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RESUMO 

Musa acuminata (AA), espécie selvagem, cujo cruzamento com Musa balbisiana (BB) deu 

origem as bananas comestíveis atuais, é uma potencial doadora de genes de resistência a 

estresses bióticos, como a Sigatoka amarela causada pelo fungo Mycosphaerella musicola. 

O objetivo deste estudo foi identificar locos microssatélites (SSR) identificados em genes 

envolvidos com resposta de defesa a doenças em bananeira, caracterizar os SSRs quanto 

ao polimorfismo e analisar os genes quanto a expressão diferencial durante a interação com 

o patógeno M. musicola. Foram construídas quatro bibliotecas de cDNA a partir do RNA 

total de 36 amostras de folha de M. acuminata Calcutta 4 e M. acuminata subgrupo 

Cavendish Grande Naine inoculadas e não inoculadas com M. musicola. As bibliotecas 

foram submetidas a sequenciamento 454 e aproximadamente 36.000 unigenes para cada 

genótipo foram identificados e anotados por BLASTX e KOG. A partir desses dados foi 

realizada uma busca de SSRs gênicos e foram desenhados pares de primers flanqueando 

os SSR utilizando o software Primer3 plus. Um total de 4.068 locos SSR foram identificados 

em Calcutta 4 e 4.095 em Cavendish Grande Naine. Destes, foram selecionados 95 locos 

SSR derivados de genes- candidatos envolvidos em resposta de defesa que foram 

caracterizados em 22 genótipos de M. acuminata contrastantes para a resistência as 

Sigatokas Negra e Amarela. Um total de 14 locos SSRs gênicos apresentaram polimorfismo 

(3 a 8 alelos/ loco) e PIC médio de 0,63 e foram utilizados para a análise fenética dos 22 

genótipos de M. acuminata pelo método UPGMA. Os 14 locos SSR não foram suficientes 

para agrupar todos os genótipos quanto a resistência, no entanto houveram agrupamentos de 

genótipos resistentes com alta similaridade. A partir do subconjunto de 95 genes, foram 

desenhados 26 pares de primers específicos para a análise de expressão gênica diferencial 

por RT-qPCR. Os dados de expressão foram analisados no Miner e Rest para calcular a 

eficiência dos primers e expressão gênica diferencial. Vinte e dois pares de primers 

apresentaram especificidade e foram analisados por RT-qPCR em quatro pools de cDNA 

sintetizados com as amostras do bioensaio. Dos 22 genes analisados, sete foram 

selecionados para análise de cinetica de expressão diferencial em Calcutta 4 que é um 

genótipo resistente. Seis genes apresentaram regulação negativa. Os marcadores SSR 

gênicos identificados serão importantes ferramentas para uso em programas de 

melhoramento genético de bananeira e seleção assistida por marcadores. A análise da 

expressão de genes- candidatos envolvidos com defesa no patossistema Musa-

Mycosphaerella é de grande importância para estudos futuros de transformação genética de 

bananeira visando a resistência a doenças em cultivares. 
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Palavras- chave: Musa acuminata, Mycosphaerella musicola, SSR, RT-qPCR. 

ABSTRACT 

Musa acuminata (AA), a wild species, which, through crossing with Musa balbisiana (BB) is 

responsible for today´s edible bananas, is also a potential donor of resistance genes for 

biotic stresses such as Yellow Sigatoka caused by Mycosphaerella musicola. The objective 

of this study was to identify microsatellite loci (SSR) from unigenes related to defense and 

response to biotic stress, to characterize the SSRs for polymorphism and analyze the genes 

for differential expression during interaction with the pathogen M. musicola. Four cDNA 

libraries were constructed from total RNA from leaf samples of 36 M. acuminata Calcutta 4 

and M. acuminata Cavendish Grande Naine plants, both non-inoculated and inoculated with 

M. musicola. The cDNA libraries were subjected to 454 sequencing and approximately 

36.000 unigenes for each genotype were identified and annotated by BLASTX and KOG. 

From these data, a search of genic SSRs was performed and primer pairs were designed 

flanking the SSRs using the software Primer3 plus. A total of 4.068 SSR loci were identified 

in Calcutta 4 and 4.095 in Cavendish Grande Naine. Of these, 95 SSR loci were selected 

from candidate genes involved in defense responses and characterized in 22 M. acuminata 

genotypes contrasting in resistance to Black and Yellow Sigatokas. A total of 14 loci SSRs 

presented polymorphism (3-8 alleles / locus) and an average PIC value of 0.63. Employed in 

UPGMA phenetic analysis of the 22 M. acuminata genotypes, the 14 SSR loci were not 

sufficient to group all genotypes based upon disease resistance, although clusters with high 

similarity of resistant genotypes were observed. From the subset of 95 genes, 26 specific 

primer pairs were designed for analysis of differential gene expression by RT-qPCR. The 

expression data were analyzed with Rest and Miner to calculate primer efficiency and 

differential gene expression.Twenty-two primer pairs showed specificity and were analyzed 

by RT-qPCR in four pools of cDNA synthesized with the samples of the bioassay. Of the 22 

genes analyzed, seven were selected for analysis of kinetics of differential expression in 

Calcutta 4 which is a resistant genotype. Six genes showed down regulation. The SSR gene 

markers identified will be important tools for use in banana breeding programs and marker 

assisted selection. Analysis of expression of resistance gene candidates in the pathosystem 

M. acuminata- M. musicola is of great importance for future studies on using genetic 

transformation for disease resistance development in cultivars. 

 

Key- words: Musa acuminata, Mycosphaerella musicola, SSR, RT-qPCR. 
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I. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Evolução e importância socioeconômica do gênero Musa 

 

A bananeira (Musa spp.) pertence à classe Liliopsida, subclasse Zingiberidae, 

superordem Lilianae, ordem Zingiberales e família Musaceae (Cronquist, 1981; 

Belalcázar Carvajal, 1991). A família Musaceae inclui o gênero Musa (n=10 ou 11) e 

também o gênero Ensete (n=9). O Gênero Musa é dividido em quatro seções: Eumusa, 

Rhodochlamys, Australimusa e Callimusa (Cheesnam, 1947). A seção Eumusa inclui as 

espécies comestíveis, Musa acuminata (Colla) (AA) e Musa balbisiana (Colla) (BB) 

(Cheesnam, 1947). 

Acredita-se que a partir de cruzamentos entre estas duas espécies selvagens 

diplóides (M. acuminata X M. balbisiana), provavelmente oriundas do sudeste do 

continente asiático, ocorreu a evolução de cultivares poliplóides de banana sem 

sementes (Simmonds e Shepherd, 1955) a exemplo da Prata Anã (AAB), Pacovan 

(AAB), Maçã (AAB), Cavendish Grande Naine (AAA) e Terra (AAB).  

A ausência de sementes é frequentemente associada à esterilidade feminina em 

bananeiras triplóides cultivadas, pois durante a meiose, ocorre a produção de gametas 

estéreis. As cultivares do subgrupo Cavendish (Nanica e Nanicão), por exemplo, não 

produzem sementes ao serem polinizadas com diplóides, enquanto a banana maçã 

produz um pequeno número de sementes que não germinam (Silva et al., 1999). 

Entretanto, existem cultivares diplóides que não possuem sementes, sugerindo que não 

somente o estado triploide, como também o processo de domesticação e a intensa 

seleção humana a favor da partenocarpia e ausência de sementes, devem ser 

considerados como fatores determinantes para a ausência das mesmas (Shepherd et  

al., 1986). 

A bananeira é uma das principais monocotiledôneas fonte de alimentos no Brasil 

e no mundo. Por ser um fruto de baixo custo, rico em energia, sais minerais e vitaminas, 

a banana é parte da complementação alimentar em diversos países (Embrapa, 2009).  

Além disso, a cultura é explorada por pequenos produtores rurais, gerando empregos 

diretos e indiretos no campo, uma vez que é fonte de renda contínua para esses 

agricultores (Mascarenhas, 1997). 

Dentre as frutíferas, a banana ocupa o segundo lugar na produção mundial (90,2 

milhões de toneladas) superada apenas pela melancia (99,2 milhões de toneladas). De 

acordo com estimativas da FAO (2011), a Índia é o principal país produtor de banana do 
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mundo enquanto o Brasil ocupa a quinta posição com 6,9 milhões de toneladas 

produzidas representando 7,6% da produção mundial. Os estados de São Paulo, Bahia 

e Santa Catarina são os principais produtores de banana no Brasil, apresentando uma 

produção anual de 17,69%, 15,50%, 9,53%, respectivamente (IBGE, 2010).  

O cultivo de bananeira exige condições climáticas favoráveis como temperatura 

e umidade relativa do ar elevadas e precipitações pluviais bem distribuídas (Silva et  al., 

2004). A demanda hídrica da bananeira é de três a oito mm por dia (Moreira, 1999) e a 

falta de água principalmente nos períodos de formação de inflorescência e início da 

frutificação pode ser um fator limitante para a produção (Doorenbos e Kassam, 1994). 

Além dos fatores abióticos como seca, temperaturas extremas e estresse salino 

(Brunini, 1984; Soto Ballestero, 1992; Araújo Filho et  al.,1995; Gomes et  al., 2004), a 

bananicultura é afetada por doenças causadas por vírus, fungos, bactérias e 

nematóides. Dentre as doenças com maior ocorrência nas principais regiões produtoras 

mundiais estão, o Mal-do Panamá, o Moko, a Sigatoka negra e a Sigatoka amarela 

(Cordeiro e Kimati, 1997).  

 

1.2. Estresses Bióticos 

 

1.2.1. Mal do Panamá 

 

Os primeiros relatos do Mal-do-Panamá no mundo ocorreram na Austrália em 

1876 e Costa Rica em 1890. A doença, também chamada Murcha do Fusarium, é 

causada pelo patógeno fúngico Fusarium oxysporum f. sp. cubense W. C. Snyder e H. 

N. Hansen. Em um período de 50 anos, a variedade Gros Michel, que foi a principal 

banana de exportação da América Central, foi totalmente substituída em bananais 

comerciais pelas variedades do subgrupo Cavendish Grande Naine (Moraes, 2012). 

Com o surgimento da Raça Tropical 4 (TR4) do patógeno que afeta também as 

variedades do subgrupo Cavendish, a incidência do Mal- do-Panamá vem crescendo 

em diversas regiões produtoras de banana. Os primeiros relatos da presença da TR4 

ocorreram na década de 90 na Malásia e Indonésia (Dita, 2009). Atualmente a Raça 

Tropical 4 tem devastado plantações em Taiwan, Malásia, Sumatra, Sulawesi, Filipinas, 

Vietnam, China e Austrália e está ausente na América Latina. Segundo Kimati e Galli 

(1980), a primeira ocorrência do Mal-do-Panamá no Brasil foi em 1930, em São Paulo, 

na cultivar Maçã. 
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A doença geralmente afeta plantas acima do quarto mês de idade (Cordeiro e 

Kimati, 1997). O fungo penetra pelas raízes, atinge os vasos xilemáticos e mais tarde 

coloniza o pseudocaule. Em seguida, estrias marrons podem ser vistas sobre e dentro 

das bainhas de folhas mais velhas e grandes porções do xilema assumem uma 

coloração marrom avermelhada (Ploetz e Pegg, 2000) (Figura 1). Consequentemente, 

as folhas murcham, secam e se quebram junto ao pseudocaule (Cordeiro et  al., 2005). 

Stover (1972), relata a existência de dois mecanismos de resistência nas 

bananeiras contra F. oxysporum f. sp. cubense que impedem o avanço e a colonização 

da bananeira pelo patógeno: a formação de gel no xilema e a formação de tiloses. Estas 

são protusões da parede celular das células paravasculares através de buracos nos 

vasos xilemáticos. Após a formação das tiloses ocorre o espessamento de parede 

celular de forma mais rápida em plantas resistentes. Algumas medidas preventivas 

contra a doença podem ser tomadas a exemplo da correção do pH do solo, mantendo 

próximo a neutralidade, e utilização de mudas sadias e livres de nematóides que podem 

facilitar a entrada do patógeno. No entanto, a única medida de controle eficiente da 

doença é a utilização de variedades resistentes do subgrupo Cavendish (Cordeiro e 

Matos, 2003) em bananais onde a raça TR4 está ausente. 

                                
Figura 1. Escurecimento dos vasos xilemáticos em planta afetada pelo Mal-do-Panamá.  
Fonte: Copyright © Embrapa, 2003. 

 

 

1.2.2. Moko 

 

O Moko ou Murcha bacteriana é uma doença causada pela bactéria Ralstonia 

solanacearum (raça 2) e sua primeira ocorrência no Brasil foi relatada em 1976 no 

estado do Amapá na cultivar Prata (Tokeshi e Duarte, 1976). A doença pode atingir 

todas as partes da planta em estágio jovem e adulta (Matos et  al., 1996). 

Em plantas jovens, uma das três folhas mais novas assume uma coloração 

amarela ou verde-pálida, quebrando próxima a junção do pecíolo com o limbo. Em 
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plantas adultas pode ser observado o amarelecimento, murcha e quebra das folhas 

próximo ao pseudocaule (Cordeiro et  al., 2004). Internamente os sintomas podem ser 

visualizados com um corte transversal no rizoma e pseudocaule onde pode ser 

observada a descoloração dos feixes vasculares na região central e a exsudação de 

pus bacteriano. Nos frutos ocorre a podridão seca de cor parda (Kimati et  al., 2005)  

(Figura 2). 

                              
                       Figura 2: Exsudação de pus bacteriano em pseudocaule de bananeira 

                       Fonte: José Roberto Vieira Junior e Daniel Medeiro 

 

 

A doença pode causar perdas de até 100% da produção de banana e a principal 

base do controle é sua detecção precoce e a rápida erradicação das plantas infectadas 

e plantas adjacentes. Não existe variedade comercial resistente ao Moko, a erradicação 

da doença é feita mediante a aplicação de herbicida como o glifosato em plantas 

infectadas (Fernandes, 2005). 

 

1.2.3. Sigatoka negra 

 

A Sigatoka negra foi identificada pela primeira vez no vale de Sigatoka, nas ilhas 

Fiji, em 1963. A doença é causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet 

(Paracercospora fijiensis) e atualmente é a mais importante da bananeira nas principais 

regiões produtoras do mundo (Gasparotto et  al., 2006; Coplife Latin América, 2012). As 

perdas na produção mundial são difíceis de quantificar em função das medidas de 

controle adotadas para redução do impacto (Coplife Latin América, 2012). No Brasil, a 

Sigatoka negra foi detectada em 1998, nos municípios de Tabatinga e Benjamin 

Constant, no Estado do Amazonas e pode ser responsável por até 100% da perda da 

produção de banana (Pereira et  al., 1998).  

A doença apresenta-se como manchas marrons nas folhas de bananeira 

culminando na diminuição de sua capacidade fotossintética e maturação precoce do 

fruto. Segundo Gasparotto et  al.  (2006), inicialmente pequenas pontuações claras ou 
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áreas despigmentadas são observadas, na face abaxial das folhas. As pontuações 

progridem dando origem a estrias de coloração marrom-clara. Essas pequenas estrias 

expandem radial e longitudinalmente atingindo também a face adaxial. A partir desse 

estágio as estrias expandem radialmente e adquirem a coloração marrom-escura na 

face abaxial. Em estágio mais avançado da doença, as estrias de coloração marrom-

escura assumem o formato de manchas escuras. A junção de várias manchas dá ao 

limbo foliar uma coloração próxima à negra justificando, o nome atribuído à doença 

(Figura 3). 

 

       
        Figura 3. Sintomas da Sigatoka negra: a) Sintomas iniciais (infecção na folha dois)  

        b) Lesões enegrecidas. Fonte: Adaptado de Infobibos- Ferrari e Nogueira, 2008. 
 

 

Cordeiro e Kimati (1997) sugerem que algumas medidas empregadas no 

controle da Sigatoka amarela, também podem ser utilizadas no controle da Sigatoka 

negra. Porém, Gasparotto et  al. (2006) ressaltam que o maior impacto da doença está 

em países da África, Ásia, América Latina e Caribe onde a banana é a base alimentar 

das pessoas com menor poder aquisitivo e estes não dispõem de recursos técnicos e 

financeiros para aplicação de fungicidas. 

            

1.2.4. Sigatoka amarela 

 

A Sigatoka amarela causada pelo fungo Mycosphaerella musicola Leach 

(Pseudocercospora musae Zimm) foi descrita pela primeira vez em Java, Indonésia em 

1902. No Brasil, foi detectada em 1944 no estado do Amazonas e estima-se que as 

perdas médias para a produção estão na faixa de 50% (Cordeiro e Kimati, 1997). 

A doença manifesta-se como pontos mais claros entre as nervuras secundárias 

das folhas. Estes pontos evoluem para manchas ou estrias necróticas marrom-escuras 
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e posteriormente apresenta uma parte central acinzentada com um halo amarelo 

proeminente (Figura 4). 

 

               
   Figura 4. Junção das lesões causadas pela Sigatoka amarela em folha 

                          de bananeira e necrose dos tecidos.  Fonte: Copyright © Embrapa, 2003.  

 

As principais estratégias de controle da Sigatoka amarela, segundo Cordeiro e 

Kimati (1997), são as medidas de exclusão e monitoramento que visam diagnosticar e 

avaliar a doença a partir dos focos iniciais, estabelecendo barreiras fitossanitárias para 

retardar a introdução em áreas não infectadas. Uma alternativa utilizada é o controle 

químico realizado através da alternância de fungicidas protetores e sistêmicos. Segundo 

Romero e Sutton (1997) entre os fungicidas mais eficientes estão benomyl, 

propiconazol e o tridemorph. Porém essas medidas são ecologicamente agressivas 

e/ou onerosas ao produtor. São aplicadas ainda medidas de controle cultural como 

drenagem, combate às ervas daninhas e desfolha (Cordeiro e Kimati, 1997) e o uso de 

variedades resistentes. 

 

1.2.5. Mycosphaerellas e Sigatoka: os ciclos de doença e epidemiologia 

 

O gênero Mycosphaerella Johanson pertence ao filo Ascomycota e contém cerca 

de 3.000 espécies (Aptroot, 2006). Fungos do gênero possuem estágios anamórficos e 

teliomórficos sobre a mesma lesão (Arx e Muller, 1975).  

Na Sigatoka amarela, dois tipos de esporos estão envolvidos com a doença, os 

conídios e os ascósporos. Eles têm importâncias distintas no que se refere a 

epidemiologia. Quando as manchas assumem a coloração preta, são produzidos os 

conídios e quando seu centro se torna cinza a produção é interrompida (Cordeiro e 
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Kimati, 1997). Os ascósporos, por sua vez, são produzidos em ascos dentro de 

peritécios e disseminados quando há ocorrência de chuva. 

Na Sigatoka negra, o ciclo é iniciado com a germinação dos esporos 

disseminados pela água ou vento (Gasparotto et al., 2006) (Figura 5). Os esporos 

germinam emitindo tubos retos que penetram através dos estômatos (Vargas, 1996). Os 

primeiros sintomas são pequenas estrias de coloração marrom-claras que surgem na 

face adaxial das folhas. As estrias expandem e em torno de 40 dias formam manchas 

necróticas. Nesse estágio inicial, a hifa pode crescer intercelularmente emitindo 

conidióforos responsáveis pela produção de conídios, que se disseminados pelo vento 

podem atingir outras folhas e outras plantas. Os ascósporos são formados quando a 

doença se encontra na fase final, na qual a mancha adquire uma coloração cinza claro 

com pontos negros no centro das lesões, que são os corpos de frutificação sexual, os 

peritécios ou espermatogônios. Estes produzem somente uma geração de ascósporos 

que são disseminados quando as condições são favoráveis, como por exemplo, o 

período chuvoso, atingindo outras plantas. A fase sexual é a mais intensa da doença, 

pois a produção dos ascósporos se prolonga por vários meses em folhas mortas até 

sua decomposição. 

 

Figura 5. Ciclo da Sigatoka negra. Infecção em bananeira por M. fijiensis. 1- esporos são dispersos 

pela água ou vento e atingem as folhas. 2- germinação dos esposoros e infecção através dos estômatos. 

3- infecções produzem estrias marrons que escurecem com a evolução da doença. 4- lesões maduras 

produzem estruturas sexuais (pseudotécios e  espermatogônios). 5- Os ascósporos são liberados 

infectando outras plantas. Fonte: Bennett e Arneson, 2003.  
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1.3. Respostas a estresses bióticos em plantas: genes e vias de defesa  

 

A constante busca por materiais resistentes a doenças na agricultura tem 

contribuído para uniformização e estreitamento da base genética das culturas, 

aumentando também a pressão de seleção sobre os patógenos. 

Segundo Mac Key (1986), a resistência em plantas pode ser descrita como a 

habilidade da planta em reduzir o estabelecimento de certas populações de patógenos 

através do seu sistema de defesa direto. No entanto, da mesma forma que a resistência 

ao patógeno é polimórfica em populações naturais de plantas, a virulência também é 

polimórfica em populações naturais de patógenos. Logo, a efetividade da resistência é 

limitada e depende de eventos de recombinação, fluxo gênico entre populações e 

consequentemente co-evolução planta/patógeno.  

A interação planta-patógeno pode ocorrer de duas formas. Na primeira, a defesa 

inata da planta é ativada por PTI (PAMP-Triggered Immunity) após o reconhecimento de 

padrões moleculares associados a patógenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns 

- PAMPs) (Jones e Dangl, 2006). O sucesso do patógeno pode suprimir a sinalização 

de PTI através da evolução de determinadas proteínas efetoras. Muitas vezes pode 

ocorrer o reconhecimento do patógeno invasor e ativação de um segundo sistema de 

defesa através da interação direta ou indireta entre o produto de um gene de resistência 

(R) presente na planta e sua proteína efetora codificada pelo patógeno (Vlot et al., 

2009). Este mecanismo atualmente é denominado ETI (Effector-Triggered immunity).  

 

1.3.1. Imunidade disparada por PAMPs 

 

Diferente do sistema imune dos mamíferos, composto por células especializadas 

em defesa, a imunidade da planta baseia-se na capacidade das células em reconhecer 

os patógenos (Jones e Dangl, 2006; Nicaise et  al., 2009). As proteínas de membrana 

denominadas PRRs (Pattern Recognition Receptors) reconhecem características 

moleculares conservadas de uma classe de micróbios, denominadas PAMPs 

(Medzhitov e Janeway, 1997), ou MAMPs (Microbe-associated molecular patterns ) no 

caso dessas moléculas conservadas estarem presentes em organismos não 

patogênicos (Boller e Felix, 2009). Originalmente conhecidos como elicitores essas 

moléculas são essenciais a sobrevivência do patógeno a exemplo da flagelina 

http://onion81.mpiz-koeln.mpg.de/downloads/Publikationen_2007/bittel_curr_op_plant_biol_2007.pdf
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bacteriana, fator de alongamento bacteriano Tu, lipopolissacarídeos, peptidioglicana, β-

glucanos, ergosterol e quitina de fungos (Boller e Felix, 2009). 

 Após o reconhecimento de PAMPs por receptores da superfície celular da 

planta, as PRRs, o PTI é iniciado gerando a sinalização em cascata MAPK (Mitogen-

activated protein kinases). A sinalização MAPK conduz à ativação de fatores de 

transcrição do tipo WRKY, importantes reguladores na defesa de plantas (Eulgem e 

Somssich, 2007; Pandey e Somssich, 2009) (Figura 6). Durante PTI ocorre também a 

produção de ROIs (Reactive Oxygen Intermediates) (Fang, 1997) que são importantes 

na resposta de defesa. O momento exato dessa explosão oxidativa na seqüência de 

eventos de sinalização durante PTI ainda é incerto (Zhang et  al., 2007).  Outro evento 

que ocorre é a deposição de calose, um polímero 1,3-β-glucano sintetizado entre a 

parede celular e a membrana plasmática (Bestwick et  al., 1995) que reforça a parede 

celular da célula vegetal em locais de infecção (Nurnberger et  al., 2004). A ativação de 

PTI impede a colonização do hospedeiro pelo patógeno, o que confere resistência a 

vários patógenos em potencial. 

 

 

Figura 6. Esquema simplificado do Sistema Imune da Planta. PTI- Imunidade Disparada por 

PAMPs; ETI-Imunidade Disparada por Efetores. ETS- Susceptibilidade Disparada por Efetores. 

Fonte: Adaptado de Miller et  al., 2011. 
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1.3.2. Imunidade disparada por efetores 

 

Segundo Chisholm et  al. (2006) os patógenos evoluíram em sua capacidade de 

suprimir as defesas primárias e as plantas, em resposta, co-evoluíram um mecanismo 

mais especializado que detecta organismos patogênicos, denominado ETI (Effector-

Triggered Immunity) (Jones e Dangl, 2006) (Figura 6) conhecido anteriormente como 

resistência gene a gene ou raça específica. A presença de efetores, anteriormente 

denominados proteína de avirulência (Avr), permite que os patógenos superem PTI e 

são reconhecidos por genes R presentes na planta. Os genes R possuem um domínio 

LRR (Leucine-Rich Repeat), dos quais a maioria contém um domínio NBS (Nucleotide 

Binding Site) (Xiao et  al., 2008). 

Quando um efetor é reconhecido por uma proteína NBS-LRR correspondente, 

ocorre a ativação de ETI que envolve várias vias de transdução de sinal e muitas vezes 

resulta em resposta de hipersensibilidade (HR), ou seja, morte celular programada das 

células vegetais atacadas pelo patógeno e das células adjacentes ao local da infecção 

(Staskawicz et  al., 1995). Ocorre também a liberação de intermediários reativos de 

oxigênio (Lamb e Dixon, 1997) e óxido nítrico (Wendehenne et  al., 2004), a fortificação 

de paredes celular da planta, produção de metabólitos secundários antimicrobianos e 

proteínas relacionadas com defesa e a ativação de SAR (Systemic acquired resistance)  

(Durrant e Dong, 2004). 

Em ETI, alguns tipos de interação patógeno-hospedeiro podem ocorrer. No 

modelo gene a gene (Flor, 1971) há uma interação direta entre a planta que possui um 

gene de resistência R e um patógeno com gene de avirulência (Avr) resultando em uma 

resposta de resistência. Caso falte o gene R na planta, ou o Avr no patógeno, a planta 

será suscetível a infecção. Diversos genes R e genes Avr já foram descritos (revisado 

por Chisholm et  al., 2006).  

A pressão seletiva, gerada pelas respostas de defesa da planta, pode resultar 

em ganho, perda ou alteração desses efetores através da evolução da população. Por 

sua vez, o sucesso dos patógenos em superar PTI, com efetores que contribuem para a 

sua virulência, resulta em susceptibilidade disparada por efetores- (ETS-Effector-

Triggered Susceptibility) (modelo zigue zague, Jones e Dangl, 2006) (Figura 7).  

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Systemic_acquired_resistance
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Figura 7. Esquema do modelo em Zigue Zague. A planta detecta PAMPs ou MAMPs via PRRs e 

aciona PTI. O patógeno libera efetores que interferem no PTI, resultando em ETS. Um efetor é 

reconhecido por uma proteína NB-LRR ativando ETI que pode induzir HR. Novos isolados do 

patógeno podem ter adquirido ou perdido efetores que podem suprimir o ETI. A seleção natural 

favorece novas plantas com genes NB-LRR que podem reconhecer um dos efetores recém-

adquiridos, resultando novamente em ETI. Fonte: Jones e Dangl, 2006. 

 

Na hipótese de guarda (Holt et al. 2003), as proteínas R e Avr não interagem 

diretamente. A proteína R interage, ou “guarda”, outra proteína denominada guardee, 

que o é alvo da proteína Avr. Quando é detectada uma alteração na proteína guardee a 

resistência mediada por genes R é ativada (Belkhadir et  al., 2004). O modelo de guarda 

foi inicialmente proposto para explicar o patossistema Pseudomonas syringae- tomate 

através da percepção de proteínas AvrPto pelas proteínas Pto e Prf (Van der Biezen e 

Jones, 1998).  

Pto é uma Serina/Treonina/Quinase que interage com AvrPto podendo também 

interagir e fosforilar uma segunda Ser/Ter/K, a Pti1, e estar ligada à transcrição de 

vários fatores relacionados com a defesa, Pti4, Pti5 e Pti6. Dentro do grupo de genes 

Pto está Fen, um homólogo de Pto que confere à planta sensibilidade ao inseticida 

organofosforado induzindo morte celular. Prf é uma proteína NBS-LRR necessária para 

o funcionamento de Pto e Fen (Oldroyed e Staskawicz, 1998).  

Van der Hoorn e Kamoun (2008) sugerem na hipótese Decoy, mais uma vez que 

as proteínas R e Avr não interagem diretamente. Para que a resposta de defesa seja 

ativada, é necessária a presença de uma proteína do hospedeiro especializada em 

percepção da proteína R, mas que não exerce qualquer função no desenvolvimento de 
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doença ou resistência. Assim, o “chamariz” como é denominado, imita alvos efetores e 

atrai o agente patogênico para um evento de reconhecimento do gene R. 

1.3.3. Resistência Sistêmica Adquirida, fitormônios envolvidos em defesa e 

proteínas PR. 

 

A resistência sistêmica adquirida (SAR-Systemic Acquired Resistance) é 

caracterizada pela ativação de defesa induzida também em partes da planta não 

infectadas por patógenos. SAR é eficaz contra um largo espectro de agentes 

patogênicos, incluindo os vírus, bactérias, fungos e oomicetos (Sticher et  al., 1997). 

Estudos com Arabidopsis e tabaco indicam que SAR é dependente da via de 

sinalização do fitormônio SA (Salicylic Acid- ácido salicílico) (White, 1979; Gaffney et al., 

1993; Delaney et al., 1994). Embora SA seja tipicamente importante em ETI, a indução 

de SAR também tem sido relatada em Arabidopsis com PAMPs como flagelina e 

lipopolissacarídeos (Mishina e Zeier, 2007).  

Após a indução de SAR por SA, a proteína reguladora NPR1 (Non-Expressor of 

Pathogenesis-Related Genes1) é deslocada para o núcleo onde interage com os 

membros da subclasse TGA / OBF de fatores de transcrição bZIP (Basic-leucine zipper 

domain)  que estão envolvidos na expressão de proteínas PR (Pathogenesis-Related)  

(Zhang et al., 1999; Després et al., 2000; Zhou et al., 2000; Fan e Dong, 2002; Dong et 

al., 2004).  

Proteínas PR foram descritas independentemente por dois trabalhos com tabaco 

(Van Loon e Van Kammen, 1970; Gianinazzi et al., 1970). Estas proteínas são 

geralmente induzidas em plantas resistentes durante a resposta de hipersensibilidade 

(HR) na interação com vírus, fungos e bactérias.  Posteriormente foi descoberto que 

elas são induzidas também em plantas suscetíveis a patógenos e plantas submetidas a 

estresses abióticos (revisado por Van Loon, 1985). Em 1980 Antoniw e colaboradores 

cunharam o termo “Pathogenesis- Related” que significa "proteínas relacionadas com a 

patogênese” que são definidas como proteínas codificadas pela planta, apenas em 

situações patológicas ou relacionadas com a patogênese (Edreva, 2005). Para ser 

incluída entre as PRs, uma proteína deve ser recém-expressa após a infecção, mas não 

necessariamente em todas as condições patológicas.  

Inicialmente, cinco grupos de proteínas PR foram caracterizados. Cada grupo é 

composto por vários membros com propriedades semelhantes (Bol et al., 1990). 

Atualmente, 17 grupos de proteínas PR foram descritos (Tabela 1, Sels et al., 2008) 

sendo as mais abundantes as proteínas PR 1, as quais apresentam propriedades 

http://acne.about.com/od/acnetreatments/a/salicylicacid.htm
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antifúgicas. Do grupo PR 5, fazem parte as Taumatinas que recebem essa 

denominação por apresentarem homologia com proteínas de sabor adocicado da planta 

Thaumatococcus daniellii. A Osmotina está inclusa no mesmo grupo. Outros exemplos 

de proteínas PRs são as Quitinases (PR3, PR4 e PR 11), Germina-oxalato oxidase (PR 

14 e PR15) e 1-3-β Glucanases (PR2) (Edreva, 2005; Sels et al., 2008). 

 

Tabela 1. Famílias de proteínas PR e suas propriedades.  

Família Tipo de membro Propriedades Alvo microbiano proposto Referência Original

PR-1 Tabaco PR1a Antifúngica Desconhecida Antoniw et al ., 1980

PR-2 Tabaco PR2 beta-1,3-Glucanase beta-1,3-Glucano Antoniw et al ., 1980

PR-3 Tabaco P, Q Quitinase (classes I, II, IV, V, VI, VI) Quitina Van Loon et al ., 1982

PR-4 Tabaco 'R' Quitinase (classes I, II) Quitina Van Loon et al ., 1982

PR-5 Tabaco S Similar-Taumatina Membrana Van Loon et al ., 1982

PR-6 Inibidor I de tomate Proteinase-inibidor _a Green & Rayan, 1972

PR-7 Tomate P69 Endoproteinase _a Vera &Conejero, 1988

PR-8 Quitinase do pepineiro Quitinase classe III Quitina Métraux et al ., 1988

PR-9 Formação de Lignina peroxidase de tabaco Peroxidase _a Lagrimini et al. ,1987

PR-10  Salsa 'PR1' Ribonuclease-similar' _a Somssich et al ., 1986

PR-11 Quitinase  de tabaco "classe V ' Quitinase classe I Quitina Melchers et al., 1994

PR-12 Rabanete Rs AFP3 Defensina Membrana Terras et al ., 1995

PR-13 Arabidopsis  THI2.1 Tionina Membrana Epple et al ., 1995

PR-14 Cevada LTP4 Proteínas de transferência de lipídios Membrana Glazebrook et al ., 2005

PR-15 Cevada OxOa (Germina) Oxalato oxidase _a Zhang et al ., 1995

PR-16 Cevada OxOLP Oxalato oxidase-similar' _a Wei et al ., 1998

PR-17 Tabaco PRp27 Desconhecida _a Yokushima et al ., 2000

Fonte: adaptado de Sels et al., 2008).  _a- Sem atividade antimicrobiana relatada in vitro.  

 

 

As vias de sinalização dos fitormônios, ácido jasmônico (JA) e etileno (ET), 

também estão envolvidas em respostas de defesa da planta. O ácido jasmônico está 

envolvido em efeitos sinérgicos na sinalização de JA (Niki et  al., 1998; Lorenzo et  al., 

2004; van Loon et  al., 2006).  

A maioria dos patógenos biotróficos (alimentam-se de tecidos vivos) são mais 

sensíveis a defesas induzidas mediadas por SA, enquanto as defesas contra patógenos 

necrotróficos (destroem as células do hospedeiro) e insetos herbívoros são induzidas 

geralmente através de JA e  ET (Thomma et al, 2001; Kessler e Baldwin, 2002; 

Glazebrook, 2005). 
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1.3.4. Famílias de Genes de Resistência 

 

Cinco famílias de genes de resistência a estresses bióticos foram descritas até o 

momento (Martin et  al., 2003) e classificadas com base em seus domínios 

conservados.  

A classe 1 é composta pela família NBS-LRR (Nucleotide Binding Site e Leucine-

rich Repeat) e contém o maior número de genes caracterizados. Estudos tem mostrado 

que a única função conhecida para esta família está na resistência a doenças (Ellis e 

Jones, 1998; Dangl e Jones, 2001). Acredita-se que domínio NBS está envolvido na 

ligação de ATP e na transdução de sinal, ativada pela presença do patógeno (Ellis e 

Jones, 1998; Tameling et  al., 2002) enquanto o domínio LRR provavelmente está 

envolvido no reconhecimento do patógeno  na interação do produto do gene Avr com o 

produto R do gene (Young et  al., 2000). 

Em plantas, proteínas NBS-LRR podem ser subdivididas nas classes TIR (Toll 

Interleucine Receptor) e não-TIR. A subclasse TIR-NBS-LRR contém um domínio 

aminoterminal homólogo a Toll em Drosophilla e uma interleucina (IL) em mamíferos 

(Parker et  al., 1997). Proteínas da subfamília não-TIR NBS LRR podem conter no N-

terminal um CC (coiled coil) ou cauda espiralada que em muitos NBS-LRR é necessário 

para a interação com proteínas acessórias (Lukasik e Takken, 2009), enquanto que o 

domínio TIR tem sido implicado em proteínas acessórias de ligação e especificidade de 

reconhecimento de efetores e início da resposta de hipersensibilidade. Atualmente 

cerca 400 genes da família NBS LRR foram descritos em arroz com 150 deles relatados 

também em Arabidopsis (Zhou et  al., 2004). 

A classe 2, compreende os genes R com domínios LRR extracitoplasmáticos 

ancorados a um domínio transmembrana. Um exemplo ocorre no patossistema 

tomateiro (Lycopersicon esculentum)- Cladosporium fulvum, no qual os receptores LRR 

são ancorados à membrana plasmática e codificados por um conjunto de genes Cf 

conferindo resistência a C. Fulvum (Wullf, 2009). 

Na classe 3, estão incluídos os LRRs extracelulares com domínio 

transmembrana ligados a uma serina treonina quinase (Ser/Tre/K) no citoplasma. Song 

et  al. (1995) sugerem que isso ocorre porque o domínio LRR está relacionado a 

recepção de estímulos externos enquanto a Ser/Tre/K está ligada as fosforilações na 

transdução de sinais do citoplasma para o núcleo. O gene Xa21 de arroz pertence essa 

família e foi caracterizado por apresentar resistência a Xanthomonas (Song et  al., 1995; 

Wang et  al., 2004). Em Arabidopsis mais de 600 genes dessa família já foram 
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estudados e os homólogos destes genes têm sido clonados em 20 espécies de plantas 

(Morris e Walker, 2003). 

A classe 4 é composta pela família serina treonina quinase citoplasmática, 

caracterizada por apresentar uma quinase que fosforila resíduos de serina e treonina 

que interagem com o produto do gene AvrPto presente em Pseudomonas syringae 

(Tang et  al., 1999). O gene Pto presente em tomate foi o primeiro gene R dessa família 

a ser descrito (Martin, 2003) e é um dos mais estudados por conferir resistência contra 

as estirpes de Pseudomonas syringae que expressam AvrPto (Martin et  al., 1993; Kim 

et  al., 2002). Pto foi encontrado também em Arabidopsis thaliana, Phaseolus vulgaris 

(Melotto et  al., 2004) e M. acuminata (Peraza-Echeverria et  al., 2007). 

Na classe 5, estão os membros da família CC (Coiled coil) ancorado à 

membrana. O principal exemplo pertencente a esta família de genes, o RPW8, codifica 

uma redutase localizada na membrana que possui uma estrutura helicoidal sem 

semelhança com qualquer outro gene de resistência (Kobe e Kajava, 2001). Como 

resposta de defesa a invasão do patógeno Hyaloperonospora parasítica RPW8 

presente em Arabidopsis ativa a produção de SA promovendo um acúmulo de H2O2 que 

provavelmente restringe o crescimento do haustório reduzindo o dano oxidativo (Wang 

et  al., 2009) às células do hospedeiro lhe conferindo resistência (Xiao et  al., 2003).  

 

1.4. Melhoramento Genético convencional 

 

De acordo com Borém e Milach (1999), a composição genética de diversas 

culturas resulta do processo de domesticação e melhoramento aos quais estas foram 

submetidas durante os séculos. As técnicas de melhoramento genético convencional 

surgiram desde os primórdios da agricultura e têm sido otimizadas com os avanços no 

campo da estatística, bioquímica, fisiologia, genética e biologia molecular a partir do 

século XX. 

Interesses iniciais na área de melhoramento genético de bananeira surgiram no 

final da década de 1920 em centros de pesquisa em Honduras, Trinidad e Tobago e 

Jamaica, motivados pela busca de cultivares resistentes ao Mal-do-Panamá (Shepherd, 

1992). Ainda segundo Shepherd (1992), o primeiro tetraplóide de banana foi 

desenvolvido no início da década de 1930 a partir do cruzamento de uma cultivar 

triplóide AAA (Gros Michel) com um diplóide AA (silvestre).  



33 

 

O programa de melhoramento genético da Embrapa CNPMF (Centro Nacional 

de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura Tropical), Cruz das Almas - BA teve início em 

1983, com a coleta de germoplasma em nível nacional e internacional (Alves, 1993; 

Dantas et  al.,1993), formando o Banco de Germoplasma de Banana, que atualmente é 

constituído por cerca de 300 acessos, em condições de campo (Simões e Serejo, 

2011). Este programa visa desenvolver cultivares resistentes às Sigatokas Amarela e 

Negra, ao Mal-do-Panamá, aos nematóides e à broca-do-rizoma, cruzando triplóides 

(AAA) comerciais com diplóides (AA) melhorados obtidos a partir do cruzamento entre 

parentais férteis e resistentes a estas doenças. Os híbridos tetraplóides produzidos são 

selecionados em diferentes regiões produtoras de banana no país (Silva et al., 1998; 

Silva et al., 2005)  

As espécies selvagens diplóides, Calcutta 4, Madang e Malaccensis, as 

cultivares Lidi, Sinwobogi, Tjau Lagada, Tuu Gia e Heva e os híbridos gerados  pela 

Embrapa CNPMF a exemplo de F2P2, 0323-03, SH32-63, 1304 são muito utilizados em 

programas de melhoramento de cultivares triplóides por apresentarem resistência as 

Sigatokas e/ou Mal-do-Panamá (Silva et al.,1997;  Amorim et al., 2008, Amorim ., 2009). 

O uso de variedades mais produtivas e resistentes a doenças possibilita o 

aumento dos rendimentos agrícolas e até mesmo a redução do uso de insumos pelo 

produtor, ajudando a preservar a saúde humana e o meio ambiente (Brammer, 2000). 

Entretanto, em algumas cultivares como as do subgrupo Cavendish Grande Naine 

(AAA), que apresentam suscetibilidade às Sigatokas, o melhoramento genético 

convencional é dificultado por serem variedades triplóides estéreis (Souza Jr, 2004). 

Logo, no melhoramento destas torna-se indispensável a utilização de ferramentas de 

melhoramento genético molecular, como marcadores moleculares. 

 

1.5. Melhoramento Genético Não convencional: Marcadores moleculares 

 

Marcadores moleculares são definidos por Ferreira e Grattapaglia (1998) como 

todo e qualquer fenótipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento 

de DNA. Esse tipo de marcador vem sendo amplamente utilizado em análise genética 

com diversas finalidades, inclusive em programas de melhoramento genético. Entre 

outras aplicações citadas por Buso et  al (2003) estão a identificação de clones, 

híbridos, estimativas de diversidade, fluxo gênico e saturação de mapas genéticos. 

Entre os marcadores mais utilizados estão o RAPD (Random Amplification of 

Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), AFLP (Amplified 
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Fragment Length Polymorphisms), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), 

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) e SSR (Simple Sequence Repeats). 

Marcadores RAPD são marcadores dominantes, nos quais o polimorfismo é produzido 

provavelmente devido a inserções ou deleções na sequência de DNA que alteram o 

sítio de anelamento do primer. O polimorfismo pode ser observado pela presença ou 

ausência de um produto de amplificação em um loco (Williams et  al. 1990). A técnica 

consiste na amplificação de fragmentos de DNA genômico por PCR (Polymerase Chain 

Reaction). A enzima Taq DNA polimerase é utilizada juntamente com um par de primers 

para a síntese de DNA in vitro. Os primers definem a região a ser replicada e após 

vários ciclos há produção de milhões de cópias do fragmento de interesse (Mullis, 

1990). 

O RAPD utiliza primers randômicos de aproximadamente dez bases. Uma 

vantagem da técnica, além do baixo custo, é que não necessita conhecimento prévio de 

sequência nucleotídica específica para detectar polimorfismos (Williams et  al.,1990; 

Welsh e Mcclelland, 1990). Uma desvantagem é a falta de reprodutibilidade dos 

experimentos (Kleinhofs, 1992). O marcador RAPD tem sido utilizado em diversos 

estudos em plantas como eucalipto, feijoeiro e arroz (Grattapaglia e Sederoff, 1994; 

Ferreira et  al., 2006; Ngezahayo et  al., 2007). 

O polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição (RFLP) pode ser 

detectado através da digestão do DNA genômico de dois indivíduos genéticamente 

distintos com uma ou mais enzimas de restrição (Helentjaris et  al., 1986). Após 

eletroforese em gel de agarose, o DNA é transferido para uma membrana de 

nitrocelulose e hibridizado com sequências de sondas radioativas (método de Southern) 

(Botstein et  al., 1980). Ainda segundo Botstein et  al. (1980) e Alzate-Marin et  al. 

(2005), as diferenças entre os comprimentos de um fragmento de restrição específico 

entre indivíduos podem estar relacionadas à variação de uma ou mais bases na 

sequência dos sítios de restrição, resultando na perda de uma clivagem local ou na 

formação de uma nova ou alternativamente devido a inserções ou deleções na 

sequência. 

Em bananeira, o uso de marcadores RAPD e RFLP foi relatado na construção 

de um mapa genético parcial, estudos de diversidade genética e caracterização de 

germoplasma (Fauré et  al., 1993; Bhat et  al., 1995; Ferreira et  al., 2004). 

Marcadores AFLPs são marcadores dominantes, baseados na amplificação 

seletiva por PCR de fragmentos de restrição de comprimentos diferentes, obtidos a 

partir da digestão de DNA genômico com enzimas de restrição pré-definidas (Vos et al., 
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1995). O DNA genômico é cortado com enzimas de restrição e os fragmentos são 

ligados a adaptadores específicos para cada sítio de restrição. A amplificação por PCR 

desses fragmentos é realizada com primers complementares aos adaptadores 

estendidos na extremidade 3‟ por uma base arbitrária. Uma nova amplificação é 

realizada utilizando um primer complementar com duas bases arbitrárias. Em seguida 

os fragmentos são vizualisados por eletroforese em gel de poliacrilamida no qual é 

possível identificar o polimorfismo gerado nos locos pela presença de SNPs ou INDELs 

nos sítios de restrição. O AFLP foi utilizado em estudos em plantas como araucária, 

tomateiro, cana-de-açúcar, alho e bananeira (Loh et al., 2000; Lima et al., 2002; 

Stefenon et al., 2003; Park et al., 2004; Morales et al., 2013). 

Os marcadores CAPS são marcadores co-dominates também baseados em 

polimorfismos criados ou eliminados por uma enzima de restrição (Konieczny e 

Ausubel, 1993). A presença ou ausência de um SNP ou INDELs no sítio reconhecido 

pela enzima de restrição cria ou elimina o polimorfismo que pode ser detectado 

desenhando um primer na região que flanqueia o SNP. Esse tipo de marcador foi 

utilizado em estudos com arroz (Yang et  al., 2012); amendoim (Gautami et  al., 2012), 

tomate (Moury et  al., 2000) e soja (Shu et  al., 2011) e é citado como promissor para 

utilização em seleção assistida por marcadores nessas plantas. 

Os SNPs são marcadores bialélicos baseados na detecção de polimorfismo 

resultante da alteração de um único par de bases em uma sequência no genoma. Para 

que uma variação seja considerada SNP, essa deve ocorrer em pelo menos 1 % da 

população. Os SNPs são a forma mais abundante de variação do DNA em genomas 

(Brookes, 1999) e são preferidos em relação a outros marcadores genéticos devido à 

sua baixa taxa de mutação e alta frequência no genoma (um a cada 100-300pb). O uso 

dos SNPs passou a ser mais frequente pela disponibilidade de bancos de EST que 

reduzem os custos da descoberta desse tipo de marcador. Em plantas, os SNPs têm 

sido aplicados em estudos de estrutura de população e diversidade genética em milho, 

soja, arroz e feijoeiro (Van Inghelandt et  al., 2010; Li et  al., 2010; Chen et  al., 2011; 

Blair et  al.,  2013  e mapeamento genético em amendoim, mandioca, algodão e 

abobrinha (Nagy et  al., 2012; Rabbi et  al., 2012; Yu et  al., 2012; Esteras et  al., 2012). 

Os marcadores microssatélites ou SSR são sequências de um a seis pares de 

base que apresentam repetições em tandem ao longo do genoma indicados para 

estudos de polimorfismo (Litt e Luty, 1989). As vantagens desses marcadores sobre os 

outros é que são altamente informativos, polimórficos, multi-alélicos, codominantes, 

amplamente distribuídos pelo genoma, amplificam regiões específicas, são baseados 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moury%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10701122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20859693
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em PCR e demandam pequena quantidade de DNA (Morgante e Olivieri, 1993). A 

técnica é baseada no uso de pares de primers, na reação de PCR para detecção de 

variações em locos de sequências repetitivas.  

Os SSRs têm sido aplicados em diversos estudos como, por exemplo, 

construção de mapas genéticos em algodão, amendoim, pimenta, morango e cacau 

(Allegre, 2011; Yu et  al., 2012; Gautami, et  al. 2012; Mimura et  al., 2012; Sargent et  

al., 2012), estudos de diversidade genética em arroz, café, maçã e cana de açúcar  

(Zhang et  al., 2011; Geleta et  al., 2012; Patzak et  al., 2012; Hameed  et  al., 2012) e 

estudos de estrutura de população (Wang et  al., 2011; Fricano et  al., 2012). Devido ao 

alto conteúdo informacional, este tipo de marcador tem se destacado na detecção de 

polimorfismo visando a escolha de parentais com maior variabilidade genética, ideais 

para programas de melhoramento genético de plantas (Barbosa Neto, 1995). 

Atualmente, existem centenas de marcadores microssatélites desenvolvidos a 

partir de M. acuminata e para M. balbisiana, empregados em técnicas de genotipagem, 

evolução e taxonomia do gênero, saturação de mapas genéticos e com potencial para 

seleção assistida por marcadores (Jarret et  al., 1994; Kaemmer et  al., 1997; Lagoda  et  

al., 1998; Crouch et  al., 1998; Creste et  al., 2003; Buhariwalla et  al., 2005; Cheung e 

Town, 2007; Hippolyte et  al., 2010; Miller et  al., 2010; Passos et al., 2012; Amorim et 

al., 2012; Passos et al., 2013).  

 

1.5.1. Isolamento e aplicação de Marcadores SSR baseados em genes 

 
Marcadores baseados em genes são aqueles isolados dentro ou associados a 

regiões gênicas em um determinado genoma. Marcadores SSRs podem ser 

identificados a partir de sequências de ESTs (Expressed Sequence Tag), genes e 

clones de cDNA depositados em bancos de dados públicos como o GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), sendo referidos como EST-SSRs ou SSR 

gênicos (Varshney et  al., 2005). Outro recurso para a identificação de SSRs são os 

TSAs (Trasnscript Shotgun Assemblies) que são arquivos de seqüências 

computacionalmente montados a partir de dados primários de ESTs ou de 

sequenciamento de próxima geração. Transcritomas completos são montados por 

métodos computacionais sem a necessidade de clonagem e sequenciamento de 

cDNAs. Os TSAs diferem de ESTs porque não há equivalentes físicos para as 

montagens (NCBI, sem data). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Apesar de ESTs e TSAs serem cada vez mais abundantes em bancos de dados 

públicos, para algumas espécies de plantas esses recursos ainda são limitados quando 

comparado com outras espécies (Dutta et  al., 2011). 

O sequenciamento de transcritoma com base em tecnologias de 

sequenciamento de nova geração (NGS - Next Generation Sequencing) a exemplo do 

pirossequenciamento 454 GS FLX e o HiSeq, tem gerado um grande número de 

sequências unigenes montadas (TSAs) que permitem a identificação de SSR gênicos 

em larga escala (Dutta et al., 2011; Kaur et  al., 2011; Passos et  al., 2013). Diversos 

scripts Perl e programas de pesquisa têm sido desenvolvidos facilitando a mineração de 

SSRs em arquivos de sequência (Varshney et  al., 2005).  

Segundo Blair et  al. (2003), embora os SSR gênicos também façam parte do 

genoma total, essa denominação é utilizada para distingui-los dos marcadores SSRs 

localizados em outras regiões do genoma que não necessariamente contenham genes 

e cujos motivos de repetição provavelmente são menos conservados. A vantagem 

desses marcadores sobre os SSRs identificados aleatóreamente no genoma é que por 

derivarem de regiões expressas oferecem um maior potencial para estarem ligados com 

locos que contribuem para fenótipos agronômicos de interesse, associação com QTLs 

(Quantitative Trait Loci) e para seleção assistida por marcadores.  

Em estudo recente (Passos et al., 2012) foram identificados 75 novos 

marcadores SSR gênicos polimórficos desenvolvidos para M. acuminata, com um total 

de 289 alelos observados. No entanto, comparada a outras espécies vegetais, a 

quantidade disponível para análises ainda é limitada. Além disso, um número pequeno 

de SSRs gênicos foi caracterizado, pois a maioria dos SSRs em bananeira foi isolada a 

partir de bibliotecas genômicas ou de clones BAC (Bacterial Artificial Chromosomes). 

 

 

1.6. Validação da Expressão gênica diferencial em Musa ssp. por RT- qPCR  

 

A análise de expressão gênica tem se tornado uma importante ferramenta na 

compreensão de vias de sinalização e vias metabólicas que são a base de diversos 

processos celulares (Zamorano et  al., 1996), tornou-se comum o uso da PCR em 

tempo real que possibilita quantificar fragmentos de DNA e cDNA.  

A RT- qPCR requer um fluoróforo que se liga ao produto de amplificação e 

detecta a sua presença pela emissão de fluorescência. De acordo com o tipo de estudo, 

várias fluorófores estão disponíveis para análises de RT- qPCR, a exemplo das sondas 
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Taq man, beacon e do corante Sybr Green, que se liga inespecificamente a qualquer 

fita dupla presente na reação (Morrison et  al., 1998). Na reação de RT- qPCR ocorrem 

em três fases subsequentes. Na fase 1,a baseline ou linha basal, não qual não há 

produto suficiente para detectar fluorescência. Na fase log ou exponencial (utilizada na 

quantificação do produto), os produtos de amplificação dobram a cada ciclo e à medida 

que se acumulam esse sinal aumenta exponencialmente. Na fase platô, após vários 

ciclos, o sinal se estabiliza devido à falta de algum componente crítico da reação 

(Kubista, 2006) (Figura 8). O Ct (Cycle Threshold) ou Cq (Ciclo de quantificação) (Bustin 

et al., 2009) é utilizado na quantificação da expressão relativa e é definido pelo número 

de ciclos necessários para que a fluorescência da reação alcance níveis superiores à 

fluorescencia basal. 

. 

Figura 8. Curva de amplificação por PCR em tempo real. A seta vermelha indica a linha basal 

(baseline): não há produto suficiente para detectar fluorescência. A seta preta indica o Ct (Ciclo de 

threshold) ou Cq (Ciclo de quantificação). A seta verde indica a amostra controle negativo ou NTC 

(No template Control).  A seta azul indica o threshold (corante de referência interna) Fonte: Novaes e 

Alves, 2004. 

 

 

 

Para testar a repetibilidade e aumentar a significância estatística do 

experimento, as reações de RT- qPCR para cada amostra, devem ser feitas em 

duplicata ou triplicata técnica e para cada experimento é indicado fazer também uma ou 

mais replicatas biológicas para validação dos resultados. O sucesso do experimento 

depende ainda da escolha adequada de um ou mais genes de referência para 

normalização dos dados. Estes genes são idealmente genes de expressão estável em 

diferentes células e tecidos (Huggett et  al., 2005; Gutierrez et al., 2008). No entanto, 

muitos estudos relatam que não existe um gene de referência ideal, que a expressão 

desses genes é variável de acordo com as condições experimentais e o mesmo deve 



39 

 

ser determinado para cada condição experimental (Morgante et al., 2011; Chen et al., 

2011; Lee et al., 2010).  

Em bananeira, poucos estudos sobre quantificação da expressão gênica por RT-

qPCR foram relatados (Portal et  al., 2011; Li et  al., 2011; Chen et  al., 2012; Wang et  

al., 2012; Mahdavi et al., 2012), especialmente no contexto de expressão gênica 

diferencial na interação bananeira-patógenos. 
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II. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Caracterizar genes-candidatos envolvidos em resposta a estresses 

bióticos, identificados por sequenciamento de transcritoma de dois genótipos 

contrastantes para resistência durante a interação Musa acuminata- 

Mycosphaerella musicola, agente causal da Sigatoka amarela, através do 

desenvolvimento de marcadores microssatélites e análise de expressão gênica 

diferencial. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 Identificar marcadores microssatélites em unigenes gerados a partir de 

pirosequenciamento 454 de transcritoma de M. acuminata Calcutta 4 (resistente) 

e Cavendish Grande Naine (suscetível) durante a interação com M. musicola; 

 Determinar a função predita in silico de genes associados com defesa e 

resistência a doenças; 

 Desenvolver marcadores microssatélites para genes potencialmente envolvidos 

em respostas de defesa do hospedeiro; 

 Analisar o polimorfismo nos locos microssatélites; 

 Analisar por RT-qPCR a expressão diferencial de genes-candidatos envolvidos 

em defesa e ao mesmo tempo contendo SSRs, em amostras controle e durante 

a interação M. acuminata- M. musicola.  
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III. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Bioensaio, patossistema M. acuminata – M. musicola  

A fim de desenvolver um recurso de genômica funcional para M. acuminata, que 

revele alterações transcricionais durante respostas imunes de plantas a estresses 

bióticos, foi realizado previamente um estudo de pirossequenciamento (Passos et  al., 

2013), que permite a caracterização de genes expressos em genótipos de M. acuminata 

durante as reações compatíveis e incompatíveis com o fungo patogênico M. musicola, 

agente causal da Sigatoka amarela.  

Para o sequenciamento foi realizado um bioensaio com 36 plantas de seis 

meses de idade do genótipo silvestre ´Calcutta 4` (AA, M. acuminata ssp. 

burmannicoides, resistente as Sigatokas, acesso ITC0654) e da cultivar comercial 

´Grande Naine` (AAA, subgrupo Cavendish, suscetível, acesso ITC0249), ambos não 

infectados (controles) e artificialmente desafiados com conidiósporos do patógeno.  

Ambas as plantas, controle e inoculadas, foram mantidas em estufa sob 12h de 

luz e 12h de fotoperíodo escuro a 25 ° C e humidade relativa de 85%. Uma estirpe de 

M. musicola, isolada a partir de folha de Cavendish Grande Naine proveniente da 

Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical foi utilizada para a inoculação artificial da 

superfície abaxial da folha mais jovem de cada planta. A inoculação foi realizada por 

pulverização da folha inteira com uma suspensão de 2 x 104 ml-1 de conidiósporos, com 

adição de surfactante Tween 20 a 0,05%. As amostras de controle foram pulverizadas 

com água e surfactante e incubadas sob as mesmas condições de crescimento. As 

folhas pulverizadas foram cobertas com sacos plásticos transparentes para garantir alta 

umidade.  

Uma microscopia eletrônica de varredura foi realizada para confirmar 

germinação e infecção por M. musicola e utilizada para determinar os pontos de tempo 

para a coleta das folhas. Um total de três repetições por amostra foram preparadas para 

a análise. Todas as amostras foram observadas usando um microscópio eletrônico de 

varredura Zeiss DSM 962. A microscopia revelou que os tubos germinais e hifas eram 

visíveis em menos três dias após inóculação (DAI), com crescimento de mais hifas e 

penetração nas células estomáticas em Cavendish Grande Naine ocorrendo em seis 

DAI em diante. Resultados semelhantes foram relatados por Liu et al. (2002), durante a 

interação M. fijiensis- M. acuminata. Liu e colaboradores observaram o aumento da 

penetração estomática em Cavendish Grande Naine em cinco DAI com um total de 11% 

dos estômatos penetrados em vinte e um DAI, e apenas 0,95% dos estômatos 
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infectados em Calcutá 4 no mesmo período. Com base nestes dados, amostras de uma 

folha de cada genótipo foram coletadas em três, seis e nove DAI, imediatamente 

imersas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C até a extração do RNA total. 

Um total de quatro bibliotecas de cDNA foram preparadas a partir do RNA total 

extraído das amostras de material foliar de Calcutta 4 e Cavendish Grande Naine. As 

quatro bibliotecas foram compostas respectivamente por um pool dos três tempos (três, 

seis e nove DAI), sendo que para cada tempo foi coletado um grama de uma folha de 

cada uma das três plantas (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Bioensaio e construção de quatro bibliotecas de cDNA. Para cada genótipo, Calcutta 4 e  

Cavendish Grande Naine, controle e inoculado, há três plantas e três tempos de avaliação de expressão 

gênica após inóculo, totalizando 36 amostras. DAI- dia após inóculo; C4NI- Calcutta 4 não inoculado; C4I, 

Calcutta 4 inoculado; CAVNI- Cavendish Grande Naine não inoculado; CAVI- Cavendish Grande Naine 

inoculado. 

Número de plantas/ DAI C4NI C4I CAVNI CAVI

Número de plantas (3 DAI) 3 3 3 3

Número de plantas (6 DAI) 3 3 3 3

Número de plantas (9 DAI) 3 3 3 3

Total de Plantas = 36 9 9 9 9

Musa acuminata  Calcuttá 4 

(acesso ITC 0654)

Musa acuminata  Cavendish 

Grande Naine (acesso ITC 0249)

 

 

3.2. Preparo de RNA total  

O RNA total de folhas de bananeira inoculadas e não inoculadas foi extraído 

previamente (Passos et  al., 2013) utilizando o Concert® (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA), baseado no protocolo descrito pelo fornecedor. O RNA total foi tratado com 

DNaseI (RNase free - Invitrogen) 1U/µL, utilizando 1 unidade para 2µg  de RNA total. A 

análise de pureza e quantificação de RNA total foi avaliada em gel de agarose 1% e por 

espectrofotometria usando um espectofotômetro Nanodrop ND-2000 (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, EUA). Posteriormente, para as análises de RT-qPCR, o RNA foi 

purificado com o Invisorb (Invitek, Hayward, CA, EUA) e novamentente quantificado por 

espectrofotometria. 

 

3.3. Sequenciamento 454 mRNA seq  

 

O isolamento de RNA mensageiro, a preparação das bibliotecas de cDNA 

enriquecidas e o pirosequenciamento foram realizados anteriormente, em colaboração 
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com Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemanha) a partir de aproximadamente 50 µg 

de cada pool de RNA total (Passos et  al., 2013). As bibliotecas não- clonadas foram 

preparadas através de uma busca aleatória de mRNA poliA+ e fracionamento de 

tamanho. A PCR de emulsão e o sequenciamento foram conduzidos de acordo com 

protocolos convencionais, utilizando a tecnologia Roche 454 GS FLX Titanium. Cada 

uma das quatro bibliotecas foi sequenciada em um segmento de 25% de uma placa 

Pico Titer. O processamento de sequência foi realizado utilizando Est2assembly 

(http://code.google.com/p/est2assembly/), e a montagem foi relizada utilizando Nesoni 

versão 0.89 (http://pypi.python.org/pypi/nesoni/0.89), WcdEST versão 0.6.3 WcdEST 

(http://code.google.com/p/wcdest/) e MIRA versão 3.1 

(http://sourceforge.net/projects/mira-assembler/). Todos os dados de processamento de 

sequência estão descritos em Passos et  al. (2013).  As reads foram montadas de novo, 

reunidas em contigs e singletons interpretados como unigenes distintos para Calcutta 4 

e Cavendish Grande Naine respectivamente. A partir do sequenciamento foram obtidos 

dados de expressão diferencial in silico (DDD- Digital Differential Display) entre as 

bibliotecas inoculadas e controle. 

 

3.4. Mineração de dados 454 para busca de SSRs 

Os dados de todos os contigs em formato FASTA foram submetidos a análise 

usando o programa Mreps (http://bioinfo.lifl.fr/mreps/) para a busca de marcadores 

SSRs. Para a detecção de SSRs é necessária a presença de pelo menos duas 

unidades de repetição (por exemplo, GC) com mais de 10 pb.  O software Primer3 plus 

(Rozen e Skaletsky, 2000) foi utilizado para desenhar pares de primers complementares 

a regiões flanqueadoras dos locos microssatélites.  

Uma predição da função in silico para cada unigene foi feita usando o BLASTX 

(Basic Local Alignment Search Tool) versão 2.2.24+ (Altschul et  al., 1997) contra o 

banco NCBI nr (National Center for Biotechnology Information) e KOG (Clusters of 

Eukaryotic Orthologous Proteins from Complete Eukariotic Genomes). Com base nas 

anotações BLASTX e descritores KOG, um subgrupo de 95 SSRs derivados de 

unigenes com função putativa de defesa e resposta a estresses bióticos foi selecionado 

para síntese de pares de primers (Tabela 3) e caracterizado quanto a amplificação por 

PCR e polimorfismo nos locos. 

http://bioinfo.lifl.fr/mreps/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


 

 
                                         Tabela 3. Subconjunto de 95 locos microssatélites derivados de Unigenes com função putativa de defesa em plantas e pares de primers desenhados para  

                                         cada loco. 

Loco Descrição KOG Resultado no Blast X Sequência de primers forward/ reverse 

loco231 Proteína não Caracterizada  Proteína hipotética SORBIDRAFT [Sorghum bicolor] 
GAGAGTACAACGGGAGCAGC     
CAGCAGGCAACTCACAGGTA 

loco330 Serina Treonina Quinase Não conhecida [Zea mays] 
CCAGAGTACAGGCCACCAAT   
TCTCACCCAAAACCTTTACAA 

loco608 Resultado não encontrado 
Proteína de resistência a doença (CC-NBS-LRR) 
[Musa balbisiana] 

TTTCCATCAAAGATGACCGA  
GGACCTAGTGACAACCACCC 

loco674 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Receptor quinase do embriogênese somática 
[Dimocarpus longan] 

TTGGATGAGGACTTTGAGGC  
CACCCAGTCAAGCAGCATAA 

loco801 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Putativa proteína quinase semelhante receptor 
[Arabidopsis thaliana]  

TGTACAGCTGACTTGCCGTC  
TGCAAACACCTGAATGGAAG 

loco821 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Proteína predita [Populus trichocarpa]  
GCTGTCTTCGGTTTTTGCTC  
TGGTAGATCGGATTCTTGGC 

loco945 Germina oxalato oxidase 
RecName: Full =  Putativa proteína semelhante a 
germina 12-4; Flags: Precursor 

CGATGTGTTTGTGTTCCCTG  
TTCTATCACAAAACAAATGCAAA 

loco965 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

 Proteína hipotética SORBIDRAFT [Sorghum bicolor] 
TGAAACTCCGATCGTTAAAGC  
GAAGATGGAAGATGACCCGA 

loco967 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

 Proteína hipotética SORBIDRAFT [Sorghum bicolor] 
CATCTTTGGCTTCTGTGCAA    
GAAGAAGTACACCGCGAAGC 

loco1020 Quitinase predita PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera] 
GAACTCAGGCTACGGTCAGG  
GCAGTCATTCCTCGTTGTCA 

loco1024 Serina Treonina Quinase Produto de proteína não conhecida [Vitis vinifera] 
ACCTTGGAGAAAGGGTTGCT  
TGCTGCTGCTGCTTATCCTA 

loco1185 
Serina  treonina quinase e endoribonuclease 
ERN1/IRE1, sensor da via de resposta a proteína 
desdobrada 

Proteína predita [Populus trichocarpa]  

AAGCGATCGAGTTGAATTGG  
GAGGGGCATATACAGGGTGA 

loco1257 
Harpin induzido por proteína envolvida na resposta 
de hipersensibilidade da planta e proteínas 
relacionadas com a patogênese 

PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera] 

 
AGGAACCGGACGGTGGTT   
GGCAGGTTGAAGCTGAACTC 
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loco1284 Chalcona sintase Tipo III policetídeo sintase 2 [Musa acuminata AAA] 
TCTAGGGTTCTTAGCCGCAA   
TCACCCTCAATATGTTAGTTTGG 

loco1309 Proteína quinase mitógeno- ativada Proteína predita [Populus trichocarpa]  
GTGAACTCGCAAACTCGTGA   
GAGGCCCAGTCTCCAAAAA 

loco1392 Serina Treonina Quinase 
RecName: Full =CBL-interagindo com proteína 
quinase 6; AltName: Fullutative CBL-interação 
proteína quinase [Grupo Oryza sativa japonica] 

AAGAAAGACGGAGAGGAGCC   
GCCAAATGCATTGAACACAC 

loco1394 
Proteína quinase quinase mitógeno- ativada  
(MAP2K) 

MAP Quinase quinase [Oryza minuta] 
TTTGGTCTGGTTGTGTTGGA   
CACGTCATGCAACAACACTG 

loco1412 Fenilalanina e histidina amônia liase 
Fenilalanina amônia liase [Musa acuminata AAA 
Group] 

TTCCCATCTGTTGAAGGAGG  
CTGCTGCTGTGCTTGTTCTC 

loco1428 Glicosil hidrolase (endo-1, 4-beta-glucanase) Celulase [Colocasia esculenta] 
TTCTGTTGCTGTGAACAAGGA  
AAGCCGATAAGTAGGCCGAT 

loco1654 Citodromo P450 Superfamília CYP2  Trans- cinamato 4-hidroxilase [Populus tremuloides] 
GGTCAGTTCAGCCTCCACAT 
TAATCCCATCGAACACCACA 

loco1701 Chalcona sintase Tipo III policetídeo sintase 4 [Musa acuminata AAA ] 
CCGATCTAGTCCGATTCCCT  
TAGAAGCGGCAAAGTTTCCA 

loco1732 Serina Treonina Quinase  Proteína hipotética SORBIDRAFT [Sorghum bicolor] 
GAGAACCGTCGTGGAGATGT  
ACTGAGTTGGGGAATCGTTG 

loco1739 Serina Treonina Quinase Putativa proteína de ligação ATP [Ricinus communis]  
CTGACATCGTCATCACCACC 
TGTTGATCGTGAAGCGGTAG 

loco1800 Germina oxalato oxidase 
Proteína semelhante a germina [Musa acuminata 
AAA] 

CCACGATCGTCGGAGATACT  
AACCATGCACCGAGGTAAAC 

loco2108 Proteína quinase mitógeno- ativada PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera] 
CTGCCGCTAATATGGGTGTT  
TAGCTTTTACCCTGGCGTTG 

loco2187 Proteina G, Subunidade beta 
Putativa guanina ligação de nucleotídeos, subunidade 
beta da proteína [Oryza sativa japonica] 

TGAGAGCAAGACCATTGTGC  
TCCCAGACTCTGATGGTTCC 

loco2061 Glutationa S-transferase Glutationa transferase III(b) [Zea mays]  
CGCATCAAAGAGGGAGAAAG  
GAAGTCGGGCTTCTTGTGAG 

loco2108 Proteína quinase mitógeno- ativada PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera] 
CTGCCGCTAATATGGGTGTT  
TAGCTTTTACCCTGGCGTTG 

loco2112  Beta-1, 3 glucanase  Proteína hipotética SORBIDRAFT [Sorghum bicolor]  
ATCCTGATGGCACTCCTGTT  
CTTCCAGGCCAAGATCAAAG 
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loco2306 
Caseína-quinase (serina / treonina / tirosina-
proteína quinase  ) 

PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera] 
AAGTTGTAGGCCTGGGGTCT  
AAGATTCAGATTCCACTCGCA 

loco2344 Proteínas relacionadas à patogênese, Grupo 5 
Cadeia A Resolução da estrutura alergênica e 
antifúngica do fruto banana semelhante a Taumatina- 
proteína 1.7a 

GGCACCAACTACAGGGTTGT  
GGATTAGCCCAAGAGAAGGC 

loco2363 Fator de transcrição predito Proteína predita [Populus trichocarpa]  
CCAAGGCTCTAGGTGCTACG  
GTCAAGCTGCAATCTCCTCC 

loco2430 Proteínas relacionadas à patogênese, Grupo 5 
Cadeia A Resolução da estrutura alergênica e 
antifúngica do fruto banana semelhante a Taumatina- 
proteína 1.7a 

CTTCTCTGGTGCAGCAATGG  
CTTCCATCGAAGGAGCAGTC 

loco2477 Tirosina-quinase específica (GTP-ligada) Proteína hipotética não conhecida [Zea mays] 
GAGATAGTAGGCGCTGTCCG  
CAGCTACCGACAGATGAGCA 

loco2496 Glutationa S-transferase Glutationa S-transferase Cla47 [Elaeis guineensis] 
CAGAAGTAGCAGACGGAGGG  
CAATTATAAGACTGAAAGCCAGCA 

loco2708 Fenilalanina e histidina amônia liase Fenilalanina amônia liase [Musa balbisiana]  
TTACCCGCTTTACAGGTTGG    
TGGATCCGATCACACGATAA 

loco2802 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Produto de próteína não conhecida [Vitis vinifera] 
AGAGGAGTGCAGTCGTTGGT   
GCCATAAGAGAAGTGAGGCG 

loco2826 FOG: repetição anquirina 
Proteína reguladora NPR1, putative [Ricinus 
communis]  

GAAACAAGAGGTCAGCCGAG  
ACTAAGCTCATCCGCTGCAT 

loco2884 Beta-1, 3 glucanase Hipotética proteína [Oryza sativa Indica] 
CTTTACCCCCGACATCACC  
ACGGCAAGAAAGAGACTCCA 

loco2904 Serina Treonina Quinase Proteína predita [Populus trichocarpa] 
ATTTCCAGACCCTTCCGTCT  
CGCCGGAGAAAACGATATTA 

loco2924 Chalcona sintase 
Tipo III policetídeo sintase 5 [Musa acuminata grupo 
AAA ] 

CGAGTACGGAAACATGCAGA  
TAGATTTGCACGCTGTGGAG 

loco2947 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Produto de próteína não conhecida [Vitis vinifera] 
GGTTGTGGTGTTTCTGCCTT  
ACATGCAAATTCCTCCAAGC 

loco2957 
Serina / treonina fosfatase proteína específica PP1, 
subunidade catalítica 

 RecName: Full = fosfatase serina / treonina proteína 
PP1 [Oryza sativa japonica] 

CCGGTCTTCATCGCTGTAAT  
TCTAAGCTTTGCTTTCCCCA 

loco2984 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Proteína predita [Populus trichocarpa]  
TCTATTTGGTGGATGTGTGCAT  
CTGGTGGAATTTGTGTCACG 

loco2991 Beta-1, 3 glucanase Glucano endo-1,3-beta-glucosidase 3 [Zea mays]  
TTGTTGTCCACAGCTTCCTCT  
GCAGGGTAAGTGCAACCATT 
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loco2994 Serina Treonina Quinase Hipotética proteína [grupo Oryza sativa japonica] 
ATGGCACTGTTGGCATACAA  
TCCGTTCTCACAGATGCTTG 

loco3099 Serina / treonina fosfatase  Putativa proteina fosfatase 2c [Ricinus communis] 
GCCTGCTGAAAAGCAAATTC  
GAGGCTTCTTGAACTGCACC 

loco355 FOG: repetições ricas em leucina  Proteína hipotética SORBIDRAFT [Sorghum bicolor]  
TGAGCCACTTGAATTTGTCG  
TATCCGAGTGCAATGCTGAA 

loco371 Serina Treonina Quinase 
Putativo receptor da proteína serina treonina quinase 
[Ricinus communis] 

GCCGTGGACTGTGGTATCTT  
TGCTAAATTATTGGCAGGGC 

loco475 Beta-1, 3 glucanase 
 Putativo precursor Glucano endo-1,3-beta-
glucosidase [Ricinus communis]  

CGGTGAGTGAAAACAAGGGT  
CGACATTCACACCGATGAAC 

loco642 Resultado não encontrado Produto de proteína não conhecida [Vitis vinifera] 
CCGATTCGGTCTCTTCTCTG  
AACGTGAACACCGCATTGTA 

loco655 
Modulador de resposta Giberelina  /  Fator de 
transcrição Predito 

PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera] 
CCAAATCCCTGATCCATGTC  
GCCTTGTAGCAGAGGGTGAA 

loco668 Proteína fosfatase 2A proteína associada Não conhecida [Picea sitchensis] 
CATGAACACAAGCACCAACC  
TGCTCTTGCTTTTTCCACCT 

loco777 Fosfatase dupla especificidade Não conhecida [Arabidopsis thaliana] 
GGCGATCGAGAGAGACAGAA  
GATCTCCGAGGTGATGGAAA 

loco801 Resultado não encontrado P-glicoproteína 20 [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]  
AGTGAGTGGGGGACAAACAG  
CAATGTTGTCCACATGCCTC 

loco832 Beta-1, 3 glucanase Glucano endo-1,3-beta-glucosidase 3 [Zea mays]  
TTGTTGTCCACAGCTTCCTCT  
GCAGGGTAAGTGCAACCATT 

loco833 Beta-1, 3 glucanase Glucano endo-1,3-beta-glucosidase 3 [Zea mays]  
AATGGTTGCACTTACCCTGC  
TCACCCAACTTTTTGCACAG 

loco868 Flavonol redutase / Cinamoil-CoA redutase cinamil álcool desidrogenase [Elaeis guineensis] 
CTCCCATTCAGAAGAGCCAC  
ATGCAGTGTGGAAAACACCA 

loco913 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Putativa proteína de ligação ATP [Ricinus communis] 
TGTACAGCTGACTTGCCGTC  
TGCAAACACCTGAATGGAAG 

loco984 
 Receptor semelhante a proteína quinase, contendo 
domínios de lectina 

Proteína predita [Populus trichocarpa]  
CTGCAGATCTCGTGGTGGT  
CACCGTCGGGACAGTAGAAT 

loco1016 
BolA (estresse morfogênico indozido por bactéria)-
proteína relacionada 

Putativo regulator de transcrição [Jatropha curcas] 
TCGAGCCTTAACCCTTCTCA  
CCTACTTGAACTACTTTTACTAGGTGC 

loco1050 Serina Treonina Quinase Proteína predita [Populus trichocarpa]  
CTGACATCGTCATCACCACC   
TGTTGATCGTGAAGCGGTAG 

loco1290 Flavonol redutase / cinamoil-CoA redutase Produto de proteína não conhecida [Vitis vinifera] 
CGGGTTCCAAGACCATAAGA  
ACCGATGTAGCCTGAACCAC 
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loco1310 Proteina G, Subunidade beta PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera]  
GATTCCCTTCGAACCCTAGC  
GCGTCCTGGATGGTGTACTT 

loco1311 Proteina G, Subunidade beta PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera]  
AAGTACACCATCCAGGACGC  
TCCCAGACTCTGATGGTTCC 

loco1378 
Harpin induzido por proteína envolvida na resposta 
de hipersensibilidade da planta e proteínas 
relacionadas com a patogênese 

 Proteína hipotética SORBIDRAFT [Sorghum bicolor] 

GCGTCGAGGTTTAACAAGGA  
TTCCCACAGTTTCCTTCAC 

loco1388 Fatores de transcrição superfamilia WRKY   Proteína hipotética SORBIDRAFT [Sorghum bicolor] 
CTCAAGTCATCAGGATCGCA  
CACAAATCAATGGCTGGATG 

loco1433 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Proteína predita [Populus trichocarpa]  
GGACTCACGAGTTCCCACAT  
CGGAGGCCAGTCAAGTTAAG 

loco1440 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Produto de proteína não conhecida [Vitis vinifera] 
CGTCCCAATTCGACCATTCT  
GAGAGCGAGGAAGGAGAGGT 

loco1444 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Resultado não encontrado 
GAGCGCTTAGGCTTCTCTCA  
GGTGCTTTATGCTGCTGTCA 

loco1480 Germina oxalato oxidase 
Proteína semelhante a aermina  [Chimonanthus 
praecox] 

CGCGAACGGTGTCTACTACA  
TTGGACAACATGACCCGATA 

loco1686 Beta-1, 3 glucanase Resultado não encontrado 
CTGCATGGGTATCTTCCACC  
CTTCCAGGCCAAGATCAAAG 

loco1723 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Proteína quinase [Malus x domestica] 
CGAGGAGTCATCCAAGAAGC  
CTGCCGCTAATCTCCTCCTT 

loco1854 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Resultado não encontrado 
TCGCTGAACCAAGAAGGACT  
GAAGAAGTTCGTCAGCGAGG 

loco1865 Quitinase predita  Quitinase putativa[Epipremnum aureum] 
AGAGACAATGGCGAGGAAGA  
TTTGTAGCATAAGCCCCAGG 

loco1967 Quitinase predita PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera]  
GAACTCAGGCTACGGTCAGG  
GCAGTCATTCCTCGTTGTCA 

loco1976 A Receptor protein kinase containing LRR repeats Proteína hipotética [grupo Oryza sativa japonica] 
CACCATGGAACAACGAACAG  
GGCTGGAGCAGTTGTAAAGG 

loco2028 A Glycosyl hydrolase (endo-1, 4-beta-glucanase) Resultado não encontrado 
CGACAGAGGAAGTCAGGGAA  
AATCGAAAGCCTCGATAGCA 

loco2056 Predicted endo-1,3-beta-glucanase 
putativa hidrolase, agindo sobre o glicosil [Ricinus 
communis] 

CAAGACCTCCTCCTCTTCCC  
ATGGGTGGATGTACTCAGGC 

loco2057 Predicted endo-1,3-beta-glucanase 
putativa hidrolase, agindo sobre o glicosil [Ricinus 
communis]  

CCTCCTCTTCCCTCTCAAGG  
GGATGGGTAGCAGAAGGTGA 
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loco2067 
A Regulator of pathogen resistance responses of 
RPS2 and RPM1 genes 

 Proteína hipotética SORBIDRAFT [Sorghum bicolor]  
GGCGACGTTGGAAAGAGAG  
CATCAGAGTGCCGTAGACGA 

loco2219 
Tyrosine kinase specific for activated (GTP-bound) 
p21cdc42Hs 

Proteína Quinase (PK) [Fagus sylvatica] 
ATCCAAGCAGCTTTTGCAGT  
ATCCAGGTGTCCTTGTACGC 

loco2256 Macrophage migration inhibitory factor Proteína luz-indusível ATLS1 [Elaeis guineensis] 
ATCTCCTTTGGGAGGCAACT  
CTCACGTTGGTGGAAAGGTT 

loco2355 
Pathogenesis related proteins, group 5, and related 
proteins 

Cadeia A Resolução da estrutura alergênica e 
antifúngica do fruto banana- proteína semelhante a  
Taumatina 1.7a 

TGGTGCAGCAATGGCATC  
GACGTTGATGGTCCAGGTCT 

loco2371 Arylacetamide deacetylase PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera] 
GCTGATCCAGCCGTTTTTC  
ACATTCATTACCGCTTTCCG 

loco2375 
A Gibberellin response modulator/Predicted 
Transcrição factor 

PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera] 
GACTCAGAGCTCGGTTTCCA  
GGTTGTTGAGGCGAGAGAAG 

loco2472 A Receptor protein kinase containing LRR repeats Proteína hipotética [Zea mays] 
CTCTTTCTCCTCCGCCTTCT  
GGTAAGGGAGTTGACACCGA 

loco2595 Serina Treonina Quinase Proteína hipotética [Oryza sativa indica ]  
CTCTCTTTCGGCTGGATTTG  
TCACGAGACTGCAAAGCAAC 

loco2646 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Resultado não encontrado 
GGCCTAATAGCAGGGAGGTC  
GCTCGGCTCAGTGAAATCTT 

loco2830 Hidrolase amino ácido-IAA IAA hidrolase [cultivar híbrida Phalaenopsis] 
ATCGTCCCTTCTTCCCTGTT  
GGTGACTGCAGCTGAGATAAAA 

loco2853 
Receptor proteína quinase contendo repetições 
LRR 

Proteína hipotética [Oryza sativa japonica] 
CTCTCTCTCCCTCTCGCTCA  
GAAGGAAGAAGGGATCGGAC 

loco3025 Serina Treonina Quinase PREDITA: proteína hipotética [Vitis vinifera] 
ACCACAATCGTCGTCCTACC  
GAACTCATAGGAGGAGGGGC 

loco3153 Resultado não encontrado 
Proteína de resistência tipo NBS RGC5[Musa 
acuminata subsp. malaccensis] 

TTGACTTCGGAGAGCAACCT  
CTATCTCCAATCCGGTCAGC 

loco3190 Resultado não encontrado 
Putativa proteína de resistência 1 marrom planthopper 
induzida [Oryza sativa japonica] 

AGATGCACTGGGGTCATTTC  
CCAAGGTATGAGCTGGGTGT 

loco3221 Proteínas relacionadas à patogênese, Grupo 5 
Cadeia A Resolução da estrutura alergênica e 
antifúngica do fruto banana- proteína semelhante a 
Taumatina proteína 1.7a 

GGCACCAACTACAGGGTTGT  
GGATTAGCCCAAGAGAAGGC 



 

3.5. Caracterização de marcadores SSRs 

 
Para a caracterização dos 95 locos SSRs foi extraído o DNA genômico de 22 

genótipos diplóides de M. acuminata. Esses genótipos são híbridos melhorados e 

silvestres, contrastantes para a resistência a estresses bióticos e provenientes do 

banco de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF).  

Após a extração, os DNAs de 20 genótipos foram utilizados na montagem de 

quatro bulks contrastantes para resistência à Sigatoka negra e Amarela. Alguns deles 

apresentam resistência e/ou suscetibilidade as duas Sigatokas simultaneamente, 

fazendo parte de mais de um pool. O pool 1 foi formado por  genótipos resistentes à 

Sigatoka negra: Calcutta 4, Lidi, 0323-03, SH32-63, 1304-06 e 0116-01. O pool 2 foi 

composto por genótipos suscetíveis a Sigatoka negra: Pisang Berlin e Niyarma Yik. O 

pool 3 foi formado por genótipos resistentes à Sigatoka amarela: Calcutta 4, 

Burmannica, Microcarpa, Lidi, 0323-03, 1304-06, 1741-01, 9179-03, 0116-01, 1318-01 

e 4279-06; e o pool 4 foi montado com os genótipos suscetíveis a Sigatoka amarela: 

Raja Uter, Tjau Lagada, F2P2, Khai Nai On, Pisang Berlin, Niyarma Yik, Sowmuk, 

Jaribuaya e SH32-63 (Tabela 4).  

                              

          

Tabela 4. Genótipos diploides (AA) de M. acuminata contrastando em resistência às Sigatokas, 

utilizados para avaliar marcadores SSR. SSN- Susceptibilidade à Sigatoka negra; RSN- Resistência 

à Sigatoka negra; SSA Suscetibilidade à Sigatoka amarela; RSA- Resistência à Sigatoka amarela; * 

Não há informação quanto à suscetibilidade e/ ou resistência. ?não há informação quanto a origem. 

Tipo Origem

1 1741-01 x Híbrido Jary Buaya x (Calcutta 4 x Madang)

2 SH 32-63 x x Híbrido Cedido pela FHIA-Honduras

3 4279-06 x Híbrido M53 x (Tui Gia x Calcutta 4)

4 1318-01 x Híbrido Malaccensis x Sinwobogi

5 0323-03 x x Híbrido Calcutta 4 x ?

6 1304-06 x x Híbrido Malaccensis x Madang

7 0116-01 x x Híbrido Borneo x Guyod

8 9179-03 x Híbrido Borneo x Guyod

9 Burmannica x Silvestre ?

10 Calcuttá 4 x x Silvestre ?

11 Microcarpa x Silvestre Myanmar

12 Pisang Berlin x x Silvestre ?

13 Lidi x x Silvestre Indonesia

14 Khai Nai On x Silvestre Tailândia

15 Niyarma Yik x x Silvestre Papua  Nova Guiné

16 Jaribuaya x Silvestre Malasia

17 Raja Uter x Silvestre Indonesia

18 Sowmuk x Silvestre Papua  Nova Guiné

19 Tjau Lagada x Silvestre Indonesia

20 F2P2 x Silvestre Equador

21 03115- Planta 1* – – – – Híbrido F1 Calcuttá 4 x Pisang Berlin

22 03115- Planta 2* – – – – Híbrido F1 Calcuttá 4 x Pisang Berlin

N° Genótipos SSN RSN SSA RSA

 
Fonte: adaptado de Ferreira et al., 2004. 
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    Cada reação de PCR foi realizada em um volume de 13 µL, contendo 3 ng de DNA 

genômico molde, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 µM de cada primer, 0,25 

mg/mL de BSA (Albumina de Soro Bovino); 1,25 U de Taq polimerase, e 1 x tampão 

de PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As amplificações foram realizadas em um 

termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) com 

o ciclo de temperatura realizado a seguir: desnaturação inicial a 94 °C durante 5 min, 

30 ciclos de 94 °C durante 1 min, a temperatura de anelamento do primer por 1 min, e 

extensão a 72 °C durante 1 min; além de um período de extensão final de 7 min a 72 

°C.  

Após a amplificação, os produtos de PCR foram sujeitos a eletroforese em géis 

de agarose 3,5% executados em tampão TBE1 X, para verificar o tamanho do 

fragmento amplificado, comparados com marcador de peso molecular DNA Ladder 

1Kb, e a especificidade dos pares de primers. Os géis foram fotografados com o 

auxílio do Gel logic 200 imaging system (KODAK®, EUA). Para os marcadores cuja 

amplificação não foi observada no gel, a temperatura de anelamento do par de primer 

foi diminuída até 50 °C e aqueles que apresentaram fragmentos inespecíficos a 

temperatura de anelamento foi elevada até 62 °C, variando dois graus a cada teste. 

Em alguns casos, as concentrações de MgCl2  na reação também foram alteradas em 

uma escala de 0,5mM, utilizando uma concentração mínima de 1,5 mM e máxima de 

3,0 mM. 

Para os bulks que apresentaram diferenças de amplificação entre si para cada 

loco, as reações foram repetidas com os genótipos que compõem um mesmo bulk 

separadamente, verificando se compartilham os mesmos alelos, a fim de verificar o 

polimorfismo nos locos e se existem alelos segregando juntamente com a resistência 

ou suscetibilidade. Nestas reações, foram utilizados também os genótipos Planta 1 e 

2, provenientes do cruzamento entre Calcutta 4 (resistente às Sigatokas) e Pisang 

Berlin (suscetível às duas Sigatokas) (tabela 4). Por se tratarem de genótipos diplóides 

esperava-se que ambos apresentassem um alelo proveniente de cada genitor com a 

finalidade de garantir a especificidade nos locos.  

Os tamanhos dos alelos foram estimados de acordo com o marcador de peso 

molecular DNA Ladder 10 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em géis desnaturantes 

de poliacrilamida a 4% utilizando ureia 7M (Creste et  al., 2001; Promega, 2006). Após 

a revelação, os géis ficaram expostos a temperatura ambiente para secar por 

aproximadamente 24h, e depois foram escaneados e escoreados no computador. Os 

resultados foram analisados no software PowerMarker v3.25 (Liu e Muse, 2005) 

visando identificar o número de locos polimórficos, média de alelos por loco, 

heterozigosidade esperada e observada e o PIC (Polymorphic Information Content).  
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A heterozigosidade é uma medida de variabilidade genética. Em um 

determinado marcador é a probabilidade de um indivíduo ser heterozigoto no loco 

marcador e depende do número de alelos e sua frequência na população. A 

heterozigosidade observada (Ho) é a proporção de indivíduos heterozigotos nas 

amostras da população e pode ser calculada pela seguinte fórmula para um loco:  

 

N° de heterozigotos em cada loco 

Total de Indivíduos amostrados 

 

A heterozigosidade esperada (He) ou diversidade genética em um loco com 

dois alelos pode ser calculada com base nas frequências alélicas atráves da fórmula: 

 

p2+ 2pq+q2=1 

 

onde p2 é a frequência  do alelo p, q2 é a frequência alelo q e 2pq é a frequência de 

heterozigotos na população (Hardy, 1908). A soma das frequências alélicas é igual a 

1. Quando a He é superior a Ho sobre o princípio do equilíbrio de Hardy-Weinberg 

pode-se considerar que forças evolutivas podem estar atuando na população e 

gerando um excesso de homozigotos. 

O PIC é uma medida da eficácia de um determinado marcador de DNA para 

detecção de polimorfismo. O valor do PIC para cada marcador EST-SSR foi calculado 

utilizando a fórmula padrão abaixo (Anderson et  al., 1993). 

 

 
 

Na fórmula, Pij é a frequência do alelo j para um determinado marcador i em 

um conjunto de acessos e se estende ao longo da somatória de k alelos detectados 

para o marcador i. 

Os dados genotípicos para cada genótipo, com base na presença ou 

ausência de cada alelo no loco SSR, foram convertidos em dados binários 

(codificados como 1 para a presença  e 0 para ausência ) e foram usados para 

gerar uma matriz de similaridade genética no software MVSP (Kovach, 1999) com 

base no coeficiente de Sorensen-Dice (Dice, 1945) dado pela fórmula: 
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Sij= ___2ª__ 

2a+b+c 

 

onde 2a equivale ao número de códigos para os quais ambos os genótipos (i e j) 

tiveram código igual a 1 (presença) ou 0 (ausência), b  é igual ao número de códigos 1 

para o genótipo i e 0 para o genótipo j e c é igual ao número de códigos 1 para o 

genótipo j e 0 para o genótipo i.  

O Coeficiente de Sorensen-Dice foi escolhido por apresentar melhor eficiência, 

menor distorção e stress e maiores correlações em relação a outros coeficientes 

avaliados por Emygdio e colaboradores 2003, sendo considerado o mais adequado 

para estudos de diversidade genética. Este coeficiente leva em consideração a relação 

existente entre o número de códigos comuns e número total de códigos, quando se 

comparam duas amostras (Mueller-Dumbois e Ellenberg, 1974 apud Meyer, 2002). O 

método UPGMA (Unweighted pair-group method with arithmetic mean) foi utilizado 

para avaliar a relação entre os genótipos avaliados contrastantes M. acuminata, na 

forma de um dendograma. 

 

 

3.6. Análise de expressão de genes- candidatos envolvidos na 

interação M. acuminata – M. musicola por RT-qPCR 

 

3.6.1. Desenho de primers específicos para RT- qPCR e síntese de 

cDNA 

 

Dos 95 locos SSR caracterizados foram selecionados 44, com base nos dados 

de amplificação por PCR, na função putativa do gene no qual se localiza o SSR e nos 

dados de expressão diferencial in silico. Dos 44 selecionados, 18 foram identificados 

em sequências de Calcutta 4 e 26 em Cavendish Grande Naine. Para esses genes 

contendo SSRs, pares de primers específicos foram desenhados para verificar sua 

expressão diferencial por RT-qPCR nas amostras do bioensaio descrito na seção 3.1. 

Antes do desenho de pares de primers, as sequências foram submetidas dos 

genes candidatos a análise por BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra 

um banco de dados local de ESTs de M. acuminata e contra sequências do genoma 

de arroz (Oryza sativa) disponíveis no banco de dados público do NCBI. Em seguida, 

para determinar se o gene- candidato pertence a uma família gênica ou se é um gene 

de cópia única foi realizada uma busca de ortólogos no genoma de referência de O. 
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sativa utilizando as ferramentas Plaza (http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/) e 

Phytozome (http://www.phytozome.net/) para verificar o número de cópias de cada 

gene no genoma de arroz. O arroz foi escolhido por ser uma monocotiledônea com 

genoma de referência disponível no domínio público e pelo fato do sequenciamento do 

genoma de Musa não ter sido publicado somente após a realização do experimento.  

Para garantir que os pares de primers para RT-qPCR fossem desenhados em 

regiões específicas para cada gene e fora de domínios conservados, as sequências de 

cDNA e protéicas foram submetidas ao banco de dados CDD (Conserved domain 

database) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Este banco de dados 

de domínio conservado é constituído de uma coleção de alinhamentos múltiplos de 

sequências e é um recurso para a anotação de unidades funcionais em proteínas. Sua 

coleção de modelos de domínio utiliza a estrutura 3D para fornecer informações sobre 

sequência, estrutura e função das proteínas.  

A região não conservada dos genes candidatos foi utilizada para desenho de 

pares de primers. As sequências foram submetidas ao software Primer3plus 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), selecionando a 

opção qPCR de acordo com os parâmetros tamanho do primer entre 19 e 22bp, 

tamanho do amplicon entre 100 e 200pb, Tm entre 55 e 62 0C e porcentagem de GC 

entre 45 e 55 %). Para aqueles genes cujo desenho de primers não foi possível com 

os parâmetros desejados, o primer forward foi desenhado dentro do domínio 

conservado e o primer reverse fora do domínio conservado.  

Após o desenho dos primers, um PCR eletrônico foi realizado (http://bips.u-

strasbg.fr/EMBOSS/) contra um banco contendo as sequências oriundas do 

sequenciamento 454 de transcritoma de M. acuminata (contigs e singlets), as 

sequências gênicas de arroz recuperadas no Phytozome e também contra sequências 

do genoma de referência do duplo haplóide M. acuminata DH Pahang sequenciado 

recentemente (D‟Hont et  al., 2012). Os pares de primers que anelaram apenas sob 

duas condições foram testados por PCR e RT-qPCR. A primeira condição foi que cada 

par de primers anelasse somente uma vez, na sequência para o qual foi desenhado e 

que apresentasse produto de amplificação no tamanho esperado. A segunda condição 

foi que o par de primers poderia anelar uma segunda vez, desde que não fosse em 

sequências provenientes de um mesmo genótipo utilizado no bioensaio, ou seja, 

primers que anelassem em duas ou mais sequências de Calcutta 4 ou duas ou mais 

sequências de Cavendish Grande Naine seriam descartados.  

Cinco genes com potencial de expressão estável em M. acuminata também 

foram avaliados por PCR para uso como genes- referência em normalização de 

expressão nas análises de RT- qPCR. Eles são descritos na tabela 5.  

http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/
http://www.phytozome.net/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://bips.u-strasbg.fr/EMBOSS/
http://bips.u-strasbg.fr/EMBOSS/
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         Tabela 5. Genes com potencial expressão estável, selecionados para análises de RT-qPCR. 

Nome do primer Gene Primer forward/ reverse 
Produto 

esperado 
Referência 

UBQ2 Ubiquitina 
GGCACCACAAACAACACAGG 

AGACGAGCAAGGCTTCCATT 
379 Chen et al., 2011 

RPS2 Proteínas Ribossomal S 
TAGGGATTCCGACGATTTGTTT 

TAGCGTCATCATTGGCTGGGA 
84 Chen et al., 2011 

ACT2 Actina 
CTTAGCACTTTCCAGCAGATG 

ACACCAAAAAACTACCCCGAC 
137 Chen et al., 2011 

TIP4I 
Proteína Intrinseca do 

Tonoplasto 

GAAAGTTTATCTGTCCAAGGC 

TATCATTACAAGAGGAGGTGC 
348 Chen et al., 2011 

EF 
Musa acuminata 

Elongation Factor 

AACCCCCAAATATTCCAAGG 

AGATTGGCACGAAAGGAATC 
107 Passos et al.,2013 

 

 

Para as análises de RT- qPCR, o RNA total de material foliar das 36 amostras 

do bioensaio foi extraído com o Kit Concert de acordo com as orientações do 

fabricante. A integridade e quantidade (medida em nanogramas por microlitros) de 

RNA total em cada amostra foram estimadas respectivamente por eletroforese em gel 

de agarose 1% e no espectrofotômetro Nanodrop 2000. Um RNA de qualidade deverá 

apresentar uma curva em forma de “sino” e absorbância em torno de 260nm. O DNA 

genômico contaminante foi digerido com a enzima DNase I, Amp Grade (Invitrogen, 

Carisbad, CA, EUA) e o mRNA transcrito reversamente utilizando a enzima Supert-

ScriptTM A síntese de cDNA foi realizada para cada amostra individualmente e também 

para as amostras em quatro pools organizados por tratamento: pool 1- 9 amostras de 

Calcutta 4 não inoculado; pool 2 – 9 amsotras de Calcutta 4 inoculado;  pool 3 – 9 

amostras de Cavendish Grande Naine não inoculado e pool 4 – 9 amostras de 

Cavendish Grande Naine inoculado.  

 Após a síntese de cDNA, foram realizadas reações PCR no termociclador 

SwiftTM MaxPro Thermal Cycler (Esco, Singapore), a 95°C por 5 min,  30 ciclos com as 

seguintes etapas: desnaturação a 95° por 1 minuto,  anelamento do primer a 60°C por 

1 minuto , extensão a 72°C por 1 minuto e extensão final por 10 minutos. O par de 

primers específico para o gene Elongation Factor M. acuminata flanqueando uma 

região intrônica (forward 5‟CGCTTTCACTCTTGGTGTCA3‟ e reverse  

5‟ATCGCCTGTCAATCTTGGTC3‟) foi utilizado nas reações como controle positivo. A 

análise do tamanho do produto amplificado em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídeo 10µg/µL possibilitou a avaliação da integridade do cDNA e a 

detecção de DNA genômico contaminante. Os produtos de PCR amplificados foram 

visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. 

A especificidade dos primers desenhados, tendo como alvo os genes- 

candidatos envolvidos em respostas de defesa e contendo SSRs, foi avaliada 

utilizando dois pools de cDNA. Um dos pools foi montado com amostras de cDNA de  
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Calcutta 4 e o outro com amostras de Cavendish Grande Naine. Para cada genótipo, o 

pool foi formado por 1µL de cada amostra de cDNA do bioensaio (18 plantas não-

inoculadas e inoculadas) acrescidos de 18µL de água bidestilada. Para cada par de 

primer foram feitas três reações de PCR: uma com 0,5 µL do pool de cDNA diluído em 

1,5 µL de água bidestilada, um controle positivo utilizando 2 µL de um DNA genômico 

escolhido ao acaso e um controle negativo sem o cDNA- molde (2 µL de água). Os 

produtos de PCR amplificados foram visualizados em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídeo 10µg/µL.         

 

3.6.2. Validação da expressão de genes- candidatos envolvidos na 

interação M. acuminata– M. musicola por RT-qPCR 

 

Foram feitos dois pools de cDNA, que foram utilizados nas reações de RT-

qPCR realizadas no equipamento ABI 7300 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA). Cada reação de RT-qPCR foi realizada em um 

volume final de 10 µL contendo 2µL de cDNA com fator de diluição 10-2,  um par de 

primers (0,4 µL dos primers forward+reverse  na concentração de 10µM) e 5µL de 

Platinum® SYBR® Green qPCR Super Mix-UDG w/ROX kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA), de acordo com as recomendações do fabricante e 2,3 µL de água bidestilada.  

As condições de termociclagem utilizadas na RT-qPCR foram 50°C por 2 

minutos, 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos com as seguintes etapas: 

desnaturação a 95°C por 15 segundos, anelamento e extenção do primer a 60°C por 

60 segundos, seguido de uma curva de dissociação gerada a partir da desnaturação 

do produto amplificado pelo aumento da temperatura no fim da reação para verificar a 

especificidade do primer (95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos e 95°C por 15 

segundos). Cada tratamento foi testado usando um par de primers correspondente ao 

gene candidato e um par de primers correspondente ao gene de referência, para a 

normalização da expressão. Os resultados brutos dos Cts das reações de RT- qPCR 

foram vizualisados com o software 7500 v.2.0.4. (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EUA) e foram considerados na quantificação da expressão relativa, (método do Ct 

comparativo ou 2-(ΔΔCt)). 

Para os primers que apresentaram apenas produto de amplificação, ou seja, 

um único pico visualizado na curva de dissociação, foram feitas reações com os quatro 

pools de cDNA (C4NI, C4I, CAVNI, CAVI) provenientes da extração de RNA das 

amostras do bioensaio. Para cada amostra de gene alvo foi feita uma triplicata técnica 

e um controle negativo, o NTC (No Template Control), também em triplicata, e para 

cada gene referência foi feita uma duplicata técnica e um NTC em triplicata (Figura 9). 
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Entre os genes que apresentaram diferença de expressão entre Calcutta 4 e 

Cavendish Grande Naine, sete foram testados com as 36 amostras de Calcutta 4 

separadamente.  

Os dados foram analisados no software Miner 

(http://www.miner.ewindup.info/Version2) que calcula a eficiência dos primers e em 

seguida no programa Rest (http://www.gene-quantification.de/rest-2009-index.html) 

para determinar a dos genes- alvo e se são significativamente mais ou menos 

expressos difencialmente de maneira significativa nas amostras inoculadas em relação 

às amostras controle. 

 

 
   Figura 9. Desenho experimental de uma placa de 96 poços. A- Placa contendo 5 genes alvos 

(linhas A a E) e um gene referência (linha F) para reações feitas com os quatro pools de 

plantas. B-Placa contendo um gene alvo (linhas D,E,F,G,H) e um referência (linhas A,B,C) 

para reações feitas com as 18 amostras do bioensaio separadamente. Em cada poço, de cima 

para baixo, está indicado o número da amostra, o nome do primer e o número da duplicata ou 

triplicata técnica. NTC- No template control. 

A 

B 

http://www.miner.ewindup.info/Version2
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IV. RESULTADOS  

4.1. Mineração e Caracterização de SSRs 

 

As sequências de Calcutta 4 foram montadas de novo em 36.384 

sequências unigene, sendo 24.259 contigs e 12.125 singletons. Um padrão 

semelhante foi observado em Cavendish Grande Naine, com um total de 35.269 

unigenes divididos em 23.729 contigs e 11.540 singletons. Respectivamente, 

4.068 locos SSR gênicos foram identificados em Calcutta 4 e 4.095 em Cavendish 

Grande Naine.  A repetição mais frequente em Calcutta 4 foi de trinucleotídeos 

(61,4%) (Figura 10A), seguido da repetição dinucleotídeo (18,26%) (Figura 11A), 

tetra (9,7%), hexa (5,9%) e pentanucleotídeo (3,7%) com repetições acima de 

heptanucleótido representando 1,04% do total de SSR presentes em Calcutta 4. 

Resultado semelhante foi observado em Cavendish Grande Naine (Figuras 10B e 

11B) com SSRs trinucleotídicos representando 61,68% das repetições, seguido de 

di (19,4%), tetra (8,6%), hexa (5,8%) e pentanucleotídeos (3,5%) e repetições 

acima de heptanucleotídicas representando 1,02% do total de SSRs em unigenes 

de Cavendish Grande Naine. Entre as repetições trinucleotídeo, (CTC)n foi a mais 

abundante nos dois genótipos seguida de repetições (TCC)n e (GAG)n para 

Calcutta 4 e Cavendish respectivamente.  

O número de repetições foi inversamente proporcional ao tamanho da 

repetição, variando de 7,74 repetições em dinucleotídeos a 3,63 repetições em 

hexanucleotídeos em Calcutta 4. De forma similar, em Cavendish Grande Naine 

houve uma média de 8,55 repetições dinucleotídicas e 3,70 repetições 

hexanucleotídicas.  

Do subgrupo de 95 marcadores SSR, derivados de unigenes 

potencialmente relacionados com defesa, validados para a amplificação por PCR 

e polimorfismo nos 22 genótipos diplóides de M. acuminata, um total de 73 

(76.8%) marcadores amplificaram no tamanho esperado. Do total inicial, 14 locos 

(14,7%) apresentaram polimorfismo. A figura 12 ilustra o polimorfismo no loco 

2028 nos 22 genótipos diplóides de M. acuminata, apresentando quatro alelos 

vizualisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 4% corado em nitrato de 

prata. Foi observado um total de 66 alelos, variando de 3 a 8 alelos por loco e 

média de 4,7. A He foi superior a Ho, (0,68 e 0,58 respectivamente). O PIC variou 

de 0,34 a 0,82, com uma média de 0,63 (Tabela 6). Vinte e dois primers (23,2%) 
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não apresentaram produto de amplificação e no loco 1480 foram observadas falhas 

na amplificação por PCR. 



 

 

 

 

 
 

 
                    Figura 10. Abundância de motivos para repetições microssatélites trinucleotídeos em Calcutta 4 (A) e Cavendish Grande Naine (B). Fonte: adaptado de 

Passos et al., 2013 



 

 

 
Figura 11. Abundância de motivos para repetições microssatélites dinucleotídeos em Calcutta 4 

(A) e Cavendish Grande Naine (B). Fonte: adaptado de Passos et al., 2013. 

 

 

 

 
Figura 12. Amplificação do loco 2028 em 22 genótipos diplóides de Musa acuminata, 

visualizada em gel de poliacrilamida 4% corado com nitrato de prata. As setas indicam 

a progênie obtida a partir do cruzamento entre genótipos Calcutta 4 (posição 10) e 

Pisang Berlin (posição 12), repetidos na posição 21 e 22. 

   



 

Tabela 6. Marcadores microssatélites derivados de unigenes envolvidos em defesa e resposta a estresses bióticos. He- heterozigosidadde esperada.  Ho-    

Heterozigosidade observada. PIC- Conteúdo de Informação Polimórfica. * Loco polimórfico representado na figura 12. 

Loco SSR Gene-Função Putativa 
Motivo de 

repetição 

Tamanho 

do SSR 

Amplificação 

por PCR 
Polimorfismo 

Produto 

esperado 

(pb) 

Amplitude 

alélica 

n° de 

alelos 
He Ho PIC 

Loco231  Proteína hipotética SORBIDRAFT[Sorghum bicolor] CT 11 Sim Monomórfico 373 373 1       

Loco330 Serina Treonina Quinase TG 11 Sim Monomórfico 214 225 1 
   

Loco608 
Proteína de resistência a doença (CC-NBS-LRR) [Musa 

balbisiana] 
TGC 14 Sim Monomórfico 335 335 1 

   

Loco674 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR ATG 12 Sim Monomórfico 258 260 1 
   

Loco801 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR ATTGA 19 Sim Monomórfico 129 140 1 
   

Loco821 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR CGG 14 Sim Polimórfico 113 170-180 3 0,61 0,52 0,53 

Loco945 Germina oxalato oxidase TGACA 17 Sim Polimórfico 329 325-330 3 0,62 0,57 0,55 

Loco965 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR AAC 12 Sim Monomórfico 205 215 1 
   

Loco967 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR CTT 18 Sim Monomórfico 161 160 1 
   

Loco1020 Quitinase predita AT 11 Sim Monomórfico 293 290 1 
   

Loco1024 Serina Treonina Quinase CAC 14 Sim Monomórfico 553 550 1 
   

Loco1284 
Serina  treonina quinase e endoribonuclease ERN1/IRE1, 

sensor da via de resposta a proteína desdobrada 
CTA 12 Sim Polimórfico 524 270-330 6 0,77 0,65 0,74 

Loco1185 

Harpin induzido por proteína envolvida na resposta de 

hipersensibilidade da planta e proteínas relacionadas com a 

patogênese 

GCG 12 Não 
 

374 
     

Loco1257 Chalcona sintase AG 11 Não 
 

272 
     

Loco1309 Proteína quinase mitógeno- ativada TC 16 Não 
 

456 
     

Loco1392 Serina Treonina Quinase TTCGTC 18 Sim Monomórfico 588 588 1 
   

Loco1394 Proteína quinase quinase mitógeno- ativada  (MAP2K) GCT 12 Não 
 

399 
     

Loco1412 Fenilalanina e histidina amônia liase TGC 15 Sim Polimórfico 197 175-190 3 0,39 0,14 0,34 

Loco1428 Glicosil hidrolase (endo-1, 4-beta-glucanase) GAGGA 18 Sim Monomórfico 331 331 1 
   

Loco1654 Citodromo P450 Superfamília CYP2  CCT 16 Sim Polimórfico 178 170-200 5 0,70 0,71 0,66 

Loco1701 Chalcona sintase ATGT 19 Não 
 

134 
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Loco1732 Serina Treonina Quinase AGG 17 Sim Monomórfico 186 180 1 
   

Loco1739 Serina Treonina Quinase CCT 14 Não 
 

180 
     

Loco1800 Germina oxalato oxidase CAG 12 Sim Monomórfico 465 300 1 
   

Loco2108 Proteína quinase mitógeno- ativada GA 14 Sim Polimórfico 196 190-220 7 0,81 0,92 0,79 

Loco2187 Proteina G, Subunidade beta ACC 13 Não 
 

144 
     

Loco2061 Glutationa S-transferase AG 19 Sim Polimórfico 195 190-200 5 0,70 0,52 0,66 

Loco2108 Proteína quinase mitógeno- ativada GA 14 Sim Polimórfico 196 205-230 8 0,84 0,91 0,82 

Loco2112  Beta-1, 3 glucanase GTC 18 Sim Polimórfico 149 200-205 3 0,52 0,65 0,46 

Loco2306 
Caseína-quinase (serina / treonina / tirosina-proteína 

quinase ) 
TG 13 Sim Polimórfico 181 170-185 4 0,74 0,38 0,69 

Loco2344 Proteínas relacionadas à patogênese, Grupo 5 AT 19 Sim Monomórfico 166 170 1 
   

Loco2363 Fator de transcrição predito GTA 16 Sim Monomórfico 587 587 1 
   

Loco2430 Proteínas relacionadas à patogênese, Grupo 5 TCC 12 Sim Monomórfico 243 240 1 
   

Loco2477 Tirosina-quinase específica (GTP-ligada) GT 18 Sim Monomórfico 335 335 1 
   

Loco2496 Glutationa S-transferase TTCT 13 Sim Monomórfico 596 596 1 
   

Loco2708 Fenilalanina e histidina amônia liase CTGCCGC 30 Sim Monomórfico 310 310 1 
   

Loco2802 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR CTT 14 Sim Monomórfico 133 130 1 
   

Loco2826 FOG: repetição anquirina CT 18 Não 
 

429 
     

Loco2884 Beta-1, 3 glucanase TCT 15 Sim Monomórfico 276 290 1 
   

Loco2904 Serina Treonina Quinase CTC 12 Sim Monomórfico 570 570 1 
   

Loco2924 Chalcona sintase CGG 12 Sim Monomórfico 174 170 1 
   

Loco2947 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR CT 11 Não 
 

320 
     

Loco2957 
Serina / treonina fosfatase proteína específica PP1, 

subunidade catalítica 
GATC 13 Não 

 
406 

     

Loco2984 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR TCCT 13 Sim Polimórfico 116 115-130 7 0,80 0,45 0,77 

Loco2991 Beta-1, 3 glucanase CT 19 Não 
 

399 
     

Loco2994 Serina Treonina Quinase AGA 12 Não 
 

496 
     

Loco3099 Serina / treonina fosfatase  TGA 12 Não 
 

274 
     

Loco355 FOG: repetições  rico em leucina GAA 12 Sim Monomórfico 223 220 1 
   

Loco371 Serina Treonina Quinase AT 12 Sim Polimórfico 366 350-360 3 0,56 0,54 0,48 

Loco475 Beta-1, 3 glucanase CTC 17 Não 
 

166 
     

Loco642 Produto de proteína não conhecida [Vitis vinifera] TCT 12 Sim Monomórfico 114 115 1 
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Loco655 
Modulador de resposta Giberelina  /  Fator de transcrição 

Predito 
CTC 14 Sim Monomórfico 211 215 1 

   

Loco668 Proteína fosfatase 2A proteína associada GA 12 Não 
 

276 
     

Loco777 Fosfatase dupla especificidade AG 12 Sim Monomórfico 108 110 1 
   

Loco801 P-glicoproteína 20 [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]  CGAGT 15 Sim Monomórfico 551 551 1 
   

Loco832 Beta-1, 3 glucanase TC 16 Não 
 

383 
     

Loco833 Beta-1, 3 glucanase CCT 15 Sim Monomórfico 314 330 1 
   

Loco868 Flavonol redutase / Cinamoil-CoA redutase GCGGCA 22 Não 
 

321 
     

Loco913 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR ATTGA 19 Sim Monomórfico 129 130 1 
   

Loco984 
 Receptor semelhante a proteína quinase , contendo 

domínios de lectina 
AGC 15 Sim Monomórfico 500 500 1 

   

Loco1016 
BolA (estresse morfogênico indozido por bactéria)-proteína 

relacionada 
AAAT 13 Sim Monomórfico 418 420 1 

   

Loco1050 Serina Treonina Quinase CCT 17 Sim Monomórfico 183 180 1 
   

Loco1290 Flavonol redutase / cinamoil-CoA redutase GA 26 Não 
 

121 
     

Loco1310 Proteina G, Subunidade beta CCT 22 Sim Monomórfico 548 548 1 
   

Loco1311 Proteina G, Subunidade beta ACC 13 Não 
 

515 
     

Loco1378 

Harpin induzido por proteína envolvida na resposta de 

hipersensibilidade da planta e proteínas relacionadas com a 

patogênese 

AT 22 Não 
 

394 
     

Loco1388 Fatores de transcrição superfamilia WRKY  CGAT 13 Sim Monomórfico 465 465 1 
   

Loco1433 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR CTT 14 Sim Monomórfico 263 260 1 
   

Loco1440 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR TCC 23 Sim Monomórfico 454 454 1 
   

Loco1444 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR CTTC 13 Sim Monomórfico 98 98 1 
   

Loco1480 Germina oxalato oxidase TC 14 Sim Polimórfico 381 FA - 
   

Loco1686 Beta-1, 3 glucanase GTC 18 Sim Monomórfico 117 180 1 
   

Loco1723 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR GGA 15 Sim Monomórfico 249 240 1 
   

Loco1854 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR TTCC 13 Sim Monomórfico 597 597 1 
   

Loco1865 Quitinase predita CCG 12 Sim Monomórfico 421 421 1 
   

Loco1967 Quitinase predita AT 13 Sim Monomórfico 295 295 1 
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Loco1976 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR CCT 12 Sim Monomórfico 312 312 1 
   

Loco2028 A Glicosil hidrolase (endo-1, 4-beta-glucanase) CTT 17 Sim Polimórfico 270 280-290 4 0,70 0,75 0,65 

Loco2056 Predita endo-1,3-beta-glucanase TCC 14 Sim Monomórfico 258 300 1 
   

Loco2057 Predita endo-1,3-beta-glucanase CCT 13 Sim Monomórfico 297 300 1 
   

Loco2067 
Regulador de resposta de resistência a patógenos e genes 

RPS2 e RPM1 
GA 11 Não 

 
99 

     

Loco2219 Tirosina quinase específica ativada por (ligação GTP) TC 11 Não 
 

466 
     

Loco2256 Fator de inibição de migração de macrófago GA 34 Sim Monomórfico 89 89 1 
   

Loco2355 Proteínas relacionadas à patogênese, Grupo 5 TCC 12 Sim Monomórfico 178 180 1 
   

Loco2371 Arilacetamide deacetilase TGG 12 Sim Monomórfico 426 426 1 
   

Loco2375 
Modulador de resposta Giberelina  /  Fator de transcrição 

predito 
GAG 13 Sim Monomórfico 548 458 1 

   

Loco2472 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR TTC 13 Sim Monomórfico 403 403 1 
   

Loco2595 Serina Treonina Quinase AGC 17 Sim Monomórfico 511 511 1 
   

Loco2646 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR TTC 18 Sim Polimórfico 209 200-220 5 0,73 0,30 0,68 

Loco2830 Hidrolase amino ácido-IAA TAT 12 Sim Monomórfico 493 493 1 
   

Loco2853 Receptor proteína quinase contendo repetições LRR CTC 14 Sim Monomórfico 202 210 1 
   

Loco3025 Serina Treonina Quinase CTC 12 Sim Monomórfico 388 388 1 
   

Loco3153 
Proteína de resistência tipo NBS   RGC5[Musa acuminata 

subsp. malaccensis] 
CCTG 17 Sim Monomórfico 281 280 1 

   

Loco3190 
Putativa proteína de resistência 1 marrom planthopper 

induzida [Oryza sativa japonica] 
GA 19 Sim Monomórfico 317 330 1 

   

Loco3221 Proteínas relacionadas à patogênese, Grupo 5 AT 14 Sim Monomórfico 157 160 1 
   

Médias               4,71 0,68 0,58 0,63 



 

 

4.2. Análise fenética a partir de 22 genótipos diplóides de Musa 

acuminata 

A análise fenética realizada a partir dos 66 alelos identificados nos 14 locos SSR 

polimórficos, mostrou que três clusters maiores foram montados com similaridade de 

aproximadamente 0,34. No cluster um ficou apenas o genótipo F2P2 que apresentou o 

menor índice de similaridade em relação a todos os outros genótipos (0,34) (Figura 13). 

O cluster dois foi formado por 13 genótipos. Os híbridos 0116-01 e 1304-06, 

apresentaram alta similaridade genética (0,90). O genótipo que apresentou maior 

similaridade (0,63) com estes foi 1318-01, seguido de 9179-03 (0,58), todos estes 

resistentes as Sigatokas (Tabela 4). Sowmuk e Niyarma Yik apresentaram similaridade 

de 0,84 entre si. O genótipo mais próximo destes foi Tjau Lagada, com 0,6 e o segundo 

mais próximo, foi Raja Uter, com 0,53.  

O cluster três foi formado por oito genótipos: Planta 1 e Planta 2, 1741-01, 4279-

06, 0323-03, Jaribuaya, Burmannica e Calcutta 4. Os dois últimos apresentaram 

similaridade de 0,93 entre si. O grau de similaridade entre Planta1 e planta2, que são 

progênies resultantes do cruzamento entre Calcutta 4 e Pisang Berlin, foi de 0,58. Nos 

locos, 945, 1284, 2108 e 2061, esses genótipos apresentaram alelos ausentes nos 

genitores. Quando esses locos foram excluídos das análises, a similaridade entre os dois 

genótipos foi de 0,81. 

Dendograma gerado a partir de 22 genótipos diplóides de Musa acuminata

Coeficiente de Sorensen

1741-01 

Jaribuaya

4279-06

0323-03

Burmannica

Calcutta 4

03115- Planta 1*

03115- Planta 2*

SH 32-63

Pisang Berlin

Khai Nai On

1318-01

1304-06

0116-01

9179-03

Niyarma Yik

Sowmuk

Tjau Lagada

Raja Uter

Microcarpa

Lidi

F2P2

0,28 0,4 0,52 0,64 0,76 0,88 1

 

Figura 13. Análise fenética de 22 genótipos diplóides de Musa acuminata em 14 locos SSR gênicos realizada no 

softwere MVSP pelo método UPGMA utilizando o Coeficiente de Sorensen. 

I 
II 

III 
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Quando os 14 locos foram analisados separadamente, o loco 821 apresentou 4 

agrupamentos principais. A maioria dos genótipos resistentes mostrou alto grau de 

similaridade entre si e ficou em um mesmo cluster, o IV separados em 4 subclusters.  

Uma exceção foi F2P2 que é um genótipo suscetível às Sigatokas e para esse loco foi 

agrupado com Calcutta 4, Burmannica, 9179-03 e 4279-06 que são resistentes. 

Resultado semelhante ocorreu no loco 1214, para o qual dos 13 genótipos agrupados no 

subcluster pertencente ao cluster V, apenas Sowmuk e Raja Uter são suscetíveis, (Figura 

14 A e B). Planta 1 e 2 também fizeram parte deste subcluster apresentaram similaridade 

1 entre si nesses locos dois locos.  

Loco 821

Coeficiente de Sorensen

1741-01 

SH 32-63

1318-01

1304-06

0116-01

Lidi

03115- Planta 1*

03115- Planta 2*

4279-06

9179-03

Burmannica

Calcutta 4

F2P2

Microcarpa

Pisang Berlin

Raja Uter

Niyarma Yik

Sowmuk

Tjau Lagada

Jaribuaya

0323-03

Khai Nai On

-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

 

Loco 1412

Coeficiente de Sorensen

1741-01 

SH 32-63

4279-06

0323-03

Burmannica

Calcutta 4

Microcarpa

Pisang Berlin

Jaribuaya

Raja Uter

Sowmuk

03115- Planta 1*

03115- Planta 2*

1318-01

9179-03

Niyarma Yik

1304-06

0116-01

F2P2

Lidi

Khai Nai On

Tjau Lagada

-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Figura 14.  Análise fenética de 22 genótipos diplóides de Musa acuminata em dois locos SSR gênicos, A- loco 

821 e B-loco 1412 pelo método UPGMA utilizando o Coeficiente de Sorensen.    

A 

B 

I 

I 

II 
III 

II 

III 

IV 

IV 

V 
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4.3. Desenho de primers específicos para RT-qPCR 

 

Das 44 sequências de cDNA (contigs) selecionadas para análise por RT-qPCR 

que foram submetidas ao Blastn contra o banco de dados de ESTs de Musa spp., 26 

apresentaram similaridade com e-value entre 0 e 9e-59 e foram utilizadas para 

desenhar primers específicos (Tabela 7). Destas 26 sequências, 17 apresentaram e-

value igual a 0. Do total inicial de 44 sequências, 18 não apresentaram similaridade 

com sequências do banco de dados de ESTs de Musa spp. e foram desconsideradas 

para análise por RT- qPCR.  

Após o desenho de primers, o PCR eletrônico realizado contra o banco de 

sequências de transcritoma (contigs e singlets) de M. acuminata oriundas do 

sequenciamento 454, as sequências gênicas de arroz recuperadas no Phytozome e as 

sequências do genoma de M. acuminata DH Pahang mostrou que todos os 26 pares 

de primers desenhados anelaram no máximo duas vezes em contigs de M. acuminata. 

Esse anelamento ocorreu uma vez na sequência a partir da qual o primer foi 

desenhado e com produto de amplificação correspondente ao tamanho esperado, ou 

duas vezes sendo uma vez em uma sequência do genótipo Calcutta 4 e a outra em 

Cavendish Grande Naine (tabela 8). Não foram observados anelamentos em 

singletons e no genoma de arroz e apenas cinco deles anelaram em sequências do 

genoma de Musa acuminata DH Pahang. Assim, a estratégia de desenho adotada a 

fim de garantir a especificidade dos primers mostrou o resultado esperado no teste in 

silico. 
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Tabela 7. Primers desenhados para RT- qPCR derivados de genes- candidatos envolvidos 

com defesa na interação M. acuminata- M. musicola. 

Abreviação do Gene Primer Forward/Reverse Função Putativa

Tamanho 

esperado do 

Amplicon

1CHIT
CACCATCTCCTGCAAGCATA 

GCAGTCATTCCTCGTTGTCA
Quitinase 123

2STK
TCATGTTGGCTTCATCATCC 

TGCAATCCACACTCTTAACTCG
Serina treonina quinase 116

3P450
GGCGCTGTTCCTTCTTTTCT             

GCCCTTTAGCAACCCATTTT

Citocromo P450 subfamilia 

CYP2 
100

4GER
CGCTCAAGAATATGGACAACG 

AACCATGCACCGAGGTAAAC
Germina/oxalato oxidase 130

5SORB
TGGAACCACCGAACTCTTTC 

GGGTGACTCCCAGAATCGTA
Hipotética proteína Sorbidraft 161

6OSM
GGCACCAACTACAGGGTTGT    

ACCTGCCATCAGTCTTGACA
Osmotina/ PR5 142

7THAU
CCGGTGGGACTAATTACAGG 

CAATTCGGATGTCAATGCAG

Taumatina/ Proteína 

relacionadas à patogênese PR5
165

8GLU
GCGCAGTTGGGTTTATGAAT 

TGAAAGCCAGCACAAGAAAG
Glutationa-S-transferase 169

9CHAL
CTCCACAGCGTGCAAATCTA  

GTCGACGCGAAAACAAGTG
Chalcona sintase 179

10RPK
CGGAGAAGACTGATGTTTTTGGT

CACTAGGCAGTTCTGGATCA

Receptor de proteína quinase 

contendo repetição de LRR
176

11MAP2K
TGAAACATCCCTTCCTGAGC  

AGCAGCAGCCTTTGAGTAGG

 Proteína quinase quinase 

mitógeno ativada (MAP2K)
140

12WRKY
AGCAGCTTGGACATGGAGTT  

CACTTGAGGTGGTAGCAGCA

Fator de transcrição da 

superfamilia WRKY 
114

13STK
CGAAGAAGGTGTTCCTCTCG 

AACCGACCGATCTCAAAGAA

Serina/treonine específica 

proteína fosfatase PP1, 

subunidade catalítica 120

14GLU
ACCTCATGAAAACCCCCAAG 

TCTCCCCCTGATGTACCAAC
Glutathione S-transferase

174

15GPROT
ATGGAGGAGCTAATCCGAAA 

TGAGAATAGCTTCGAAGAGC
Proteína G subunidade  beta 150

16FER
GCTGATCGAGCAGATGAACA 

AGCTTCCAGACCTTGGGTTT
Ferritina 165

17GER
GTTTCCACCGTCATCGATCT 

TTGGACAACATGACCCGATA
Germina/oxalato oxidase 111

19MAC
GCCATCCTCGAGACCAAGTT 

AGAATTTGACCCCAACATGC 

Fator de inibição de migração 

de macrófagos 
152

20PR5
CCGAATTGATGAGTGCTTTG  

TTGATGCCAACAAGAGATCC

 Proteína relacionada à 

patogênese PR5
118

21STK
AAGTTGTCCAAGGATTCTCCAGT

CAAGTGATGTGCAAACAGC
Serina treonina quinase 172

22STK
TGGGAAAGGAAGTTGATTCG 

AACCCATTGCCACTCATAGG
Serina treonina quinase 190

23BETAGLU
CTCCTCCTGATTGCCATTTG   

TCACCCAACTTTTTGCACAG
1, 3-beta-glucanase 116

24PH
TATAAAGCCAATGGGGGTTG  

ATCCATACGCCAACCATCTC

Fosfatidilinositol-fosfolipase C 

específica
152

25GER
GTGCAGCTTAGCAAGACGAC 

TGTCCAACCACTGCATCTAAG
Germina/oxalato oxidase 123

26PRR
GTGAATGGGATTTCGAGGAA  

CTCACGCACTTTGACCTTGA

Regulador de respostas de 

resistência de patógenos e de 

RPS2 RPM1 genes

151

27IAA
TGTTGGGATGGTGAATGAGA 

TGGATGACAAAGGAGTGTGC
Amino ácido Hidrolase- IAA 152
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Tabela 8. Resultado do PCR eletrônico com os primers desenhados para RT-qPCR. Os números 

indicam quantas vezes cada par de primers anelou em sequências de M. acuminata Calcutta 4, 

Cavendish Grande Naine e no genoma de Musa acuminata DH pahang. Crh- Cromossomo.  

 

 

4.4. Extração e quantificação de RNA e síntese de cDNA 

Todas as amostras de RNA total, extraídas pelo Kit Concert®, apresentaram 

integridade dos fragmentos. A figura 15 representa um gel de agarose 1% com seis 

amostras de RNA total. As amostras apresentaram boa qualidade após passarem pela 

coluna de purificação Invisorb. As razões 260/280nm medidas no espectrofotômetro 

Nanodrop 2000 ficaram entre 2,11 e 2,19, as razões 230/260nm apresentaram valores 

entre 1,89 e 2,31 e todas as curvas apresentaram forma de “sino” como demonstrado 

na amostra 31-CAV1I1(ANEXO I). 

 
Figura 15. Análise eletroforética em gel de agarose 1% RNase  free. M-Marcador DNA Ladder 

1Kb. Nas amostras de RNA total, as siglas C4 e CAV correspondem ao genótipo, o primeiro 

número após o genótipo corresponde ao número da planta, I- inoculada, NI- não inoculada e o 

último número corresponde ao dia após inóculo. Seta preta- DNA genômico. Setas azuis- RNA 28S, 

18S e 5S em ordem decrescente. Seta vermelha- pequenos RNAs.   

Locus Primer

Calcuttá 4 Cavendish Crh1 Crh2 Crh3 Crh4 Crh5 Crh6 Crh7 Crh8 Crh9 Crh10 Crh11

locus1020 1CHIT 1 1 3 3

locus1392 2STK 1 1

locus1654 3P450 1 0

locus1800 4GER 1 0

locus231 5SORB 1 0

locus2344 6OSM 1 0

locus2430 7THAU 1 0

locus2496 8GLU 1 0 1

locus2924 9CHAL 1 0 1

locus674 10RPK 1 0

Locus1394 11MAP2K 1 0

Locus1396 12WRKY 1 0

Locus1863 13STK 1 0

Locus2061 14GLU 1 0

locus1310 15GPROT 1 1

locus1388 16FER 0 1

locus1480 17GER 0 1

locus2256 19MAC 0 1 1

locus2355 20PR5 0 1

locus3025 21STK 1 1

locus777 22STK 0 1

locus832 23BETAGLU 1 1 1

Locus46 24PH 0 1

locus241 25GER 1 1

Locus2067 26PRR 0 1

Locus2830 27IAA 1 1

Anelamento do primer  no genoma de M. acuminata  DH Pahang

Anelamento do primer em contigs e

singletons de M. acuminata Calcuttá 4 e

Cavendish Grande Naine
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Após a síntese de cDNA as reações de RT- PCR com um primer para o gene 

Elongation Factor flanqueando uma região intrônica mostraram que as amostras de 

cDNA não apresentaram contaminação com DNA genômico. Apenas a reação que 

continha um DNA genômico como molde utilizado como controle positivo apresentou 

um produto de RT- PCR superior ao esperado (605pb). Na Figura 16 pode ser 

observado que quando a PCR foi realizada com amotras de cDNA, o produto de RT- 

PCR extendido por este primer é de aproximadamente 600 a 650pb enquanto que a 

reação com o controle positivo resultou em um fragmento de aproximadamente 850 

pb. 

 

              
Figura 16. Produtos da reação de RT- PCR utilizando um par de primers intrônicos para 18 

amostras de cDNA sintetizadas a partir das amostras de RNA total de Calcutta 4.  M-Marcador 

DNA ladder 1Kb. 1- Controle positivo com DNA genômico. 2-19 amostras de cDNA.   

 

 

4.5. Especificidade dos primers desenhados para RT- qPCR  

 

Após a reação de RT- PCR, dos 26 pares de primers, 23 mostraram 

especificidade, amplificando apenas um fragmento no tamanho esperado a partir das 

amostras de cDNA. Os produtos de PCR são visualizados em gel de agarose 1% na 

Figura 17. Os três pares de primers restantes, CP450, 13STK e 14GLU, não 

apresentaram produto de amplificação por RT- PCR. Os pares de primer para os 

genes 26RRP e TIP4I anelaram apenas no cDNA e não anelaram no DNA genômico 

utilizado como controle positivo. Os pares de primers 10RPK, 19MAC e 24PH, assim 

como no par de primer para o gene Elongation Factor flanqueando uma região 

intrônica, apresentaram amplicon de tamanho superior ao esperado no controle 

positivo (gDNA). 

Dos cinco pares de primers para genes candidatos a gene de referência, três 

apresentaram especificidade (EF, RPS2 e TIP4I), apresentando apenas um produto de 

amplificação por RT- PCR no tamanho esperado. Estes genes foram selecionados por 

serem os mais documentados em plantas como estáveis em diversas condições 

experimentais e tecidos (Bastolla, 2007; Kim, 2003; Brunner, 2004) e especificamente 

em condições de estresses bióticos em bananeira (Chen et  al., 2011). No entanto 

M 

1   2    3   4   5    6   7    8   9   10 11  12 13  14 15  16 17 18 19  
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UBQ2 apresentou amplificação inespecífica e em ACT2 ocorreram falhas de 

amplificação por PCR. 

 
 
 
 

  

 
 

Figura 17. Gel de agarose 1% mostrando os produtos de PCR amplificados por 26 pares de primers 

desenhados a partir de sequências unigenes de Cacuttá 4 e Cavendish Grande Naine. Para cada 

primer o primeiro poço do gel corresponde a um DNA genômico, o poço do meio a um cDNA e o 

terceiro poço a um controle negativo (sem template); M- DNA Ladder 1Kb plus. ACT2, RPS2, 

TIP4I, UBQ2 e EF não intrônico são candidatos a gene de referência. O par de primers EF 

intrônico flanqueia uma região intrônica. O par 18CHIT= 1CHIT. 

 

4.6. Validação de unigenes de defesa por RT-qPCR 

 

Dos 23 pares de primers submetidos à análise por RT-qPCR, 22 apresentaram 

apenas um produto de amplificação observado na curva de dissociação e eficiências 

entre 90- 110% (Tabela 9). O par de primers 6OSM apresentou dois produtos de 

amplificação e foi descartado das análises. Os 22 genes restantes foram analisados 

quanto à sua expressão relativa com os quatro pools de cDNA (C4NI, C4I, CAVNI, 

CAVI).  

Dos três pares de primers para genes candidatos a gene de referência que 

haviam apresentado especificidade por PCR quando testados por RT-qPCR TIP4I 

apresentou dois produtos de amplificação na curva de dissociação e RPS2 não 

M 

200pb 

850pb 
650pb 

200pb 

200pb 
100pb 

850pb 

850pb 

650pb 

200pb 

100pb 

650pb 
400pb 

M 

M 
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apresentou valores de CTs constantes para todos os tratamentos (variando entre 15 e 

17). Logo, apenas o Elongation Factor foi utilizado para normalização dos dados. 

 

Tabela 9. Eficiência de 22 primers derivados de genes envolvidos em resposta de defesa durante 

a interação M.acuminata- M. musicola analisada por RT- qPCR. 

Abreviação do Gene Função Putativa Tamanho esperado 

do Amplicon

Eficiência (% )
SD da 

Eficiência(±)

1CHIT Quitinase 123 96% 0,008

2STK Serina treonina quinase 116 103% 0,017

4GER Germina/oxalato oxidase 130 97% 0,005

5SORB Hipotética proteína Sorbidraft 161 100% 0,008

7THAU Taumatina/ Proteína relacionadas à patogênese PR5 165 98% 0,011

8GLU Glutationa-S-transferase 169 108% 0,014

9CHAL Chalcona sintase 179 98% 0,016

10RPK Receptor de proteína quinase contendo repetição de LRR 176 106% 0,013

11MAP2K  Proteína quinase quinase mitógeno ativada (MAP2K) 140 103% 0,007

12WRKY Fator de transcrição da superfamilia WRKY 114 98% 0,016

15GPROT Proteína G subunidade  beta 150 102% 0,005

16FER Ferritina 165 107% 0,054

17GER Germina/oxalato oxidase 111 102% 0,028

19MAC Fator de inibição de migração de macrófagos 152 107% 0,013

20PR5  Proteína relacionada à patogênese PR5 118 102% 0,031

21STK Serina treonina quinase 172 101% 0,023

22STK Serina treonina quinase 190 104% 0,024

23BETAGLU 1, 3-beta-glucanase 116 105% 0,012

24PH Fosfatidilinositol-fosfolipase C específica 152 106% 0,009

25GER Germina/oxalato oxidase 123 102% 0,006

26PRR Regulador de respostas de resistência de patógenos e de RPS2 RPM1 genes 151 101% 0,012

27IAA Amino ácido Hidrolase- IAA 152 104% 0,015  
  

 

Embora os pares de primers para cada um dos 22 genes tenham sido 

desenhados para sequências identificadas em apenas um dos genótipos (Calcutta 4 

ou Cavendish Grande Naine), todos eles apresentaram produto de amplificação nos 

dois, o que possibilitou uma comparação na expressão de cada gene em ambos 

(Figura 18). 

 

 
Figura 18. Expressão relativa (controle/inoculada) de 22 genes candidatos a genes de defesa durante 

a interação M. acuminata-M. musicola em Calcutta 4 (C4) e Cavendish Grande Naine (CAV). 

Amostras em pools.   
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Dos 22 genes testados por RT-qPCR, 10 apresentaram um comportamento de 

expressão semelhante ao cálculo de DDD. Foram eles uma quitinase (1CHIT), 

taumatina (7THAU), glutationa S- transferase (8GLU), MAP2K (11MAP2K), proteína G-

subunidade beta (15GPROT), ferritina (16FER), germina oxalato oxidase (17GER), 

fosfatidilinositol-fosfolipase C específica (24PH), regulador de respostas de resistência 

de patógenos e de genes RPS2 e RPM1 (26PRR) e um amino ácido hidrolase 

(27IAA). Destes, apenas 8GLU e 11MAP2K não foram considerados significativos em 

Calcutta 4 com base nos resultados de RT-qPCR (Tabelas 10 e 11). 

Um total de sete genes a partir dos 22 iniciais foram selecionados para 

avaliação por dia após inóculo (3, 6 e 9 DAI) em amostras de Calcutta 4 ( genótipo 

resistente) do bioensaio por apresentarem diferença de expressão em entre Calcutta e 

Cavendish nas amostras em pools ou por  serem descritos na literatura como genes 

envolvidos em ETI e PTI. Foram eles, 1CHIT, 2STK, 7THAU, 11MAP2K (proteína 

quinase quinase mitógeno ativada), 8GLU, 9CHAL (chalcona sintase) e 12WRKY 

(fator de transcrição WRKY). 

A quitinase apresentou regulação negativa (down regulated) em relação ao 

DDD, bem como nas análises de RT- qPCR em pools para o genótipo Calcutta 4 e 

Cavendish Grande Naine, porém nesse genótipo o resultado não foi significativo. Nos 

três tempos após inóculo analisados com amostras de Calcutta 4 esse gene 

apresentou a mesma tendência de regulação negativa,  sendo 0,35, 040 e 0,47 em 3, 

6 e 9 DAI respectivamente (Figura 19 A).  

O gene serina/treonina/quinase foi positivamente regulado (up regulated) nos 

dados de DDD, negativamente regulado em Calcutta 4 e poritivamente regulado em 

Cavendish Grande Naine nas análises com as amostras em pools. No tempo 3DAI, 

esse gene mostrou-se positivamente regulado (3,24). Em 6 e 9 DAI houve uma 

tendência de diminuição nos níveis de expressão (0,95 e 0,86 respectivamente) 

embora os resultados de expressão relativa nesses tempos não tenham sido 

significativos (figura 19 B). Um elevado desvio padrão foi observado principalmente no 

tempo 3DAI. Nas análises de expressão basal (dados não mostrados), as três plantas 

do tempo 3DAI apresentaram valores de expressão diferentes (0,06, 1,14 e 0,56) para 

este gene. A diferença de expressão reflete no alto desvio- padrão quando a 

expressão média das triplicatas é calculada no REST. 

O gene taumatina foi negativamente regulado no DDD e no RT- qPCR para o 

genótipo Calcutta 4. Para o genótipo Cavendish Grande Naine esse gene foi 

positivamente regulado. Nas análises por tempo de inoculação em Calcutta 4, no 
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tempo 3 DAI a expressão não foi considerada significativa. Em 6 e 9 DAI foi 

negativamente regulada (0,37 e 0,53 respectivamente) (Figura 19 C). Nas análises 

com as amostras em pools o desvio- padrão foi elevado. Ao visualizar os dados brutos 

de Cts e a análise de expressão basal (dados não mostrados) em cada planta assim 

como para o gene MAP2K, foi observado que as plantas 1, 2 e 3 apresentam 

diferenças de expressão entre si para este gene.  

A expressão do gene da glutationa S-transferase foi positivamente regulada 

para os dados de DDD e para os testes de RT- qPCR com amostras de Calcutta 4 e 

Cavendish Grande Naine, porém em Calcutta 4 esse resultado não foi considerado 

significativo. Esse gene foi positivamente regulado em 3DAI, mas apenas em 6DAI a 

expressão negativamente regulada foi considerada significativa (0,37) (Figura 19 D).  

Para o gene da chalcona sintase a expressão de acordo com os resultados de 

DDD foi positivamente regulada. Quanto a análise em Calcutta 4 por RT- qPCR essa 

expressão não foi considerada significativa e em Cavendish Grande Naine foi 

positivamente regulada. Para este gene, assim como para o gene MAP2K os valores 

de expressão nas análises por RT- qPCR não foram significativos para os três tempos 

testados, embora em ambos os casos a tendência seja uma diminuição na expressão 

em 6DAI apresentando valores de expressão 1,34, 0,92, 1,26 e 0,72, 0,70, 0,90 

respectivamente em 3,6 e 9 DAI (Figura 19 E). O gene MAP2K foi negativamente 

regulado segundo os dados de DDD e RT- qPCR para o genótipo Calcutta 4 (resultado 

não significativo) e positivamente regulado em Cavendish Grande Naine (Figura 19 F). 

O fator de transcição WRKY apresentou tendência contrária a 9CHAL e 11 

MAP2K nas análises por DAI com um aumento da expressão em 6DAI (0,98) em 

relação a 3DAI (0,50) e 9DAI (0,57). Apenas em 6 DAI os dados foram significativos. 

Nos resultados de DDD esse gene mostrou-se negativamente regulado e 

poritivamente regulado nas análises porRT- qPCR com as amostras em pools tanto 

em Calcutta quanto em Cavendish Grande Naine, embora apenas no último o 

resultado tenha sido considerado significativo (Figura 19 G). Os resultados acima 

estão representados na tabela 12 e nas figuras 19A-19G. 

 O desvio padrão em amostras 3DAI apresentou-se elevado em 2STK e 8GLU. 

Análises de expressão gênica basal revelaram que há diferença de expressão entre as 

plantas dentro de um mesmo ponto de coleta (dados não mostrados).  
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Tabela 10. Comparação entre os dados de DDD derivados de sequenciamento 454 e dados de expressão relativa por RT-

qPCR utilizando o software REST para 10 genes derivados de sequências de Calcutta 4. NS- não significativo. SD- desvio 

padrão. Valores abaixo de 1- regulação negativa e valores acima de 1- regulação positiva. Resultados de DDD- número de 

reads. C4I/C4NI e CAVI/ CAVNI amostra inoculada em relação a amostra controle. 

Gene C4I C4NI C4I/C4NI Expressão (up /down ) C4I/C4NI SD (±) Expressão (up /down ) CAVI/CAVNI SD (±) Expressão (up /down )

1CHIT* 1 15 0,07 DOWN 0,12 0,01 DOWN 0,57 0,02 NS

2STK 4 3 1,33 UP 0,31 0,02 DOWN 1,526 0,02 UP

4GER 800 648 1,23 UP 0,41 0,00 NS 0,957 0,01 NS

5SORB 5 0 5,00 UP 0,31 0,03 DOWN 1,162 0,57 NS

7THAU* 5 21 0,24 DOWN 0,26 0,14 DOWN 3,146 6,56 UP

8GLU* 18 10 1,80 UP 2,82 -0,17 NS 1,79 -0,08 UP

9CHAL 29 23 1,26 UP 0,45 0,51 NS 1,725 0,05 UP

10RPK 0 2 0,00 DOWN 1,11 0,86 NS 1,092 0,03 NS

11MAP2K* 5 7 0,71 DOWN 0,94 0,15 NS 1,523 0,02 UP

12WRKY 5 6 0,83 DOWN 1,24 0,20 NS 1,399 0,03 UP

RT-qPCRDDD

 
p < 0,05, bootstrap 2000 iterações. *Comportamento de expressão semelhante no DDD e RT- qPCR. 

 

 

Tabela 11. Comparação entre os dados de DDD derivados de sequenciamento 454 e dados de expressão relativa por RT-

qPCR utilizando o software REST para 12 genes derivados de sequências de Cavendish Grande Naine. NS- não 

significativo. SD- desvio padrão. Valores abaixo de 1- regulação negativa e valores acima de 1- regulação positiva. 

Resultados de DDD- número de reads. C4I/C4NI e CAVI/ CAVNI amostra inoculada em relação a amostra controle. 

Gene CAVI CAVNI CAVI/CAVNI Expressão (up /down ) CAVI/CAVNI SD(+/-) Expressão (up /down ) C4I/C4NI SD(+/-) Expressão (up /down )

15GPROT* 37 24 1,54 UP 1,95 0,37 UP 0,368 0,02 DOWN

16FER* 82 2 41,00 UP 2,04 0,53 UP 1,823 0,08 NS

17GER* 33 10 3,30 UP 2,90 0,68 UP 1,457 2,14 NS

19MAC 56 32 1,75 UP 1,85 0,45 NS 0,569 0,74 NS

20PR5 11 9 1,22 UP 0,79 0,06 NS 0,578 0,09 DOWN

21STK 92 26 3,54 UP 0,37 0,45 NS 0,875 1,73 NS

22STK 18 1 18,00 UP 1,82 0,07 DOWN 0,291 0,06 DOWN

23BETAGLU 5 3 1,67 UP 1,46 -0,02 DOWN 0,263 0,02 DOWN

24PH* 13 1 13,00 UP 1,495 -0,01 UP 0,295 0,04 DOWN

25GER 30 21 1,43 UP 1,099 0,01 NS 0,301 0,00 DOWN

26PRR* 18 11 1,64 UP 1,43 0,00 UP 1,936 0,01 NS

27IAA* 48 22 2,18 UP 1,93 0,03 UP 2,732 0,02 NS

DDD RT-qPCR

 
p < 0,05, bootstrap 2000 iterações.  *Comportamento de expressão semelhante no DDD e RT- qPCR. 
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Tabela 12. Expressão relativa baseada em dados de RT-qPCR de sete genes- candidatos envolvidos 

com resposta de defesa calculada em 3, 6 e 9 DAI em plantas de M. acuminata Calcutta 4 inoculadas 

com conidiósporos de M. musicola. SD- Desvio- padrão. Valores calculados pelo software REST. 

Valores acima de 1 são exemplos de regulação positiva, valores abaixo de 1 são exemplos de regulação 

negativa.  

GENE  3DAI SD (±) down/up  6DAI SD (±) down/up  9DAI SD (±) down/up

1CHIT 0,35 0,02 DOWN 0,40 0,04 DOWN 0,47 0,28 DOWN

2STK 3,24 5,02 UP 0,95 0,58 NS 0,86 0,18 NS

7THAU 0,78 0,19 NS 0,37 0,25 DOWN 0,53 0,49 DOWN

8GLU 1,17 2,84 NS 0,37 0,25 DOWN 0,90 0,24 NS

9CHAL 1,34 0,41 NS 0,92 0,31 NS 1,26 0,22 NS

11MAP2K 0,72 0,93 NS 0,70 0,25 NS 0,90 0,75 NS

12WRKY 0,50 0,35 DOWN 0,98 0,65 NS 0,57 0,86 NS  
p < 0,05, bootstrap 2000 iterações.   

 

 



 

  

  

                                                                                               
Figura 19. Expressão relativa baseada em dados de RT-qPCR de sete genes candidatos a genes de defesa calculada em três tempos de inoculação (3, 6 e 9 DAI) em 

plantas de Calcutta 4 no patossistema M. acumina- M.musicola. *resultado significativo.   

 A  B  C 

 D  E  F 

 G 
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V. DISCUSSÃO 

 

5.1. Caracterização de Marcadores SSRs gênicos e Análise Fenética 

 
Em sequencias de Calcutta 4 foram encontradas 36,384 sequências unigene, 

sendo 24,259 contigs e 35,269 unigenes dos quais 23,729 são contigs. Esse número 

de unigenes que inclui contigs e singletons observados nos dois genótipos corroboram 

com o número de genes estimado por D‟hont e colaboradores (2012) no genoma de 

referência de M. acuminata ssp. malaccensis var. Pahang onde foram encontrados 

36,542 genes. O número de contigs identificados em cada genótipo foi semelhante 

também ao obtido por Wang e colaboradores 2012 que anotaram 25,158 unigenes 

durante a interação M. acuminata- F. oxysporum f. sp. cubense (Foc TR4). 

A estratégia de sequenciamento de novo é passível de superestimar o número 

real de genes em virtude de artefatos de montagem. Os erros de sequenciamento 

podem dificultar o processamento de sequências para muitas aplicações biológicas 

como montagem de novo de genomas (Salzberg et al. (2012). Como consequência, 

sequências reunidas em contigs são consideradas unigenes distintos quando na 

verdade podem pertencer a um mesmo gene. Os resultados encontrados podem estar 

refletindo uma boa qualidade na estratégia de montagem de novo adotada nesse 

estudo, pois embora a superestimação do número de genes tenha sido observada 

quando os contigs foram mapeados no genoma de DH Pahang, uma elevada 

porcentagem de contigs foi mapeda para éxons (dados não mostrados). Logo, a 

estratégia de montagem de novo realizada nesse estudo, associada às informações 

disponíveis no genoma de referência serão de grande importância para estudos de 

transcritoma de M. acuminata durante a interação planta-patógeno.  

Foram identificados 4068 e 4095 SSR gênicos em Calcutta 4 e Cavendish 

Grande Naine, respectivamente. Para os dois genótipos, as repetições trinucleotídicas 

foram o tipo mais frequente. Em sequências de transcritoma, a abundância de 

repetições trinucleotídeos é esperada e pode estar relacionada com a supressão de 

repetições não- trinucleotídicas em regiões codificadoras reduzindo a ocorrência de 

mutações frameshift. Mutações desse tipo são causadas por inserções ou deleções de 

nucleotídios não múltiplos de três resultando em alterações no códon, na leitura 

durante a tradução e na proteína produzida (Streisinger et  al., 1966; Metzgar et  al., 

2000; Thiel et  al., 2003).  

O polimorfismo em locos microssatélites é consequência de possíveis 

deslizamentos (slippage) da enzima DNA polimerase durante a replicação de DNA na 

região repetitiva (Levinson e Gutman, 1987; Schlotterer e Tautz, 1992) e subsequente 
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atividade exonuclease 3‟-5‟ realizada como mecanismo de reparo, que remove ou 

adiciona nucleotídeos em uma das fitas.    

Os 14 marcadores polimórficos associados a possíveis genes de defesa 

apresentaram 66 alelos e foram considerados altamente informativos com um PIC médio 

de 0,63. Segundo Botstein et  al. (1980), valores abaixo de 0,25 são pouco 

informativos, entre 0,25 e 0,5 são medianamente informativos e valores acima de 0,5 

são considerados muito informativos. Estes marcadores associados a possíveis genes 

de defesa serão ferramentas importantes em estudos de melhoramento genético do 

gênero Musa, como genotipagem de populações segregantes, mapeamento genético, 

seleção assistida por marcadores e estudos de QTL. 

As falhas de amplificação por PCR em alguns locos podem estar associadas 

com a presença de alelos nulos. De acordo com Paetkau et  al. (2005) estas folhas 

poder ser devido a ocorrência de mutações, inserções ou deleções nas regiões 

flanqueadoras dos microssatélites impedindo o anelamento do primer e amplificação 

do fragmento (Holm et al., 2001; Vornam et al., 2004). Em bananeira, essas falhas de 

amplificação foram constatadas também por Crouch et al. (1998) e Creste et al. 

(2003). A presença desses alelos em proporção elevada pode resultar em uma 

superestimação de homozigose nos locos, fato que pode estar relacionado com a 

heterosigozidade esperada nesse estudo ter sido superior a observada (Chybicki e 

Burczyk, 2008). 

Na análise fenética com 14 locos SSR gênicos polimórficos e 22 genótipos de 

Musa contrastantes para resistência às Sigatokas, três clusters principais foram 

formados. Foram observados também subclusters contendo apenas indivíduos 

resistentes ou suscetíveis as Sigatokas. Houve ainda agrupamentos de genótipos 

resistentes com alta similaridade quando os locos foram analisados separadamente. 

Entretanto, os 14 SSR gênicos utilizados nesse estudo não foram suficiente para 

discriminar todos os genótipos quanto a resistência. Não houve separação perfeita entre 

híbridos melhorados e genótipos selvagens provavelmente em decorrência do 

compartilhamento de alelos entre eles uma vez que poucos genitores são utilizados nos 

cruzamentos (Amorim et al., 2008). 

O cluster principal um, foi composto apenas pelo silvestre F2P2, que pode ter sido 

agrupado pela sua localização geográfica (Equador), uma vez que a maioria dos outros 

acessos são silvestres provenientes do continente asiático ou são híbridos melhorados. 

O agrupamento por localização geográfica foi observado por Grapin et al. (1998) e 

Amorim et al. (2008). 

No cluster principal dois, foram agrupados 13 genótipos entre silvestres e 

híbridos.  Sowmuk e Niyarma Yik são genótipos silvestres provenientes de Papua Nova 
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Guiné e apresentaram 0,84 de similaridade. Ambos são suscetíveis à Sigatoka amarela, 

sendo Niyarma suscetível também à Sigatoka negra. O agrupamento entre os dois foi 

observado também por Ferreira et al. (2004). Os híbridos 0116-01 e 1304-06, 

apresentaram alta similaridade genética (0,90) e resitência às duas sigatokas. O genótipo 

que apresentou maior similaridade (0,63) com estes foi 1318-01, seguido de 9179-03 

(0,58) sendo todos estes resistentes as Sigatokas. Estes genótipos presentes no mesmo 

subcluster não possuem a mesma origem ou localização geográfica, mas apresentaram 

alta similaridade e reação semelhantes às sigatokas, sugerindo que estes agrupamentos 

podem ser devido a resistência ou suscetibilidade às Sigatokas.  

A maior similaridade observada foi entre Burmannica e Calcutta 4, membros do 

cluster 3 que apresentaram 0,93 de similaridade. Segundo Amorim et al. (2008) ambos 

são o mesmo genótipo apenas com local de coleta diferenciados justificando o alto grau 

de similaridade entre eles. Calcutta 4 é muito utilizado em programas de melhoramento 

por ser um potencial doador de genes de resistência. Além disso, eles foram agrupados 

juntamente com Planta 1 e 2 provenientes do cruzamento entre Calcutta 4 e Pisang 

Berlin, os híbridos 0323-03 (no qual Calcutta 4 foi utilizado como um dos genitores), 

4279-06 (resultante do cruzamento M 53 x (Tuu Gia x Calcutta 4)), 1741-01 (Jaribuaya x 

(Calcutta 4 x Madang). Jaribuaya, um genótipo silvestre, também foi classificado no 

mesmo cluster, o qual todos os indivíduos apresentam resistência às Sigatokas Negra 

e/ou Amarela. Essa tendência de agrupamentos entre genótipos aparentados reforça a 

eficiência dos SSRs em agrupar genótipos segundo sua origem, grupo genômico ou 

genealogia (Amorim et al., 2008; Creste et al., 2003, 2004; Jesus et al., 2006). Ferreira 

et  al. (2004), utilizando marcadores RAPD com esses mesmos acessos, também 

encontrou alta similaridade entre hídridos nos quais um dos genitores era Calcutta 4 e 

estes também apresentam reação similar as Sigatokas. 

Os locos 945, 1284, 2108 e 2061 podem estar apresentando inespecificidade, 

pois quando excluídos das análises, o grau de similaridade entre Planta 1 e 2 gerados a 

partir do cruzamento entre Calcutta 4 e Pisang Berlin passou de 0,58 utilizando os 14 

locos para 0,81 utilizando 10 locos. 

O loco 821 e o loco 1214 analisados individualmente mostraram que utilizando 

marcadores SSR é possível de separar os indivíduos em relação ao parentesco. Este 

resultado é mais claro observando o subcluster V no qual dos 13 genótipos membros 

apenas Sowmuk e Raja Uter são suscetíveis as sigatokas e Planta 1 e 2 não há 

informação quanto a resistência. No entanto esses dois genótipos, assim como a maioria 

deles possuem Calcutta 4 como um de seus genitores (Tabela 4).  

A identificação de marcadores SSR gênicos é de grande importância na escolha 

de parentais com maior diversidade genética para programas de melhoramento de 
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bananeira e potenciais doadores de alelos segregando juntamente com a resistência a 

doenças, no intuito de introgredir esta característica em cultivares comerciais. Este 

trabalho representa um desenvolvimento em larga escala de marcadores SSR gênicos 

para o gênero Musa. Para cada genótipo foram encontrados aproximadamente 4000 

SSRs e destes apenas 95 foram caracterizados aqui, logo existe ainda um banco de 

mais de 3000 SSRs com potencial para estarem associados com a resistência as 

Sigatokas e outras doenças da bananeira. Estes marcadores complementam o banco 

de 2000 SSRs identificados por D‟ hont et al. (2012). 

 

 

5.2. Análise de expressão gênica por RT-qPCR 

 

Das 44 sequências (contigs) de Musa acuminata Calcutta 4 e Cavendish 

Grande Naine submetidas a busca de similaridade pela ferramenta BLASTn, 26 

apresentaram similaridade com sequências de ESTs de Musa spp. com e-value entre 

0 e 9-59. Destas, 17 apresentaram e-value igual a 0. Quanto mais baixo o e-value, ou 

mais próximo de zero, mais significativa a correspondência entre a sequência 

investigada e a sequência depositada no banco. Porém, alinhamentos praticamente 

idênticos, mas curtos, têm e-value relativamente altos. Isto ocorre porque o cálculo do 

e-value leva em conta o tamanho da sequência de consulta. Nesses casos, valores 

elevados fazem sentido porque sequências mais curtas têm uma maior probabilidade 

de ocorrência ao acaso no banco de dados.  

As 26 sequências que apresentaram similaridade com ESTs de Musa spp. com 

e-value menor que 9e-59 utilizando a ferramenta BLASTn foram utilizadas para 

desenhar primers específicos para análise expressãoo dos genes por meio de RT-

qPCR. O resultado do PCR eletrônico mostrou que os 26 pares de primers 

desenhados anelaram em duas condições: uma vez na sequência específica para o 

qual foram desenhados ou duas vezes, sendo uma vez em uma sequência de Calcutta 

4 e uma segunda vez em uma sequência de Cavendish Grande Naine (Tabela 8).  

Os 26 pares de primers não anelaram em nenhuma das sequências de arroz. 

Isso sugere que a estratégia de verificar e excluir o domíno conservado no CDD 

durante o desenho fez com que a região escolhida fosse específica em banana, pois 

as sequências de arroz utilizadas para o banco no PCR eletrônico foram sequências 

de genes ortólogos aos unigenes identificados em M. acuminada Calcutta 4 e 

Cavendish Grande naine.  



83 

 

Apenas cinco pares de primers amplificaram em sequências de M. acuminata 

DH Pahang. Os primers foram desenhados a partir de sequências de bibliotecas de 

cDNA, ou seja, derivadas de mRNA quando o genoma de referência ainda não havia 

sido publicado. Logo, para o desenho não foram consideradas a existência de regiões 

intrônicas. Segundo You et al. (2009), a maioria das espécies economicamente 

importantes tem um grande número de seqüências ESTs disponíveis em bancos de 

dados públicos, mas falta informações sobre suas seqüências genômicas e posições 

de íntrons e éxons.  A informação sobre a posição de íntrons e éxons em sequências 

de DNA é relevante em estudos de RT- qPCR cujo molde para a reação é cDNA. 

Nesses estudos, o desenho de primers flanqueando regiões intrônicas permite 

detectar possíveis contaminações com o gDNA pois neste o produto amplificado terá 

um tamanho maior. Tanto em sequências de gDNA de Musa, como em sequências 

gênicas de arroz é possível que haja regiões intrônicas de tamanho superior ao que 

pode ser amplificado por PCR. Os primers podem ter sido desenhados flanqueando 

uma ou mais regiões intrônicas, o que resultaria em produção de fragmentos apenas 

em sequências de cDNA. Nas sequências genômicas de Musa podem ter ocorrido 

ainda a presença de SNPs e indels na região onde o primer anela. Logo, para os 

testes in silico, a estratégia e os parâmetros utilizados para o desenho dos primers 

garantiu a especificidade na PCR.  

Os unigenes identificados nesse estudo foram mapeados no genoma de M. 

acuminata DH Pahang (dados não mostrados). Isso orientará futuros estudos de 

análise de expressão gênica em banana, pois novos primers poderão ser desenhados 

em regiões que flanqueiam introns, possibilitando avaliação de contaminação com 

DNA genômico durante a síntese de cDNA, ou em regiões 3‟ UTR (untranslated 

region) garantindo a especificidade da PCR. Poderão ser identificados também genes 

com expressão constitutiva candidatos a gene de referência para serem utilizados 

como normalizadores em experimentos de RT-qPCR. 

Um pré- requisito para uma correta análise por RT- qPCR é uma eficiente 

extração de RNA total (Bustin e Nolan, 2004; Deng et al., 2005; Bustin et al. 2009). 

Todas as amostras de RNA de folha de M. acuminata infectadas e não- infectadas 

com M. musicola, extraídas com o método Concert apresentaram integridade de 

fragmentos quando visualizadas em gel de agarose 1% e boa qualidade após 

passarem pela coluna de purificação Invisorb. As razões 260/280nm medidas no 

espectrofotômetro Nanodrop 2000 ficaram entre 2,11 e 2,19. Estas são utilizadas para 

avaliar a contaminação do RNA por proteínas, sendo o valor de referência próximo de 

2.0 (Thermo Scientific, 2009). As razões 230/260nm apresentaram valores entre 1,89 
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e 2,31 e são uma medida de contaminação por outros compostos com valor de 

referência também próximo de 2.0.  

Segundo Bustin e Nolan (2004), a extração de RNA total intacto é trabalhosa 

devido a rápida degradação do RNA, porém uma boa extração garante a 

reprodutibilidade das análises e o significado biológico das amostras.  

A partir do RNA total extraído das amostras, foi sintetizado o cDNA 

correspondente utilizado nas análises de RT- qPCR. Não foram observadas 

contaminações por gDNA nas reações de RT- PCR realizadas com o primer 

Elongation factor flanqueando uma região intrônica. Isso pode ser visualizado em gel 

de agarose no qual o produto de PCR com DNA genômico foi de aproximadamente 

850pb e o produto com cDNA foi de aproximadamente 600pb (Figura 15). Logo, foi 

comprovada a não-contaminação do cDNA sintetizado. 

Os resultados de RT- PCR confirmaram a especificidade dos pares de primers 

verificada in silico. Não foram observados fragmentos inespecíficos na PCR realizada 

com os 26 primers específicos desenhados. Para três pares de primers (3P450, 

13STK e 14GLU) não foram observados fragmentos tanto no gDNA (controle positivo), 

quanto no cDNA, o que sugere que apenas para esses primers a estratégia de 

desenho não foi eficaz. Os pares de primers 26RRP e TIP4I anelaram somente no 

cDNA enquanto os pares de primers 10RPK, 19MAC e 24PH, apresentaram produto 

de tamanho superior ao esperado no controle positivo utilizando o gDNA como molde 

na reação de PCR. Estes dois últimos resultados sugerem que alguns primers podem 

ter sido desenhados flanqueando regiões intrônicas. 

Três dos cinco pares de primers para genes candidatos a gene de referência 

apresentaram especificidade nas reações de PCR (EF, RPS2 e TIP4I).  Os genes 

Ubiquitina2 e Actina2 são amplamente utilizados como genes referência, inclusive em 

estudos com banana (Chen et al., 2011; Portal et  al., 2011; Chen et  al., 2012). Porém 

este fato não foi verificado neste estudo pois o par primers UBQ2 apresentou 

fragmentos inespecíficos, enquanto o par de primers ACT2 apresentou falha de 

amplificação por PCR. Nos testes por RT- qPCR TIP4I e RPS2 também foram 

descartados. O primeiro por apresentar mais de um produto de amplificação 

visualizado na curva de dissociação do par de primers e o segundo por apresentar 

expressão variável entre os tratamentos. O gene Elongation Factor foi estável e foi 

utilizado como normalizador nas reações de RT- qPCR. A RT-qPCR é uma técnica 

bastante sensível, logo todas as etapas desde a extração de RNA, a síntese de cDNA, 

o desenho dos primers e escolha de genes de referência ideiais para normalização 

dos dados são muito importante para a acurácia da quantificação da expressão 

gênica. 
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Os testes in silico, por RT-PCR e RT- qPCR mostraram que a estratégia e os 

parâmetros utilizados no desenho de primers foram suficientes para garantir a 

especificidade de 22 dos 26 primers desenhados evitando que eles anelassem em 

outras regiões diferentes das regiões- alvo e evitando a formação de homodímeros, 

heterodímeros e harpins entre os primers. 

Dos 22 genes-alvo analisados por RT-qPCR com as amostras em pools, sete 

foram analisados por tempo de inoculação Calcutta 4 (3, 6 e 9DAI) que é um  genótipo 

resistente às sigatokas negra e amarela. Os genes selecionados e os primers 

utilizados foram respectivamente: quitinase (1CHIT); serina/ treonina/ quinase (2STK); 

taumatina (7THAU); proteína quinase quinase mitógeno-ativada (11MAP2K) e o fator 

de transcrição WRKY (12WRKY), glutatione S- tranferase (8GLU) e chalcona sintase 

(9CHAL).  

 

5.2.1 Quitinase 

 

O gene da quitinase apresentou regulação negativa (down regulated) tanto em 

Calcutta 4 como em Cavendish Grande Naine quando as amostras foram analisadas 

em pools. As quitinases fazem parte dos grupos de proteínas PR3, 4, 8 e 11 e em 

plantas podem apresentar atividade antifúngica in vitro (Punja e Zhan, 1993; Van Loon 

e Van Strien, 1999; Van Loon, 2006). As quitinases são enzimas que hidrolisam o 

polímero de quitina N-acetilglucosamina, componente da parede celular dos fungos, 

evitando seu crescimento e níveis elevados de quitinases ocorrem em tecidos 

resistentes que expressam uma resposta de hipersensibilidade (Punja e Zhan, 1993). 

Porém, a análise da expressão da quitinase em 3, 6 e 9 DAI em Calcutta 4, revelou 

uma regulação negativa da expressão deste gene em plantas inoculadas em relação 

às plantas controle, embora tenha sido observado um leve aumento da expressão 

nesses tempos de inoculação. Esses resultados corroboram com os níveis de 

expressão previstos nos resultados de DDD para esse genótipo. Torrez e Calderón 

(2012)  

Ainda segundo Punja e Zhan (1993), o nível de proteção por ação das 

quitinases em plantas é variável e pode ser influenciado por fatores como: a atividade 

específica da enzima, sua localização e concentração no interior da célula, as 

características do fungo patogênico e pela natureza da interação patógeno- 

hospedeiro. Em função da complexidade das interações fungo-planta, a expressão da 

quitinase combinada com a expressão de outras proteínas antifúngicas pode ter um 

maior efeito sobre a redução do desenvolvimento da doença. Maximova et al. (2005) 

demonstraram que oito linhagens de cacau (Theobroma cacao) transformadas com o 
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gene TcChi1, que codifica para uma quitinase classe I, apresentaram superexpressão 

desse gene e inibição do crescimento do fungo Colletotrichum  gloeosporioides, 

causador da mancha preta, em relação às linhagens não- transformadas. 

Estudos de transformação genética visando resistência a fungos em plantas, a 

partir de quitinases de arroz, foram relatados. São exemplos os estudos com morango, 

roseira, crisântemo, arroz, videira, sorgo, amendoim e bananeira (Asao et al.,1997; 

Marchant et al., 1998; Takatsu et al.,1999; Datta et al., 2001; Lin et al.,1995; Nishizawa 

et al.,1999; Yamamoto et al.,2000; Krishnaveni et al., 2001; Iqbal et al., 2012; Kovács 

et al., 2013). Kovács et al. (2013)  relataram que M. acuminata „Gross Michel‟ 

apresentou resistência à sigatoka negra quando transformada com o gene da 

quitinase de arroz, sugerindo que este pode ser um gene com potencial para 

respostas de defesa em bananeira durante a interação M. acuminata- 

Mychosphaerella sp. e estudos de transformação genética em bananeira. 

 

 

5.2.2 Quinases 

 

O gene serina/treonina/quinase foi positivamente regulado (up regulated) em 

Cavendish Grande Naine e negativamente regulado em Calcutta 4, diferente dos 

resultados de DDD onde este gene foi positivamente regulado em Calcutta 4. Essa 

divergência na expressão pode ser um reflexo da reunião das amostras em pools 

durante as análises de RT- qPCR. Nas análises de RT- qPCR em 3, 6 e 9 DAI foi 

observada uma tendência de diminuição nos níveis de expressão nas amostras 

controle em relação as inoculadas. As serinas treoninas quinases fazem parte das 

classes de genes de resistência 3 e 4 e estão envolvidas em mecanismos de 

transdução de sinal. As proteínas-quinases são enzimas que catalisam a fosforilação 

de proteínas através da transferência de um grupo fosforila de ATP ou GTP em alguns 

casos, para treonina, (Ser/ Tre), a histidina (his) ou tirosina (Tir) (Chevalier e Walker, 

2004). A fosforilação destes resíduos é responsável por estímulos extracelulares e 

intracelulares, que fornecem um mecanismo para o controle da atividade de proteínas.  

Na via de sinalização MAPK (Proteína quinase mitógeno-ativada) durante PTI, 

a cascata de fosforilação é formada por três quinases (MAPK, MAPKK e MAPKKK). 

Sinais extracelulares são captados por receptores ativando MAPKKK, que fosforila a 

MAPKK, que por sua vez fosforila a MAPK, resultando na ativação da transcrição de 

genes de defesa e resposta estresses (Hardie, 1999; Souza e Silva, 2002; Parthibane 

et al., 2012). Nesse estudo, o gene MAP2K (11MAP2K) apresentou-se negativamente 

regulado nos dados de DDD e de RT- qPCR (porém não foi significativo) para as 
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amostras de Calcutta 4 em pools. Em Cavendish Grande Naine, que é uma cultivar 

suscetível às sigatokas, esse gene foi positivamente regulado.  

 

5.2.3 WRKY 

 

Após a cascata de fosforilação MAPK durante o PTI induzido por PAMPs ou 

MAMPs, como descrito anteriormente, a expressão dos fatores de transcrição WRKY é 

ativada. A atuação desses fatores de transcição na resposta de defesa em plantas é 

bastante documentada tanto em PTI (Eulgem, 1999; Eulgem e Somssich, 2007; 

revisado por Pandey e Somssich, 2009) como ETI, SAR (Derlandes et al., 2002) e vias 

de sinalização do ácido salicílico e ácido jasmônico (Li et al., 2004). Nesse estudo, 

WRKY apresentou-se negativamente regulado nos dados de DDD, baixos níveis de 

expressão nas análises por RT-qPCR nas amostras de Calcutta 4 em pools e 

positivamente regulado em Cavendish Grande Naine. Nas análises em 3, 6 e 9 DAI 

em Calcutta 4 esse gene foi negativamente regulado sendo a expressão siginificativa 

no tempo 6DAI.  

 

5.2.4 Taumatina 

 

A taumatina é uma proteína do grupo PR-5. Em tabaco e outras espécies de 

plantas, as proteínas pertencentes a este grupo exibem atividade de inibição do 

crescimento de hifas ou germinação de esporos de diferentes fungos in vitro, 

provavelmente através de um mecanismo de permeabilização de membranas (Vigers 

et al., 1992; Stintzi et al.,1993). As proteínas PR-5 também apresentaram resposta de 

defesa em plantas contra bactérias e vírus (Bonasera et al., 2006; Elvira et al., 2008).O 

gene da taumatina apresentou regulação negativa nos dados de DDD e nas análises 

por RT- qPCR nas amostras de Calcutta 4 em pools e regulação positiva em 

Cavendish Grande Naine. As análises de expressão nas amostras de Calcutta 4 em 3, 

6 e 9 DAI mostraram que a Taumatina foi negativamente regulada seguindo a mesma 

tendência de diminuição na expressão no tempo 6DAI que o gene MAP2K. Em Elvira 

et al. (2008) observa-se na interação Capsicum chinese (pimenta) com vírus PMMoV 

um aumento na expressão de proteínas relacionadas com a patogenicidade do grupo 

PR5 semelhantes a Osmotina, que também faz parte deste grupo, nos estágios iniciais 

de infecção, diminuição algum tempo após inóculo e aumento em seguida. A presença 

dessas proteínas estava associada com plantas que exibiram reação de 

hipersensibilidade. Propriedades antifúngicas da taumatina foram observadas em 

Arabidopsis e outras plantas cujos níveis de expressão durante a infecção com fungos 

http://www.sciencedirect.com.sci-hub.org/science/article/pii/0300908493901007
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aumentaram tanto em cultivares resistentes quanto em cultivares suscetíveis (El-

kereamy et al., 2011). A atividade antifúngica desse gene o torna um candidato para a 

engenharia genética na produção de plantas resistentes a doenças. Plantas de 

bananeira transgênicas expressando o gene TLP (Thaumatin-like Protein) de arroz 

desafiadas com fungo Fusarium apresentaram maior resistência a Fusarium 

oxysporum sp. cubense (raça 4) em relação a plantas não- inoculadas (Mahdavi et al., 

2012).  

 

5.2.5 Glutationa- S Transferase 

 

A glutationa- S transferase foi positivamente regulada nos resultados de DDD e 

apesar do valor de expressão por RT-qPCR ter sido 2,82 esse resultado não foi 

significativo. Em Cavendish Grande Naine esse gene também foi positivamente 

regulado. Em plantas as glutationas S- transferases são induzidas pela presença de 

metais pesados, ataque patogênico, etileno e ozônio. Um efeito comum a todos esses 

processos é a geração de espécies reativas de oxigênio (ROIs), produzidas durante 

estresse oxidativo.  Em resposta, as glutationas S- transferases são induzidas para 

proteger os componentes celulares da planta (Levine  et al, 1994; Ulmasov et al., 

1994; Tenhaken et al., 1995).  

 

5.2.6 Chalcona Sintase 

 

 A chalcona sintase, segundo os dados de DDD, foi positivamente regulada. 

Nas análises por RT-qPCR em Calcutta 4, o resultado de expressão não foi 

considerado significativo e em Cavendish Grande Naine a expressão foi positivamente 

regulada. Esse gene descrito pela primeira vez em 1970 além de fazer parte do 

desenvolvimento da planta, tem sua expressão induzida sob tratamento com a luz UV 

e estresses bióticos, como a infecção bacteriana ou fúngica. A expressão da Chalcona 

sintase provoca o acúmulo de fitoalexinas, flavonóides e isoflavonóides (Napoli et al., 

1990; Shirley, 1996 ; Ferrer et al., 1999; Yamazaki et al., 2001; Austin e Noel, 2003). 

Segundo Dao et al. (2011), a chalcona sintase está envolvida também na via de 

defesa do ácido salicílico. 

Por ser uma técnica muito sensível a RT-qPCR pode apresentar problemas 

com relação a repetibilidade e reprodutibillidade. Foi observado nesse estudo que 

plantas de um mesmo tempo de inoculação dentro de um mesmo bioensaio podem 

apresentar diferenças de expressão gênica entre si. Essas diferenças podem ser 

determinantes para os resultados quando a expressão do mesmo gene gênica é 
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analisada em diferentes bioensaios. Embora estudos relatem que a superexpressão 

de determinados genes promove a resistência em plantas a patógenos fúngicos, dos 

sete genes analisados nesse estudo, seis foram negativamente regulados no genótipo 

resistente a Sigatoka amarela e positivamente regulados na cultivar suscetível. 

Novos bioensaios com um número maior de plantas devem ser realizados para 

identificar se essa diferença de expressão dos genes é resultante das etapas de 

manipulação das amostras (Bioensaio, extração de RNA, síntese de cDNA, reação de 

RT- qPCR) ou se há uma diferença real de expressão gênica entre as plantas. Esses 

bioensaios servirão de réplicas biológicas para validação dos resultados apresentados 

nesse estudo.  

 

 

VI. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Este trabalho representa um desenvolvimento em grande escala de novos 

marcadores gênicos-SSR para aplicação no melhoramento genético, complementando 

os cerca de 2.000 SSRs identificados em BACs e scaffolds de DH-Pahang (D‟hont et  

al., 2012). Os 14 marcadores microssatélites polimórficos identificados, servirão como 

ferramentas úteis em estudos de mapeamento genético, genotipagem de população 

segregante e seleção assistida por marcadores (MAS). Cerca de 300 genes 

envolvidos em resposta de defesa contendo SSRs para cada genótipo (Calcutta 4 e 

Cavendish Grande Naine) também foram identificados nesse estudo. Desses, apenas 

95 foram caracterizados quanto ao polimorfismo nos locos SSRs e 22 foram 

analisados quanto a expressão diferencial em genótipos contrastes para a resistência. 

Logo, há um grande número de potenciais genes de defesa que podem ser avaliados 

quanto q sua expressão gênica. 

A análise da expressão diferencial de genes- candidatos envolvidos em 

respostas de defesa no patossistema Musa-Mycosphaerella é de grande importância 

para estudos futuros de transformação genética de bananeira, pois uma compreensão 

profunda sobre como e em que etapa durante a resposta de defesa esses genes 

atuam é necessária para o desenvolvimento de novas estratégias de resistência 

durável em Musa sp. Para tanto, novos bioensaios envolvendo genótipos 

contrastantes para a resistência as Sigatokas como M. acuminata Calcutta 4 e 

Cavendish Grande Naine devem ser realizados. 

Com o mapeamento dos transcritos no genoma de referência M. acuminata DH 

Pahang, amplia-se as possibilidades de descoberta de novos genes envolvidos em 
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resistência a doenças em bananeira. Além disso, novos genes com expressão estável 

podem ser identificados como genes de referência e novos primers em regiões 

específicas como as regiões 3‟UTR podem ser desenhados ppara genes- candidatos 

facilitando os estudos de expressão gênica por RT- qPCR. 

A análise da expressão de genes candidatos contendo microssatélites e 

potencialmente envolvidos em respostas de defesa no patossistema M. acuminata-

Mycosphaerella realizada nesse estudo será de grande importância para estudos 

futuros de seleção assistida por marcadores (MAS), transformação genética e 

melhoramento genético de bananeira. 
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VIII. ANEXOS 
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Curva de quantificação da amostra de RNA 31-CAV1I1(forma de sino) após passar pela coluna de 

purificação Invisorb obtida no espectofotômetro Nanodrop 2000. 
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ABSTRACT 

Background and aims  

Banana (Musa acuminata) is a crop contributing to global food security. Many varieties 

lack resistance to biotic stress, due to sterility and narrow genetic background. The 

objective of this study was to develop an expressed sequence tag (EST) database of 

transcripts expressed during compatible and incompatible banana-Mycosphaerella 

fijiensis (Mf) interactions. Black leaf streak disease (BLSD), caused by Mf, is a 

destructive disease of banana. Microsatellite markers were developed as a resource 

for crop improvement.  

Methodology 

cDNA libraries were constructed from in vitro-infected leafes from BLSD-resistant M. 

acuminata ssp. burmaniccoides Calcutta 4 (MAC4) and susceptible M. acuminata cv. 

Cavendish Grande Naine (MACV). Clones were 5´end Sanger sequenced, ESTs 

assembled with TGICL and unigenes annotated using BLAST, Blast2GO and 

InterProScan. Mreps was used to screen for simple sequence repeats (SSRs), with 

markers evaluated for polymorphism using twenty diploid (AA) M. acuminata 

accessions contrasting in resistance to Mycosphaerella leaf spot diseases. 

Principal results  

A total of 9333 high quality ESTs were obtained for MAC4 and 3964 for MACV, which 

assembled into 3995 unigenes. Of these, 2592 displayed homology to genes encoding 

proteins with known or putative function, and 266 to genes encoding proteins with 

unknown function. Gene ontology (GO) classification identified 543 GO terms, 2300 

unigenes were assigned to EuKaryotic Orthologous Groups (KOG) categories and 312 

http://www.linkedin.com/companies/parco-tecnologico-padano
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mapped to KEGG pathways. A total of 624 SSR loci were identified, with trinucleotide 

repeat motifs the most abundant in MAC4 (54.1%) and MACV (57.6%). Polymorphism 

across M. acuminata accessions was observed with 75 markers. Alleles per 

polymorphic Loco ranged from 2 to 8, totaling 289. Polymorphism information content 

(PIC) ranged from 0.08 to 0.81. 

Conclusions  

This EST collection offers a resource for studying functional genes, including 

transcripts expressed in banana-Mf interactions.  Markers are applicable for genetic 

mapping, diversity characterization and marker assisted breeding. 
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Abstract 

Background 

Although banana (Musa sp.) is an important edible crop, contributing towards poverty 

alleviation and food security, limited transcriptome datasets are available for use in 

accelerated molecular-based breeding in this genus. 454 GS-FLX Titanium technology 

was employed to determine the sequence of gene transcripts in genotypes of Musa 

acuminata ssp. burmannicoides Calcutta 4 and M. acuminata subgroup Cavendish cv. 

Grande Naine, contrasting in resistance to the fungal pathogen Mycosphaerella 

musicola, causal organism of Sigatoka leaf spot disease. To enrich for transcripts 

under biotic stress responses, full length-enriched cDNA libraries were prepared from 

whole plant leaf materials, both uninfected and artificially challenged with pathogen 

conidiospores. 

Results 

The study generated 846,762 high quality sequence reads, with an average length of 

334 bp and totalling 283 Mbp. De novo assembly generated 36,384 and 35,269 

unigene sequences for M. acuminata Calcutta 4 and Cavendish Grande Naine, 
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respectively. A total of 64.4% of the unigenes were annotated through Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST) similarity analyses against public databases.  

Assembled sequences were functionally mapped to Gene Ontology (GO) terms, with 

unigene functions covering a diverse range of molecular functions, biological processes 

and cellular components. Genes from a number of defense-related pathways were 

observed in transcripts from each cDNA library. Over 99% of contig unigenes mapped 

to exon regions in the reference M. acuminata DH Pahang whole genome sequence. A 

total of 4068 genic-SSR loci were identified in Calcutta 4 and 4095 in Cavendish 

Grande Naine. A subset of 95 potential defense-related gene-derived simple sequence 

repeat (SSR) loci were validated for specific amplification and polymorphism across M. 

acuminata accessions.  Fourteen loci were polymorphic, with alleles per polymorphic 

Loco ranging from 3 to 8 and polymorphism information content ranging from 0.34 to 

0.82.  

Conclusions 

A large set of unigenes were characterized in this study for both M. acuminata Calcutta 

4 and Cavendish Grande Naine, increasing the number of public domain Musa ESTs. 

This transcriptome is an invaluable resource for furthering our understanding of 

biological processes elicited during biotic stress in Musa. Gene-based markers will 

facilitate molecular breeding strategies, forming the basis of genetic linkage mapping 

and analysis of quantitative trait loci. 

 

Keywords  

Musa acuminata, Mycosphaerella musicola, biotic stress, transcriptome, 454 

pyrosequencing, SSR 
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ANEXO III 

RESUMOS EXPANDIDOS 
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Miller, RNG 2011. Understanding plant immunity: Transcriptome Profiling In Musa-

pathogen interactions using Next Generation Sequencing. In: International 

ISHS/ProMusa Symposium - Bananas and Plantains: Toward sustainable global 

production and improved uses. 10-14 October 2011, Salvador, Bahia State, Brazil 
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Abstract 

The development of novel approaches for crop protection requires continued advances 

in our understanding of the molecular mechanisms controlling plant immunity. 

Molecular and genomics tools have advanced our understanding, with two key 

branches currently recognized. In one, plant innate defense is governed by PAMP-

triggered immunity (PTI), following host recognition of pathogen-associated molecular 

patterns (PAMPs). Successful pathogens can, however, suppress PTI signaling 

through evolution of specific effector proteins.  Plants, in response, have co-evolved 

cytoplasmic resistance (R) protein receptors which establish effector-triggered 
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immunity (ETI), a second immune system branch which recognizes specific pathogen 

effectors. Although banana (Musa sp.) is one of the world´s most important edible 

crops, contributing towards food security, a comprehensive transcriptomic dataset is 

not yet available for use in accelerated molecular-based breeding.  In order to develop 

a functional genomics resource for this crop which reveals transcriptional changes 

during plant immunity responses to biotic stress, we performed a pyrosequencing study 

of expressed genes in M. acuminata during compatible and incompatible reactions with 

the fungal pathogen Mycosphaerella musicola, causal organism of Yellow Sigatoka 

disease. Total RNA samples were prepared from whole plant leaf material from 

cultivars Calcutta 4 (resistant) and Cavendish Grande Naine (susceptible), both 

uninfected and artificially challenged with pathogen conidiospores.  Full-length enriched 

cDNA libraries were sequenced using a 454 GS-FLX system pyrosequencer with 

Titanium chemistry, generating 978133 raw sequencing reads, with an average length 

of 334 bp and totalling over 460 million bp. Over 35000 unigenes were assembled for 

each M. acuminata cultivar, with approximately 70% displaying no significant identity to 

any sequences in the public databases. In silico analysis identified differentially 

expressed genes associated with stress and response to biotic stimuli. Datasets were 

exploited for identification of expressed resistance gene analogs and defense genes, 

as well as large scale SSR marker development.  These resources will contribute to 

our understanding of plant immunity processes in Musa, facilitating disease-

management based upon genetic improvement.  
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Banana (Musa spp.) is one of the world‟s most important monocotyledonous crops. 

Many cultivars are susceptible to fungal diseases such as Black and Yellow Sigatoka, 

which attack leaf tissues and can cause production losses of up to 100%. Genetic 

breeding programs have been based upon selection of resistant individuals. The 

objectives of this study were to characterize 303 SSR markers derived from cDNA 

libraries prepared from Musa acuminata leaf materials contrasting in resistance and in 

vitro infected with Mycosphaerella fijiensis, causal agent of Black Sigatoka disease, and 

identify potential association with Sigatoka resistance. A total of 170 primer pairs were 

designed from M. acuminata Cavendish subgroup, cultivar Grande Naine (AAA) 

(susceptible), together with 133 pairs in the cultivar Calcutta 4 (AA) (resistant). Marker 

polymorphism was initially examined using four DNA bulks obtained from 20 M. acuminata 

diploid individuals contrasting in resistance to Black and Yellow Sigatoka diseases. Primer 

annealing temperatures were optimized between 50-60°C and polymorphism examined 

on 4% polyacrylamide gels with silver staining. Currently, 25% of the loci display 

polymorphism, 25% monomorphism, 34% show problems in amplification and the other 

16% are in the process of characterization. Polymorphic markers were tested against 

individualized bulks in order to determine if members displayed common alleles. Data 

were analysed using the software Powermaker 3.25. A total of between two and seven 

alleles per Loco were observed, with an average of four. From an expected heterozygosity 

(He) of 0.55, an observed heterozygosity (Ho) of 0.48 was observed, with a PIC value of 

0.50. Polymorphic markers will be important in genotyping and in genetic map 

construction for Musa segregating populations. 
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Abstract 

Massively parallel pyrosequencing-based transcriptome analysis is an efficient 
approach for large scale functionally relevant gene-derived SSR discovery. The 
objectives of this study were to identify SSR loci in unigene sequences generated using 
454 transcriptome pyrosequencing, verifying predicted gene function and in silico-
derived differential expression. cDNA libraries were prepared from total RNA material 
extracted from leaf material in M. acuminata cultivars Calcutta 4 and Cavendish 
Grande Naine, both uninoculated and inoculated with Mycosphaerella musicola, causal 
agent of Yellow Sigatoka disease. The M. acuminata cultivar Calcutta 4 is a wild diploid 
widely used as a donor of biotic stress resistance genes in conventional breeding 
programs for improved polyploids. cDNA libraries for each challenged cultivar were 
submitted to 454 sequencing, with 24246 and 23729 contigs identified for Calcutta 4 
and Cavendish Grande Naine, respectively. In silico-based gene function prediction 
was made against the NCBI Genbank database. Contigs were analysed for SSRs 
using the program mreps and flanking primer pairs designed using Primer3. A total of 
4098 and 4096 SSR loci, where flanking primers could be designed, were identified in 
Calcutta 4 and Cavendish datasets, respectively. From these, 75% are associated with 
unigenes coding proteins with known function, 0.13% (11) with unigenes potentially 
involved in defense or stress responses, and 96% associated with genes differentially 
expressed under conditions of infection and non-infection by M. musicola. Overall, 
microsatellites were present in 24% of unigenes with predicted function. Marker 
validation in M. acuminata diploid material constrasting in resistance to Black and 
Yellow Sigatoka diseases is currently ongoing. The microsatellites identified, 
particularly those associated with genes potentially involved in defense or stress 
responses, will serve as useful tools for employment in Musa genetic improvement 
programs. 
 
 

 

 

 

 


