGTAGTCACATGACGCCCTCTGCGACACGTCAAATCAGACGGCGGCTCGCTCTCATTTTC
TTTCGTTGTCTCTTTGAAGGAGAGTAGCACGCCTCCTCTCCCGTCCTCCTCGGTCTCTTTGGCTAGAAGATA
CGGAATAGAAAGAGAGAGCGAGAGAGGGAGAATCGACATGGGATCGAGAGGAGACGGGCATCATTACAGAGG
GGTCCGGAAGAGGCCGTGGGGGCGGTACGCGGCGGAGATAAGGGACCCGTGGAAGAAGACCCGGGTGTGGCT
CGGCACGTTCGACACCCCCGAGGAGGCCGCGCTCGCCTACGATCGCGCCGCCCGCTCCCTGCGCGGCGCARAA
GGCCAAGACCAACTTCCCCTACCACCACACCTCGGCCCCTCCGCCGCTGCACCTCCCGCCTTCCGCCACTCT
CGACCTCAACCTCCCGTGCCACTGCTGGCTCGTCCCCGCGCCACCGCAGGCCGTTCCTCCCTCTCCGCCACC
CCCGCCGTCGACGGCGCTAGTCCTAGGCAGTTTCGCACTCTATGACCCCGCCAAGACTCCGTCACCGGAAGC
GAGGAACGCGGCAGCTCCAGACACGCCGGCGTCGTCCTCGGCCTCCCTCTTCCGGGACGTCGGGAGGGATTT
GCTTCTCGATCTCAACGAGCCGCCGCCGGCATCGTCACTGCTGATTGGTTGAGCAGCTATTTTAACTACTGT
TCTCTTCCGTCTACTCTTTGCTCATCTCTCCTCCTCAAAGTTGTTTTCCCCCGTCTACCTCTTGCGCTGGAA
TCATATCTCTGTT
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Ethylene-responsive
Ma05 g25230 transcription factor
ERFO003-like

ATGGCCAGCTCCCAGAAGCGGTACCGAGGTGTTCGACAGCGGCACTGGGGTTCCTGGGTCTCCGAGATCCGC
CACCCTCTCCTGTAAGCACGCACTGCACTCTCACTCCCTGTGCTGATGAGTTCCTCCACATCTCTTCCACAA
TTCTCTGTCATCTTCTTCTAGGAAGATGCGGATATGGCTGGGCACGTTCGAGACCGCGGAGGACGCCGCGAG
AGCCTACGACGAGGCGGCAGTTCTAATGTGCGGAGCGCGGGCGAAAACCAACTTCCCTTGCAGTCCCCATCG
CCCCCCGTCGTCACACTGCAAGTACCTGTCGGCGGCTCTCACCGCGAAGCTGCACCGCTGCAACTTACTCTC
CCTTCAGGCCGCGCAGCCAGTCGTCATGCATGCGCCGCGAAGGCCTCCGGTGGCGGCAGAGCACAAGGAAGA
GACCAGTCGGGTCGCGGAAGAGAACGGCCATGGCGGGGTGGAATTCAGTTGCTTAGAGGAGCATCACGTGGA
AGAGATGATCGAGGAGCTGCTCGACTCCAACCTCTCCATGGAGCTCTGCTGCGCTGCTCTGTAG

CHEN et al., 2008.
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Ma03_g02220

Ethylene-responsive
transcription factor
LEP

TGTAGACTCCACTGTCCATCCAATAGAACATAGGAATCATATATGTACATCAACTTGTCTATAAACCCCTCA
CCATGCAAACCCAGCCACACACAAACATCGCTGCCTGCTGTTGCCTTCTCTTTCTATCTCGAATGGGTTTCT
CTTTCTTCTTCTCTACCTCATCCTCCTCCTCTTCGTCTTCTACTCCAGTCTCTGGTACGGCTCAGGACAAGA
AAAGCAAACGCAGGCAACCGCAAGACAACGGCGACGAGGCCAACGGCAGTGGCGGGAGCAACACGACCACGG
AGGGAGGCGGCATGAGGTACCTTGGCGTGCGTCGTCGGCCGTGGGGGCGGTACGCGGCGGAGATACGCGACC
CGGCGACGAAGGAGCGGCACTGGCTCGGCACCTTCGACACGGCGGAGGAGGCGGCCGTCGCGTACGACCGAG
CCGCCCGCGCCCTCCGCGGCCCCCGCGCCCGCACCAACTTCGCCTACCCCGACCTCCCGCCCGGCTCCTCCC
TAACCCCCTTCCTCTCCCCTGACCTCCAGCCCCCGCCCTGCTCCTTCCTCGTTTCCACGCCGCCGCCTGTCC
AGGCTACCCTTCCCGACGCCGTGGGAGGTCAGGGAGGCTACTACAACGCTACCACCAGCACAATTCCTGACG
ACGGGGTGAGTTGCTATCGCCAGCAGCAGCAGCAACAACATCAGGAACAGGGTCTGCAGTACCCGGCATCCG
CGCTGCCGCCTTTGCCGCAGTCTCCACCGCCGGCGCCGGAGGTGGCATCGCCGTGGGACTTCGGTGGTGCTA
CGGCAGGGGGTGAGGAGCACCTGGCGGGACTGGGGGAGTTCGGCGGGTACGGATCCCCAGCCTCGCACGGGA
TCTTCTTCGAGGAAGGCTACGTGCACAGCCCCTTGTTCGGTCCGATGCCAGCGGTGGACGACGCCGCCGCCG
ATGGGTTCCAGCTCGGAGGCTCCTCCTCCTCTTACTACTACTGATGGGTGGGCGAAGGGCTTCAATCTCAGT
ACGCGCCCGCCGGTGGACGTGGCGTTTTCCTTTGCCTTCCAAGTGTTTGTCCCTTTCCTCCTCTCTCTCTC
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