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RESUMO

FASSOS, Maree Aurélio Ninomin, Andlise transcrithmics ¢ protedémica da interagio M. acuwminate x M.
meusicolo, W13, 95 Paginas, Tese de Dowtorade em Biologia Molecular ~ Universidacde de Brasilia,
Brasilia, DF,

A Sigatoka Amarela em banana (Musa spp.), causada pelo fungo Mycosphaerella musicola,
provoca desordem significativa de drea foliar e amadurecimento premature do frute, O
desenvolvimento de gendtipos resistentes a fungos patogénicos € de fundamental importincia,
A fim de desenvolver um recurso de gendmica funcional para essa cultura oferencendo
compreensio sobre 08 mecanismos moleculares das respostas de Musa a estresses bidticos, foi
realizado um estudo de pirosequenciamento do transcritoma de Musa acwminara utilizando
genotipos contrastantes em resisténcia ao patdgeno M. musicola, Amostras de RNA total
foram preparadas a partir do material foliar dos gendtipos Caleutta 4 (resistente) ¢ Cavendish
Crrande Namne (suscetivel), ambos ndo infectados (controles nio inoculados) e antificialmente
desafiados com o patogeno. O estudo gerou 978,133 seqiiéncias de alta qualidade, com um
compnmento medio de 334pb ¢ totalizando 466Mb, das guatro bibliotecas de cDNA
seqienciadas usando o 454 GS-FLX Titanium. A montagem e nove gerou 36.384 e 35.269
scqiiencias unigenes de M. acuminata Caleuita 4 e Cavendish Grande Naine, respectivamente.
Seqiéncias montadas foram funcionalmente mapeadas nos termos do Gene Ontology (GO,
As lungdes do wmigenes cobriram uma ampla gama de fungdes moleculares, processos
biologicos e componentes celulares. Os genes oriundos de uma série de vias relacionadas com
a defesa foram observadas em transcritos a partir de cada biblioteca de cDNA. Intmeros
fatores de transcrigho foram identificados, que sdo tpicamente envolvidos na regulagio do
desenvolvimento vegetal, sinalizaglio e resposta ao meio ambiente, entre outros papéis.
Muitos deles sio também conhecidas por estarem envolvidas na transdugiio de sinal ¢
regulagio da expressdo de genes responsivos ao estresse. Mais de 99% dos unigencs
mapearam em regioes exdnicas no genoma referéncia de M. acuminata DH Pahang, Além
disso, a exiragio de proteinas foi realizada a partir dos materiais foliares inoculados e nio
inoculados. A focalizagio isoelétrica foi realizada wilizando o sistema IPGphor. A segunda
dimensio foi realizada utilizando um gel de SDS-PAGE a 12%, com géis corados com
solugio de arzul de Coomassie G-250. Os péis foram digitalizados usando um scanner
ImageScanner 11 (GE Healthcare), ¢ as imagem foram analisadas utilizande o sofiware
Imagem Master 2D Platinum 7.0 (GeneBio). Foram feitas também andlises para detecgiio de
spots comuns ao mesmo cultivar (contrele ¢ tratado), bem como a identificagio de spors com
expressio diferencial, ¢ detecglio de spots presentes em apenas uma condigio, denominados
de spets exclusivos, No cultivar resistente Calcutta 4, foram observados 7 spois com uma
expressio pelo menos 1,5 vezes maior no tratado quando comparado ao controle. O padriio de
expressio foi diferente no cultivar suscetivel, onde 1 spor apresentou diferenga de expressio
entre o controle ¢ o tratado. Os resultados da andlise protedmica desta interagdio poderd gerar
informagdes imporiantes, tais como: os tipos de proteinas expressas, as mudangas pds-
tranducionais ¢ respostas a diferentes condigdes ambientais, o que representa um elo entre a
informagio genotipica e fenotipica. Essa analise proteémica, em sobreposigio com as
informagdes transcritbmicas geradas pelo segiienciamento massal com NGS, podem vir a
beneficiar futuros programas de melhoramento genético de Musa na obtengdo de gendtipos
resistentes.

Palavras-chave: M. acuminata, M. musicola, ranscritbmica, protedmica.
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ABSTRACT

PASSOS, Marce Aurélio Ninomin, Transcriptomics amd proteomics analysis of the interaction M.
wowminate X M. muesfcole, 2003, 95 pages. Thesis (Doctorate in Molecular Biologyvy - Universidade de
Brasilia, Brasilia, DF, Brazil

Sigatoka leaf spot discase in banana (Musa spp.), caused by Mycosphaerella musicola, causes
significant reduction in functional leaf area and premature ripening of fruits. The development
of genotypes resistant to fungal pathogens is of paramount importance. In order to develop a
functional genomics resource for this crop which offers insights into molecular mechanisms
of responses in Musa to biotic stresses, we performed a pyrosequencing study of the
transcriptome in Musa acuminafa genotypes contrasting in resistance to the fungal pathogen
M. musicola. Total RNA samples were prepared from whole plant leaf material from
genotypes Calcutta 4 (resistant) and Cavendish Grande Naine (susceptible), both uninfected
{non-inoculated controls) and artificially challenged with the pathogen. The study generated
846,762 high quality sequence reads, with an average length of 334pb and totalling 283 MSb,
from four full-length enriched ¢cDNA libraries sequenced using a 454 GS-FLX system
pyrosequencer with Titanium chemistry. De nove assembly generated 36,384 and 35,269
unigene sequences for M. acuminate Calcutta 4 and Cavendish Grande Naine, respectively,
Assembled sequences were functionally mapped to Gene Ontology (GO) terms. Unigene
functions covered a diverse range of molecular functions, biological processes and cellular
components, Genes from a number of defense-related pathways were observed in transeripts
from each cDNA library. Numerous transcription factors were also identified, which are
typically involved in regulation of plant development, signaling and response to environment,
amongst other roles. Many are also known to be involved in signal transduction and
expression regulation of stress-responsive genes. Over 99% of contig unigenes mapped io
exon regions in the reference M acuminata DH Pahang whole genome sequence.
Furthermore, protein extraction was conducted from the inoculated and non-inoculated leaf
materials. Isoelectric focusing was performed using the IPGphor system. A second dimension
was performed using an SDS-PAGE gel at 12%. with gels stained with Coomassic Blue
selution G-250, Gels were scanned using a scanner ImageScanner 11 (GE Healthcare), with
image analysis performed using the software Image Master 2D Platinum 7.0 {GeneBio).
Assays (o detect common spots were also made at the same cultivar (control and treated) as
well as the identification of differentially expressed spots, and detection of spots present in
only on¢ condition, called exclusive spots. In the resistant cultivar Calcutta 4, 7 spots were
observed at least 1.5 umes higher expression in the treated compared with the control. The
expression pattern was different in the susceptible cultivar, which showed 1 spot difference in
expression between ¢ontrol and treated. The results of the protcomic analysis of this
interaction can gencrate important information, such as: types of expressed proteins, post-
translational changes and responses to different environmental conditions, representing a link
between genolymc and phenotypic information. Protcomic analysis. overlapping with
transcriptome  information for this pathosystem, generated by NGS sequencing, can
potentially benefit future programs for genetic improvement of Musa for development of
resislant genolvpes,

Keywords: M. acuminata, M. musicela, transeriptomics, proteomics

L]



L. REVISAOQ DE LITERATURA

1.1. Taxonomia de Musa

A bananeira {(Musa spp.) € uma planta pertencente a classe Lifiopsida, subclasse
Zingiberidae, superordem Lilianae, ordem Zingiberales, familia Musaceae (Cronquist, 1981;
Belalchzar Carvajal, 1991). A familia Musacear €& dividida em trés subfamilias:
Heliconoideae, Strelitzoideae e Musoideae, Dentro da subfamilia Musoideae encontram-se os
géneros Ensete e Musa. As bananeiras com frutos comestiveis pertencem ao género Musa. A
maioria dos cultivares & obtida a partir de duas espécies, M. acuminata (genoma A) ¢ M.
balbisiana (genoma B), sendo que a M. acuminata ¢ a mais frequente das espécies de
EuMusa, Mudangas cromossémicas estruturais que tém ocomido csponfancamente, ou como
um resultado de eventos de recombinagio, resultaram no desenvolvimento de barreiras
reprodutivas naturais no ambito das cspécies, causando divergéncia de subespécies e
diversidade genética na espécic como um todo. NMove subespécies tém sido reconhecidas
{Horry er al., 1997).

O género Muse cra dividido em quatro segoes com base em seus ndmeros de
CTOmossomos e caracteristicas morfoldgicas: os que ém 11 pares de cromossomos (ExMusa e
Rhodochlamys) e aqueles que 12m 10 pares (Australimusa ¢ Callimusa). A partir de 1976, foi
crizda a segao fngeniimusa para acomodar uma espécie solitiria, Musa ingens, que tem sete
pares de cromossomos, Recentemente, baseando-se em analises moleculares, este género
possui duas segdes apenas. A segiio Musa que engloba os representantes das antigas EuMusa
¢ Rhodochlamys, e a nova se¢lo Callimusa que inclui as espéeics das antigas segoes
Australimusa e Callimusza, além de também possuir 0 Onico represeniante da segiio

frgentimusa, M. ingens (Hikkinen, 201 3).

1.2. Impaortincia social ¢ econdmica da banana

A banana € a mais importante fruticultura em termos de produgio ¢ consumo, sendo
cultivada em regites tropicais ¢ sub-tropicais. Ela atua como um componente da dicta basica
nos paises em desenvolvimento, sendo considerada um alimento de alta energia, rico em

TINETHS € vitaminas, com um curto prazo de validade (Trujillo ef al., 2007).
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() Brasil ¢, awalmente, o quinto maior produtor de banana, contribuindo para,
aproximadamente, 10% da produgio mundial, com uma produgiio aproximada de 7.3 milhdes
de toneladas em uma area cultivada de 508 mil hectares. A producido anual global de mais de
120 paises nos 5 continentes ¢ estimada em cerca de 102 milhdes de toneladas (FAOstat,
2012). A bananeira, todavia, & acometida por doengas provocadas principalmente por
bactérias (Ralstonia solanacearum), nematdides ( Rhadopholus similis), virus (Banana streak
virus), insetos (Cosntopolites sordidus) e fungos. As doengas que causam maior impacto na
produtividade dessa cultura sio cavsadas especialmente por fungos, dentre eles, Fusarinm
oxvsparum f. sp. cubense, Colletorriclum musae, Mveesphaerella fijiensis ¢ Mveosphaerefla

mesicol.

1.3. Mycosphaerella musicola

A primeira descrigio sucinta do fungo associado com a Sigatoka foi feita por
Zimmermann (1902), como uma nova espécie de Cercospora musae Zimm, Duranic quase
quarenta anos apos a sua descoberta, o fungo foi conhecido na sua forma imperfeita ou
assexuada (conidial). Somente na década de 1930 Leach (1941). trabalhando na Jamaica,
descobriu a forma perfeita {Teleomorfo) de C. musae, um fungo da classe dos Ascomicetes,
para o qual a denominagio de Mycosphaerella musicola foi atribuida.

O mal-de-Sigatoka ocasionado por M. musicola, rés tipos de frutificagoes sio
produzidas nas manchas foliares ou manchas de Sigaioka em bananeiras: esporoddquios,
espermoganio ¢ pertéeios (Stover, 1970). O processo sexuado no género Myvcosplacrella
envolve a formagio de espermogonios, que produzem gametas masculinos, as espermicias, e
o Oorglo sexual feminino, uma hifa espiralada, que & formada no interior de jovens ascocarpos,
denominadas de tricogines (Wardlaw, 1961). Simmonds (1933) obscrvou gue espermogdnios
eram encontrados mais frequentemente por volta do final do ane em folhas manchadas ¢
secas, ainda aderidas aos pseudocaules. Em escala macroscipica, os espermoginios, de
alguma forma, assemelham-s¢ &5 pontuagdes negras formadas pelas frutificagdes conidiais,
porém com um formato melhor delimitado de pontuagdo. Estas estruturas podem ser formadas
em ambas as superficies foliares, porém com maior predominincia na abaxial. Sob
microscopio de luz, os espermoginios, sio pequenas frutificagdes negras em formato de
frascos. imersas, que surgem no interior de uma base estromdtica de velhas frutificagoes
conidiais ou independentemente. As espermdcias, que sdo formadas em longas cadeias siio

bastante minGsculas, oblongas ¢ hialinas, com formato semelhante ds bactérias, ¢ podem ser
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visualizadas sendo expelidas a partir de um ostiolo ou poro no dpice dos espermoginios

{Simmonds, 1933). O ciclo de vida de Myveasphaerella sp esta ilustrade na Figura |,

Esporodaguin do

fungo nas folhas Conidio tipo-Cercospora

1" |'I. - ",

Manchas e dreas
necroticas nag % #s

Bananeira]
sadia

| l".. T
Bananeira Manchas L | o5 :
SEVEeramente  NUMErosas Pad“”-:r:: Lesbes em E:ﬁﬁ:::; :-,F;TLE:
. man folhas
infectada & necrose s Tk i através de estdmato

Frgum | - Cichr de Myriplasreiie spp om bananegra, moslrasda a8 fascs seiuala (lomdrfical ¢ assexuads (anamdriica) do pasdeeno
(Agrioz. DL

Estio cnvolvidos, portanto, dois tipos de csporos no aparecimento da doenga. O
esporo sexuado que & o ascosporo, ¢ o assexuado, que & o conidio. Estes sho produzidos de
forma continua em climas amidos, sendo disseminados pela dgua acumulada na superficic
foliar durante as chuvas ou orvalho, Os ascosporos porém, produzidos nas mesmas lesoes
onde foram liberados os conidios anteriormente, surgem mais tardiamente, sendo ejetados a
partir dos pseudotécios em periodos de alta umidade, ou mesmo em climas secos porém com

ocorréncias de orvalhos pesados (Simmonds, 1966).
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No que conceme aos sintomas da Sigatoka-amarela, Meredith (1970), classificou o
desenvolvimento das lesdes em seis estadios: 1 - Estadio inicial de listra — A pontuagio &
perceptivel ao olho ni apenas como uma leve mancha de descoloragio verde-amarelada; 2-
Segundoe estadio de listra - A mancha aumenta de tamanho, principalmente em comprimento,
ainda com aparéncia de descoloragio verde-amarelada; 3 - Terceiro estidio de listra - A
mancha comega a dilatar-s¢ levemente na largura e principalmente no comprimento, tornando
o centro da lesio com coloragio levemente avermelhada enferrujada; 4 - Pnimeiro estadio de
mancha - A listra ganha uma coloragio marrom cscuro, ¢ simullancamente, ou dentro de 24
horas, forma-se um halo com aspecto de encharcamento de cor marrom quando a folha
encontra-sc tirgida. Este halo ¢ visivel quando se observa a lesio contra a luz solar durante o
periodo da manhia. A mancha aumenta consideravelmente de tamanho neste estigio. A listra
chega a um estidio em que é facilmente reconhecida como uma lesiio circular. 5 - Segundo
estadio de mancha — A porgiio marrom escura da mancha toma-se enrugada ¢ encolhida ¢ o
halo torna-se de coloragdo mais escurecida. 6 — Terceiro estidio de mancha — A mancha
enconira-se plenamente desenvolvida, com a porgio central abaulada ¢ de coloragio cinza,
com o halo de coloragio marrom escuro ou preto, formande um anel bem distinto ao redor da
lesdo, Este tipo de lesdo permanece bem definida mesmo quando a folha estd morta, com o
anel escuro bem distinte circundando a lesio (Figura 2).

Lesdo grau (2] Les&o grau (3) )

-

Figura 2 - Excala de Mersdith { 1970}, para difeeontes graus de desconvobvimenio das lesdes de Sigareda-amarels. Fol: Aparecila Gomes Jde
Arsii

Apesar dos severos danos ao limbo foliar, Leach (1946) afirma que a doenca nido
afeta o desenvolvimento vegetativo em absoluto. Entretanto, Simmonds (1966) reporta a
redugio no tamanho dos cachos ¢ dos frutos, presumivelmente pela redugiio da drea

fotossintelicamente ativa,



M. musicala ¢ hemibiotrofico, heterotalico ¢ pode apresentar reprodugiio sexuada. o
que parece contribuir para o aumento da diversidade genética do patogeno (James ef al,,
2010). Niveis elevados de variabilidade genética cm populagdces de fungos, como de M.
mitesicala, podem permitir a adaptagio dos mesmos a diferentes ambientes e a gendtipos de
hospedeiras  resistentes recém  introduzidas (Churchill, 2011). Com isso. o controle do
patogeno que, normalmente, ¢ realizado com base na aplicagio de fungicidas, ¢ dificultado.
Desta forma, conhecer a diversidade gendética de populagdes de fungos ¢ como os patdogenos
evoluem, bem como sua distribuigio em uma escala regional e nacional contribui para o
desenvolvimento de estratégias para 0 melhoramento de plantas ¢ o mangjo da resisténcia a
doencas fomecendo, assim, informagées para a busca de altermativas de controle para a
doenga. Contudo, ainda sdo escassos os estudos relacionados & diversidade genética de
populages de M. musicola, sendo mais comuns em M. fiftensis (Condez-Ferrdez et al,, 2007,
Queiroz ef al., 2013),

A Sigatoka-amarcla em territorio brasileiro, foi constatada pela pnmeira vez em
1944, no estado do Amazonas (Kimati & Galli, 1980), alastrando-se, posteriormente, por
tendos os estados brasileiros. Ji a Sigatoka-negra teve seu primeire relato em 1998 também no
Amazonas, com o patdgeno, subsequentemente, espalhando-se nos sete estados do norte do
pais {Gasparotto of al., 2006). Em 2005 o patdgeno [oi relatado também em Sio Paulo, Minas
Germis, Parana ¢ Santa Catarina, ¢ agora ameaga o regido nordeste. De todas as doengas
afetando a produgiio de Muse no Brasil, o maior impacto € atribuido ao patogeno M. fijiensis.
Os sintomas da doenga incluem amadurccimento precoce da fruta, lesdes necrdticas e
decomposigio foliar, assim como perdas no producio de até 100% em vanedades suscetiveis
Cavendish { Musa ¢cv, AAA) e Prata (Musa cv. AAB) (Cordeiro & Matos, 20033, Os sintomas
caracteristicos da Sigatoka amarcla podem ser vistos na Figura 3. Como consequéncia, a
produgio de Cavendish esid ameagada, ¢ totalmente dependente do uso de pesticidas.
Considerando que mais de 50 aplicagdes de fungicida podem ser necessérias para o controle
da docnga em dreas suscetiveis (Gasparotto ef al,, 2001), aliado a altos cusios {com
estimativas de uso de agrotoxicos represeniande até 27% de custo de produgio) (Stover &
Simmonds, 1987), a produgio pode se tomar economicamente invidvel. Logo, a atual
dependéncia de fungicidas revela a importinecia de implementagio de estratégias integradas

para cvitar a selegio de isolados do patdgeno resistentes a fungicidas.
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Em relagio aos fungicidas, os que sio adotados para o controle de Sigatoka-amarela
sio os mesmos utilizados para Sigatoka-negra, Sendo assim, as sete principais classes de
fungicidas empregadas atualmente no controle de Sigatoka sio os intbidores de demetilagiio
(DMIs), aminas, geuinene owiside inhibitors (Qols; strobilurins), anilinopinmidinas {APs),
metil benzimidazoles carbonatos (MBCs) ¢ guanidinas (Cafas-Gutiérrez of al., 2009;
Churchill, 201 1). Contudo, os DMIs, um grande grupo de fungicidas denominado azole, esiio
entre os mais comumente usados. Esses, agem inibindo a esterol 14a-demetilase, uma enzima
da superfamilia CYP51 envelvida na catalase do 14e- demetilagio do cburicol, um precursor
da biossintese do ergosterol. O ergosterol ¢ importante para os fungos por regular o fluido na
membrana ¢ a permeabilidade das células flingicas, sendo essencial para a sobrevivéncia da
célula (Lepesheva & Waterman, 2004). Em contrapartida, a intensa aplicagio deste fungicida
causou uma pressio seletiva favorecendo o aparecimento de cepas resistentes (Caflas-
Gutiérrez ef al., 2009),

O controle de Sigatoka-amarela também estd relacionado a intensas aplicagies de
fungicidas DMIs. A baixa sensibilidade de M. musicola a propicanazole também ji foi
registrada (Peterson ef al., 2002). Entretanto, ainda nio ha relatos da relagio da resisténcia do
fungo com mutagdes no gene CYPS], 1al como M. fifiensis e M. graminicola, Essa questio
justifica um estudo mais detalhado a respeito da tolerdneia e resisténcia de M. musicola a

fungicidas azole, ji que, apesar dos severos danos provocados por M. fijiensis, no Brasil, M.
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musicola ainda ¢ a espéeie de Mveosphaerelle de maior ocorréncia, provecando também,

elevadas perdas nos cultivos de banana,

1.4. Melhoramento genético em Musa

A maioria das espécies cultivadas e de interesse comercial encontra-se no subgéncro
Eumusa ¢ compreendem diploides (2 = 22), tniploides (20 = 3x = 33) ¢ tetraploides (2o = 4x
= 44) estéreis e que produzem frutos por partenocarpia € originarame-se de hibridagdes intra ¢
interespecificas entre duas espécies selvagens seminiferas, M. acuminata (genoma A) ¢ M.
hafbisiana (genoma B), resultando em gendtipos com grupo genomico AA, BB, AB, AAA,
AAB. ABB, AAAA, AAAB, AABB ¢ ABBB (Simmonds & Shepherd, 1955). Além dos
grupos gendmicos, fol estabelecido o termo subgrupo para denominar um complexo de
cultivares com caracteristicas comerciais de identidade cspecifica, oniginanas por meio de
mutagdes de uma dnica cultivar enginal (Shepherd ef al., 1984), como no case o subgrupo
Cavendish, grupo AAA ¢ os subgrupos Prata e Temma do grupo AAB no Brasil. No entanto,
em alguns hibridos estudados na Nova Guiné foi comprovada a participagie de outras
espécies, tais como M. angusigemma (genoma T) do subgénero Awsiralimusa ¢ de M.
sehizocarpa (genoma 5) do subgénero Rhodochfomys, podendo ocorrer combinagies dos
tipos AS, AAS, ABBS, AAT ¢ ABBT (D'Hont et al., 2000).

Acredita-se que a evolugio da bananeira selvagem seminifera para espécies cultivadas
s¢ deu provavelmente pela acumulagio de esterilidade ¢ aquisigio de partenocarpia. Essas
duss caracteristicas foram selecionadas pelo homem dando origem as cultivares estéreis
(Carreel ef al., 1994; Raboin ef al., 2005).

O surgimento da esterilidade, provavelmente se deve d origem dos diploides
cultivados que em sua malonia siio hibndos entre subespécies distintas de M. acuminata com
diferengas estruturais de seu genoma (Lanauwd ef al.. 1992; Pemier ef al., 2009). A sclegio
praticada pelos humanos deve ter ocomido em cultivares que apresentava certa esterilidade ¢
com desenvolvimento suficiente de polpa, que passaram a ser sclecionadas ¢ dispersas
vegetativamenie ¢ ao longo do tempo cruzavam com outras formas. A origem dos cullivares
triplindes provavelmente envolve varios dipléides cultivados, parcialmente estéreis e que
produziam gametas ndo reduzidos (Lanaud e7 al., 1992) e que foram cruzando com dipléides

fénil ou semi-férti] produzindo gametas haploides (Raboin ef al., 2005).
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O desenvolvimento de diploides melhorados entio, ¢ considerado um importante
componente no melhoramentoe genético. Sendo assim, o melhoramento convencional se¢ inicia
com a hibnidagio ¢ selegio de recombinantes em nivel dipldide, cujo objetivo & concentrar,
em um mesmo gendtipo (genitor masculine), um maior nimero de camacteres descjiveis,
removendoe eventuais defeitos inerentes dessas bananas nido comerciais. Dipldides melhorados
sdo entio cruzados com cultivares tnploides, que apresentam fertilidade parcial. para
produciio de hibndos tetraploides (Silva ef al, 1998). Messe PrOCesso SUpie-S5¢ QU Nos
dipldides formam-se gametas reduzidos (1) enquanto nos acessos triploides formam gametas
nido reduzidos (3a) dando origem aos hibridos tetrapldides primanios. Os hibridos tetraplaides
podem apresentar fertilidade masculing e feminina, reduzindo assim a qualidade da fruta
devido 4 presenca de sementes na polpa. Assim, uma outra possibilidade seria o
desenvolvimento de hibridos triploides secundarios derivados do cruzamento entre acessos
dipléndes que produzem gametas reduzidos (o) com cultivares ou hibndos tetraploides com
gametas (2n) (Tenkovano ef al,, 1998),

0} objetivo do melhoramento da banancira ¢, portanto, concentrar, @m um mesmo
gendtipo, o malor nimere possivel de caracteristicas favordveis como parienocarpia, elevado
nimero de frutos ¢ pencas, maior comprimento dos frutos, boa formagio de cachos e
resisténeia a doengas, para posteriormente lentar transfen-las ds vanedades niploides
comerciais, mediante a sintese de wetraploades (Silva er al,. 1996; Silva ef al.. 1997),

As dificuldades resultantes da baixa, ¢ em alguns casos, auséneia da produgio de
sementes ¢m cruzamentos de bananeira, ¢ potencialmente possivel de se contomar, mediante
o uso de tecnologias nio convencionais de melhoramento, entre elas estio ds técnicas de
hibridagio somatica. duplicagio de cromossomos, mutagio ¢ transformagio gendética,

A hibridaglio somdtica & uma estratégia promissora, que permite a introdugio de
resisténeia/tolerdncia a pragas ¢ outras caracteristicas de interesse encontradas cm bananas
dipldides (AA), nos cultivares triploides, principalmente os estéreis. Matsumoto ef af (2002)
relataram a obtengio de hibridos somdticos entre o cultivar “Magd® ¢ o diploide “Lidi’
ressaltando o potencial desta técnica como ferramenta complementar para os programas de
melhoramento.

Trploides secundiarios podem ser produzidos numa pequena eficiéneia atraviés do
cruzamento de triploides primarios com  diploides melhorados. Uma  alternativa  do
procedimento para a obtengdo de tripldides secundirios serd a indugio da duplicagio de
cromossomos de dipldides promissores, wtilizande os agentes antimitdticos colchicina e

orizaling (Ganga & Cherhivan, 2002). Os autotetraploides induzidos artificialmente podem
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ser utilizados para o cruzamento com outros dipléides melhorados, gerando tripldides
secunddrios que apresentem caracteristicas de resisténcia ds doengas ¢ outras caracteristicas
agronomicas superiores (Hamill e al., 1992).

A mutagenese in vitro ¢ uma técnica biotecnologica usada para alterar caracteristicas
agrondmicas governadas por um ou poucos genes, em genotipos de grande interesse, sendo
considerada como um ajuste fino de uma vanedade (Percz Ponce, 1998), Trabalhos ja
realizados utilizando a indugio de mutagio in vitre com o uso de mios gama em apices
caulinares de bananeira, indicaram um maior aumento na variabilidade genética, quando
comparada com a taxa de vanagio somaclonal (Tulmann Neto & Domingues, [990;
Domingues ef al., ]‘-'.I'EFZH.

A transformagio genética de bananeira via bombardeamento de particulas ¢ por
Agrebacterium tumefasclens foram conduzidos e resultados promissores 16m sido obtidos, a
exemplo Per et al. (2005) obtiveram bananeiras transgénicas resistentes ao  Fusarinm
oxysporum (FocR4) usando ¢ gene da lisozima de humanos, que inibe o desenvolvimento
desse fungo enquanto Kumar ¢f al, (2005) obtiveram plantas transgénicas expressando o gene
HBsAg (Hepatitis B Surface Antigen), revelando o potencial desta cultura para a produgiio de
vacina contra a hepatite B. Embora essas técnicas até entio ndo tenha gerado nenhuma
variedade comercial mosira-s¢ promissora para os casos onde o melhoramento convencional é
dificil de se realizar.

Aliado a isso, a biotecnologia e a engenharia genética podem ajudar a superar os
problemas no desenvolvimenio de novos cultivares de banana (Heslop & Schwarzacher,
2007). Com isso, virios avangos tém sido alcangados. Estudos da citogenética molecular,
identificagio de marcadores moleculares, construgio de mapas fisico e genético, elucidagio
sobre 08 genes ¢ sua cxpressio, bancos de dados de ESTs (Expressed sequence rags), e
identificagio de genes analogos de resisténeia (RGAs) vém contribuindo para o entendimento

do genoma da banana.

£3



L5, Imunidade vegetal (ET1 e PTI)

O desenvolvimento de novas abordagens para a protegio das culluras exige avancos
continuos em nossa compreensio dos mecanismos moleculares que regulam a imunidade da
planta. Ao longo das duas iltimas décadas, as ferramentas moleculares e gendmicas tém

avangado consideravelmente, auxiliando nossa compreensio do sistema imune da planta.

1.5.1. Imunidade disparada por PAMPs

Um ramo do sistema ir:mnulflgicu da planta é conhecido como imunidade disparada
por PAMPs (padrdes moleculares associados a patogenos) (PTI - “PAMP-triggered
immunity”}, defesa inata ou defesa basal. Este ramo é baseado em interaghes entre a
superficie do hospedeiro com PRRs (pattern recognition receptors) (Shiu & Bleecker, 2001;
Altenbach & Robatzek, 2007), na matriz extracelular da planta ou da membrana plasmitica
{Boller & Felix, 2009), que reconhecem padrdes moleculares associados aos microbios ou
patdgenos (M/PAMPs) (Nimberger & Kemmerling, 2009). Estes slio epitopos microbianos,
tais como flagelina bacteriana, fator de alongagiio bacteriano Tu, lipopolissacarideos,
peptideoglicano, [-glucanases, ergosterol ou quitina de fungos (Boller & Felix, 2009). Tais
epitopos indutores, sio definidas como moléculas conservadas através de uma classe de um
agenle microbiano ¢ consideradas essenciais na fungio ou na aptidio de sobrevivéncia do
patdgeno (Medzhitov & Janeway, 1997}, Dado que as moléculas conservadas também podem
OCOITEr  em  MICrorganismos nao  patogénicos, também ¢ utilizado o termo padries
moleculares associados aos micrdbios (MAMPs) (Boller & Felix, 2009). Produtos de
degradagic da parcde celular da planta hospedeira, também servem como indutores
endogenos. Eles sio hbertados como resultado da presenga de enzimas hidroliticas do
patogeno (Vorwerk ef al., 2004). Tais interagbes hospedeiro-patdgeno ativa a PTIL, que
envolve a ativagio de uma proteina associada ao mitdgeno (MAP) quinase e de fmores de
transcrigio WRKY (TFS), impedindo ainda mais a colonizagio do hospedeiro, e confere

resisténcia 4 maioria dos potenciais agentes patogénicos (Vivier & Malissen, 2005),



1.5.2. Imunidade disparada por efetores

Enm um segundo ramo do sistema imunolégico das plantas, patbgenos podem superar a
PTL. Apis a secregdo ¢ a translocagio para a célula hospedeira, estes genes suprimem ou
interferem na sinalizagio da PTI, resultando em plantas que sio suscetiveis a infecgidio por
agentes patogénicos. A doenga entio, € o resultade desta susceptibilidade desencadeada por
efetores (ETS) (Chisholm e af., 2006;. Da Cunha er al,, 2007;. Block er al.. 2008;. Gohre &
Robatzck. 2008). Efetores diferem dos PAMPs, que sio moléculas cssenciais para a
sobrevivéncia de agentes patogénicos microbianos. Neste caso, 0s patdgenos visam
especificamente os mecanismos de defesa do hospedeiro, transferindo efetores numa célula
hospedeira suscetivel. A partir disso, as plantas desenvolveram um mecanismo de defesa que
reconhece os efetores atraves das proteinas NB-LRE, que possuem dominio de ligagio a
nucleotideos (NB “nucleotide binding) ¢ repetigies ricas em leucina (LRR “leucine rich
repeat”) (de tal forma que a proteina de viruléneia ¢ agora classificada como uma proteina de
aviruléncia). Estas proteinas ativam uma segunda linha de defesa conhecida como imunidade
disparada por efetores (ETI) (Jones & Dangl, 2006}, também conheeido anteriormente como
gene-a-gene ou resisiéncia raga-especifica. Em contraste com a PTI, que ocorre em todos os
membros de uma determinada espécie de planta, a ETI opera no nivel intra-especifico, com
gendlipos resistentes que possuem o polimorfismo necessdrio em genes de resisténeia (genes
R) determinames (Xiao ef af,, 2008),

Quatro modelos importantes dentro da ETI tém surgido, que iniciou com o modelo de
gene-a-gene ¢, posteriormente, o modelo de ziguezague, 0 modelo de guarda, e, mais

recentemente, o modelo decoy. Estes modelos importantes podem ser resumidas como segue:

a. No modclo de genc-a-gene (Flor, 1942), que foi originalmente descrito para explicar o
patosistema Melampsora linf / linho, a reagdo de hipersensibilidade ¢ o resultado de uma
mieragao incompativel entre o gene de aviruléncia do patdgeno ¢ o gene de resisténcia do
hospedeiro, Dentro deste modelo baseado na interacgiio receptor-ligante (Keen, 1990),
NUMErosos genes ave patogénicos de plantas e genes R ja foram caracterizados (Figura 4).

b. No modele de guarda, uma proteina R ndo interage diretamente com a proteina AVR, mas
guarda ou monitora o status de uma outra proteina do hospedeiro, que pode ser alvo do
ehicitor, (Van der Biezen & Jones, 1998; Dangl & Jones, 2001). Assim, ndo ocorre uma
detecgio direta da molécula elicitora do patdgeno. O que acontece sio alteragdes funcionais

efou estruturais da célula hospedeira (Bent & Mackey, 2007) (Fizura 4).
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¢, No modelo decoy, proteinas especificas, que slo similares dquelas que podem ser alvos de
elicitores patogénicos, sio produzidas pela planta em algumas interagdes plania-patdgeno. A
funglo dessas proteinas decoy ¢ se ligar aos elicitores ¢ mediar as interagdes dos mesmos com
proteinas R (van der Hoom et al., 2008). Por exemplo, uma proteina efectora AviPio de
Prevdomonas svringae infecta Arabidopsis, mas provoca uma resposta de resisténcia cm
plantas de tomateiro que transporta duas proteinas de resisténcia, Pto (gue ¢ um Ser / Thr
quinase) e Pri{que & uma proteina de NBS-LRR) (Figura 4).

d. No modelo “ziguezague™, a amplitude final da resisténcia da doenga ou suscetibilidade &
proporcional a [PTI-ETS+ETI). Na primeira fase, as plantas detectam a populagio microbiana
{(PAMPs), desencadeando uma resposta de imunidaq:[c?{I’TI}. Na segunda fase, patdgenos
liberam efetores que interferem com a PTI, desencadeando a susceptibilidade por efetores
(ETS) Na terceira fase, um efetor Avr & reconhecido pelas proteinas NBS-LRR, ativando a
imunidade desencadeada por efetores (ETI), uma versio ampliada de PT1 que muitas vezes
induz a resposta de hipersensibilidade {(HR). Na quarta fase, novos efetores surgem através do
fluxo horizontal de genes, ajudando os patogenos a suprimir a ETL. A sclegio por parte das
plantas de novos alelos de proteinas NBS-LRR, que podem reconhecer um dos efetores recém

adquiridos, dispara novamente a ETI (Figura 5) {(Jones & Dangl, 2006).
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1.5.3. Sobreposicics entre PTI e ETI

Embora a PT1 ¢ a ETI scjam geralmente considerados em separado, as fronteiras nio
sio claras (Thomma er af, 2011). Por exemplo, ém sido caracterizados PAMPs com
conservagao estreita entre as classes de microrganismos, tais como Pep-13, que € um gene que
codilica a proteina transglutaminase de parede celular, conservadas apenas entre 05 membros
do género Phyvtephthora ¢ envolvida na ativagio de defesa da planta (Brunner er al., 2002).
Do mesmo modo, alguns cfetores de agentes patogénicos foram caracterizados com uma
ampla distnbuigdo, tais como Nepl ("necrosis and ethylene-inducing peptidel™), comuns ¢m
agentes patogénicos bacterianos, fingicos ¢ oomicetos (Gijzen & Nimberger, 2006).
Também contrariando as definigdes atwais, PAMPs podem desempenhar um papel na
viruléncia. Um exemplo claro é a flagelina mutante de Pseudomonas syringae que possui
maobilidade reduzida e, conseqiientemente, reduz viruléncia em plantas hospedeiras (Taguchi
ot al., 2010).



Diferentes PAMPs, tais como o N terminal 22 de sequéncia de aminoacidos de flagelina
fg22, peptidioglicano ¢ quitina, foram relatados induzindo grandes respostas de transerigiio
na planta hospedeira, mostrando a expressio diferencial nas fases iniciais apds o tratamenio
com PAMP (Gust er al., 2007, Wan et al, 2008), mas ndo durante as respostas tardias
{Denoux er al., 2005). Isto sugere sinalizacio comum no inicio da resposta, desencadeada por
diferentes PAMPs, mas a expressio diferencial do gene em fases posteriores, talvez reflita
diferentes respostas imunes necessarias para diferentes patdgenos. Um estudo com Ng22 ¢
profeinas  cfetoras  do  patdgeno  também  mostrou  sobreposiclo na  reprogramagio
transericional induzida por ambos o3 ramos de imunidade da planta (Navamro et al., 2004),
com ETI evoluindo apos PTL, com a maioria de seus mecanismos originados de mecanismos
da PTI pré-existentes (Tsuda & Katagid, 2010). Na verdade, muitos componentes de
sinalizagio sio compartilhados entre PT1 ¢ ETL incluindo estresse oxidativo e alteragdes nos
niveis hormonais de plantas. Entretanto, as respostas via ETI e PT1 sdo tipicamente diferentes,
com a resposta da ETI sendo geralmente mais ripida ¢ duradoura do que a observada na PTI
{Jones & Dangl, 2006; Tsuda & Katagiri, 20010),

1.5.4. Mecanismos de sinalizagio

A resposta de hipersensibilidade (HR), que ¢ uma forma de morte celular programada,
sendo uma resposta rapida, que restringe o alastramento do patdgeno (Hammond-Kosack &
Jones, 1997; Jones & Dangl, 2006). Embora associada a ETI, PAMPs como harpins e
fagelinas também foram relatados como indutores de respostas de HR (por exemplo, Wei et
al.. 1992: Taguchi ef al., 2003; Che et al., 2000). Respostas de defesa celular na imunidade da
planta geralmente iniciam com um estresse oxidativo através da produgiio de espécies reativas
de oxigénio (ROS). Estas podem funcionar diretamente contra patdgenos ou desempenham
um papel na sinalizagio (Torres ef al,, 2006). Na PTI, a produgio de ROS ¢ relatada como
sendo rapida ¢ apenas transitona (Zipfel ef al., 2006) ¢ dependente da NADPH oxidase
ArRbohl) (Zhang er afl.. 2007). Em contraste, a produgio parece ser bifisica em ETI, com
uma fase transiente inicial (possivelmente induzido por PAMPs), seguido por uma
acumulagio de maior dimensio ¢ de maior duragio, com ArRbohD também envolvidos na
segunda Tase (Torres ef al., 2006), Ocorrem em PTI e ETI, cascatas de sinalizacio cclular
mediada pela proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), embora variagdes na duragio

pode ser responsivel por respostas diferentes nos dois ramos da imunidade (Tsuda & Katagiri,
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20000, A resposta sistémica adquinda (SAR) nio estd restnita apenas ao local da infecgdo. cla
pode se amphar, acumulandoe assim, compostos relacionados a defesa, em tecidos sadios,
além disso, cla representa protegdoe por um determinado periodo do ciclo de vida da planta. A
resposta do SAR ¢ dependente da expressio de wma proteina reguladora  NPRI
{Hammerschmidt, 2000, SAR ¢ dependente do acimulo de dcido salicilico (SA), levando a
um aumente da expressio de genes relacionados a patogénese (PR) (Ward er al, 1991),
Embora o SA seja tipicamente importante na ETI contra organismos  biotmaficos e
hemibiotrofices, a indugio da SAR também o relatada em Arabidopsis com PAMPs, tais
como a flagelina e lipopolissacarideos, com um tipico aumento da  expressio de dcido
salicihco ¢ proteinas relacionadas a patogénese (PR) (Mishina & Zerer, 2007). As vias de
sinalizagio do dcido jasmidnico (JA) e do etileno (ET) também estdo envolvidos na defesa da
planta, geralmente contra organismos necrotroficos (Glazebrook, 2005). O JA estd envolvido
na produgio de proteinas PR basais e inibidores de proteases (Niki ef al., 1998), O ET
também [oi relatade por estar envolvido na produgio de proteinas PR (van Loon er al,, 2006)
e por possuir efeitos sinérgicos em relagio a via de sinalizagio do JA (Lorenzo e al., 2004),
Embora as trés vias sio consideradas potencialmente antagénicas (Koomneef & Pielerse,
2008), também fo1 relatada evidéncia de sinergia entre os diferentes componentes dessa rede
(Tsuda et af., 2009). SA, JA ¢ ET tém sudo relatados tanto na PTI quanto na ETI, porém o
modo como cles sdo empregados em cada ramo provavelmente diferem (Tsuda & Katagin,
20000, A compreensdo de todos 05 mecanismos moleculares que controlam a sinalizagio ¢ a
SAR estd longe de ser resolvida, com sugestdes de envolvimento de outras proteinas
sinalizadoras, modificagies pos-traducionars, expressido diferencial de alguns genes, e

regulagio positiva de fatores de transerigio (Van Der Ent er al., 2009 ),



L6. Tecnologias de sequenciamento de alte desempenho - NGS

O seqiienciamento de DNA ¢ uma ferramenta extremamente importante quando se
trata de genomica. O seqiicnciamento de ESTs determina uma aliernativa atraente para o
seqiienciamento de um genoma completo, Mesmo assim, comoe os genes sie diferencialmente
expressos, miltiplos tecidos devem ser amostrados, e, quando se utiliza o método tradicional
de seqienciamento (Sanger), estes projetos exigem investimentos na construgio ¢ no
sequenciamento de  bibliotecas de cDNA. As novas tecnologias de sequenciamento,
denominadas de tecnologias de sequenciamento de nova geragio, comegaram a  ser
comercializadas em 20035 ¢ desde entdo, vém evoluindo rapidamente. Todas essas tecnologias
promovem o sequenciamento de DMNA em plataformas capazes de gerar milhdes de pares de

bases ¢m uma Onica comda.

1.6.1. Plataforma 454

A primeira plataforma de sequenciamento de nova geragiio a ser comercializada foi o
454 Life Sciences, que desenvolven um sistema de seqlienciamento de DNA 100 vezes mais
ripido do que os méiodos nonmais, capazes de sequenciar mais de 1,000,000.000 fragmentos
em T horas de comida (Margulies er al., 2005), O 454 utiliza o método de pirosequenciamento
que se beneficia de uma téenica capaz de captar a emissdo de luz causada pela adiciio de uma
luciferase, acoplada & polimerizagio do DNA previamente fragmentado ¢ aderide a
microesferas, com o uso de seqléncias adaptadoras (Figuras 6 e 7). Em média, o 454
(Titamum G5 FLX 2009) lia, aproximadamente, 400 pb de comprimento. Atalmente, com
esta tecnologia ¢ possivel obter 1.000.000 segmentos de leitura por commida com tamanho
aproximado de 1.000 pb (GS FLX). Esse apnimoramento das leituras advém de otimizacdes
nas reagdes quimicas do pirosequenciamento, as quais reduzem o ruide de fundo ¢ aumentam
o numere de leituras por corrida, ¢ do novo desenho do suporte de sequenciamento
(PicoTiterPlate), o qual agregou duas mudangas principais: o uso de uma estrutura metilica,
permitindo leituras mais acuradas, e esferas ainda menores, aumentando, tanto o tamanho das
leituras, quanto o nimero de leituras por corrida (Roche, 2008), O maior tamanho das leituras
¢ a grande capacidade de gerar informagio tomam o processo de montagem mais facil num
projeto de sequenciamento de nove (sequenciamento de genomas desconhecidos) e permite

trabalhar com coberturas gendmicas mais amplas, favorecendo o processo de montagem.
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Além disso, pelo fato de ndo envolver clonagem bacteriana, a representagio do genoma ¢ bem

mais fiel. de forma que sequéncias dificeis de clonar ¢ manter em bibliotecas genomicas

podem ser acessadas,
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Com relagio ds demais tecnologias de sequenciamento da scgunda geragio, a
platatorma 454 & a que produz as sequéneias mais longas ¢ por isso lem sido muito utilizada
{Wicker e al., 2006). Esta metodologia tem como principais desvantagens o alto custo dos
reagentes ¢ a taxa relativamente elevada de erro. Outra limitagdo importante da plataforma
454 ¢ a baixa eficiéncia na determinagio de homopolimeros. Como a intensidade do sinal de
fluorescéncia relaciona-se ao nimero de vezes que um  determinado nucleotideo  foi
incorporado & sequéncia, a determinagdio precisa de sequéncias em que um onico nucleotideo
¢ repetido mais de trés vezes toma-se imprecisa. O custo do sequenciamento com essa
plataforma € supernior ao custo das plataformas Solexa e SOLiD, mas, nos casos em que a
produgiio de leituras maiores € necessaria, a plataforma 454 deve ser a melhor opgio
(Metzker, 2010), apesar de em muitos casos, ndo poder se considerar as bases localizadas no
final dos reads. No entanto, devido ao grande nimero de dados gerados, esta teenologia fol, ¢
ainda ¢ muito adotada. Esse fato levou a um novo desafio: o desenvolvimento de programas

montadores de sequéncias para lidar com esse novo tipo de informagio.

1.6.2. Plataforma Solexa

O sequenciamento na plataforma Solexa, assim como o sequenciamenio de Sanger, &
realizado por sintese usando DNA polimerase ¢ nucleotideos terminadores marcados com
diferentes fluoroforos. A inovagio dessa plataforma consiste na clonagem in vitro dos
fragmentos em uma plataforma solida de vidro, processo também conhecido como PCR de
fase sdlida (Fedurco et al., 2006; Turcatti er al., 2008). A superficie de clonagem (flow cells)
¢ dividida em oito linhas que podem ser wiilizadas para o sequenciamenio de até oilo
bibliotecas. Em cada linha, adaptadores sdo fixados 4 superficie pela extremidade 57,
deixando a extremidade 3" livre para servir na iniciagiio da reagio de sequenciamento dos
fragmentos imobilizados no suporte por hibridizagio.

(s fragmentos de DNA da amostra sio também ligados aos adaptadores em ambas as
extremidades, o que permite sua fixagio ao suporte de sequenciamento por hibridizagio a um
dos adaptadores fixados. No primeiro ciclo de amplificagio. nucleotideos ndo marcados sio
formecidos para que haja a sintese da segunda fita do fragmento imobilizado no suporte. A alta
densidade de adaptadores no suporte facilita a hibridizacio do adaptador livre dos fragmentos
imobilizados a sua sequéncia complementar fixa perte do clone inicial durante o ciclo de

anclamento. Apos o ciclo de anclamento, o fragmento forma uma estrutura em “ponte”™ na
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superficie de sequenciamento ¢ a extensio ocorre, formando a fita complementar também em
“ponte”. No ciclo de desnaturagdo, as fitas sio scparadas ¢ lincarizadas. Esses ciclos sdo
repetidos 35 verzes e assim as cerca de mil copias geradas de cada fragmento nessa PCR de
fase solida permanecem proximas umas das outras, formando um chister de sequenciamento.
Frapas de desnaturagio siio necessirias para a separagio dos duplex formados e, nos proximos
ciclos de amphificagdo, nucleotideos terminadores marcados sio fomecidos para as reacdes de
sequenciamento que ocorrem dentro de cada cluster. A alta densidade dos clusters de
sequenciamento possibilita que o sinal de fluoreseéneia gerado com a incorporagiio de cada
um dos nucleotideos terminadores tenha uma intensidade suficiente para garantir sua detecgio
cxata. Até 50 milhdes de clusters podem ser produzidos por linha, correspondendo a uma
representacdo satisfatoria da biblioteca. Apds a incorporagiio de cada nucleotideo no
fragmento em sintese, a leitura do sinal de fluorescéncia é realizada. Em seguida, ocorre uma
etapa de lavagem para remogiio dos reagentes excedentes e remogio do terminal 3" blogueado
e do Muordforo do nucleotideo mcorporade no ciclo anterior para que a reaglo de
sequenciamento prossiga. A lemura das bases ¢ feita pela andlise sequencial das imagens
capturadas em cada ciclo de sequenciamento. Em geral, leituras de 25-35 bases cram obtidas
de cada cluster (Shendure & Ji, 2008), tomando-o menos adequado para a montagem de nove
de genomas. Atualmenie, esta tecnologia é capaz de gerar até 600 Gb com segmentos de 100
bases em media (www.illumina.com). O processamento e a andlise estatistica dos dados
gerados resultam em novos desafios: atualmente um percentual dos rags sdo rolineiramente
descartados devido a uma imcapacidade para comesponder-Thes uma sequéncia de referéncia,

reduzindo, assim. a efetiva capacidade da tecnologia (Rougemont ef al., 2008).

L6.3. Aplicagies

As novas plataformas de sequenciamento, tem revolucionado © conhecimento sobre o
genoma das plantas, principalmente no gue concerne ao estudo de variantes aléheas, SNPs, ao
desenvolvimento de marcadores para seleclio assistida e 4 clonagem baseada em mapeamento,
representande uma importante ferramenta no melhoramento vegetal. Essa revoluglio serd
ainda maior com o avango tecnolégico das proprias plataformas de scquenciamento,
produzindo leituras maiores, avango das ferramentas de andlise de leituras curtas ¢ montagem
die sequéncias.

As novas plataformas de sequenciamento apresentam a grande vantagem de permitir um



sequenciamento allamente representativo de genomas efou transcritomas em um (nico passo,
0 que ¢ extremamente relevante, em razao da grande redugo de custo alcangada com cssas
metodologias. Seu emprego tem revolucionado a transcritomica com a geragio de dados
altamente reprodutiveis e informativos ¢ com precisio na quantificagio de transcritos. Em
lungiio do problema da montagem das lesturas curias preduzidas por essas tecnologias, scu
use ma genomica de plantas tem sido direcionado para o sequenciamento dos penomas
plastidiais, sequéncias expressas, clones de interesse, ressequenciamento e detecgdo de
variantes genotipicas. Com os avangos mais recentes, a NGS pode auxiliar também, estudos
de epigendmica, descoberta de RNAs ndo codificantes, elucidacho da interagio DNA-
P%l}[t‘.lrml. madificagao de histonas e andlise do degradoma.

Wicker ef al. (2006) demostraram que o pirosequenciamento via 454 permite um
seqiienciamento rdpido, resultando em grandes porgdes de um genoma complexo. Virios
estudos wtibzando essa nova tecnologia 1ém sido desenitos, envolvendo seqglienciamento de
ESTs para caracterizagdo ¢ andlise do transcritoma (Vera er al,, 2013; Emrich er al., 2007).
Alem disso, o 454 for utilizado na gendmica comparativa de ervilha com os genomas da soja
¢ da espécie Mendicago trunculata (Macas ef al., 2007) ¢ na descoberta de SNPs em
Euvcalyptus grandis (Novaes ef al., 2008). Sequéncias derivadas do 454 foram utilizadas
também na identificagio de genes relacionados a resisténeia em fetjdo (Liv eral., 2012) ¢ na
descoberta de genes diferencialmente expressos em Prumws mume (Shi er al., 2012). O
sequenciamento de rove ¢ uma estratégia que estd sendo amplamente adotada para a
caracierizagio ¢ andlise do transeritoma de diversas espécies de plantas (Zhang ef af., 2012;
Yang et al, 2013; Li et al_, 2013; Toledo-Silva er al., 2013: Men et af., 2013},

Em banana, o sequenciomento 454 foi wtilizado na investigagio de sequéncias
repetitivas do genoma, fornecendo dados importanies para o isolamento de marcadores de
maoleculares para serem usados em cstudos de diversidade genética e na selegio assistida por
marcadores (HFibova er al., 2010). As estratégias adotadas neste presenie trabalho sio
sustentadas por cstudos recentes em Musa. Bai er al,, 2013 analisaram o perfil de expressio
de raizes do cultivar Cavendish inoculado com Fusarium oxysporum 1. sp. cubense tropical
race 4, causador do Mal-do-Panamd. Os dados foram gerados pelo sequenciamento de alto
desempenho utilizando o lllumina e validados por gRT-PCR. Os resultados apontam uma
maior expressio de genes envolvidos em defesa no cultivar resistente, indicando que estes
genes desempenham, de fato, papéis imporantes na bananeira contra infecgio a F
oxysporum. Esses resultados ajudam a explicar a resisténcia na cultivar resistente e

proparciona mais conhecimentos na compreensio das interagdies compativeis e incompativeis
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entre banana ¢ esie importante patogeno. Wang ef al. (2012) compararam os perfis do
transcritoma em raizes de resistentes ¢ suscetiveis do cultivar Cavendish também desafiado
com Fusarium oxysporum {, sp, cubense raga tropical 4. Eles analisaram a expressdo génica 0,
2, 4 ¢ 6 dias apos a infecgio com o patdgeno. Os dades foram gerados utilizando o RNA-seq e
montagem de nove. Os resultados indicaram que os mecanismos de defesa basamis estio
envolvidos no reconhecimento de PAMPs, ¢ que os niveis elevados de transcritos
relacionados com defesa podem contribuir para a resisténecia da bananeira (Li ef al., 2012).
Assim como em nosso estudo, os resultados deste trabalho contribuem para a identificacio de
genes candidatos relacionades & resisténcia de plantas em um organismo nio-modelo, ¢ ajuda
a melhorar o compreensdo atual das imteragdes patdgeno-hospedeiro.

Dois genomas referéncia montados a partir do sequenciamento utilizando NGS foram
descritos recentemente. D"Hont ef af. (2012) descreveram a seqiéncia do genoma de 52IMB
de um gendtipo duplo-haploide de banana, M. acuminata ssp. malaccensis var, Pahang (DH
Pahang). Davey et al. (in press) relataram o sequenciamento do genoma de M. balbisiana
variedade ' Pisang Klutuk Wulung ' (PEW), que tem sido associada com uma melhor
tolerincia aos estresses bidticos e abidticos e &, também, um alvo para os programas de
melhoramento de Musa. Eles alinharam o genoma da PKW (genoma B) contra o genoma A
publicado antenormente. O genoma B resultante representa 7% % do tamanho do genoma A, e
contém 36.638 sequéncias de genes preditos. Resultado este, quase idéntico aos 36342 genes
preditos no genoma A, Os dados gerados nesses estudos, tnis como, genes preditos, histas de
profeinas traduxidas, SS5Rs, SNPs, ¢ familias de microRNAs ¢ scus possivers alvos, poderdo

proporcionar um importante avango para o melhoramento genético dessa cullura.

1.7, Profedmiica

O sequenciamento de genes em larga escala constitui hoje, uma imporiante ferramenta
na dedugio de sequéneias de aminodcides de suas proteinas. Porém, isto ndao informa de qual
modo a informagio esta sendo expressa. Esta estratégia nio revela informagdes sobre por
exemplo, modificagoes pods-traducionais, regulagio da expressio, funcionamento individual
o dedugdio do conjunto de proteinas de um organismo. Portanto, toma-se necessina uma
abordagem protedmica no estudo de um conjunto de proteinas expressas pela célula em um

dado momento ¢ sob determinada condigiio, sendo possivel identificar alteragdes e interaches



que ocorrem dentro da mesma. Neste contexto, 0 uso de uma abordagem protedmica para
estudar interagdes planta-patogeno tem se tornado mais frequente. A abordagem mais
frequentemente utilizada nesses estudos tem sido o 2-DE seguido de espectrometria de massa
(Quiring ef al., 2010),

O método clissico para a caracterizagio inicial de um protcoma é a eletroforese
bidimensional de proteinas (2DE-PAGE). Essa técnica combina focalizagio isoelétrica
(primeira dimensdo) numa tira de gradient de pH imobilizado, com o objetive de alocar as
profeinas pelos seus pontos isoclétricos. Em seguida, € realizada a eletroforese em gel de
pohacrilamida (segunda dimensio), que separa as proteinas pelas suas massas moleculares
(MM) (Celis er al.. 2000). Desta forma, o ponta isoelétrico (pl) ¢ a MM de cada spot do gel
2D podem ser determinados experimentalmente, As proteinas correspondentes aos spais sio
posteriormente excisadas do gel e digeridas utilizando uma protease (por exemplo, tripsina).
(s peptideos gerados sio entio analisados ¢ validados por espectrometria de massa (Kuster of
al., 2001).

A protedmica de plantas tem conquistado progressos, porém ainda existem virios
desalios amaliticos que aguardam solugdes experimentais ¢ conceituais, Para plantas nio-
modelo, o gargalo em protedmica deve mudar de identificagio de proteinas 4 determinagio da
fun¢io protéica. Paricularmente, para o campo da interagiio planta-patdgeno, existem
caracteristicas unicas para cada patossistema ¢ abalbar em comparagio com organismos

maodelo, como o arroz ndo € o suficiente para revelar toda a “histéria™ (Quirine ef al., 2010),

1.5 Transcritomica x Protedmica

U aumento da frequéncia de anotagio demonstra que o sucesso de wma abordagem
rranscritomica depende enormemente da disponibilidade de sequéncias depositadas em
bancos de dados. Isto estd em contraste com uma abordagem protedmica, principalmente
quando uma base de dados piblica de outras espécies de plantas é usada. Em ambas as
abordagens, uma grande parte dos transcritos ¢ proteinas ainda permanccem ndo
identificados. A complementariedade dos estudos de transcritbmica ¢ protedmica ainda

apresentam vantagens ¢ desvantagem, como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1 = Carcteristices da abordagem transeritdmica ¢ profedanica

Critérios de comparagio Transcritémica Profeimica
Dependéncia de  propriedades  Andlise  independente  das Analise depemlente ilas
fisico-quinnicas propricdades fsico-quimicas da propricdades  lisico-gquimicas da

proteinn codificada proLeing codilicada
(hidrofobicidade, peso  molecular,
ply
Hakaliskade do ogserador [ndependente do aperador Depembente do operados
Mivel biologico de quantificaghio  Transcrite & um intermedidnio Duantificagio dio produts final
Desempenho Al desempenhio Alto desempenho

Detecgdo de moléculas de baixa
abundincin

Anobagan

Transcntos  pouco  abundames
psibem ser detectados

ids para profcinas abundanics

Poderosa anotacho enire cspéics
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* Adapiadu de Carpenticr ef al., 2008

Virios estudos recentes utilizam a integracio das andlises transcritomica ¢ proleomica.
Pesquisas com fungo, cianobactéria, bacteria, nemataide, planta ¢ humanos €m sido relatadas
{Barker et af, 2012: Huang ef al., 2013; Liu ef al., 2013; McNulty et al., 2013; Steiling ef al.,
2009; Wilmes er al., 2013). Em Synechocystis sp.. a integragio do transcritoma ¢ proleoma
proporcionou um catiloge completo das modificagbes metabolicas, formecendo novas
hipiteses sobre o mecanismo de adapatagio deste organismo em situagio de estresse. Em
Arabidopsis sp.. a abordagem protedmica-transcritomica mostrou ser 0fil para estudar os
padroes de proteinas e expressiio de genes induzidos em resposta a diferentes estimulos. A
integragio dessas duas ferramentas de investigagio tem o potencial de promover
consideravelmente nosso entendimento sobre uma espécie, por facilitar a descoberta de genes,
bem como verificar a expressio dos mesmos sob diversos tratamentos diferentes, ¢ com 1550
possibilitar uma melhor compreensio da regulagio da expressio gemca.

Em um estudo com o nematoide Heligmosomoides polvgyrus for empregado o
sequenciamento de proxima geragio e abordagens protedmicas. Essa abordagem permitiv
identificar fungies e proteinas associadas que podem desempenhar um papel na mteragdio
hospedeiro-parasita. Os métodos e as analises apresentados neste estudo sho aplicivels para

estudar os aspectos bioguimicos e moleculares da relagiio hospedeiro-parasita em espécies

I8



que possuem pouca informagio de sequéncias em bancos de dados (Moreno ef al. 2011).
Combinagdio das anilises de sequenciamento do protcoma (LC-M5/MS) ¢ do transcritoma
(Mlumina) provou ser uma poderosa ferramenta para a descoberta de enzimas de degradagao
da parede celular de plantas (PCWDEs) ativos em uma espécie ndo-modelo. Os dados
representam o ponto de partida de uma caracterizagio em profundidade funcional e evolutiva
de familias de genes PCWDE ¢ sua contribuigdo para a adaptagio destes herbivoros {Roy
Kirse ef af., 2012). Em armroz, a identificagio de proteinas diferencialmente expressas ¢ os
respectivos mRNAs de coleoptilo de amroz sob anoxia comparadas com coledplilo acrébico
foi realizada utilizando as ferramentas MALDI- TOF MS e gRT-PCR, onde a maioria das

proteinas identificadas foram relacionados com respostas a estresse (Sadig e al., 2011),



2. JUSTIFICATIVA

Considerando as dificuldades para o3 melhonstas de banana, a gendmica pode ser
utilizada para o descobrimento de genes de resisténcia para o controle de Sigatoka Amarela.
Genes envolvidos na resisténcia dessa cultura ao patogeno M. musicola poderio ser
identificados neste estudo através das andhses trascntomica ¢ protedmica da interagio
patogeno-hospedeiro, Com isso, este cstudo poderd contnbuir para a clucidagio dos
mecamsmos de defesa ¢ resisténeia em Muxa. Tecnologias que trabalham com perfis de
expressio génica facilitam a elucidagio de tais mecanismos. Assim, o entendimento mais
amplo das fnteragdes planta-praga, por meio da analise do transcritoma e da proteémica desta
interagio, podera contribuir para a identificagio eficiente de fatores genéticos associados &
resisténcia nio cspecifica, estavel ¢ duravel de plantas a esta praga. Pretende-se identificar
penes envolvidos nestas interaghes que poderdo futuramente ser imtroduzidas em vanedades

comerciais, visando oblengio de plantas resistentes a estas pragas.



OBJETIVOS

J.1. Ohjetivo geral:

ldentificar ¢ caractenizar de componenles genéticos de resisténea e defesa ao

patbgeno M. musicola em Musa spp.

3.2, Objetivos especificos: .

Caracterizar o transcritoma, via piroseqienciamento (454), de folhas de banancia
contrastantes infectadas in vive com o patogeno M. musicela; sendo que M. aciminata
ssp. bwrmanniceides var, Calcutta 4 representa 2 vanedade resistente; ¢ M
actmingta ssp. burmannicoides var, Grande Naine (Cavendish) representa o cultivar
suscetivel;

Caractenizar ¢ anotar genes de vias metabolicas implicadas na defesa via identificagio
de seqiéncias homdélogas em bancos de dados de nucleotideos e proteinas e
mapeamento no genoma DH Pahang;

Anilisar in sifico a expressio diferencial de genes gerados a partir do seqiienciamento
massal nas vanedades contrastantes;

Construir mapas protedmicos do material fohar de W gewemimate Caleutta 4 ¢ M,
acuminata Cavendish inoculados e ndo-inoculados com o patdgeno M. musicola;
Identificar as proteinas expressas diferenciais cntre as condigdes de tratamento

{Calcutia 4 ¢ Cavendish inoculados € ndo inoculados com M, musicala);
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4. METODOLOGIA

4.1. Colegin de isolados de M. musicola, identificacao, crescimento ¢ manutenciio

A coleio de M. musicola do presente trabalho possui 3 isolados, adquindos de folhas de
hananeira (M. acuminaia Prata And, Prata Comum e Cavendish Grande Naine), pertencentes a
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas, BA.

Para o isolamento de colonias de M. mesicola, fragmentos das folhas com as lesoes
caracteristicas da Sigatoka amarela foram colocados em placas de petri com algodio
umedecido ¢ incubados por 2 a 3 dias em temperatura ambiente (Figura 8). A identificacio do
fungo foi realizada com auxilio de uma lupa e em seguida, o mesmo foi transferido para
placas de petni com agar-agar, mantido em condighes de luz constante com temperatura de
25°C. Apds o surgimento de coldnias, isolados de M. musicola foram transferidos, com o
auxilio de wm alga bisturi, para placas de petri com meio de cultura V8 {em 450 mL de dgua
destilada, 1 g de CaCO;, 9g de Agar, 50 mL de V8, 167 mg de Cloranfenicol). Apds sete dias
de crescimento a uma temperatura de 25°C ¢ luz constante, as coldnias presentes em cada
placa de petri foram maceradas com auxilio de pistilo ¢ cadinho de porcelana, ressuspendidas
em 1,2 mL de H:O milli-Q autoclavada. Aliquotas de 300 pL de suspensdo foi transferido
para novas placas de petri contendo meio de cultura VB, ¢ em segmda foi espalhada
empregando-se. para tal, uma alga de Drigalski (Figura 9). Apds 10 dias a uma lemperatura
de 25°C e luz constante foi adicionado H:O milli-Q) avtoclavada em cada uma das placas.
Com o auxilio de uma espatula, raspou-se as coldnias para haver a liberagio dos esporos. A
suspensdo obtida foi filtrada em gaze ¢ sua concentragio ajustada, em hemocitdmetro, para
2.0 10" esporos vidveis por mililitro (Figura 10). Algumas colonias foram transfendas para

tubos Eppendorf de 2.0 mL com 500pL de glicerol 15% ¢ mantidas a -30°C.

Figgura & - Cimara amida de fislksis de hasancin pees contaslo de exporodiguios, Foba: Aparecida Gomes de Amijo
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—
Figern 9 - Euapas do processa de muluplicagis de Mycospbaerella musicola (A a F), pam produgio de sdeule. A ¢ B - produgdo de um

masormle a parfir de coldams do fango: C ¢ [ - irmslerincia de uma aliquoia do macirsdo para mew VB E ¢ F - sepalhiaminta o
macermle sibee o o wiande alc de Dogalska. Fito: Aparccida Gomes de Araie
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Figura 11 - Seguenoia para Ibsrracks do cosddios de Mycosphaseells muswola em cultar: A - sspecio da cobiena; B - sdigio de agus; U
Tiberaciio do conidss com cacovs mazia; [ = [feeraghs com pingel; E - suspinsdo obiads; F - eontagem d¢ Sipotos em clamars de Mew bawer

Foto: Aparecida Oiomes dé Ardiagn



4.2, Bioensain

Cultivares de M. acuminata Calcutta 4 ¢ M. acuminata Cavendish Grande MNaine
foram propagadas in vitro ¢ mantidas em casa de vegetagio. As plantas foram mantidas em
estufa sob um fotoperiodo de 12-h luz/12-h escuro a 25 ® C ¢ umidade relativa de 85%.
Plantas controle ndo infectadas foram mantidas sob condigdes idénticas. A inoculagio foi
realizada por pulverizagio da folha inteira, com uma suspensio de 2,0x10° mlL de
comididsporos e adigio de agente tensoativo Tween 20 a 0,05%. borrifando as duas folhas
mais jovens de nove plantas de M. acuminata Calcutta 4 e nove M.acuminata Cavendish,
Chutras 18 plantas, sendo nove de M. acuminagia Calcutta 4 ¢ nove Macuminaia Cavendish
foram bornfadas apenas com H:0 milli-Q autoclavadaTween 20 a 0,05%. As folhas
pulverizadas foram cobertas com sacos plastico transparentes para assegurar a uma alia
umidade. Trés réplicas independentes foram coletados para cada amostra.

Foram retirados 1g de material foliar da folha 1, sendo rapidamente transferidas para
nitrogenio liquido e, posteriormente, armazenadas a -80°C até o momento da extragio do
RNA total. A folha 2 foi retirada e também, transferida para nitrogénio liquido e armazenada
4 uma temperatura de -80°C para posterior andlise protedmica. Este procedimenio foi
realizade no tereeiro dia apds o processo de infecgdio, no sexto dia ¢ no nono dia, de acordo
com observagbes de penetrugio microbiano nos estdmatos, conduzidas por microscopia

eletromica (dados nao mostrados).

4.3, Extraciio do RNA total de M. acuminata Caleutta 4 e M. acuminaia
Cavendish Grande Naine inoculados ¢ ndo ineculados com M. musicola.

Foram testados quatro métodos de extragio de RNA (TrizolInvitrogen, CTAB,
Concert Plant RNA Reagent/Invitrogen ¢ RNeasy mini Kit/Qiagen). Nas extracdes de RNA de
folhas de M. acuminata Cavendish, obteve-se produto com os protocolos: CTAB (8ng/ul),
CONCERT (10ng/ul), sendo este produto com boa integridade ¢ pureza. As bandas
originadas a partir da extragio realizada utilizando esses protocolos apresentaram-se bem
definidas, mostrando uma boa integridade do RNA extraido. Além disso, o gel nio revelou

nenhum tipo de impureza, j4 que ndo apresentou nenhum “rastro” nas extraches em gue se



obteve sucesso. () método de extragio de RNA sclecionado foi o kit Comncert® Plant RNA
Reagent {Invitrogen).

A extragio do RNA total de 36 amostras de folhas infectadas e ndo infectadas de Af
acuminata Cavendish Grande Naine e M. acuminata Caleutta 4 foi conduzida para a anilise
do transcnploma por pirosequenciamento € para o seu uso subsequente na validacio da
expressio génica via qRTPCR. A extragido do RNA foi feita em twbos fafcon de 15 mL. O
RMNA fo precipitado com isopropanol a -20°C e ressuspendido em H0 RNase free, O RNA
aliquotado foi armazenado a wma temperatura de -80°C.

O RNA foi punificado utilizando o Kit Invisorb Spin Plant RNA Mim Kit (Invitek). A
quantificagio do RNA total extraido foi medida através da determinagio das absorbincias
(Abs} a 260nm, 280nm ¢ 230nm em espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop technologies),
onde Absyug, = | corresponde a 40pg de RNA em | mL de solugio, quando a razio
AbSzgmn/ AbSzeanm = 1,9, A razio Abs260nm/Abs230nm & uma outra medida de pureza, com
os valores de um dcido nucléco "puro” em geral na faixa de 1.8 - 2,2,

A integridade do RNA 1otal foi tambem avaliada pela intensidade de bandas referentes
aos rRNA 28BS e 185, visualizada por meio de eletroforese utilizando gel de agarose 1% (14
Viem) na presenga de brometo de etidio (lug/mL) ¢ marcador molecular padrio Low DNA
Muass Ladder { Invitrogen)

4.4, Sequenciamento massal via 454

Quatro ‘pooels " de RNA total foram preparados, cada um a partir de nove amosiras de
RMNA total, representando os diversos momentos durante o bioensiao. A sintese de bibliotecas
de ¢DNA ("full-length cnriched’) ¢ pirosequenciamente foram conduridos por Furofins
MW Operon (Ebersherg, Germany), a partir de 50pg de RNA total de cada pool. PCR em
emulsio ¢ sequenciamento via 454 foram conduzidos de acordo com os protocolos do
fabricante (Roche Applied Science), utilizando GS FLX tecnologia ¢ quimica da série
Titanium, onde centenas de milhares de cDNA serdo depositadas em pogos de 44 um de
diimetro cm uma PicoTiterPlate e seqilenciados por sintese, em gue a incorporagiio sucessiva

de nucleotideos serd visualizada usando guimioluminescéncia.



4.5. Processamento de sequéncia e anotagio

45.1. Pré-processamento

As ctapas de processamento de sequéncias foram realizadas utihzando o software
est2assembly (Papanicolaouw ef al,, 2009, Os arquives das sequéncias em formato SFF foram
convertidos para FASTAQUAL (seqiiéncias reconhecidas por Java Scripts). Para a hmpeza,
sequéncias ligadas aos adaptadores foram mascaradas com S5AHAZ (Ning er al., 2001), e as
sequéncias  indesejiveis identificadas  (tais como o DNA mitccondnal, rDNA ou
contaminantes) foram mascaradas wtilizando BLAST2 (Altschul er al., 1990). Sequéncias
repetitivas foram identificadas ¢ mascaradas utilizando o RepeatMasker versio open-3.3.0

(hitp://repeatmasker.org).

4512, Montagem das sequéncias

A cobertura K-mer foi classificada utilizando o software Nesoni (Victorian
Bioinformatics Consortium) ¢ grupos de sequéncias (alta e baixa cobertura de K-mer) foram
montados usando WedEST versio 0.6.3 (Hazelhurst  ef al, 2008). A montagem das
sequéncias em contigs ¢ singletons foi realizada utilizando o programa de montagem MIRA
versdo 3.1 (Chevreux er al., 2004), com pardmetros de montagem especificos da teenologia
454, Redundancias em sequéncias montadas origindrias de ambos os grupos K-mer [oram
inspecionadas usando BLAST2 (opgiio megablast).

A him de avahar a precisio na montagem das sequéncias montadas de nove para cada
gendtipo, foi realizado um alinhamento contra todos os modelos de genes anotados no
genoma completo de M. acuminata ssp. malaccensis var, Pahang (DH Pahang) (baixado ¢m
hitp://banana-genome.cirad.fr), utilizando a ferramenia de mapeamente  gendmico ¢
alinhamento GMAP (Wu & Watanabe, 2005). Critérios de alinhamento compostos por um
minimo de 90% da sequéncia em estudo mapeada no genoma referéncia e a identidade
percentual da sequéncia em relagio ao scgmento mapeade superior a 95%. Validagio de
contigs unigenes que nio mapearam maodelos génicos da referéncia foi realizado por meio da
andalise  por TBLASTX contra o  banco de dados GenBank  (outros)

(http/fwww_nehi.nlm.nih.gov)
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4.5.3. Anotagio das sequéncias

A anotagio funcional de proteinas/gencs conhecidos para montagem de sequéneias
inicas de cada grupo K-mer foi conduzida contra o banco de dados NCBI non-redundant
protein (nr} (httpsfwww nebinlmonih.gov), wsando o algoritmo BLASTX, with a typical E-
value cut-off of 107°. A anotagho de unigenes sem similaridade significativa com as
sequéncias dos bancos de dados foi posteriormente analisada para dominios protéicos com
uma fungdo celular especifica, utilizando o software InterproSean version 4.8 (Zdobnov &
Apweiler, 2001). A atribuigio da categoria funcional para cada sequéncia Gnica foi realizada
usando o programa Blast2GO, classificando de acordo com termos GO dentro de fungdes
moleculares, processos biologicos e componentes celulares (Conesa of al, 2005; Gene
Untology Consortium, 2008).

Uma andlise gendmica comparativa entre o conjunto de dados de unigenes de Calcutia
4 ¢ Cavendish Grande Naine for realizada através da investigagio de modelos génicos comuns
e distintos no genoma de referéncia de Musa para que os unigenes montados de nove fossem
mapeados,

Para a identificagiio de potenciais transcritos patogénicos de fungos entre os unigenes
diferencialmente expressos in sifico derivados de folhas infectadas, cada unigene foi também
alinhado usando BLASTN (opgio megablast) contra o banco de dados Mveasphacrella
Sifiensizs v2.0 All Gene Models (transenpts) usando BWA (L1 & Durbin, 2000} com os
parimeiros predefinidos. Contagens de acordo com as leituras mapeadas para modelos de
genes de M. fijiensis loram calculadas usando ienomicRanges

{hitp:fwww bioconductor. org).

4.6, Analise Proiedmica

4.0.1. Extragio ¢ quantificagio de proteinas

Foi conduzida uma extragio de proteinas a partir do matenal foliar inoculado ¢ nio-
inoculado (armazenados a -80°C). 10g de folha foram macerados utilizando nitrogénio
liguido ¢ 2g foram colocados em tubos separados. Para retirar os pigmentos das folhas, as
amostras foram ressupendidas em 25 ml de acetona 100% gelada, agitadas e centnfugadas a

14.000 rpm a 4°C por 5 minutos, O sobrenadante for descartado, e o procedimento repetido 3



vezes. Adicionou-se 10 mL de 10%TCA (m/v) em acetona gelada nas amostras. Estas foram
entdo agitadas e centrifugadas a 14.000 rpm a 4°C por 5 minutos. O sobrenadanic foi
descanado. ¢ o procedimento repetide 3 vezes. Esta etapa & realizada a fim de retirar
pigmentos e precipitar proteinas. As amostras foram lavadas 3 vezes com 100 TCA em agua
gelada, As mesmas foram agitadas ¢ centrifugadas a 14.000 rpm a 4°C por 5 minutos, ¢ o
sobrenadante foi descartado. Esta ctapa retira a acetona ¢ precipita proteinas hidrossoliveis.
O precipitado foi lavado, afim de retitar o TCA, com 10 mL de acetona 20% gelada,
centrifugada por 5 minutos a 14000 rpm. Para a extragio fenodlica, o precipitado fo1
ressuspendido em 10 mL de fenol tamponado com Tris pH= 10,5 ¢ 10 mL de tampdo de
solubilizagio (30% Sacarose (mfv), 2% SDS (m/v), 0,IM Trns — Hel pH=80 ¢ 5% de J-
mercaptanol {v/v)). Este tampdio de solubilizagiio auxilia na separagio das fases na extragio
com fenol. O fenol solubiliza proteinas, incluindo de membrana, deixando substincias
soliveis em dgua (DNA, carboidratos) na fase aquosa. A mistura foi agitada ¢ centrifugada a
14.000 rpm a 4°C por 5 minutos. Este procedimento foi repetido 2 vezes. A fase fendlica fo
coletada, ¢ adicionou-se a ela 3,7 volumes de 0,1M de acetmo de amdnio em metanol. As
amostras foram acondicionadas em refrigerador -20°C até o dia seguinte. As amostras entdo
foram centrifugadas a 14.000 rpm a 4°C por 5 minutos, descartando o sobrenadante. O
precipitado foi lavado 2 vezes com 10 mL de acetato de amodnio 0,1M ¢m metanol ¢ 2 vezes
com 10 mL de acetona 100% gelada. Apds descanar o sobrenadanie, os tubos foram deixados
abertos a temperatura ambiente até a evaporagio total da acetona. As amostras foram
estocadas em refnigerador -20°C. O matenal for ressuspendido em 7M uréia, 2M tiouréia, 4%
CHAPS, 1% IPG builer ph 3-10, 1% DTT, Coquetel Inibidor de Protease {Submg de tecido).
A concentragio total de proleina das amostras [0l quantificada pelo método de Lowry,
utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrio. Foi utilizando também utilizando o
método Bradford, que ¢ bascado na adsorgio do reagente Coomassiec Brlhant Blue G-250
(Bradford, 1976) (Tabela 3). Além disso, as amostras foram submetidas a um mini-gel de
pohacnlamida para validar as quantificagdes realizadas, aplicando 50 pg ¢ 100 pg de cada um
dos quarto pools. (Figura 16).



4.6.2. Eletroforese bi-dimensional em gel de poliacrilamida (2DE-PAGE)

4.6.2.1.  Focalizacio Isoelétrica (1EF)

As amostras foram submetidas a eletroforese bidimensional. Foram formados quatro
pools (Calcutta 4 controle e tratado; Cavendish Grande Naine controle ¢ tratado) a partir da
mistura das replicas biologicas de cada amostra, retirada 9 dias apos a infeegdio pelo patogeno.
A re-hidratagio da fita IPG para a focalizagio isoclétrica foi realizada durante 16 h em
tampdo contendo uréia 8 M, CHAPS 2% (m/v), azul de bromofenol (tragos) e tampio IPG a
2% (viv) (Gorg et al,, 2009). A reidratagio ocorreu por 16 horas,

A focahzagio 1soelétrica foi realizada utilizando uma fita (serip) de gradiente entre 3-
100 {GE Healthcare). Para efetivagio do cxperimento, foi empregado um aparato para
eletroforese bidimensional Enan™ IPGphor™ 3 (GE Healtheare), para o actmulo de 51,000
Volis.hora". Todas as corridas foram realizadas a 18°C. Foi adicionado dleo mineral sobre as
tiras para evitar evaporagio. Apds a focalizaglo isoelétrica, as tiras foram acondicionadas
individualmente em twbos de vidro sem nenhuma solugio, a -80°C, até sua utilizagio para a

sepunda dimensio.

4.6.2.2. Separacio em segunda dimensio: SDS-PAGE

Para a segunda dimensio, foi realizada uma SDS-PAGE utilizando um gel a 12% no
sistema Ettan™ DALTsix (GE Healthcare). As tiras foram retiradas do freezer (-80°C) e
foram eqquilibradas por quinze minutos com solugdo contendo Tris-HC1 50 mM (pH 8,8).
uréia 6 M, glicerol 30%, SDS 2% ¢ azul de bromofenol (tragos) e 0.01% de ditiotreitol
(ITTVe por quinze minutos contendo iodoacetoamida, sob agitagio & temperatura ambicnte,
Posteriormente, foram colocadas sobre a superficie do gel de acrilamida {15cmx 14emx 1 mim)
¢ fixadas com uma solugdo de agarose. As condigbes de corrida da cletroforese foram as
seguntes: 1) 10mA (15°) ¢ 2) 20mA (3-Th30min). Os géis obtidos foram corados com
solugio de Coomassic Blue G-250. Foi utilizado o marcados molecular (MM) Fermentas®
em todos os géis.

Catro replicatas de cada amostra foram utilizadas para assegurar a reprodutibilidade
do método, gerando quatro géis para cada condigio.
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4.6.2.3.  Andilise de imagem dos géis bidimensionais

As quadruphicatas dos géis foram escaneados usando um scanner ImageScanner I,
previamente calibrado de acordo com manual do fabricante (GE Healthcare). Um total de
dezesseis géis foram  selecionados e submetidos a andlise fn sifice pelo saftware
ImageMasterThM 2D Platinum v 7.0 (GE Helthcare Life Sciences). A detecgio dos pontos
proteicos fol realizada manualmente, circulando-se o8 spots ¢ fornecendo-se o direcionamento
para o soffware de massa e pl.

Posteriormente, as imagens foram intercruzadas para andlise entre os spois proteigos,
A analise das réplicas foi realizada utilizando-se alguns spots como ponto de referéncia,
denominado “landmark™, bem como os marcadores de massa melecular. Andlises de
correlagio estatistica (R) foram aplicadas para avahar a diferenga entre as triplicatas dos gais.
Cur off de correlagio foi aplicado e os géis com R’ menor que 0,90 foram descartados. ()
volume relativo dos spofs proteicos (dpi) fol usado para comparagio de expressio proteica.
s spofs comuns a0 mesmo genotipo nos dois tratamentos realizados presenies em todos os 8
geis, ¢ o5 spols exclusivos para cada um das quarto condigbes (genohipo resistente nio
moculado, gendtipe resistente mmoculado, gendtipo  suscetivel niio  inoculado, gendtipo
suscetivel inoculado) presentes mos 4 pgéis, foram selecionados para uma fulura etapa de
identificagdio por espectrometria de massa, Além disso, foram identificados spois em comum
aos tratamentos realizados com valor de diferenga de expressio maior que 1.5 quando
comparado com o controle.

Toda a andlise protedmica deste estudo foi conduzida em colaboragio com a
Universidade Catélica de Brasilia (UCB).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

5.1, Andlise dio transeritoma

Esta parte do trabalho buscou gerar dados do transcritoma de M. acuminata que inclue
genes expressos na interagio  banana-Momusicela. ulilizando os gendtipos suscetiveis
(Cavendish Grande Naine) e resistentes (Calcurta 4),

O gendtipo Caleutta 4 ¢ um diploide selvagem fértil amplamente utilizado em
programas de melhoramento de cultivares comerciais (por t.:::emplu, Uma ef al., 2011). E
considerado uma fonte importante de resisténcia a immrtanlt:.s fungos ¢ nematoides, atuando
como um doador de R-penes. Dada essa importineia, tem sidoe adotado como um modelo para
a pgendmica comparativa em armoz (Cheung & Town, 2007, Lescot e al, 2008), com
aplicagdes em gendmica funcional (Santos ef al, 2005} ¢ descoberta de candidatos a genes de
resisténcia (Azhar & Heslop-Harrison, 2008; Miller er af., 2008). Bananas do subgrupo
Cavendish, tais como Grande Naine, pelo contrario, siio triploides estéreis, que, apesar de
representar mais de 4096 da produgdo mundial, niio apresenta resisténcia a estresses bioticos,
de tal modo que a aplicagiio de pesticidas regularmente ¢ necessina para a produgio

comercial.

51.1. Estatistica ¢ Montagem — 454

Cada biblioteca de eDNA foi sequenciada em um segmento de 1/4 de uma dnica placa
de ecxceugdo, gerando 978.133 reads para os dois gendtipos, totalizando mais de 466
megabases de dados de sequéncias. A Tabela 2 ¢ o Figura 11 apresentam um resumo da
distnbuigdo do amanho dos reads nos dois gendtipos cstudades. Para ambos 08 conjuntos de
dados, o comprimento mais comum dos reads ficou entre 301-500 pb.

Sequéncias de Caleutta 4 foram montadas de novo em 36.384 unigencs, incluindo
24.259 contigs ¢ 12,125 singletons. Destes, um total de 25,381 unigenes foram representados
no conjunto de dados do transeritoma de folhas nio-infectadas e 25.154 no conjunto de dados
a parlir de folhas desatiadas com o patdogeno. No caso de sequéncias de Cavendish Grande
Naine, foi realizada uma montagem semelhante, com um total de 35269 unigenes, compostos

de 23.729 contigs ¢ 11.540 singletons. 18.611 unigenes foram representados no conjunto de
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dados do transcritoma de folhas nio-infectadas ¢ 29.223 no conjunto de dados a partir de
folhas de infectadas pelo patdgeno.

Singletons apresentaram wm comprimento suficiente para permitir a anotagio, com um
tamanho médio de 332 pb em Caleuti 4 ¢ 336 pb em Cavendish Grande Naine. O tamanho
dos contigs variou de [50 a 3728 pb para Calcutta 4, com um tamanho médio de 552 phb. As
estatisticas foram semelhantes para a montagem dos contigs de Cavendish Grande Naine, que
apresentaram comprimentos gque variaram de 151-4150 pb, ¢ um tamanho médio de 548 ph.
Distribuigdes de nimero de reads em cada unigene montado foram semelhantes em ambos

genotipos (Figura 12A ¢ 12B).

Tabela 2 - Distribuigdo por tamanhe de sequiéncias de altn qualidode de M. acwmingra Caleutia 4 e Cavendish

Girande Maine, derivadas do sequenciomento massal.
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A cobertura do genoma por genotipe correspondem bem com a mais recenie
estimativa de 36,542 modelos génicos codificadores de proteinas na seqgiiéncia dos genomas
de referéncia M. acwminara ssp. malaceensis var, Pahang (DH Pahang) (D"Hont ef af., 2002)
¢ 36,638 de M. balbiviana vanedade ' Pisang Klutuk Wulung ' (PEKW) (Davey et al., in press),
o que pode refletir uma andlise rigorosa da qualidade e a utilizagio de parimetros de
montagem. Deve ser reconhecido, entretanto, que pode ocorrer uma superestimativa do
niumeros de genes como resultado de membrogs nido sobrepostas da sequéncia de leiurs atuais
por um unico gene. O alinhamento dos contigs contra o genoma de referéncia revelou que
24.097 dos 24 239 contigs de Calcunia 4 (99,3%) mapearam nos 16.519 modelos génicos, e de
forma semelbante, 23.548 dos 23.729 contigs de Cavendish Grande Naine (99,2%) mapearam
nos 16402 modelos génicos do genoma referéncia. Os altos percentuais de unigenes
mapecados nos cxons dos modelos génicos valida tanto a montagem de nove dos contigs,
guanto a anotacio génica do genoma de referéncia de M. acuminata, sobrepondo informagoes
mportantes em relagio expressio do hospedeiro durante esta interagio planta-patogeno
(Figura 14). Através da andlise por TBLASTX de contigs ndo mapeados, hiis positivos para
genes identificados no bance de dados NCBI EST (outros) revelon 162 novos potenciais
unigenes em Caleutta 4 e 181 em Cavendish Grande Naine. Embora estas seqiéncias ndo
alinhadas possam ser especificas para os gendtipos de M. acuminata, estes dados podem
indicar também outros genes que requerem uma anotagiio mais curada no genoma de
referéncia. A fim de se obler uma idéia sobre grandes semelhangas ¢ diferengas entre os
conjuntos de dados do transcritoma {contigs e singletons) para os dois gendtipos de M.
acuminata avaliados neste estudo, todos os modelos génicos no genoma de referéncia foram
usados como wma base para a identificagio de genes comuns ¢ distintos. Um diagrama de
Venn tlustra a sobreposigio entre os gendtipos, com 16,386 modelos de genes comuns
identificados (Figura 13). Este nlimero representa 82,0 % dos modelos génicos mapeados para
cada gendtipo. Embora o mapeamento especifico para cada gendtipo possa ser atribuido a
diferentes distincias evolutivas de M. acuminata ssp. malaccensis var, Pahang, a sobreposicio
entre o5 conjuntos de dados pode estar ligada com a cobertura das sequéncias do 454.

Todos os dados das seqiéncias do presente cstudo cstio dispomivels para cada
g,cnn:'!lip-u no “Sequence Read Archive™ (SRA) do “National Center for Biotechnology
Information™ (NCBI) (submissio SRADS5816).
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5.1.2. Anotagho funcional ¢ classilicagio

A anotagio de sequéncias de unigenes montados foi realizada por meio da busca por
similanidade de sequéncia com o banco de dados de sequéncias protéicas ndo redundantes do
NCRBI (nr). Os critérios do BLASTX adotados foram: comprimento do alinhamento deve ser
maior do que 100 aminodcidos e E-value=10"". Do total de unigenes estimados para Calcutta
4, 10,080 apresentaram identidade significativa para genes que codificam proteinas com
funcio conhecida, 1.633 para genes que codificam proteinas com fungio desconhecida, ¢
13,513 mostraram nenhuma identidade significativa para quaisquer sequéncia do banco de
dados, Resultados semelhantes foram observados para Cavendish Grande Maine, com 10,645
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unigenes mostrando identidade significativa para genes que codificam proteinas com fungio
conthecida, 1800 para genes que codificam proteinas com fungiio desconhecida, ¢ 11.971
mostrande nenhuma identidade significativa a quaisquer sequéncias do banco de dados,

A ferramenta de  busca de  dominios  protéicos  InterProScan
(http:ffwww.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan’) também foi utilizada. Um total de 14,826 uniges
de Calcutta 4 continham dominios InterPro, com 3.949 dominios distintos representados no
conjunto wnigene. Das 13.513 sequéncias traduzidas sem “Blast hits” significantes, 192
mostraram dominios proteicos funcionais. Da mesma forma, 14.006 unigenes de Cavendish
Grande MNaine possuiam dominios Interpro, com um total de 3.974 dominios Interpro
representados. Das 11.971 sequéncias traduzidas sem “Blast hits” significantes, 223
mastraram dominios proteicos funcionais.

Taxas de novidade baseadas nas analises de Blast e Interpro fon de 36,6%, no caso de
Calcutta 4 ¢ 33,3% para Cavendish Grande Naine.

5.1.3. Distribuicio de espécies

Sequéncias de unigenes com similandade significativa & proteinas de plantas de
bancos de dados pablicos foram abundantes. Respectivamente, unigenes para Calcutta 4 e
Cavendish Grande Naine, totalizam 8518 ¢ 8.948 genes encontrados em arroz (Orvza sativa),
5.718 e 6.078 genes encontrados em milho (Zea mays), 6.626 ¢ 7.026 genes encontrados em
sorgo (Sorghum bicolor), 9060 ¢ 9579 genes correspondentes em uva { Vitis vinifera), 3771 ¢
3927 genes correspondentes em Arabidopsis thaliana (Figura 15). Distribuicdes semelhantes
foram observados para familias génicas de M. acuminata DH-Pahang {[YHont et al., 2012).
Para o conjunto de dados de Calcuita 4 e Cavendish Grande Naine, apenas 2,8% de “Blast
hits" de seqiéncias homologas de plantas estio publicamente disponiveis no banco de dados
de proteinas nr Musa NCBI, indicando que nossos dados representam uma contribuigio

consideravel para unigenes expressos para o género.

oy



A

Ee bl ] -
Wlusa, 280
thakana, 10.EB -

Arasdanid
Ikaliana. 10073 =

Fegnara |5 - Diatribusglio das espdoies din unigenes de W aowwdeam mostredos em porcentapem Jo total das sequéncinz homdlogas de
plantas ool lalieeas, 5 mazlhores hits do Blast de cads segedneia foram analizsdos. &) unigenes de A aosmimoty Caloumta 4; 1)
untgeses de M. seuminans Cavendish Grande Naine.

5.1.4. GO categorias

Uma classificagio funcional de conjuntos de unigenes foi realizada por meio do Gene
Ontology (GO, utilizando Blasti2GO, Os dados foram categonzados para cada gendtipo nas
rés categorias principais de GO: processos biologicos, componente celular ¢ fungio
molecular. Unigenes de Calcutta 4 foram associados a um total de 341.244 anotagdes de GO,
com 162468 termos relacionados a processos biologicos, que representam 10 niveis de GOy,
9. 390 termos ligados a fungio molecular de 10 niveis ¢ 109386 termos de componentes
celulares de 9 niveis. Atribuighes semelhantes foram observados nos dados dos unigenes de
Cavendish Grande Naine, com 351.220 termos GO distribuidos entre as trés categornias
principais, com um total de 168.015 termos de processos biologicos, 70878 termos de fungdo
molecular ¢ 112,327 termos de componentes celulares. Dientro da categona de processo
bioldgico, a maionia dos unigenes foram atribuidos a "processo celular” {5530 para C4, 5649
para CAV), “processo metabolico™ (5.276 para C4, 5418 para CAV), "regulacio biologica®
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(1397 para C4, 1377 para CAV), "resposta ao estimulo” (1343 para C4, 1383 para CAV), ¢
"localizagio™ (1179 para C4, 1227 para CAV). Para a [ungdo molecular, os termos "ligagio”
(4732 para o C4, 4.863 para CAV). “atividade catalitica™ (4659 para o C4, 4,771 para CAV) ¢
"atividade transportador” (678 para o C4, 708 para CAY) foram os mais abundantes termos
atribuidos para os conjunitos de dados de unigenes de ambos os gendtipos. Em toda a
categona a fungio celular, os termos mais abundantes foram "componente celular” (7620 para
o4, 7.759 para CAV), "célula” (7.580 para o C4, 7.725 para CAV), "organela” (5589 para o
C4, 5.735 para CAV) ¢ "complexo macromolecular” (1.772 para o C4, 1.829 para CAV).
Essas informagdes estio resumidas nas Figuras 16 e 17. Apds essas andalises, contigs
relacionados com defesa da planta foram identificados, identificando-se também o niimero de
leituras presentes em cada um dos tratamentos em ambos os cultivares, Esses dados podem

ser visualizados nos Anexos 15 ¢ 16.
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M. musicala & um agenle palogénico hemibiotrdhoo que penetra atraveés dos poros dos
tecidos foliares, apés um periodo de crescimento epifitico na superficie da folha, Uma vez
dentro do hospedeiro, o patdgeno coloniza o espago mtercelular dentro de camadas de tecido
do mesofilo ¢ do parénguma pahghdico, sem formar haustonos ou inlectar células
hospedeiras. Esta fase biotrofica pode durar por algumas semanas antes do inicio do
aparccimento de lesdes necrdticas nas células mesolilicas. O crescimento de comidioforos
através de estdmatos, entdo, permite o desenvolvimento do  conididsporo na superficie da
folha. Diferengas notaveis no desenvolvimento da doenga sdo observados em gendtipos
totalmente resistentes, com necrose precoce de células guarda estomitica ¢ morte de um
nimero limitadoe de células hospedeiras no local da infecgio. Nio s¢ observa esporulagio de
fungos em tais interacgdes incompativeis,

A andlise da expressdio de genes durante a interagio banana-Mycosphaerella tem sido
limitada até o momento (D'Hont ef af., 2012; Portal er al., 2011; Passos ef al., 2012). Este
estudo ¢ o primeiro que visa a analise massal do transentoma no patossitema M. acuminata -

M, musicola, A estratéeia de sequenciamento para & identficacio i siffco da expressio
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diferencial de transcritos a partir de organismos patogénicos ¢ folhas dasafiadas  foi
empregada, com a preparacgio de duas bibliotecas de ¢cDNA por gendtipo (infectados e nio
infectados). Esmudos indicam que durante a fase inicial da infeegio em banana com M
fifiensis, bos germinativos penetram nos estomatos do 3" ao 6" dia (Beveraggi ef al,, 1995},
Neste trabalho, o material foliar for coletado no 37, 6%, ¢ %' dia apos desafiado.

O uso de tecidos foliares destacados das plantas em bioensaios utilizando o patdgeno
de banana Mycosphaerelia, foi relatado, porém apresentando resultados inconsistentes (por
exemplo, Arzanlou ef af, 2007; Donzelli & Churchall , 2007), onde o desenvolvimento dos
sintomas da doenga nem sempre estd relacionado com os observados em plantas intactas.
Além disso, Arzanlou et al. (2007} sugeriu que os agentes patogénicos de banana exigem
bananeiras saudiaveis para o desenvolvimento da doenga. Além disso, Churchill (2011),
sugere que o estade fswlogico de folhas isoladas nio sio comparavels com os de plantas
inteiras gque apresentam um sistema radicular intacto. Por estas razdes, os bioensaios foram
realizados usando folhas jovens intactas de plantas de seis meses de idade, com temperatura ¢
umidade wdeais.

Com base nos resultados da pesquisa de BlastX contra nr, anotagio do Blast2GO ¢
atribuigio dos unigenes as categorias GO relacionadas com a defesa muitos unigenes
potencialmente envolvidos na “imunidade ativada por efetores”™ (ETI) e na “imunidade
ativada por PAMPs™ (PTI) foram identificados em ambos os gendtipos, além de unigenes do

patdgeno M. musicola (Anexo 14).

5.1.5. Expressio génica em Caleutta 4

Numerosos fatores de transcrigio foram up regulados. Envolvidos na regulagio do
desenvolvimento da planta, sinalizagio e resposta ao ambicnte, entre outros papéis, muitos
fatores de transcrigiio sdo conhecidos por estar envolvidos na transducio de sinal ¢ regulacio
da expressio génica em resposta ao estresse. Dentre o8 exemplos up-regulados observados em
tecidos de folhas infectadas de Calcutta 4, incluiu-se uma proteina de dominio NAC ¢
“ethylene insensitive-like protein 4, um provivel factor de transcrigdo que atua como um
regulador positivo na via de resposta ao etileno.

O reconhecimento de plantas com resisténcia mediada por R-genes a um produto do
gene patogénico estd associada com a resposta de hipersensibilidade (HR), o gue resulta em

morte celular programada no local da infecgio para limitar a disseminagio do patdgeno
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{Morel & Dangl., 1997). Em plantas Calcutta 4 inoculadas, genes up-regulados. pode-sc
verificar a presenga de metalotioneinas, que estdo potencialmente envolvidas no processo de
desintoxicagio das plantas. Estes polipeptidos de baixo peso molecular sequestram jons
metalicos ¢ estdo assoclados com a regulagio do potencial redox ntracclular ¢ com
desintoxicagiio de oxigénio (Chot er of, 1996 Hamer, 1%86), que protege as células dos
eleitos prejudiciais das espécies reativas de oxigénio (ROS). A geragio de ROS pode indicar
a atividade da Reagio de Hipersensibilidade (RH), apds infecgdo e reconhecimento. Quatro
tipos distintos (MT1 a MT4) sdo conhecidos em plantas, de acordo com a distribuigio de
residuns de cisteina, For relatado o isolamento dos tipos MT2 ¢ MT3 em banana, com
expressdo influenciada, em resposta ao etileno ¢ a metais (Lin er af., 2002). Estudo mais
recente apontou sua abundineia em M. acuminata Calecutta 4 (Santos e al,, 2005). Este
presente trabalho corrobora essa idéia, com a presenga de sequéneias de MT2 e MT3,

A enzima Superoxido dismutase (SODs) foi igualmente up-regulada. Como as
metalotioneinas, estas enzimas também podem atuar como antioxidantes, protegendo os
componentes de células vegetais da oxidagiio por ROS. A proteina Glutationa S-transferase
também ol representada, Esta pode estar envolvida em vias de sinalizagio celular, bem como
na desintoxicagio de produtos do estresse oxidative durante a RH. A sua expressio no estigio
final da interagio M. fifiensis-M. acuminata foi recentemente relatada (Portal er al., 2011).
Acimulo de H-0: e atividade da peroxidase em Calcutta 4 até o 107 dia apos interagio com
M. fijicnsis [oi encontrada (Cavalcante of al,, 2011). Nossas observagdes viio de encontro com
essas  informagoes, onde houve um aumento da expressio de penes envolvidos na
desintoxicacio de ROS e na RH durante a interagdo com M. musicola.

Fenilpropandides estio envolvidos numa séne de respostas de defesa em plantas,
incluindo a biossintese de compostos antimicrobianos, tais como fitoalexinas ¢ moléculas
envolvidas em sinalizagdo. O aumento de expressiao da fenilalamina amoma-hase (PAL) fo
observada em Calcutta 4 desafiada com o patdégeno. Esta enzima catalisa uma reagio na via
biossintética dos fenilpropandides, com a desaminagho da fenilalanina em dcido cinamica,
reduzindo a sintese de fitoalexinas, assim como a producio de acido salicilico. uma molécula
sinal envolvida na Resisténcia Sistémica Adquinda (SAR). 4-cumarato-CoA-hgase, uma
outra enzima importante na bossintese dos flavondides e isoflavondades, tambdém for up-

regulada,



5.1.6. Expressio génica em Cavendish Grande Naine

Um wotal de 1.371 unigenes em Cavendish Grande Naine mostraram-s¢ com expressio
diferencial estatisticamente significante entre as plantas ndo inoculadas e inoculadas. A
anotagio revelou uma abundancia de transcritos com similandade pobremente caracterizada
no GenBank, No entanto, quando as descrigdes foram possiveis, um nimero de unigenes
regulados positivamente em folhas infectadas foram identificados como potencialmente
envolvidos na resposta das plantas. Estes incluem fatores de transcrigho, tais como as
metalotioneinas e superdxido dismutase (desintoxicagio de plantas), “d-coumarate:coA ligase
2%, dcido cindmico 4- hidroxilase e “isofldvone reductase-like protein” (via fenilpropandide),
proteina F-box relacionada a doenga e calmodulina (resposta de defesa). Em contraste, um
numere maior de unigencs apresentaram-se regulados negativamente em folhas infectadas na
interacgiio compativel, quando comparados com os tecidos ndo infectados. Dentre estes estio
incuidos o fator de transcrigio WRKY 17 & MAP quinase BIMK 1 {sinalizadoras de defesa),
“putative callose synthase | catalytic subunit™ (sintese de  calose), xiloglucano
endotransglicosilase (XET), endo-quitinases e putativos quitinases (degradacio da parede
celular dos fungos), “pathogenesis-related protein 1%, F-box, “wd40 domain protein™ e
“hypersensitive-induced response protein” {(defesa da planta), glutationa S-transferase |
(desintoxicagio da planta), “type 1l polyketide synthase 4. cinamato 4-hidroxilase (via
fenilpropandide), proteina quinase CTR 1, “ethylene receptor-like protein”, “ethylene response
factor 11" e “ecthylene-responsive transcriptional coactivator” (sinalizacio), oxidases
responsivels pela “explosio respiratoria™ (sinalizagiio de ROS, transdugio de sinal ¢ morie
celular). taumatina (degradagiio das paredes celulares dos fungos), serina/treonina-quinase

com LRRs, Ser/Thr quinase ¢ proteinas de resisténcia NBS-LRR (genes receptores).

5.1.7. Receptores de genes do hospedeiro

Um niimero de diferentes familias de R-genes sdo reconhecidas como envolvidas em ETI ¢
PTI, com base em dominios protéicos ¢ fungio celular. A mais abundante ¢ a de proteinas
receptoras citoplasmidticas com sitios de ligacio a nucleotideos ¢ proteinas ricas em leucina
(NBS-LRR) (Hammond-Kosack & Jones, 1997). Em arroz, a cerca de 400 genes NBS-LRR
foram caracterizados, com 150 presentes no genoma de Arabidopsis (McHale et al., 2006), e

89 identificados no genoma de M. acuminata DH-Pahang (D"Hont ef al., 2012). No presente
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estudo, 14 gencs expressos de NBS-LRRE foram identificados através do Blast de ambos
tecidos foliares infectados ¢ ndo-infectados de Caleutta 4 ¢ 25 em Cavendish Grande Naine.
O mapeamento de contigs nos modelos génicos contendo dominio NB-ARC no genoma de
referencia de M, acwminata identificou 3% contigs mapeados em 40 modelos génicos no caso
dos dados do ranseritoma de Caleutta 4, e 43 contigs de Cavendish Grande Nane mapeados
em 40 modelos génicos {Anexo 12),

Outras classes conhecidas de R-genes de plantas incluem LRERs extracelulares
ancorados por dominios transmembranas (proteinas receptoras), LRERs extracelulares ligadas a
dominios citoplasmaticos de serina/treonina-quinases, serina/treonina-quinases intracelulares,

¢ as proteinas com um dominio em espiral (coiled-coil) ancoradas & membrana celular.

5.1.8. GO categorias

A alnbuigao a categorias GO relacionadas com a defesa forneceram um nivel
adicional de genes  candidatos envolvidos na resposta de defesa ao  hospedeiro,
complementando a anotagiio feita por Blast-nr. Por exemplo, foram identificados interessantes
unigenes regulados positivamente em tecidos foliares de Calcutta 4 inoculados com o
patdgeno, Estes incluem componentes da sintese de glucano, que sio associados com a
deposicio de calose nas paredes de células hospedeiras durante a resposta de delesa, “Rpml
interaciing protein 47, relatado na defesa de plantas envolvendo “Mac perforin domain-
containing proteins”, que estio associadas com o dcido salicilico (SA) - via da morte celular
programada, “brassinosteroid insensitive |- associated receptor kinase 17, a qual estd
envolvida na PTI ¢ na mone celular programada, ¢ “mlo-like protein 17, conhecida por estar

envolvida na defesa de plantas ¢ fortalecimento da parede cclular.

5.1.9. Mineragio de dados em relagcio a modelos de genes de M. fijiensis

Uma mineragio de dados dos transcritos do patdgeno M. musicole entre os dados das
sequéncias do 454 pré-processadas derivadas de folhas infectadas foi realizada por meio de
mapeamento e alinhamento no genoma usando o bando de dados Mycosphaerella fijiensis
v2.0 All Gene Models (transcripts). Com base na analise da seqiiéncia ITS do rDNA, esta
espécie forma um grupo monofilético com M. musicola ( Goodwin ef al., 2001). Embora a

abundincia de wanscritos do patdgeno seja dependente do sequenciamento 454, um total de
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10 unigenes de transcrites em Caleutta 4 infectado com o patbgeno ¢ 12 transcritos cm
Cavendish Grande Naine mapearam em modelos de genes de M. fifiensis, Além de proteinas
hipotéticas ¢ no hits que foram identificadas na interagdo com C4 ¢ CAV, potenciais genes
patogénicos foram identificados nos dados do transcritoma dados de CAVI, incluindo uma
“SAP family cell cvele dependent phosphatase-associated protein”, duas proteinas da familia
Hspd0 , uma proteina de dominio de hgagiio FAD, ¢ um canal de caleio. No caso dos dados
de C4l, entre os transcritos mapeados positivamente nos transcritos de M. fijiensis, incluem
uma proteina extracelular 6 (Ecp6), ¢ duas proteinas ribossomais 605, Um total de sete Ecps
foram identificados em Cladosporium fidvem { syn. Passalora fulva ), que sio secretadas
duranie a interagio com tomate (Bolton ef al., 2008). A pmt:u[nu efetora Ecpb de O fulvan,
crucial para a viruléncia, contém dominios Lisina de ligagio a carboidratos (LysM) que
pedem estar envolvidos em higaglio a quitina hiberada das paredes celulares dos fungos
durante o processo de infecgio (de Jonge ef al,, 2010). Tal ligagio pode impedir a indugiio de
respostas de defesa basal da planta. Ortologos de Ecp6 foram identificados em sequéncias de
EST e dados de pgenoma num grande nimero de géneros de fungos. No género
Mycosphaerella, LysM contendo proteinas Eepé semelhantes foram identificadas em M.
fifiensis (Bolton et al., 2008) e Mycosphacrella graminicola (Bolton er al., 2008; Marshall ¢
al, 2011), indicando a suva provivel presenga em outros membros do género. Enguanto
transcritos homologos de efetores Eep2 de O fubnem foram descritos em M. [fifiensis
cultivados in vitre (Cho e af., 2008), até o presenie momento nido houve relatos de expressiio
in vive de um homdloge do efetor Ecp para o organismo patogénicos da bananeira,
Mycosphaerella sp., duramie a interagio patdgeno-hospedeiro. Nossa identificacio de
transcritos homologos a proteina efetora Ecpb em M. musicola pode contribuir para a

identificagio de efetores do patdgeno ¢ potenciais genes de resisténeia a doengas em Musa.

5.2. Anilise proteimica da interaciio Banana x M. musicola

Os resultados da  quantificagdo realizada utilizando o método de Lowry nido foram
considerados. Tais resultados ndo foram considerados confidveis entre as réplicas técnicas. As
quantidades de amostra aplicadas no mini-gel de poliacrilamida (Figura 18) foram calculadas
baseadas na quantificagio feita pelo método de Bradford, utilizando uma curva de
concentragdes (0, 0.03, 0.06, 0.125, 0.3 e 0.5 mg/mL) das amostras de M. acuminata Calcutta
4 nio inoculas e inoculadas com o patdgeno (C4NI e C41) e Cavendish Grande Naine niio



inoculadas ¢ inoculadas com o patdgeno (CAVNI ¢ CAVI). A concentragio final de C4ANI foi

de 1,12mg/mL, de C41 1,35mg/mL, de CAVNI LI8 mg/mL ¢ de CAVI 1,13mg/ml..
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Figura 18 — Mini-ge] de poliserlamids SDS-PAGE 12% mwsirando o padrio proteico de duas concenirapies do extralo pratdico de A
aenmindng. THEEm de ].p]ua.;.lq-ﬂp p\_ll Mmcador molecylar, CAINE - M. acumsindts Caleuis 4 alo inocalids coim o Pill'rgrﬂu. 430 = AT
FY Calcuits 4 evoculads com o patégenn; CAVENT « A grusinan Cavendish Grande Raing nio innculsda com o patcgeno; A3

- M, aeuminanr Cavendish Grande Naine moculada com o patigena, 50 ¢ 100 pg.ml- 1. Concentrazio do extrbe protesco stilizasdo () gel
fioé corade com el de comassic G150

Basecado na quantificagio realizada. optou-se por fazer um gel bidimensional
aplicando 250pg de cada pool (224l de CANL, 92,5 de C41, 105.75pl de CAVNI, 222ul de
CAVI)L A concentragiio de 250pg foi uma estimativa. Essa dificuldade na quantificagio pode
ter acontecido devido ao tampdo de ressuspensdo utilizado nas amostras, Os componenies
deste tampdo podem ter interferido nos métodos de quantificagio, assim como na corrida do
mini-gel.,

O géis bidimensionais mosiraram uma distnbwigio umforme indicando proteinas em
todos os pesos moleculares bem como em todos os pls. As imagens das réplicas que foram

selecionadas e alinhadas estio representadas na Figura 19,
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(ds mapas protéicos de cada um dos tratamentos (cultivar resistente niio inoculado ¢
inoculado/cultivar suscetivel ndo inoculado ¢ inoculado) foram realizados em quadruplicatas ¢
analisados utilizando o “software fmage master 21 Platinum 7", Um gel referente ao cultivar
Cavendish ndo inoculado foi descartado das andlises por ndo ter obedecido os parimetros
micialmente propostos, As replicas foram comparadas obtendo-se coeficientes de correlagio
com valores entre 0,91 ¢ 0,99, considerados como aceitiveis para as andlises seguintes de
sobreposicio dos géis para identificacio de spots diferencialmente expressos (Figura 20). A
correlagiio entre as repetigies garante que as diferengas nas andlises entre as a condi¢des ndo
sejam afribuidas a limitagbes da téenica de extragdo, ¢ sim, a variagdes no mapa protéico

dentre as 4 condigbes testadas (CANI, C41, CAVNI e CAVI).
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obiida (0,9198) ¢ em b) o maior (09968). Estes valores foram considerado ¢om séeilhvers pama as aniliscs scpuintes de sobeoposicio dos
peis para identificagio de spoes diferencialmonto expressos
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Ors mapas protéicos de banana apresentaram spofs bem definidos ¢ com boa separagio
das proteinas abundantes neste tecido (Figura 19). A interferéncia de proteinas abundantes em
folhas j& foi descrita como uma das himitagdes para a obtengdo de mapas protéicos bem
definidos (Wilson ef al., 2002). O nimero de spefs detectados nos mapas protcdmices foi
diferente entre as condigies testadas, com um total de 242 spois para o tratamento C4NI, 230
spots para C41, 155 para CAVNI ¢ 323 para CAVL

Foram feitas também andlises para detecgdo de spets comuns ao mesmo cultivar
{controle ¢ tratado), bem como a identificagio de spots com expressdo diferencial, ¢ deteegiio
de spois presentes em apenas uma condigio, denominados de spois exclusivos.

Foram identificados 68 spors comuns em Calcutta 4 ndo inoculado [n:m:lmle'; e
moculado com o fungoe (CANI e C41). Em Cavendish, 48 spois estavam presentes em todos os
géis do controle e do tratado. 23 spots estavam presentes em todos os & géis de Caleutta 4
controle ¢ tratado, e 6 em Cavendish (Figura 21). A presenga em todos os géis foi um
parametro de selecio dos spofs que seriio identificados postenormente por espectrometna de
massa.

Os spots exclusivos foram detectados em todos os tralamentos. Para Calcutta 4, foram
observados 179 spors exclusivos do controle ¢ 170 exclusivos do inoculado com o fungo.
Destes, 52 ¢ 57 estavam presentes em todas as réplicas do controle e do  tratado,
respectivamente (Figura 22), Em Cavendish, 124 spots exclusivos for identficado tanto no
conirole quanto no tratado, 53 ¢ 74 spois foram identificados em todas as réplicas vilidas para
a analise no controle ¢ no tratado respectivamente (Figura 23). Os spofs em comum que
apresentaram padrées de expressio também foram descritos para cada tratamenie em
comparagdo ao controle. No cultivar resistente Calcutta 4, foram observados 7 spots com uma
expressio pelo menos 1,5 vezes maior no tratado quando comparado ao controle. O padrio de
expressio foi diferente no cultivar suscetivel, onde 1 spof apresentou diferenga de expressio

entre o controle ¢ o tratado (Figura 24).
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Em bananeira, ja foi relatada a identificagio com sucesso de protcinas da membrana
plasmitica uulizando MALDI-TOF/TOF. O grande desahio ¢ realizar estudos quantitativos
confidveis (Vertommen ef af, 20011). Carpentier ef al. (2011} caracterizaram polimorfismos
protéicos inter e intra cultivares em banana utilizando gel 2DE e sequenciamento de nove de
proteinas, Messe mesmo estudo, indica-se que observagies da protedmica fornccem boas
indicagbes para a estrutura do genoma complexo ¢ rearranjo genomico em algumas
varicdades de banana. Analises de protedmuca quantitativa revelam que mecanismos de
antioxidagio coniribuem para a tolerincia ao fno em Musa paradisiaca (Yang et al., 2012).
Bananas (Musa spp.) sio um excelente modelo para o estudo do protcoma do meristema.
Utilizando um protocolo de 2-DE desenvolvido para pequenas quantidades de tecido ¢
wlentificagdo de polipeptideos por M5, os autores concluiram gque uma andlise do protcoma
pode ser usada com sucesso para realizar uma andlise quantitativa e investigar a variabilidade
genética entre cultivares distintos {(Carpentier e al, 2007). Samyn er al. (2006) realizaram
uma analise com sucesso do proteoma functional de banana, uma planta ndo-modelo,

utilvzando MALDI-MS/MS ¢ sequenciamento de movo. Zhang of af. (201 2) demonstraram que
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a extragio fendlica gera protcinas em maior concentragio ¢ qualidade, em comparagio com
precipitagio com TCA e precipitagio TCA/Acetona. Utlizando MALDI-TOF MS ¢ MALDI-
TOFMOF MS ¢les identificaram proteinas diferencialmente expressas em bananas induzidas
a estresse  abidtico quando  comparadas a0 controle.  Eles  discutem que o ¢DINA
correspondente pode ser obtido, ¢ atraviés de RNA1 ou geragio de plantas transgémcas, podera
ser possivel elucidar fungdes de novas proteinas. Vanhove er al. (2012) demonstraram a
utilizagio da protedmica (2DE-MS) como ferramenta para descoberta de variedades de
banana tolerantes a seca. Em uma andlise recente da proteomica de bananeira, revelou 1,131
proteinas fornecendo uma base para os fuluras pesquisas que visam Criar organismos
geneticamente modificados resistentes contra agentes palogenicos ou que expressem profeinas
com um elevado valor nutricional (Esteve ef af., 2013).

A andlise protedmica combinada com NGS, com a finalidade de buscar proteinas
diferencialmente expressas tem sido relatada em diversos estudos ¢ com virios organismos,
como anelideos, nematdides, nsetos, fungos e plantas (Holder er af., 2013; Moreno of af,
2011; Kirse et al, 2012; Yin et al, 2012; Sadiq et al., 2011). Em um trabalho recente,
transcritdmica ¢ protedmica foram utilizadas como ferramentas para fornecer um recurso para
o estudo do fungo Adgrecvbe aegerita (Wang et al,, 2013). Huang et al. (2013) aliaram um
conjunto de dados de EST com o perlil protéico utilizando 2-DE em Tritrichomonas foetus, a
fim de formecer uma base para o futuro sequenciamento do genoma, além de estabelecer alvos
terapéulicos polenciais contra a infecdio por esse parasita,

Em humanos, foi realizada uma andlise protedmica do liguido sinovial do joelho de
pacientes com osteoarinite. Os dados foram comparados com as andlises do transcriploma de
tecidos comuns, identificando proteinas diferencialmente expressas que podem contribuir para
a lesdo articular, (Bitter ef af,, 2001 3),

Feng ef al, (2013) integraram dados de transcritoma, protedmica ¢ metabolémica no
estude da via de biosintese de alcaldides em plantas do género Macleaya spp. contribuindo
para novas pesquisas de plantas nao-modelo, utilizando a integragiio de diferentes teenologias
de ala capacidade.

Até recentemente, as investigagdes protedmicas em larga escala 6 foram possiveis
para algumas espécies modelo, para as quais todas as seqiiéncias do genoma ji havia sido
completamente determinadas. Por outro lado, para muitas outras espécies de interesse
econdmico, como fontes de alimentagio humana e animal, pouco se sabia sobre a sua
seqiicneia do genoma. Em consequéncia, a identificagio do proteoma nestas espécies ainda

era considerada um desafio. No entanto, o progresso tem sido feite como resultado de virios
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avangos recentes nas ferramentas protedmicas, por exemplo, a teenologia de espectrometria
de massa, a creseente disponibilidade de seqiléneias genomicas ¢ de cDNA de virias cspécics,
Aléem disso, as tecnologias de sequenciamento de Gltima geragio tormam agora possivel
determinar rapidamente, a um custe razodavel, a seqiéncia do genoma ou do transcritoma de
espécies que atualmente nio sio consideradas como modelos, expandindo assim, os bancos de
dados de seqiiencia de plantas. Desta forma, estes avangos permitem identificar um grande
conjunto de proteinas, mesmo para especies consideradas ndo-modelos (Champagne &

Boutry, 2012).



6. CONCLUSOES

Esta investigagio NGS bascada no transcriptoma da interagdo M. acuminata - M.
musicola pode proporcionar dados (teis da expressio génica durantc as respostas
inunolégicas da  planta neste  patossistema, com 36384 e 15269 unigenes foram
identificados, respectivamente, para os gendtipos contrastantes M. acuminata Calcutta 4
Cavendish ¢ Grande Naine. Os dados representam um recurso para o estudo desta planta nio-
mirdelo, com a identificagio de genes candidatos regulados pela infeegio, contribuindo para a
nossa compreensio dos mecanismos de defesa do hospedeire contra esse importante
patogeno. O genoma de referéncia publicado recentemente representa aproximadamente 90%
do tamanho do genoma estimado. As atualizagdes de anotagio do genoma serfo facilitadas
pela disponibilidade crescente de um conjunto abrangente de sequéncias de genes expressos
para ¢sta espéeie,

Na andlise protedmica, foram feitas analises para detecgho de proteinas expressas
comuns a0 mesmo cultivar (controle e tratado), bem como a identificagio de proteinas
cxpressas com expressiio diferencial, ¢ detecgdo de proieinas expressas presentes em apenas
uma condigio. No cultivar resistente Caleutta 4, foram observados 7 proteinas com uma
expressio pelo menos 1,5 vezes maior no tratado quando comparado ao controle. O padrio de
expressio foi diferente no cultivar suscetivel, onde apenas | proteina apresentou diferenca de
expressio entre o controle e o tratado. As proteinas exclusivas a um gendtipo, além das que
apresentaram um padrio de expressio diferencial serdo submetidas a uma digestdo enzimdlica
para as andlises através de espectrometria de massa MALDISToF (Matriv-dssisied Laser
Desorpiion lonization — Tine of Flight) para determinagiio da massa proteica,

Na cra pos-gendmica, a protedmica pode gerar informagbes importantes como: os
tipos de proteinas expressas, modificagdes pos-tranducional e respostas a diferentes condighes
ambicniais, representando um elo entre a informagio genotipica e fenotipica. Estes dados, em
conjunto com as informagdes do transeritoma, poderdo facilitar a gestio de doengas em
banana, baseando-se em melhoramento genético, através de transformagio de plantas e

selegio assistida por marcadores.
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Anexo 5: Passos, MAN; Pappas Jinior, Georgios J; Emediato, FL: Teixeira, CC : Miller,
RMNG, Identificagiio e caracterizagho de componentes gendlicos de resisténcia ¢ defesa aos
patogenos Mycosphaerella fijiensis ¢ Myvcosphaerella musicola em Musa spp.. In: Congresso
Brasileiro de Fitopatologia, 2010, Cuiabi. 43° Congresso Brasileiro de Fitopatologia, 2010.
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Identificagdo e caracterizacdo de componentes genéticos de
resisténcia e defesa aos palégenocs Mycosphaerella fijiensis e
Mycosphaerefla musicola em Musa spp. Passos, M. A. N.1; Pappas
Jr, G. J2; Emediato, F L', Toixeira, C. C.3; Miller, R. N. G.! -
Wniversidade de Brasilia - Biologia Celular; 2Embrapa Recursos
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Biotecnologia. E-mail: marconinomia @gmail.com. ldentification and
characterization of genetic componenis of resistance and defense
against pathogens Mycosphaerefla fijiensis e Mycosphaerella
musicola in Musa spp.

Q desenvelvimento de programas de melhoramenio genetico
possibilita a oblengio de gendtipos resistentes a fitopatogenos. Nesse
contexto, foi conduzida a andlise da expressdo génica diferencial em
folhas de cultivares contrastantes de Musa acumninala Calculta 4 e M.
acuminata Cavendish inoculadas in vitro com Mycosphaerella fjiensis,
causador da Sigaloka Negra, O seqienciamento foi realizado em
8000 clones. A andlise diferencial in silico demonstrou que 220 genes
foram diferencialmente expressos, sendo que mais de 20 deles estio
relacionados a resisténcia e delesa, incluindo metalotioneina, germin-
ke proleinas, leredoxinas, glutationas 3S-fransferases, proteinas
relacionadas a patogiénese |, tioredoxina, ghicolato oxidase, proteinas
responsivas a efilena, superoxidases dismuiases, proteinas
responsivas a stress e proteinas responsivas a auxing. Bioensaios
foram conduzidos in planta inoculados com M. fifensis @ M. musicola.
A ulilizagio de sequenciamente massal estd sendo realizada visando
o aumentd da resolugio da andlise de genes diferencialmente
expressos, Apoio Financeiro: IAEA, CNPqg, UCE, FINER
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Keywords: Biotic stress, Yellow Sigatoka, disease resistance, proteomics

Sigatoka leaf spot, caused by Myeosphaerella musicola, reduces
functional leaf area and causes premature fruit ripening. The wild diploid
cultivar Musa acuminara ssp. burmannicoides *Calcutta-4" 1s used as a source
of resistance in breeding programs and serves as a model for comparative
genomics, functional genomics and candidate resistance gene discovery. In this
context, a proteomics study was undertaken in order to identify protein
expression in the M. acuminara — M. musicola interaction. Total proteins were
extracted from leaf material for ‘Calcutta—4" (resistant) and Cavendish cultivar
‘Urande Naine® (AAA, susceptible), both uninoculated and inoculated with M.
musicela conidiospores. The extraction methodology was optimized, using
acetone to remove leaf pigments, followed by 10% TCAfacetone to remove
further pigments and precipitate total proteins, plus a second exposure to 10%
TCAfacetone to remove water and precipitate soluble proteins. A solubilization
buffer was used to assist in the separation of phases in the extraction with
phenol. After dissolving the material, proteins were precipitated in 75% TCA.
Isoelectric focusing (1st dimension) was performed using the IPGphor system,
in which proteins are separated by electrophoretic migration in a pH pradient.
SDS-PAGE (2nd dimension) was performed to separate proteins by size.
Proteomic analyses of this interaction are currently ongoing. Results will
provide important information on the profiles of expressed proteins and post-
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Anexo 10: Analise da qualidade ¢ a quantificacio do RNA wverificadas pelo NanoDrop,
analisando as razdes de absorbdncia 260/280 ¢ 2600230 nos quatre poels; Calcutta 4 nio-
inoculado (C4N1), Calcumta 4 inoculado (C41), Cavendish niio inoculado (CAVNI) e

Cavendish inoculado (CAVI.

el Cemals

=

-El.rlt-'u Cmrar

__ Bample I1F Daig ng'al fres) AT ZedcIA0 L nl Pesi. i 40 raw
1 - Cani 2440 Wik inEs .34 p¥ ] LKL} &0, I (=8 1] 0o
3+l AT il 1aa} 10,36 p | pA L] Ll T, 18,Ih o,

AN NI A524'10 1 x Al 5.H) L 142 LRI 230,00y LNl 0]
B CAY] [ e ] 1255 31 5% B4 14 T ] AN 3 10 (5} LI_I_I [T

Sample 1D jal podal {pg)

1-C4NI 72.50 pl il
2-0C41 62,440 pl il
J-CAV NI B5,0H0 ul ]

4-CAV1 47,80 i 0

|
SR N
s Slrwiy

.

105



Anexo 11: Dados do mapeamenio de M. acuminata Calcutta 4 e Cavendish Grande Naine
Unigene alinhados com o genoma referéncia M. acuminata DH Pahang.

hitp:/‘'www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-2164-14-78-51 xlsx

Anexo 12: Seqiiencias consenso ¢ analise BLASTX de contigs unigencs montados de M.
acuminata Calcutta 4 e Cavendish Grande Naine.

http:/'www.biomedeentral com/content/supplementary/1471-2164-14-T8-54 xlsx

Anexo 13: Analise de umigene montados de M. acuminata Calcutta 4 ¢ Cavendish Grande
Maine pelo Gene Ontology (GO). Contigs montados de M. acuminara Calcuna 4 e Cavendish
Grande Naine foram anotados para os termos GO relacionados com a defesa,

http:/fwww biomedcentral.com/content/supplementary/ 147 1-2 164-14-78-56.x1sx
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