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INTERAQAQ GENOTIPO X MICRORGANISMOS BENEFICOS E INDUCAO DE
RESISTENCIA A Fusarium oxysporum f. sp. cubense EM BANANEIRA

RESUMO: A bananeira (Musa spp.) é considerada como uma das culturas agricolas
mais importante para a seguranca alimentar. Todavia, a produtividade da cultura é
afetada por diversas doencas, dentre elas, a murcha de fusarium, causada pelo fungo
de solo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), esta entre as doengas mais
destrutivas da bananeira. A utilizacdo de fungicidas no combate ao Foc, além de néo
ser eficiente, pode comprometer o equilibrio natural do solo. Uma forma de manejo
estudada é o controle biologico, realizado pela aplicacdo de microrganismos
benéficos, que ao interagir com a planta podem induzir a ativacao do seu sistema de
defesa, gerando resposta que podera servir de auxilio no combate ao patégeno. Por
iISs0, estudos que visem entender os padrdes de expressao dos genes envolvidos com
a inducéo de resisténcia ao Foc, sdo importantes, por identificarem respostas iniciais
de defesa da planta. Dessa forma, esse trabalho foi desenvolvido visando observar a
interacdo benéfica de Bacillus sp. e Trichoderma asperellum em mudas de bananeira
desafiadas ou ndo com Foc, analisando a influéncia desses microrganismos na
promocdo de crescimento e nos niveis de expressdo de genes relacionados as
respostas de defesa nas cultivares ‘BRS Princesa’ (tolerante) e ‘Prata An&’
(suscetivel). Os microrganismos benéficos foram eficientes na promocdo do
crescimento das plantas. Em ‘BRS Princesa’ e ‘Macd’ foram notadas diferencas
significantes na altura das mudas tratadas com Bacillus sp. e T. asperellum em todos
os tempos de avaliacdo. Nas plantas de ‘Prata And’ foram observadas diferencas
significativas principalmente em relacdo aos tratamentos que foram aplicados os
microrganismos benéficos e inoculados com Foc. Foi observada a colonizagao do Foc
nos tecidos radiculares de ‘BRS Princesa’ com 10 DAI, apenas no tratamento Foc. Em
‘Prata And’ foi visto clamiddsporos e hifas em todos os tratamentos inoculados com
Foc desde 10 DAI. No gendétipo ‘BRS Princesa’ com 10 dias ap0s o tratamento com
Bacillus + Foc, foi observado pequenas pontuacdes no interior das células dos tecidos
radiculares. Em ‘Prata And’ e ‘Magd’, a mesma caracteristica foi visualizada nos
tratamentos Bacillus e Trichoderma com 17 dias ap0s a aplicacdo desses
microrganismos. Bacillus sp. e T. asperellum induziram positivamente a expressao
dos genes relacionados as respostas de defesa das plantas, com expressao
diferencial em relacéo ao controle sem inoculacdo e ao tratamento inoculado apenas
com Foc. Os tratamentos pré-inoculados com microrganismos benéficos, quando
desafiados com Foc, apresentaram niveis de expressao mais elevados que os demais
tratamentos. Em uma abordagem global analisada pelo Heatmap observou-se em
‘BRS Princesa’ que apo6s o tratamento com os microrganismos benéficos, os genes
CESA 7, KINLRR e AUXPL-1 apresentaram maiores niveis de expressao positiva.
Enquanto em ‘Prata An&’ os genes melhores induzidos foram SRCFUN, STRANS e
PER 64. Os resultados desse trabalho mostraram que o isolado de Bacillus sp. e T.
asperellum podem ser utilizados como promotores de crescimento e indutores de
resisténcia em bananeira. O T. asperellum apresenta melhor eficacia para o uso no
manejo integrado da murcha de fusarium, e Bacillus sp. maior potencial como indutor
de resisténcia de bananeira ao Foc.

Palavras-chave: Biocontrole; Expressao genica; Murcha de fusarium; Musa spp.



INTERACTION GENOTYPE X BENEFICIAL MICROORGANISMS AND
INDUCING RESISTANCE TO Fusarium oxysporum f. sp. cubense IN
BANANA TREE

ABSTRACT: The banana tree (Musa spp.) it is considered as one of the most
important agricultural crops for food security. However, crop productivity is affected
by several diseases, including fusarium wilt, caused by the soil fungus Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc), is among the most destructive diseases of banana
tree. The use of fungicides to combat Foc, in addition to not being efficient, can
compromise the natural balance of the soil. One form of management studied is
biological control, carried out by the application of beneficial microorganisms, which,
when interacting with the plant, can induce the activation of its defense system,
generating a response that may serve as an aid in combating the pathogen. For this
reason, studies that aim to understand the expression patterns of the genes involved
with the induction of resistance to Foc, are important, as they identify initial defense
responses of the plant. Thus, this work was developed in order to observe the
beneficial interaction of Bacillus sp. and Trichoderma asperellum in banana
seedlings challenged or not with Foc, analyzing the influence of these
microorganisms in the promotion of growth and in the levels of expression of genes
related to the defense responses in the cultivars 'BRS Princesa’ (tolerant) and 'Prata
And' (susceptible). The beneficial microorganisms were efficient in promoting plant
growth. In ‘BRS Princesa’ and ‘Apple’, significant differences were noted in the
height of seedlings treated with Bacillus sp. and T. asperellum at all times of
evaluation. In the 'Prata An&' plants significant differences were observed mainly in
relation to the treatments that were applied to the beneficial microorganisms and
inoculated with Foc. Colonization of Foc was observed in the root tissues of 'BRS
Princesa’ with 10 DAL, only in the Foc treatment. In 'Prata An&’, chlamydospores and
hyphae were seen in all treatments inoculated with Foc since 10 DAI. In the 'BRS
Princesa’ genotype 10 days after the treatment with Bacillus + Foc, small
punctuations were observed inside the cells of the root tissue. In ‘Prata An&’ and
‘Apple’, the same characteristic was seen in the treatments Bacillus and
Trichoderma with 17 days after the application of these microorganisms. Bacillus sp.
and T. asperellum positively induced the expression of genes related to plant
defense responses, with differential expression in relation to the control without
inoculation and the treatment inoculated only with Foc. Pre-inoculated treatments
with beneficial microorganisms, when challenged with Foc, showed higher levels of
expression than the other treatments. In a global approach analyzed by Heatmap it
was observed in ‘BRS Princesa’ that after treatment with beneficial microorganisms,
the genes CESA 7, KINLRR and AUXPL-1 showed higher levels of positive
expression. While in ‘Prata An&’ the best induced genes were SRCFUN, STRANS
and PER 64. The results of this work showed that the isolate of Bacillus sp. and T.
asperellum can be used as growth promoters and resistance inducers in banana. T.
asperellum is more effective for use in the integrated management of fusarium wilt,
and Bacillus sp. greater potential as an inducer of banana resistance to Foc.

Key words: Biocontrol; Gene expression; Fusarium wilt; Musa spp.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Potencial agrondmico da bananeira.

A bananicultura € uma atividade agricola que exerce importante papel social na
fixagdo do homem no campo, conferindo renda e estabilidade (SILVA & CORDEIRO,
2000; HESLOP-HARRISON, & SCHWARZACHER, 2007). Os frutos produzidos por
esta cultura sdo apreciados mundialmente e constituem a base alimentar de muitos
paises em desenvolvimento. A india esta em primeiro lugar no ranking de producéo
mundial de banana seguido pela China, Filipinas e Brasil (FAO, 2018).

De acordo com dados coletados pelo IBGE (2019) o cultivo da bananeira
ocupou, em 2019, uma area de aproximadamente 491 mil hectares e produziu cerca
de 7,2 milhdes de toneladas de frutos no Brasil. Entre os principais estados
produtores, destacam-se o estado de Sao Paulo, que em 2019 produziu 1,070 milhdes
de toneladas, em seguida o estado da Bahia, com uma producao de 1,040 milhdes de
toneladas, e em terceiro lugar Minas Gerais com a producéo de 0,814 milhdes de
toneladas. No comércio brasileiro os variados tipos de bananas diferem com relacéo
a forma como é consumida e caracteristicas do seu cultivo. As cultivares mais
importantes sdo Grande Naine, Nanica, Nanicdo, Prata, Maca e Ouro. Outras
variedades também encontradas sdo Prata-Ana, Pacovan, Mysore, D’Angola e Terra
(BRASIL, 2008; SILVA et al., 2016)

A banana ‘Mac¢d’ (subgrupo Maga, triploide AAB) € uma cultivar de alto
interesse para o consumidor brasileiro, tanto pelo seu sabor adocicado quanto por sua
utilidade medicinal na regulacéo intestinal, no entanto sua producao tem sido dizimada
devido a sua alta suscetibilidade ao Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). Em
2008 a Embrapa lancou o hibrido ‘BRS Princesa’ (tipo Maca, tetraploide AAAB), que
€ uma planta de porte médio alto, oriunda do cruzamento entre a cultivar Yangambi
n° 2 com o hibrido diploide M53 (AA). Seu fruto tem o sabor e a morfologia externa
parecidos com os da banana Magd, em relacdo as doencas fungicas a ‘BRS Princesa’
€ uma cultivar resistente a Sigatoka amarela, tolerante a murcha de fusarium e
suscetivel a Sigatoka negra. A ‘Prata An&’ (tipo Prata, triploide AAB) é uma cultivar
com bom potencial em produtividade e bem conhecida no mercado brasileiro, porém
seu cultivo também pode ser limitado por sua suscetibilidade as Sigatokas negra e
amarela e a murcha de fusarium (SILVA et al., 2016).

Dentre as limitagdes que impossibilitam um melhor desempenho da
bananicultura, destacam-se a ocorréncia de pragas e doencas provocadas por fungos,
nematoides e outros agentes fitopatogénicos (CORDEIRO & MATOS, 2000). No
cenario atual as doencas que mais afetam a producdo de banana sdo as Sigatokas
negra e amarela, causadas pelos fungos Micosphaerella fijiensis e a Mycosphaerella
musicola, respectivamente, além da murcha de fusarium, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (CORDEIRO, MATOS & HADDAD, 2016).

As doencas fungicas, estdo entre as mais importantes na cultura da
bananeira, constituindo os principais problemas fitopatoldgicos, geralmente afetando
0S seus ciclos vegetativos, reprodutivos e em diversos 06rgdos como raiz,
pseudocaule, folha e frutos, o que consequentemente implica na reducdo da
produtividade e perdas nos bananais (CORDEIRO & MATOS, 2000). A murcha de
fusarium, fusariose ou mais popularmente conhecida como mal-do-Panam4, esta
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entre as doencas mais destrutivas da bananeira (FRASER-SMITH et al., 2013)
podendo causar a perda de até 100% da producdo em cultivares muito suscetiveis
como a ‘Mac¢d’ (CORDEIRO, MATOS & MEISSNER FILHO, 2004; PLOETZ, 1994,
2006Db).

1.2 Murcha de fusarium em bananeira

Murcha de fusarium da bananeira € uma doenca causada pelo fungo de solo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Sn e Hansen (Foc) que afeta todas
as regides produtoras de banana do mundo (CORDEIRO & MATOS, 2000; ARAUJO
et al., 2017). Um dos maiores desafios no enfrentamento dessa doenca esta na alta
capacidade de sobrevivéncia que o Foc apresenta, mesmo na auséncia do
hospedeiro, por meio de clamiddsporos, que sao estruturas de resisténcia capazes de
permanecerem viaveis no solo por aproximadamente 30 anos (STOVER, 1962;
BUDDENHAGEN, 2009).

A murcha de fusarium foi descrita pela primeira vez na Australia por Bancroft
(1876), e atualmente é uma das doencas fungicas mais citadas pelo seu potencial de
destruicdo em diversas culturas de importancia agronémica (PEREZ-VICENTE,
2004). Os primeiros danos relevantes na bananicultura, ocasionados pela murcha de
fusarium, foram relatados no Panama, em 1904, sendo esta a provavel razdo do nome
‘mal-do-Panama” (CORDEIRO & MATOS, 2003). No inicio do século XX, o niumero
de relatos de ocorréncia da murcha de fusarium aumentou rapidamente,
principalmente em plantacées comerciais, disseminando-se por todos os paises da
América Central e do Sul (STOVER, 1993; WARDLAW, 1972), onde atualmente a
doenca ainda causa sérios danos, principalmente na variedade Gros Michel (PEREZ-
VICENTE & DITA, 2014). No Brasil, a murcha de fusarium foi observada pela primeira
vez em 1930, em Piracicaba, estado de Sao Paulo, e apos cerca de quatro anos da
sua constatacdo no pais, foi capaz de dizimar em torno de um milhdo de plantas da
cultivar ‘Maca’, causando sérios prejuizos econdémicos, principalmente para grandes
produtores desta cultivar (CORDEIRO, MATOS & KIMATI, 2005; DIAS, ABREU &
RESENDE, 2014).

A infeccdo pelo patdgeno é iniciada pela reagédo de compatibilidade do mesmo
com as raizes da planta, que ocorre primeiramente por meio da resposta do fungo aos
exsudatos radiculares liberados pela planta (LI et al., 2011). Apés a germinagdo dos
conidios, as hifas colonizam a superficie da raiz, aderem e crescem nas jungdes entre
as células da epiderme e o micélio, avanca intracelularmente através do cértex e
alcancam os vasos do xilema, onde o fungo permanece produzindo toxinas e
microconidios, que se movem a montante na seiva da planta, colonizando os vasos
adjacentes e produzindo novos esporos (GUO et al., 2015; DITA et al., 2018). Foc
produz trés tipos de esporos assexuais, sendo estes, macroconidios, microconidios e
clamidésporos que permitem sua dispersao e sobrevivéncia (GUO et al., 2014).

Os sintomas tipicos da murcha sao os resultados de estresse hidrico, devido a
oclusdo das placas perfuradas dos vasos do xilema, bem como pela combinacdo de
atividade patogénica, como acumulo de micélio, producao de toxinas e resposta de
defesa do hospedeiro, incluindo a producédo de tiloses, gomas e encolhimento dos
vasos devido ao crescimento de células companheiras parenquimatica (PEREZ-
VICENTE & DITA, 2014). As plantas infectadas exibem externamente um
amarelecimento progressivo das folhas mais velhas para as mais novas, comegando
pelos bordos dos limbos foliares e evoluindo no sentido da nervura principal.
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Posteriormente as folhas murcham, secam e se quebram junto ao pseudocaule.
Internamente o sintoma mais recorrente € o aparecimento de uma descoloracao
pardo-avermelhada, provocada pela presenca do patdogeno nos vasos (CORDEIRO,
MATOS & HADDAD, 2016).

F. oxysporum f. sp. cubense pertence ao filo Ascomycota, classe Ascomycetes,
ordem Hypocreales e a familia Necriaceae (STOVER, 1962). O género Fusarium
apresenta um elevado numero de espécies associadas a plantas, com potencial para
causar danos econdmicos e reduzir a qualidade da cultura agricola (LI et al., 2013).
As linhagens que causam doengas em plantas sdo divididas em formae specialis (f.
sp.) de acordo com as espécies de planta hospedeira, e em racas de acordo com a
especificidade das cultivares. A f. sp. designada como cubense € aplicada como base
apenas em evidéncias de teste de patogenicidade em bananeira (FOURIE et al., 2011,
PEREZ-VICENTE & DITA, 2014; CZISLOWSKI et al., 2018).

A maioria das f.sp. de F. oxysporum é composta por duas ou mais ragas, que
séo definidas por seu impacto em cultivares distintas. Foram descritas asragcas 1, 2 e
4 de Foc. A raca 1 causa doencas em Gros Michel e cultivares com genoma AAB
incluindo a Macéa, a raca 2 afeta a Bluggoe e bananeiras relacionadas ao genoma
ABB. A raca 4 é patogénica para as bananas Cavendish e todas as cultivares
suscetiveis araca 1 e 2. Os isolados da raca 4 sdo subdivididos em tropical (TR4) e
subtropical (STR4) (FRASER-SMITH et al., 2013). A TR4 € encontrada em Taiwan,
Australia, Indonésia e, mais recentemente, na Colémbia, é definida como isolados que
causam doencas em Cavendish tanto em condi¢des tropicais quanto subtropicais. Ja
STR4 causa grandes perdas na producdo em regibes subtropicais da Australia, Africa
do Sul e llhas Canarias, sendo definido como aquele isolado que na auséncia de
fatores predisponente, sdo incapazes de infectar Cavendish nos tropicos. Com a
chegada da raca TR4 na América Latina a producdo de bananas pode ser
severamente afetada, pois ndo héa cultivares resistentes que substituam as bananeiras
do subgrupo Cavendish (PLOETZ, 2006a; BUDDENHAGEN, 2009; GALVIS, 2019).

Sendo uma doenga causada por um fungo de solo, a murcha de fusarium € de
dificil controle (SUM et al., 2014). Para minimizar os danos causados pela mesma,
principalmente em cultivares suscetiveis, varias estratégias como uso de fungicidas,
fumigacdo do solo, alagamento e rotacdo de culturas ja foram desenvolvidas e
testadas, sem obter pleno sucesso no controle do fitopatbgeno, no entanto o
insucesso das estratégias pode ser devido a capacidade que o Foc apresenta de
sobreviver, mesmo na auséncia de seu hospedeiro. Desse modo, o emprego de
microrganismos que protejam e promovam O crescimento vegetal, colonizando a
rizosfera das plantas, tem sido uma abordagem com potencial para o manejo da
murcha de fusarium em bananeira (PUSHPAVATHI et al., 2016).

1.3 Inducdo de resisténcia de planta a patégenos por meio do Biocontrole

A resisténcia genética do hospedeiro é a forma mais eficaz de combater o Foc.
Essa estratégia foi bem sucedida nos anos 1950 quando as cultivares Cavendish
substituiram a Gros Michel, apdés a quase destruicdo da cultura pela murcha de
fusarium (DITA et al., 2011; BUBIC et al., 2019). O desenvolvimento de cultivares
resistentes promovem resultados positivos na luta contra o Foc, porém é uma técnica
gue despende tempo, devido a fatores limitantes, como as barreiras fisiol6gicas e
reprodutivas caracteristicos da prépria cultura (BROWN et al., 2017). A urgéncia em
combater a murcha de fusarium tem conduzido a busca por diferentes alternativas de
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controle ja existentes, como métodos culturais, quimicos e utilizacdo de agentes
biocontroladores. Essa Ultima, vem chamando a atencdo da comunidade cientifica por
ser uma técnica de baixo custo e facil manejo, onde dentre outros mecanismos de
acdo, os microrganismos benéficos sdo capazes de induzir a resisténcia da planta a
um amplo espectro de agentes fitopatogénicos, sem qualquer alteracdo em seu
genoma (ENT, WEES & PIETERSE, 2009; CARVALHO, 2012; GANG et al., 2013).

O controle biolégico pode ser entendido como o0 uso de organismos vivos para
reduzir a densidade populacional ou o impacto de um organismo especifico, tornando-
0 menos abundante ou menos nocivo (EILENBERG, HAJEK & LOMER, 2001). Os
microrganismos benéficos podem atuar de forma direta ou indireta contra o Foc. O
antagonismo direto pode ser causado por antibiose, parasitismo e competicdo por
espaco e nutrientes. Como mecanismos indiretos eles atuam na promocao de
crescimento vegetal, aprimoramento na microbiota benéfica do solo e inducéo de
resisténcia local e sistémica da planta, os quais atuam na reducao da infeccéo ou
doenca. Ambos os mecanismos de acéo podem ser observados na figura 1 (BUBIC
et al., 2019).

De acordo com estudos, h4 um elevado potencial para utlizacdo dos
microrganismos benéficos como indutores de resisténcia sistémica em plantas a
patdgeno, a qual pode ser expressa por meio de mecanismos de defesa estruturais e
biogquimicos. Mecanismos estruturais incluem o reforco da parede celular das plantas
pela deposicdo de moléculas pré-formadas de ligninas e compostos fendlicos. As
alteracbes bioquimicas incluem o acumulo de metabdlitos secundarios como
fitoalexina, e a producéo de proteinas relacionadas a patogénese (THANGAVELU &
GOPI, 2015). Além disso, a inducéo de resisténcia € um estado fisiolégico que envolve
mecanismos de resisténcia latentes nas plantas, aumentando a capacidade de defesa
em respostas a tratamentos prévios ativados por estimulos especificos, os quais a
defesa inata vegetal é potencializada contra desafios bioticos ou abibticos
(CARVALHO, 2012; PASCHOLATI, SOUZA & CARDOSO FILHO, 2019).

Existem duas formas de resisténcia induzida de plantas a doencas: a
resisténcia sistémica adquirida (RSA) e a resisténcia sistémica induzida (RSI), que
embora culminando em resultados fenotipicamente semelhantes, sdo fen6menos
distintos, diferenciados tanto pela natureza do elicitor, quanto pelas vias de sinalizacéo
envolvidas (BARROS et al.,, 2010). A RSA é mediada pelo &cido salicilico e,
geralmente, esta relacionada a exposicdo a patdégenos biotroficos virulentos,
avirulentos ou microrganismos nao patogénicos. A ativacdo dessa via culmina no
acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-PR), como quitinase e
glucanase (DURRANT & DONG, 2004). A RSI, por outro lado, é mediada pelos
reguladores de crescimento vegetal acidos jasmonico e etileno, sendo associados a
rizobactérias ou microrganismos benéficos da rizosfera (CHOUDHARY, PRAKASH &
JOHRI, 2007).

Nesse contexto, as plantas sdo capazes de apresentar respostas de defesa
altamente especificas e manter uma memoéria duradoura frente ao ataque do
patégeno. A primeira linha de defesa ativa é conhecida como resposta imune inata,
gue é desencadeada quando moléculas do agente microbiano, conhecidas como
padrbes moleculares associados a microrganismos (microbe associated molecular
patterns - MAMP), sdo detectadas por receptores denominados receptores de
reconhecimento de padrdes (pattern recognition receptors - PRR) que sé&o localizados
na membrana celular de cada célula vegetal (ENT, WEES & PIETERSE, 2009).
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EFEITO INDIRETO

AT TS

ANTAGONISMO DIRETO  #

patogeno por
meio de biofilme

Crescimento

Indugéo de
resisténcia

de viruléncia

Figura 1. Representacdo dos mecanismos de acdo de agentes de controle bioldgico de doencas de
plantas (ACBs). No antagonismo direto os ACBs atuam na competicdo por espaco e nutriente,
antibiose, parasitismo e desintoxicacao de fatores de viruléncia. Como efeito indireto a acdo dos ACBs
resulta no aprimoramento da microbiota do solo, prevengao da colonizagdo de patégeno por meio da
formacao de biofilme, promoc¢éo de crescimento e indugéo de resisténcia da planta. (Adaptado de Bubic
et al., 2019).

Quando se estimula um PRR, € gerada uma cascata de transducéo de sinais
que d& lugar a uma resposta imune conhecida como imunidade disparada por
MAMPs. Como resultado, € induzida a fortificacdo das paredes celulares da planta
com a deposicdo de calose e lignina. A producdo de metabdlitos secundarios com
acdo antimicrobiana como fitoalexinas, acumulagéo proteinas PR e a acumulacdo de
fitormdnios (como &cido salicilico, &cido jasmonico e etileno), sdo considerados
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protagonistas principais da resposta imune, cujo sinal se transmite sistemicamente
pela planta (MONTE, BETTIOL & HERMOSA, 2019).

Dentre 0os microrganismos com potencial para o controle bioldgico de doencas
de plantas, algumas bactérias do género Bacillus e fungos do género Trichoderma
estdo entre os mais utilizados (HAMAN et al., 2004; HADIWIYONO & WIDONO, 2012;
MULAW et al., 2013; KHAN, MAYMON & HIRSCH, 2017; JOGAIAH et al., 2018;).
Esses microrganismos podem colonizar plantas de diversas espécies botanicas,
inclusive cultivares agronémicas, beneficiando o desenvolvimento e producéo dessas
culturas pela supressdo do solo no controle de fitopatogenos, promocgédo de
crescimento da planta e na inducéo de resisténcia do vegetal a estresses bibticos e
abioticos (BOER et al.,, 2015; BAHOUN et al.,, 2017; PASCHOLATI, SOUZA &
CARDOSO FILHO, 2019).

1.4 Trichoderma spp. e Bacillus spp. como agentes indutores de resisténcia de
planta a fitopatogeno.

Trichoderma spp.

O género Trichoderma pertence a classe Sordariomycetes, do filo Ascomycota
(ABREU & PFENNING, 2019). Séo fungos de vida livre, simbiontes oportunistas de
plantas, componentes ativos do solo. Os fungos pertencentes a esse género podem
ser encontrados tanto em locais com baixa temperatura quanto em regides de clima
tropical. Essa versatilidade em ocupar diferentes habitats esta relacionada a
plasticidade genética, a qual permite a sua sobrevivéncia em diversas localidades e
condicbes ambientais distintas (HAMAN et al., 2004; VINALE et al., 2008; RAMADA,
LOPES & ULHOA, 2019).

Fungos do género Trichoderma apresentam uma grande importancia para a
agricultura, ocupando a funcéo de agentes biocontroladores de doencas de plantas,
0S quais na maior parte das vezes sao atuantes como antagonistas diretos ou indiretos
de outros microrganismos, incluindo os patogénicos. Os mecanismos de agéo inerente
a este género inibem o crescimento dos fitopatdgenos por meio da competicdo por
espaco e nutrientes, sintese de enzimas hidroliticas como as glucanases e quitinases,
gue sdo capazes de hidrolisar a parede celular de outros fungos, acdo denominada
como micoparasitismo (ATANASOVA et al.,, 2013), producdo de metabdlitos
secundarios que podem combater outros microrganismos por meio da antibiose
(ZEILINGER et al., 2016) e inducéao de resisténcia do vegetal (TARIBUKA et al., 2017).

A interacdo simbidtica do Trichoderma com as plantas é iniciada a partir da
colonizacéo da epiderme e das camadas corticais externas das raizes, em que, nesse
momento um ndamero relativamente elevado de comunicantes quimicos liberados pelo
fungo é reconhecido pela planta. Os fungos podem liberar trés classes de compostos
capazes de induzir a resisténcia nos vegetais, sendo eles proteinas com funcdes
enzimaticas, oligossacarideos e outros compostos de baixo peso molecular (HARMAN
et al.,, 2004; HARMAN, 2011). Estabelecida a interacdo benéfica entre o fungo e a
planta, a sinalizacdo desencadeada induz as respostas de defesa com efeitos
sistémicos, capazes de limitar o crescimento do Trichoderma em camadas mais
internas dos tecidos, ativar a expressao dos genes envolvidos nas respostas de
defesa das plantas, melhorar a absorcédo de nutrientes pelas raizes e promover o
crescimento de toda a planta (VINALE et al., 2008; HARMAN, 2011).
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A primeira evidéncia da inducdo de resisténcia sistémica mediada por
Trichoderma foi relatada por Calderon et al. (1993) em estudo com culturas de células
de videira tratadas com um elicitor de Trichoderma viride. Esse estudo mostrou uma
resposta do tipo hipersensivel caracterizada por morte celular localizada.
Posteriormente, Bigirimana et al. (1997) evidenciaram que o tratamento do solo com
Trichoderma harzianum induziu resisténcia sistémica a doencas causadas por
patdgenos flungicos em plantas de feijdo. O Trichoderma em sua forma de simbionte
oportunista, utiliza exsudatos das raizes, supera as respostas iniciais de defesa das
plantas e mantém uma comunicacao quimica, capaz de induzir a expressao dos genes
gue determinam as respostas de resisténcia sistémica, qual a planta é capaz de
recordar e expressar esses genes mais rapidamente na presenca de estresse biotico
e abiotico (MONTE, BETTIOL & HERMOSA, 2019).

Para impedir o atague de microrganismos, as plantas se defendem gerando
respostas moleculares, dentre elas a sintese de espécies reativas de oxigénio (ROS),
produzindo um estresse oxidativo que dificulta o acesso dos invasores aos tecidos do
hospedeiro, incluindo os microrganismos benéficos (SILAVA et al., 2008). Uma das
caracteristicas que permite a permanéncia de Trichoderma spp. na rizosfera é a sua
capacidade de tolerar o estresse oxidativo. Algumas cepas de Trichoderma spp.
podem tolerar maiores niveis de ROS quando comparadas a outras cepas ou fungos
de outros géneros (MORAN-DIEZ et al., 2010). Em sua relacdo com as plantas, o
Trichoderma aprimora os mecanismos antioxidantes das plantas e induz nas raizes e
na parte aérea uma diminui¢cdo no nivel de ROS quando s&o prejudiciais para planta,
fato que leva uma melhor tolerancia ao déficit hidrico e outros estresses abioticos.
(HARMAN, 2011; MONTE, BETTIOL & HERMOSA, 2019).

Bacillus spp.

O sistema radicular das plantas libera constantemente uma variedade de
compostos organicos que se difundem nos poucos milimetros da camada circundante
do solo, criando assim um nicho favoravel ao desenvolvimento de populactes
microbianas que se beneficiam da rizosfera e promovem acfes benéficas para a
planta (CAWOQY et al., 2014b). Dentre a microbiota benéfica do solo, as bactérias dos
géneros Pseudomonas e Bacillus sdo as mais estudadas devido ao seu potencial de
supressdo de doencas e promocdo de crescimento das plantas, tornando-as
desejaveis para uma agricultura saudavel e sustentavel (GOMES et al., 2003).

O género Bacillus, pertencente a familia Bacillaceae, representa um grande
grupo de bactérias gram-positivas, em forma de bastdo, geralmente positivas para a
producdo de catalase, com metabolismo aerdbico ou facultativamente anaerébico e
produzem estruturas de resisténcia (enddsporos) que apresentam morfologia oval ou
cilindrica, o que lhe permitem sobreviver no ambiente sob condi¢cdes desfavoraveis
por um longo periodo (LAYTON et al., 2011; FIRA et al., 2018).

Bacillus spp. estdo entre as rizobactérias de interesse agrondmico mais
investigadas. Os diversos estudos dessas espécies se justificam pelo seu potencial
em promover 0 crescimento de plantas e antagonismo direto e indireto a
fitopatdogenos. Estas bactérias colonizam e estabelecem uma interacdo acentuada
com as raizes, aumentando a captacdo de nutrientes, pela producéo de sideroforos e
acidos organicos envolvidos na solubilizacdo e disponibilizacdo de minerais como o
fésforo (KHAN, MAYMON & HIRSCH, 2017). Como agentes de biocontole, atuam por
meio de diversos mecanismos de acéo, incluindo a competicdo direta com patégenos
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pelo nicho ou substrato ecoldgico, producdo de metabdlitos que podem atuar como
antibioticos e como elicitores capazes de induzir o sistema de defesa vegetal (CAWOY
et al., 2014b.; ALOO, MAKUMBA & MBEGA, 2018).

Segundo estudos, as espécies de Bacillus podem induzir a planta a um amplo
espectro de resisténcia a diferentes fitopatdgenos bacterianos e fungicos mediante
ativagdo da RSI, para isso uma variedade de elicitores sédo emitidos pelas bactérias e
percebidos pelas células vegetais, conferindo-lhes a capacidade de resistir a um
patégeno ao qual foi inicialmente suscetivel (CHOWDHURY et al., 2015). Embora a
RSI mediada por rizobactérias ndo seja normalmente especifica para patdégenos é
altamente desejavel, pois é duradouro e confere protecdo as plantas (ALOO,
MAKUMBA & MBEGA, 2018).

Membros do género Bacillus s&o conhecidos como produtores de uma vasta
gama de moléculas biologicamente ativas de diferentes estruturas, possuindo entre 5
a 8% do genoma total, dedicado a biossintese de metabdlitos secundarios (FIRA et
al., 2018). Os principais metabdlitos identificados nesse género como elicitores
potencialmente indutores das respostas de defesa das plantas sdo os compostos
volateis, principalmente o 2,3-butanodiol e 3-hidroxi-2-butanona (metil carbinol acetil)
(TAHIR et al., 2017) e lipopeptideos representados por trés familias principais, por
exemplo, iturina, surfactina, e fengicina, sendo estes compostos responsaveis por
funcdes cruciais no potencial de biocontrole (CAWOY et al., 2014a; GOND et al.,
2014).

O papel dos volateis microbianos na inducéao da RSI foi investigado por Ryu et
al. (2004) em um experimento em que mudas de Arabidopsis foram expostas a
compostos volateis produzidos por Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens, onde
foi observado que a gravidade da doenga causada pelo patégeno bacteriano Erwinia
carotovora foi significantemente menor em comparacao ao controle. Com relacdo aos
lipopeptideos, as iturinas e fengicinas exibem atividades antifungicas (ORGENA &
JACQUES, 2007), enquanto as surfactinas geralmente contribuem com a capacidade
de formacéo de biofilme e apresentam um grande potencial na inducdo de resisténcia
das plantas. A reducao de doencas induzidas pela surfactina foi associada a fatores
relacionados as alteracfes de defesas metabdlicas que ocorrem muito cedo apds a
percepcao da célula vegetal, como fluxo de ions através da membrana plasmatica e
explosdo oxidativa, gerando espécies reativas de oxigénio, ou expressas
posteriormente como mecanismos de defesa que limita ou inibe a penetracdo de
patégenos nos tecidos vegetais do hospedeiro (CAWOQY et al., 2014b.).

1.5 Analise de expressédo génica na interacdo Musa X microrganismos

A evolucdo de diferentes linhagens de ragas virulentas de Foc levou os
pesquisadores a uma busca incessante por cultivares resistentes e por formas
alternativas de controle integrado do patdégeno, dentre as quais se destaca,
atualmente, o uso de agentes biocontroladores que s&o capazes de induzir a
resisténcia das plantas ao ataque de diferentes patdgenos. Para entender a interacao
das plantas com os microrganismos, muitos estudos estdo focados na abordagem
molecular para identificar e analisar quais genes e seu papel nos mecanismos de
resposta de defesa contra fitopatdgenos (SWARUPA, RAVISHANKAR & REKHA,
2014).
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Os crescentes estudos do transcriptoma e de expressdo génica, em diversas
espécies sob condicbes experimentais especificas, vem propiciando o acumulo de
informacBes que permitem o melhor entendimento de processos celulares e
fisiolégicos (MORGANTE & BLAWID, 2016). Varios genes associados a resposta de
defesa da bananeira a fitopatdégeno ja foram identificados por meio da analise de perfil
de transcritos diferencialmente expressos, Li et al., (2012) utilizando esse tipo de
analise, descobriram que o reconhecimento de PAMPs podem contribuir para a
resisténcia da bananeira ao Foc.

A analise dos niveis de transcricdo de genes de bananeira relacionados a
resposta de defesa a fitopatégenos também foram importantes para os estudos de Li
et al (2015), possibilitando-os a sugerir que a antioxidacdo, modificacdo da parede
celular e sintese de proteinas antiflingicas sdo 0s aspectos mais importantes a serem
estudados para se entender o mecanismo de resisténcia de bananeiras comerciais ao
Foc. Em outro trabalho desenvolvido por Paparu et al, (2007) a analise de expressao
de oito genes de bananeira envolvidos na resposta de defesa ao Foc, por meio de
ensaio em gPCR, foi importante para perceber que a colonizacdo por endofitos das
raizes de cultivar tolerante induziu a expressao transitoria de peroxidase e suprimiu a
expressao de PR-3, lectina, Pectina acetilesterase, Fenilalanina aménia-liase e PIR7,
sendo este o primeiro relato da expressao génica relacionada a defesa induzida por
endofitos na banana.

Mediante a tantos outros resultados, quantificar os niveis de expressao génica
tornou-se um marco na maioria dos laboratorios de biologia molecular, o que faz da
andlise de expressao génica uma importante ferramenta para quantificar a expressao
de genes regulados nas interacdes das plantas frente a estresses bioticos e abioticos
(SCHMITTGEN & LIVAK, 2008).

Ao medir a quantidade de RNA celular, é possivel determinar em que medida
um determinado gene esta sendo expresso. A reacao de transcricdo reversa seguida
da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (RT-qPCR) é uma
ferramenta poderosa para quantificar a expressao do gene (SCHMITTGEN & LIVAK,
2008). A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) € uma técnica de biologia molecular
que permite amplificacdo e quantificacdo simultdnea de uma molécula de DNA
direcionada (PABINGER et al., 2014). E definitiva para quantificar diferencas nos
niveis de expressao génica entre as amostras e fornece a base para aplicacdes em
pesquisas de diversas areas da ciéncia, como a pesquisa agricola, ambiental,
industrial e médica (BUSTIN et al., 2009; TAYLOR et al.,2010).

A técnica de qPCR é caracterizada por 3 principais fases: a fase exponencial,
a fase linear e a fase platd. A dinamica dessas fases consiste basicamente numa
sucessao de ciclos de amplificacdo, no qual o acido nucleico molde (template) é
desnaturado, anelado com oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos e
estendido para gerar uma cadeia complementar utilizando uma DNA polimerase
termoestavel. Isso resulta em um aumento exponencial de amplicons (produtos de
amplificacdo) que podem ser monitorados em cada ciclo (em tempo real), utilizando
um reporter fluorescente como TagMan ou SYBR Green. O aumento na fluorescéncia
relacionado ao namero do ciclo € plotado em um gréafico, para gerar a curva de
amplificacdo. O ciclo de PCR no qual o sinal fluorescente do corante reporter
atravessa um limiar € denominado de ciclo de quantificacdo (Cq) (SCHMITTGEN &
LIVAK, 2008).
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O Cqg €é o valor observado na maioria dos experimentos de gPCR e é a primeira
medida de interesse estatistico (YUAN et al., 2006). O Cqg sumariza os resultados e
guanto maior o numero de templates no inicio da reacao, menor numero de ciclos é
necessario para alcancar o ponto, em que o sinal da fluorescéncia € primeiramente
reconhecido como estatisticamente significativo, acima de um limiar arbitrario
(threshold) (LOBO & LOBO, 2014). Durante a fase exponencial, o produto de PCR ir4
dobrar a cada ciclo, caso a eficiéncia de amplificacdo seja perfeita, ou seja, 100%. E
possivel obter uma eficiéncia de amplificagdo proxima a 100% na fase exponencial,
se as condi¢cdes de PCR, as caracteristicas do primer, a pureza do template e o
comprimento dos amplicons forem 6timos (BROEDERS et al., 2014; MARCELINO-
GUIMARAES et al., 2018)

Desde que a quantificagdo relativa se tornou objetivo da maioria dos
experimentos que utilizam a gPCR, varios procedimentos tém sido sugeridos para a
analise de dados de expressdo génica relativa. O modelo de eficiéncia calibrada
proposto por Pfaffl (2001), método Cqg comparativo (também conhecido como método
AACq ou método 2744Cq), proposto por Livak e Schmittgen (2001), sdo os mais
utilizados para determinar a quantificacdo relativa de um gene alvo em comparagao
com um gene de referéncia (LOBO & LOBO, 2014; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).
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1. INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) € uma espécie frutifera oriunda do sudeste asiatico e
atualmente cultivada em diversos paises do mundo, sao plantas monocotiledéneas,
capazes de produzir frutos partenocarpicos comestiveis e ricos em carboidratos,
lipidios, proteinas, vitaminas e minerais (DE LANGHE et al.,, 2009; GHAG,
SHEKHAWAT & GANAPATHI, 2015). O cultivo da bananeira apresenta um grande
potencial para estimular a distribuicdo de renda e geracédo de emprego, percorrendo
cenarios de grandes produtores a agricultores familiares que se beneficiam da planta
tanto para a comercializagcdo como para seu proprio consumo (SILVA & CORDEIRO,
2000; LICHTEMBERG & LICHTEMBERG, 2011).

A bananicultura é uma atividade agricola com importante relevancia
socioecon6mica em varios paises do mundo. Nos paises em desenvolvimento essa
cultura sacia a fome de milhares de pessoas sendo considerada como fonte de
alimentacdo basica pra diversas familias (SILVA & CORDEIRO, 2000; BROWN et
al.,2017). Segundo os dados divulgados pela FAO (2018) a india é o pais que ocupa
o primeiro lugar no ranking de producdo mundial de banana, seguido pela China,
Filipinas e Brasil. No Brasil, de acordo com os dados coletados pelo IBGE (2019) a
banana ocupou uma area de aproximadamente 491 mil hectares e produziu cerca de
7,2 milhdes de toneladas em todo pais. Nessa estatistica, 0s estados brasileiros que
se destacaram como maiores produtores de banana, se encontra Sdo Paulo, que
produziu em 2019 cerca de 1,070 milhdes de toneladas, em seguida o estado da Bahia
aparece com uma producéo de 1,040 milhdes de toneladas e em terceiro lugar, Minas
Gerais entra na lista com a producéo de 0,814 milhdes de toneladas.

Algumas situacdes se estabelecem como ameaca, impossibilitando a producéo
e o0 desempenho da bananicultura, como a ocorréncia de pragas e doengas
provocadas por fungos, nematoides e outros agentes patogénico (CORDEIRO &
MATOS, 2000; CORDEIRO, MATOS & HADDAD, 2016). No quadro das doencas
fungicas que afetam a bananicultura, a fusariose causada pelo fungo de solo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc) € considerada uma das mais importantes, por
apresentar dificuldade no manejo e grande potencial de destrutibilidade, que pode
causar a perda de até 100% da producdo em cultivares muito suscetiveis, como a
Maca. Foc é um fungo de solo que usa o sistema radicular como porta de entrada para
infectar a planta, migra até o xilema, obstrui o sistema condutor de agua, induz a
murcha e mata a planta. Uma vez presente no solo, o patégeno pode sobreviver por
até 30 anos mesmo na auséncia do hospedeiro, pela formacgéo de clamiddsporos, que
funcionam como estruturas de resisténcia (CORDEIRO, MATOS & MEISSNER
FILHO, 2004; PLOETZ, 1994, 2006).

Medidas como aplicacao de fungicidas e outros produtos quimicos sao inviaveis
no combate ao Foc e podem comprometer o equilibrio do solo. Dentre as estratégias
utiizadas para minimizar a murcha de fusarium, a substituicdo de cultivares
suscetiveis por resistentes € uma das maneiras mais efetivas. Outra forma é a
utilizacdo do biocontrole por meio da introducdo de microrganismos benéficos, que
com estratégias como o0 antagonismo microbiano sao capazes de inibir o crescimento
da populacdo de patdégenos ou das acbes negativas de um organismo especifico,
reduzindo os danos na cultura (EILENBERG, 2006).

Ao interagir com a planta, os agentes de biocontrole, podem também induzir a
ativacdo do seu sistema de defesa, gerando resposta instantanea que servira como
uma barreira no combate ao patdégeno. Fungos do género Trichoderma e algumas
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bactérias do género Bacillus sdo importantes alternativas para o manejo da fusariose
em bananeira. Estes, podem induzir a resisténcia da planta estimulando o acimulo de
enzimas relacionadas a defesa, antes mesmo do ataque do patdgeno, entdo o agente
patogénico pode ser repelido e os danos a planta minimizados (JANKI, SAMIKSHA &
PINAKIN, 2013).

Estudos da expressao génica constituem uma ferramenta importante para
entender os mecanismos envolvidos na interagao planta-microrganismos. As plantas
respondem ao ataque do patdégeno regulando um conjunto de genes especificos e
sobrepostos com fungbes curativas e protetoras. As repostas envolvem ativagao e
repressao de genes, sendo que a importancia desses processos esta na coordenacgao
das vias de sinalizacdo e efetores para minimizar o efeito do estresse biotico
(SWARUPA, RAVISHANKAR & REKHA, 2013).

Visto a complexidade em minimizar a incidéncia da fusariose em cultivares
suscetiveis de bananeira, e sabendo que os microrganismos benéficos podem ser
importantes aliados no protagonismo direto e indireto no processo de manejo
integrado contra essa doenca, esta pesquisa foi desenvolvida visando observar a
interacdo benéfica de Bacillus sp. e Trichoderma asperellum em mudas de bananeira
desafiadas ou ndo com Foc, analisando a influéncia desses microrganismos na
promocdo de crescimento e nos niveis de expressdo de genes relacionados as
respostas de defesa em genotipos contrastantes de bananeira. Os resultados obtidos
nesse estudo podem contribuir para o0 manejo integrado da murcha de fusarium e na
triagem de microrganismos benéficos com potencial para atuar como indutores de
resisténcia ao Foc nessa cultura.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e microbiano

Para realizacdo do presente trabalho, foram utilizadas 600 mudas de
bananeira micropropagadas in vitro, de genotipos contrastantes para a resisténcia ao
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (raca 1), sendo estas, 200 mudas da cultivar ‘BRS
Princesa’ (tolerante), 200 mudas de ‘Prata-An&’ (suscetivel) e 200 mudas de ‘Macad’
(altamente suscetivel). As mudas foram aclimatadas e transferidas para recipientes
de 2 litros contendo substrato de fibras de coco. Ao completarem aproximadamente
15 cm de altura as plantas foram tratadas com a suspensdo microbiana por meio da
infestacéo do substrato.

Foram utilizados dois microrganismos benéficos (Trichoderma asperellum e
Bacillus sp.) e o patdégeno (Fusarium oxysporum f. sp. cubense, isolado 218A, ra¢a 1).
O isolado “218A” foi extraido de bananeira “Grande Naine” provenientes do estado de
Sao Paulo, foi identificado por meio de caracteres morfolégicos e caracterizacéo
molecular a partir do sequenciamento do gene do fator de elongacao 1a. Os trés
microrganismos fazem parte da colecdo do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA.

2.2 Preparo dos inéculos.

Foram preparados trés indculos separadamente, dois com 0s microrganismos
benéficos (Trichoderma asperellum e Bacillus sp.) e um com o patdgeno (Fusarium
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oxysporum f. sp. cubense, isolado 218A, raca 1). Os isolados fungicos foram crescidos
em meio de cultura BDA (200 g L* batata; 20 g L dextrose e 20 g L agar), onde
foram repicados e incubados em BOD por sete dias a 25 °C com fotoperiodo de 12
horas. O isolado bacteriano foi cultivado em meio nutriente-agar (1,5 g L extrato de
carne; 5 g L' cloreto de sédio; 1,5 g L extrato de levedura; 5 g L™* peptona; agar 15
g L), incubados a 25 °C em BOD por 24 horas.

Para aumentar a quantidade de inoculo fungico, foi utilizado o arroz como meio
de crescimento, autoclavado a 120°C por 20 minutos em sacos plasticos. Apos a
esterilizagdo, cada saco com em média 500g de arroz foi infestado com 10 mL de
suspensao de esporos fungicos e incubados em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12
horas durante 15 dias. Para o preparo da suspensao utilizada na infestagcdo do
substrato, o inéculo fungico foi quantificado pela contagem de unidades formadoras
de colbénia (UFC). Para tanto, foi retirado uma amostra de 1g do arroz infestado e
depositado em um tubo de ensaio, onde foi acrescentado 9 mL de agua destilada
esterilizada, obtendo dessa forma uma suspensao. Posteriormente a suspensao foi
diluida até a concentragéo 10° UFC/g* de arroz.

A multiplicacdo do isolado de Bacillus sp. foi realizada utilizando meio liquido
nutritivo (1,5 g L* extrato de carne; 5 g L* cloreto de sédio; 1,5 g L extrato de
levedura; 5 g L peptona). Para isso, as células bacterianas foram coletadas com
auxilio de uma alca Drigalski do meio de cultura onde foram reativadas e vertidas para
erlenmeyers de trés litros contendo o meio previamente preparado. Os erlenmeyers
foram vedados com gaze levados para mesa agitadora orbital por 36h. Apos o periodo
de crescimento, a absorbancia de UFC das bactérias foi analisada por
espectrofotometria e diluida até 108 UFC/mL™.

2.3 Delineamento experimental e montagem do experimento em casa de
vegetacao.

O experimento foi montado em casa de vegetacdo, em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com seis tratamentos sendo estes nomeados de T1 —
controle; T2 — Bacillus; T3 —Trichoderma; T4 — Foc; T5 — Bacillus + Foc; e T6 —
Trichoderma + Foc, contendo 32 plantas por tratamentos. A inoculacéo aconteceu em
dois dias consecutivos, no primeiro dia foi aplicado os microrganismos benéficos e
apoés 24 horas foi inoculado o Foc, como representado na figura (Figura 1).

tesee 8

T1- Controle T2- Bacillus T3- Trichoderma T4- Foc T5- Bacillus + T6- Trichoderma +

i 1 |} 1

100 ml de 50 ml de 4gua 50 ml de agua 50 ml de agua 1

4gua destilada + 50  destilada + 50  destilada + 50 90 Ml de 50 mi de
destilada ml de mi de ml de suspens&o com suspensao com
suspensao suspensao suspensao Bacillus sp. + T. asperedum +

com Bacillus com T. com Foc 50 ml_ de 50 ml~ de
sp. asperellum suspensao com suspensdo com

Foc Foc
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Figura 1. Inoculacéo de Foc e tratamento com Trichoderma e bacillus sp.. T1 - controle; T2 — Bacillus,
aplicado no primeiro dia; T3 -Trichoderma, aplicado no primeiro dia; T4 — Foc, inoculado no segundo
dia; T5 — Bacillus, aplicado no primeiro dia + Foc inoculado no segundo dia; e T6 — Trichoderma,
aplicado no primeiro dia + Foc inoculado no segundo dia.

2.4 Avaliagdo do crescimento das plantas

A quantificacdo da altura nas plantas de ‘BRS Princesa’, ‘Prata Ana’ e ‘Maga’
foi realizada nos periodos de 30, 45 e 60 dias ap0s a inoculacdo. A espessura do
pseudocaule foi medida nas mesmas plantas com 60 dias. Para essa analise foram
utilizadas 10 repeticdes para cada tratamento. A avaliagdo da altura foi realizada
iniciando pela base do pseudocaule até a insercdo da folha vela, e a espessura foi
medida na base inferior do pseudocaule.

2.5 Anélises histologicas

2.5.1 Clarificacao e coloracdo das raizes

Fragmentos radiculares das plantas de ‘BRS Princesa’ e ‘Prata An& com 1-2
cm de comprimento foram coletados aos 10 e 17 dias apos a inoculacdo (DAI) e
fixados em solucdo de Carnoy (3:1; v:v; alcool etilico absoluto: acido acético glacial)
por 24 horas. Em seguida foram conservados em alcool etilico 70%. A avaliacao da
colonizagdo do Foc nos tecidos do hospedeiro se deu pelo método proposto por
Phillips & Haymanm, (1970); Brundrett et al., (1996). Para isso os fragmentos foram
acondicionados em recipientes contendo solucdo de 10% de hidroxido de potéssio
(KOH) por 48h. A solucao foi descartada e o material biolégico lavado com agua até
a completa remocéo do KOH. Em seguida as raizes foram transferidas para a solucao
de 1% de acido cloridrico (HCL) durante 5 min. Posteriormente a solugcédo foi
descartada e as raizes coradas com azul de tripan em solucédo de 0,05% lactoglicerol
(2:1:1; v:v:v acido lactico: glicerina; agua) em temperatura ambiente por uma hora. Em
seguida, o corante foi descartado e as raizes imersas em solucdo de lactoglicerol
(2:1:1; v:v:v acido lactico: glicerina; agua) para a retirada do excesso do corante. As
raizes foram visualizadas e fotografadas em microscopio de luz.

2.6 Extracdo de RNA total

Para extracdo de RNA total foram coletadas raizes de plantas de ‘BRS
Princesa’ e ‘Prata An&’ nos tempos 0, 1, 12, 24, 36, 48 e 72 horas ap0s inoculacéo
(HAI). No momento da coleta, as amostras foram imediatamente imersas em
nitrogénio liquido e logo apdés, armazenadas em ultrafreezer (-80°C) até o momento
da extracdo de RNA.

Para o processo de extracao, foi utilizada a metodologia Ferreira et al. (2019)
com modificaces, onde foi utilizado nitrogénio liqguido na maceracdo das amostras.
Para conferir a integridade e a concentracdo do RNA apos extracdo, uma aliquota de
3 ul das amostras foram observadas via eletroforese em gel de agarose a 1% em
tampao TAE 1x (Tris; acido acético glacial; adgua Milli-Q®). O RNA extraido foi
armazenado em ultrafreezer -80°C para utilizagc&o posterior.



30

2.7 Avaliacao da expressdao génica por amplificacdo quantitativa de transcritos
reversos (RT-gPCR)

2.7.1 Selecéo dos iniciadores

Foram avaliadas as expressoes relativas de 7 genes (Tabela 1) selecionados
de acordo com a categoria funcional baseadas em estudos preliminares da analise de
transcriptoma da interacdo Musa spp. X Foc para genes diferencialmente expressos
de gendtipos contrastantes para a resisténcia (COSTA, 2013). Para normalizacao da
expressao génica foram utilizados os genes TUBMU (Beta tubulina) e 25SMU (25S
rRNA) como genes de referéncia em Musa spp. (PODEVIN et al, 2012).

2.7.2 Tratamento com DNAse

O RNA total foi tratado com o kit DNAse TURBOFREE (Ambion®), de acordo
com o protocolo recomendado pelo fabricante: em 15ul de RNA total de cada amostra
foi adicionado 1 pl de agua DNAse free, 1 ul do Inibidor (RNAse out), 2 pl de Tampéo
(10x turbo DNAse buffer) e 1ul DNAse (turbo DNAse). A reagéo foi incubada em
termociclador Veriti (Applied Biosystems®) a 37°C por 25 min. Em seguida,
acrescentou-se 2 ul de DNAse Inativation, foi incubado por 2 min em temperatura
ambiente, centrifugou por 1,5 minutos a 10000 rpm, e o0 sobrenadante armazenado
em ultrafreezer a -80°C. A qualidade do RNA tratado foi conferida em gel de agarose
a 1% co TAE 1 x (Tris; acido acético glacial; agua MQ) e utilizou 3 ul de cada amostra.

2.7.3 Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription, seguindo o protocolo: em 5ul do RNA tratado anteriormente, foi
acrescentado 1 pl de 20x enzyme mix, 10 pl de 2x RT Buffer e 4 pl de Agua Nuclease
Free, com um volume final de 20 pL, em seguida a reacdo foi incubada no
termociclador Veriti (Applied Biosystems®) por 60 min a 37°C + 95°C por 5 min + hold
4°C. Os cDNAs foram armazenados a -20°C.

Tabela 1- Iniciadores utilizados para avaliagdo da expressdo génica na interacdo
Musa spp. x Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

ID Descrigéo* Sequéncia (5'-3") Amplicon

(pb)

GSMUA_Achr5T15720_001  Cellulose synthase A catalytic subunit 7 F: GAGAATGGAGAACGGGTGCA 108
R: CCCCTCCATGTCTCTCTCCA

GSMUA_AchrUn_randomT16 Peroxidase 64 E: GTTTGCTCACTGCTCCTCCT 146
840_001 R: TGGCTGATCCTGCGTTCTTT

GSMUA_Achr2T13240_001 Pathogenesis-related protein 1C F: GGGAGAACATCTTCTGGGGC 80
R: GTACTGCTTCTCGTCGACCC

GSMUA_Achr10T07820_001 Sinalizacéo por reconhecimento de F: AGATCGTCGCCCCAAGTG 140

peptideo da parede celular de fungos R: GCCGGCGGCATCAAG
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GSMUA_Achr3T09360_001  Transdug&o de sinais E: CAACCTCCCCCATCAATGG 128
R: TTGCTGCGCGCTGTGT

GSMUA_Achr6T33720_001  Dominios kinase, LRR, interacéo protein - F: cGGTCGGTGCCATTGG 110
proteina R: CTGGCCGTGTGGGAGATT
GSMUA_Achr8T02300_001 Auxin transporter-like protein 1 F: GGTTCAGCTGCTCCTCCAAT 161

R: AGAACAGCTGCAGGATCACC

TUBMU Beta Tubulina* F: ACATTGTCAGGT GGG GAGTT 102
R: CCTTTTGTTCCACAC GAGATT

255MU 25S rRNA* F: TGTTGCATCCTGGTA CTGCT 122
R: GGCTTTCTTGCACTGGTACAC

Genes alvos e suas respectivas fungfes: Cellulose synthase A catalytic subunit 7 (CESA 7) -
fortalecimento da parede celular; Peroxidase 64 (PER 64) - reacdes antioxidantes no processo de
estresse oxidativo; Pathogenesis-related protein 1C (PRMS-1) - ac¢do antifingica; Signaling by
recognition of peptides in the cell wall of fungi (SRCFUN) - sinaliza¢éo e reconhecimento da parede
celular do fungo; Signal transduction (STRANS) - transduc¢édo de sinais; Kinase, LRR domains, protein-
protein interaction (KINLRR) - reconhecimento e sinalizagcdo; Auxin transporter-like protein 1 (AUXPL-
1) - transporte de auxina. *Genes de referéncia.

2.7.4 Analise dos iniciadores por RT-PCR

Para confirmar o funcionamento dos iniciadores selecionados e verificar a
integridade do cDNA transcrito, foi conduzida a reagao de amplificacao, utilizando 5 pl
do cDNA na diluicdo 1:100 (v:v); 2 ul na concentracao inicial de 2,5 mM de dNTP; 2 ul
na concentracdo inicial de 2 pmol.uL* de cada iniciador; 1,6 pl na concentragéo inicial
de 2 mM de MgCI2 1 ul na concentracdo inicial de 5 U/ul da enzima Taq DNA
polimerase; 2 pl de tamp&o HCL10x e 6,4 pl de Agua Nuclease Free num volume final
de 20 pl. A termociclagem foi realizada no termociclador Veriti (Applied Biosystems®)
a 94 °C por 5 min; 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por 30 s e 72 °C por 45 s e
extenséo final a 72 °C por 5 min. O produto da amplificagao foi visualizado em gel 1%
agarose com tampéao 0,5X TBE (Tris; acido bérico; agua destilada).

2.7.5 Amplificagao quantitativa de transcritos reversos (RT-gPCR)

Para cada gene foram conduzidas trés repeticdes técnicas, trés biolégicas e o
controle negativo da reacdo (agua). As andlises de gPCR foram conduzidas no
equipamento ABI 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems)®, utilizando
1 yl de cDNA tratado com DNAse na diluicdo 1:100 (v:v); 0,3 ul de cada iniciador na
concentracgéo inicial 0,3 uM; 5 yl de SYBR® Select Master Mixer (Applied Biosystems)
e 3,4 yl de Agua Nuclease Free em um volume final de 10 pl. A amplificagéo foi
realizada com o seguinte ciclo: holding inicial 50 °C por 2 min, 95 °C por 2 min e
seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 30 s, com deteccao do sinal da
fluorescéncia ao final de cada etapa de extensdo. A curva de melt foi determinada
apos o término dos ciclos de reagfes de cada produto amplificado entre 72 e 95°C.

A eficiéncia de amplificacdo foi testada para cada par de iniciadores. Foram
determinadas utilizando diluicdes seriadas na proporcdo de 1:2 dos cDNAs para a
geracdo de uma curva padrdo, onde nestas foram avaliados o slope da curva, o valor
de R? e a porcentagem da eficiéncia.
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Em seguida os valores dos Cq (quantification cycle) utilizados para determinar
a diferenca da expressao génica entre os tratamentos inoculados e controle para os
diferentes tempos de coletas utilizados, foram determinados pela expressao baseada
na reagdo exponencial de PCR, QR= 222CT em que: QR (Quantificacdo Relativa)
determina o nivel de expressédo génica, o (Cr) indica o ciclo de amplificacdo; AC+
expressa a diferenca entre o Ct da amostra amplificada para o gene especifico e o Ct
da mesma amostra amplificada para o gene normalizador (de referéncia). Assim, o
AACt representa a diferenca entre o ACt da amostra de interesse em determinado
tempo e o ACt da amostra de referéncia (controle) (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).
Para as andlises e obtengcdo dos Cr das reagbes foram utilizados como genes
normalizadores Tubulina e 25S, de acordo com o método de Pfaffl et al. (2002).

2.8. Andlise dos dados

Para analise dos dados de avaliagcdo da altura das plantas e espessura do
pseudocaule, as médias dos tratamentos para ambas as avaliagdes foram agrupadas
por meio do teste de Scott e Knott (1974) a 5% de significancia, utilizando-se o pacote
“‘ExpDess” do programa estatistico R.

Para a analise da quantificacdo relativa de expressdo génica foi utilizado o
Microsoft Excel empregando o método 222CT proposto por Livak e Schmittgen, (2001).
Os Heatmaps com dendrogramas correspondentes foram baseados em um
agrupamento de ligagdo completo pelo método de distancia binério usando a funcao
heatmap. 2 do pacote “gplots” implementado no R.

3. RESULTADOS

3.1 Potencial de Bacillus sp. e Trichoderma asperellum na promocao de
crescimento de bananeira sem e com a presenca do Foc.

Os microrganismos benéficos mostraram-se eficientes na promocao do
crescimento das plantas quando avaliados os parametros de altura e diametro do
pseudocaule. Os valores médios para os tratamentos foram significantes pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05), evidenciando o0 potencial efetivo desses agentes
biocontroladores como promotores de crescimentos das mudas de bananeira.

Para as plantas de ‘BRS Princesa’ (Figura 2A) foram observadas diferencas
significantes na altura das mudas tratadas com Bacillus sp. e Trichoderma asperellum
em todos os tempos de avaliagdo, sendo que os tratamentos Bacillus e Trichoderma
+ Foc se destacaram em relacao aos demais. A cultivar ‘Macad’ (Figura 2C) apresentou
melhor crescimento em ralacéo as outras cultivares, e a altura das plantas tratadas
com o0s microrganismos benéficos foram estatisticamente diferenciadas em relacéo
ao controle e ao tratamento Foc, os quais nao se diferenciaram estatisticamente. Ja
nas plantas de ‘Prata An&’ (Figura 2B), as médias das alturas dos tratamentos com o0s
microrganismos benéficos ndo se diferiram do tratamento controle como nos outros
genotipos, no entanto, foram observadas diferencas em todos os tempos de avaliacdo
nos niveis de significancia, entre os tratamentos com Bacillus sp. e T. asperellum em
relacédo ao tratamento Foc.
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Figura 2. Influéncia de Bacillus sp. e Trichoderma asperellum na altura (cm) das cultivares (A) ‘BRS
Princesa’, (B) ‘Prata And’ e (C) ‘Maca’ desafiadas com Foc em 30, 45 e 60 dias ap0s a inoculacédo, em
casa de vegetacdo. Letras mindsculas repetidas nas barras néo se diferem estatisticamente pelo teste
de Scott & Knott (P<0,05).

Com 60 dias apos o tratamento com Bacillus sp. e T. asperellum (Figura 3) foi
observado, no parametro espessura do pseudocaule, que as mudas de bananeira dos
trés genotipos avaliados apresentaram diferencas significantes em relacdo ao
controle. Em ‘BRS Princesa’ (Figura 3A) essa diferenca foi notada principalmente nos
tratamentos Bacillus e Trichoderma + Foc. Em ‘Mac&d’ (Figura 3C) o T. asperellum
aumentou o diametro do pseudocaule nos tratamentos com e sem a presenca do Foc
enguanto nos tratamentos com Bacillus sp. s6 notou essa diferenca em relacdo ao
controle no tratamento Bacillus + Foc. Em ‘Prata And’ (Figura 3B) os tratamentos que
apresentaram maior espessura do pseudocaule foram Bacillus e Trichoderma + Foc.

A BRS Princesa B Prata Ana

Tratamentos Tratamentos
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Tratamentos

Figura 3. Influéncia de Bacillus sp. e Trichoderma asperellum na espessura do pseudocaule (mm) das
cultivares (A) ‘BRS Princesa’, (B) ‘Prata An&” e (C) ‘Mac& desafiadas com Foc em 60 dias apés a
inoculacdo, em casa de vegetacdo. Letras minlsculas repetidas nas barras ndo se diferem
estatisticamente pelo teste de Scott & Knott (P<0,05).

3.2 Histopatologia (clareamento de raiz)

Para o estudo histopatologico, foram aplicadas as técnicas de clareamento de
raizes e coloragdo com azul de tripan nos gendtipos ‘BRS Princesa’, ‘Prata An&’ e
‘Maga’. Observou-se com os resultados, a colonizac&o do Foc nos tecidos radiculares
em ambos os genoétipos. No gendtipo ‘BRS Princesa’ (Figura 4), foi observado a
colonizacao pelo patégeno com 10 DAI, visualizando a presenca de clamidésporos
apenas no tratamento Foc e com 17 DAI essas estruturas fungicas também foram
observadas no tratamento Bacillus + Foc. No gendtipo ‘Prata And’ e ‘Maga’ (Figura 5
e 6) foi observado a presenca de clamiddsporos e algumas vezes hifas em todos os
tratamentos inoculados com patégeno desde o décimo dia apos a inoculacéo.

No genotipo ‘BRS Princesa’, com 10 dias ap6s o tratamento com Bacillus sp.,
foi observada a presenca de pequenas pontuacfes no interior das células no
tratamento Bacillus + Foc. No gendtipo ‘Prata And’ e ‘Maga’, a mesma caracteristica
foi visualizada no tratamento Bacillus com 17 dias apdés a aplicacdo desse
microrganismo. Em ‘Mac¢ad’ pequenas pontuagédo também foi observado com 17 dias
apos a aplicagdo do T. asperellum.
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10 dias apos a inoculagao 17 dias apos a inoculagao
S i o

Figura 4. Clareamento e coloracdo de estruturas fungicas em raizes de bananeira ‘BRS Princesa’ com
10 e 17 DAI. Tratamentos A e G- controle ndo inoculado; B e H- tratado por Bacillus; C e I- tratado por
Trichoderma; D e J- inoculado por Foc com visualizagéo de clamidésporos com 10 DAI e clamidosporos
e hifas com 17 DAI; E e L- tratado por Bacillus + Foc com visualizacéo de clamidésporos com 17 DAI,
F e M- tratado por Trichoderma + Foc n&o foi visualizado estruturas fungicas. FOC: Fusarium
oxysporum f. sp. cubense. DAI: Dias apos a inoculacdo. As setas indicam estruturas fangicas como, hi:
hifa; cl: clamidésporo e elevagfes no interior das células, pt: pontuagdes desconhecidas. Barras: 200
Hm;
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~ 10 dias apds a inoculagéo 17 dias ap6s a inoculagéo

Figura 5. Clareamento e coloracao de estruturas fungicas em raiz de bananeira ‘Prata An& com 10 e
17 DAI. Tratamentos A e G- controle ndo inoculado; B e H- tratado por Bacillus; C e |- tratado por
Trichoderma; D e J- inoculado por Foc com visualizagao de clamidésporos com 10 e 17 DAI; E e L-
tratado por Bacillus + Foc com visualizagdo de clamidésporos com 10 DAI e clamidésporos e hifas com
17 DAI; F e M- tratado por Trichoderma + Foc com visualizacdo de clamidosporos com 10 e 17 DAI.
FOC: Fusarium oxysporum f. sp. cubense. DAI: Dias ap0s a inoculagdo. As setas indicam estruturas
fungicas como, hi: hifa; cl: clamidésporo e eleva¢Bes no interior das células, pt: pontuacbes
desconhecidas. Barras: A-C, E-M = 200 um; D= 50 pm
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10 dias apoés a inoculagao 17 dias apés a inoculagao

Figura 6. Clareamento e colorac@o de estruturas fungicas em raiz de bananeira ‘Maga’ com 10 e 17
DAI. Tratamentos A e G- controle ndo inoculado; B e H- tratado por Bacillus; C e I- tratado por
Trichoderma; D e J- inoculado por Foc com visualizagdo de com 10 DAI e clamidésporos e hifas com
17 DAI; E e L- tratado por Bacillus + Foc com visualizacdo de hifas com 10 DAI e clamidésporos e hifas
com 17 DAI; F e M- tratado por Trichoderma + Foc com visualizacdo de hifas com 10 DAI e
clamidésporos com 17 DAL FOC: Fusarium oxysporum f. sp. cubense. DAI: Dias apés a inoculagdo. As
setas indicam estruturas fangicas como, hi: hifa; cl: clamidésporo e elevag¢Bes no interior das células,
pt: pontuagBes desconhecidas. Barras: A-E, G-I, L-M = 200 pm; F, J= 50 pm

3.3 Analise de expressdao génica

Para estudar a interagdo benéfica entre Bacillus sp. e T. asperellum com
gendtipos contrastantes de bananeira na inducao de resisténcia ao Foc, sete genes
gue desempenham func¢des importantes no reconhecimento e sinalizagéo (KINLRR,
Kinase, LRR domains, protein-protein interaction), reacdes antioxidantes no processo
de estresse oxidativo (PER 64, Peroxidase 64), transduc¢édo de sinais (STRANS, Signal
transduction), sinalizacédo e reconhecimento da parede celular do fungo (SRCFUN,
Signaling by recognition of peptides in the cell wall of fungi), transporte de auxina
(AUXPL-1, Auxin transporter-like protein 1), acao antifingica (PRMS-1, Pathogenesis-
related protein 1C) e fortalecimento da parede celular (CESA 7, Cellulose synthase A
catalytic subunit 7) foram analisados via qPCR. Os valores de expressao génica foram
normalizados pelos genes de referéncia Tubulina e 25S. As analises foram realizadas
nas amostras inoculadas e nos controles para cada tempo de coleta em relacdo ao
tempo Oh sem inoculacéo.

O tratamento com Bacillus sp. e T. asperellum em ‘BRS Princesa’ (Figura 6A)
induziu a expressao do gene KINLRR na maior parte dos tempos, iniciando a partir de
1 HAI e chegando ao maior nivel de expressdo em 36 HAI do Foc no tratamento
Trichoderma + Foc. Em ‘Prata An&’ (Figura 6B) a regulagéo desse gene foi reprimida
na maioria dos tempos, sendo observada uma leve expressao a partir de 12 apos o
tratamento com os microrganismos benéficos, apos a inoculagdo do Foc a expressao
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positiva desse gene foi observada apenas nos tratamentos Foc e Bacillus + Foc com
12 e 24 HAL.

Em ‘BRS Princesa’ os microrganismos benéficos induziram a expressao do
gene PER 64 (Figura 6C) em todos os tempos analisados, 0os maiores niveis de
expressao positiva desse gene aconteceram 36 HAI do Foc no tratamento Bacillus +
Foc e 72 HAI nos tratamentos Foc e Trichoderma + Foc. Em ‘Prata An&’ o gene PER
64 (Figura 6D) foi reprimido na maioria dos tempos analisados, o maior nivel de
expressdo de PER 64 nesse genotipo foi notado com 1 HAI do Foc nos tratamentos
Bacillus + Foc e Trichoderma + Foc.

O gene STRANS (Figura 6E) apresentou uma regulacdo positiva na cultivar
‘BRS Princesa’ desde 1HAI no tratamento Trichoderma. Nos tratamentos inoculados
com Foc e pré-inoculados com microrganismos benéficos foi notado os maiores niveis
de expressao durante os tempos de avalicdo. Em ‘Prata Anad’ (Figura 6F) esse gene
apresentou um alto nivel de expresséo positiva em todos os tempos e para todos os
tratamentos, destacando os tratamentos Bacillus + Foc e Trichoderma + Foc.

O gene SRCFUN (Figura 6G) foi reprimido na cultivar ‘BRS Princesa’ em
praticamente todos os tempos analisados, apresentando uma leve indugao apenas
em 1HAI do Foc no tratamento Bacillus + Foc, 1 e 12 HAI nos tratamentos Trichoderma
+ Foc e com 72 HAI no tratamento Foc. Em ‘Prata And’ (Figura 6H) o gene SRCFUN
foi induzido em todos os tratamentos e em todos os tempos de inoculacdo
apresentando maior nivel de inducao principalmente apds a inoculacdo do patégeno.

O gene AUXPL-1 (Figura 7A), foi levemente induzido nas plantas de ‘BRS
Princesa’ a partir de 24 HAI no tratamento Trichoderma, e a partir de 48 HAI no
tratamento Bacillus + Foc, ap0s a inoculacdo do Foc os tratamentos pré-inoculados
com microrganismos benéficos tiveram a expresséo positiva desse gene a partir de
36 horas HAI. Em ‘Prata An& (Figura 7B) o maior nivel de expressdo de AUXPL-1
aconteceu a partir de 1HAI do Foc nos tratamentos Bacillus + Foc e Trichoderma +
Foc.

Em ‘BRS Princesa’ o gene PRMS-1 (Figura 7C) foi induzido com mais
frequéncia nos tratamentos inoculados com Foc e pré-inoculado com Bacillus sp. e T.
asperellum. No gendtipo ‘Prata And’ (Figura 7D) esse gene apresentou melhores
niveis de expressdo nas plantas tratadas com Bacillus sp., principalmente no
tratamento Bacillus + Foc.

Em ‘BRS princesa’ o gene CESA 7 (Figura 7E) foi induzido desde 1 hora ap6s
a aplicagdo dos microrganismos biocontroladores e permaneceu expresso em todos
os tratamentos e por todos os tempos avaliados. Em ‘Prata An&’ (Figura 7F) esse gene
foi reprimido em praticamente todos o0s tempos de inoculagcdo, dentre o0s
microrganismos benéficos, apenas o Bacillus sp. foi capaz de induzir a expressao
desse gene.
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Figura 7. Perfil de expresséo relativa dos genes em amostras de ‘BRS Princesa’ (A, C, E, G) e ‘Prata
An&’ (B, D, F, H) tratadas com T. asperellum, Bacillus sp. e inoculadas com Foc em rela¢éo ao controle
néo inoculado no tempo 0 h. (A e B) KINLRR (Kinase, LRR dominios, interagcéo proteina-proteina), (C
e D) PER 64 (Peroxidase 64), (E e F) STRANS (Sinal de transducéo), (G e H) SRCFUN (Sinalizacéo
por reconhecimento de peptideos na parede celular de fungos). As quantificacdes foram normalizadas
utilizando o gene de referéncia 25S e Tubulina. Foc: Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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Figura 8. Perfil de expressao relativa dos genes em amostras de (A, C, E,) ‘BRS Princesa’ e (B, D, F)
‘Prata An&’ tratadas com T. asperellum, Bacillus sp. e inoculadas com Foc em relagcdo ao controle nao
inoculado no tempo 0 h. (A e B) AUXPL-1 (Auxin transporter-like protein 1), (C e D) PRMS-1 (Proteina
relacionada a patogénese 1C) e (E e F) CESA 7 (Cellulose synthase A catalytic subunit 7). As
guantificagcdes foram normalizadas utilizando o gene de referéncia 25S e Tubulina. Foc: Fusarium
oxysporum f. sp. cubense.

A representacédo dos sete genes diferencialmente expressos selecionados esta
apresentada na Figura 8. Os graficos mostram o agrupamento hierarquico das
amostras dos genotipos ‘BRS Princesa’ (Figura 8A) e ‘Prata An&’ (Figura 8B), segundo
o perfil de expresséo génica dos sete genes analisados. As linhas do dendrograma
representam os tratamentos utilizados e os tempos de coleta. As colunas mostram
cada um dos genes selecionados. Os valores de expressado séo representados por
cores que variam em funcao da sua intensidade. Para visualizar os diferentes niveis
de expressao, foi atribuida a cor vermelha onde a tonalidade mais intensa representa
um maior nivel, e da mesma forma a cor verde representa um menor nivel de
expressao do gene.

De acordo com os perfis de expressdo génica, no gendtipo ‘BRS Princesa’
(Figura 8A) os genes CESA 7, KINLRR, AUXPL-1 e PRMS-1 apresentaram maior



41

nivel de expressao positiva. Enquanto no genétipo ‘Prata An&’ (Figura 8B) os genes
melhores induzidos foram SRCFUN, STRANS e PER 64.
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Figura 9. Heatmap dos perfis de expresséo relativa dos genes SRCFUN (Signaling by recognition of
peptides in the cell wall of fungi), STRANS(Signal transduction), PER 64 (Peroxidase 64), PRMS-1
(Pathogenesis-related protein 1C), AUXPL-1 (Auxin transporter-like protein 1), KINLRR(Kinase, LRR
domains, protein-protein interaction), CESA-7 (Cellulose synthase A catalytic subunit 7) em amostras
de (A) BRS Princesa e (B) Prata And, em seis tempos de coletas ap0s o tratamento com T. asperellum,
Bacillus sp. e inoculagdo com Foc em relacéo ao controle ndo inoculado no tempo 0 h. As quantificacdes
foram normalizadas utilizando o gene de referéncia 25S e Tubulina.
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4. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, os microrganismos benéficos como algumas bactérias do
género Bacillus e fungos do género Trichoderma, atuantes no biocontrole de doencas
de plantas, tem chamado atencao para novas pesquisas, abordando recursos como a
sua forte influéncia na promocéo de crescimento vegetal. A utilizacdo de Bacillus spp.
na promocao de crescimento ja foi estudada em vérias culturas como a do milho
(IDRIS et al., 2002), arroz (BENEDUZI et al., 2008) e feijao (KUMAR, DUBEY &
MAHESHWARI, 2012) e Trichoderma spp. em culturas como a do cacau (TCHAMENI
et al., 2011), meldo (MARTINEZ-MEDINA et al., 2014) e alface (WONGLOM, ITO &
SUPAPAO, 2020).

No presente trabalho, mesmo ndo fazendo uso de adubacdo orgénica ou
guimica durante os periodos de avaliacao, foi observado uma diferenca significativa
nos parametros altura da planta e espessura do pseudocaule dos gendétipos tratados
com Bacillus sp. e T. asperellum, quando comparados com o tratamento controle e o
tratamento inoculado apenas com Foc. Esse resultado, permite inferir a ocorréncia de
uma interacao efetiva desses microrganismos no desenvolvimento das plantas. Os
fatores que explicam a promogé&o de crescimento proporcionada pela interagéo planta-
microrganismo benéfico, principalmente dos géneros selecionados para esse estudo
ja foram confirmados em trabalhos anteriores, atribuindo esse mecanismo a
capacidade desses agentes biocontroladores de produzir &cido indol-3-acético (AlA),
(WANG et al, 2016; IDRIS et al., 2007; ORTEGA-GARCIA, et al., 2015; CONTRERAS-
CORNEJO et al., 2009) solubilizar fosfato (BENEDUZI et al., 2008; CHAKRABORTY,
CHAKRABORTY & BASNET, 2006; ALTOMARE et al., 1999) produzir sideroforos
(BENEDUZI et al., 2008; QI & ZHAO, 2012) e até mesmo giberelinas (GUTIERREZ-
MANERO et al., 2001)

Comparando a influéncia de ambos o0s microrganismos benéficos no
crescimento das mudas de bananeira, observou-se que a eficiéncia de Bacillus sp.
nos tratamentos sem a interferéncia do Foc superou o T. asperellum em tratamento
semelhante, isso mostra, que o isolado bacteriano, comparado ao isolado fangico,
pode ter apresentado mecanismos mais eficientes na promoc¢ao de crescimento das
mudas de bananeira, quando aplicado isoladamente. Ap6s o tratamento com
rizobactérias, a promocao do crescimento das plantas pode ocorrer por meio da
combinagdo de mecanismos como 0 aumento na fixagao de nitrogénio, producéo de
reguladores de crescimento vegetal, solubilizacao de fosfatos, oxidacdo de enxofre,
aumento da disponibilidade de nitrato, producéo extracelular de antibiéticos, enzimas
liticas, aumento da permeabilidade radicular, competicdo estrita pelos nutrientes e
sitios radiculares disponiveis, bem como a indugéo de resisténcia sistémica da planta
(CHANWAY et al . 1991, KLOEPPER 1993, ENEBAK et al., 1998). Visto isso, é
importante que novos estudos sejam realizados, a fim de compreender melhor quais
desses mecanismos, o isolado de Bacillus sp. utilizado nesse estudo, pode ter
desenvolvido na promogéo de crescimento de bananeira.

Em estudo realizado por Hadiwiyono e Widono (2012), a utilizacdo de 10
isolados de Bacillus spp. também se mostrou eficiente na promocao de crescimento
de bananeira, constatando diferencas significativas no crescimento das mudas em
relacédo ao controle. Nesse estudo, os autores relataram que a liberagcdo de compostos
extracelulares por Bacillus spp., dentre estes, reguladores de crescimento vegetal,
foram essenciais na promocao de crescimento das plantas. Em estudo posterior,
realizado por Kavino e Manoranjitham (2017), o tratamento de bananeira com cepas
de Bacillus subtilis e rizobactérias Pseudomonas fluorenscens, também foi capaz de
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induzir um rapido crescimento das plantas, conferindo-as, maiores niameros de folhas
e raizes quando comparado ao controle.

A producdo de sider6foros € uma das caracteristicas dos agentes
biocontroladores que pode influenciar o crescimento das plantas ao se ligar a forma
de ferro (Fe3®') disponivel na rizosfera. Através deste processo, o ferro se torna
indisponivel para os fitopatégenos, e ao mesmo tempo o sideréforo protege a saude
das plantas (SIDDIQUI, 2005). Assim como sideréforo a competicdo por espacgo e
nutriente, inducéo de resisténcia e a producdo de enzimas liticas, podem estar entre
0S principais mecanismos que proporcionaram que o Bacillus sp. promovesse o
crescimento das mudas de bananeira, mesmo apés a inoculagéo do fitopatégeno.
Esse isolado pode ter minimizado a acéo patogénica do Foc, e concomitantemente
promovido o crescimento das mudas.

Nas plantas tratadas com T. asperellum + Foc, observou-se que além da
diferenca no crescimento em relacdo ao controle, as mudas apresentaram melhor
resultado até mesmo comparado com as plantas tratadas apenas com T. asperellum.
Além da eficiéncia no antagonismo direto causado pelo T. asperellum, a inducéo de
resisténcia sistémica mediada por este fungo, pode ter contribuido para esse
resultado. Quando em contato com um agente indutor, o sistema de defesa da planta
€ ativado, esse mecanismo funciona como um estagio preparatorio, ocasionando um
custo-beneficio no gasto de energia pelo vegetal com estresses futuros (GOELLNER
& CONRATH, 2008). Como o vegetal ndo gasta energia com a defesa e crescimento
ao mesmo tempo, sugere-se entdo, que a energia a qual as mudas de bananeira pré-
tratadas com T. asperellum utilizariam na defesa apés o desafio com Foc, passou a
ser alocada no crescimento. Analisando o custo-beneficio de energia no processo de
inducéo de resisténcia em Arabidopsis, Van Hulten et al. (2006), também observaram
efeitos significativos no crescimento da planta e na producdo de sementes, e
sugeriram que esse resultado pode depender da pressdo da doenca. Sendo o
crescimento e a producdo de sementes fatores ecologicamente importantes para as
plantas, é plausivel que esse efeito gerado na inducdo de resisténcia do vegetal
desempenhe um papel importante na natureza.

A primeira linha de comunicacdo na interacdo planta-microrganismo é
compreendida pela percepg¢do por agentes microbianos aos exsudatos radiculares
gue podem ser compostos de aminoacidos, acidos organicos, fendlicos, aglcares e
proteinas (YUAN et al. 2015). Nesse estudo, o método de clareamento de raiz e
coloracdo com azul de tripan, evidenciou a interacao benéfica do isolado de Bacillus
sp. e T. asperellum com o sistema radicular das plantas, isso pode ter contribuido para
inibir a colonizac@o do Foc nas raizes de ‘BRS Princesa’, onde nao foi observada a
presenca de clamidéosporo em nenhum dos tratamentos onde foi aplicado T.
asperellum, enquanto nos tratamentos com Bacillus sp. o Foc foi observado apenas
com 17 DAL

Uma das primeiras respostas das células vegetais a penetracdo microbiana é
a rapida polarizacao celular, ou seja, um movimento do nucleo e mitocondrias, e um
rearranjo da membrana, reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi. Neste
processo, o citoesqueleto desempenha um importante papel, pois fornece a rede para
a organela se movimentar e pode transmitir sinais dentro da célula. (SHAN &
GOODWIN, 2005). No presente trabalho, observou-se nas amostras dos tecidos
radiculares, principalmente nas plantas tratadas com Bacillus sp., a presenca de
estruturas como pontuacdes no interior das células que, hipoteticamente, pode ter sido
uma elevacgao do nucleo, ocasionado na interacao das plantas com o Bacillus sp. Esse
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resultado sugere que esse microrganismo pode ter provocado alteracdes na dinamica
das atividades celulares, isso pode estar intimamente ligado com 0s mecanismos
desencadeados no processo de inducdo de resisténcia da planta a microrganismos
invasores. Poucas informacfes estdo disponiveis sobre as alteracdes citogenéticas
na interacao plantas-microrganismos benéficos, e muito ainda precisa ser elucidado,
para melhor ser entendido nesses processos.

Além do antagonismo direto, outros fatores como a resisténcia genética do
hospedeiro e a ativacédo do sistema de defesa das plantas por esses microrganismos,
também podem inibir a invasédo de agentes fitopatogénicos nos tecidos radiculares.
Mohandas et al. (2010), notaram em amostras observadas em microscopio optico e
eletrénico a colonizacdo de células epidérmicas e corticais de mudas de bananeiras
por fungos micorrizicos arbusculares, Trichoderma harzianum e Pseudomonas
fluorescens que foram capazes de promover o espessamento da parede celular das
células corticais e consequentemente impedir ou retardar a invasao do Foc. O mesmo
pode ter ocorrido com as plantas de ‘BRS Princesa’, a interagao do sistema radicular
com o Bacillus sp. e T. asperellum pode ter induzido de forma rapida o sistema de
defesa das mudas de bananeira, promovido altera¢des estruturais na morfologia dos
tecidos radiculares e estabelecido uma barreira mecanica, dificultando a entrada do
Foc. As aposicOes da parede celular, ou papilas, séo barreiras importantes formadas
pelas plantas em defesa contra a tentativa de penetracdo de patdgenos fungicos e
oomicetos. Essas estruturas se desenvolvem abaixo dos apressorios, adjacentes as
hifas intercelulares e ao redor dos sitios de penetracdo e haustorios (TAKEMOTO &
HARDHAM, 2004).

Embora o método de clareamento de raiz seja uma analise qualitativa, o
resultado desse estudo evidenciou que o T. asperellum apresenta melhor potencial no
biocontrole do Foc em relagcéo ao Bacillus sp., sendo capaz de inibir a penetracdo do
patégeno nas raizes de ‘BRS Princesa’. Esta diferenca pode estar relacionada a
possivel capacidade do micoparasitismo desenvolvida pelo T. asperellum. O
micoparasitismo descreve o tipo de interacdo biotréfica na qual os organismos se
beneficiam a custa dos fungos. A capacidade de antagonizar, parasitar ou mesmo
matar outro fungo € particularmente comum no género Trichoderma (ANTASOVA et
al., 2013).

A interacao benéfica entre plantas e microrganismos estimulam a expressao de
genes envolvidos nas repostas de defesa e induz a resisténcia do hospedeiro a
posteriores ataques de microrganismos patogénicos (YEDIDIA et al., 2000; TING et
al., 2010; SUNDARAMOORTHY et al., 2012). Neste trabalho, a interacdo de Bacillus
sp. e T. asperellum com genotipos contrastantes de bananeiras foi analisada com o
propésito de investigar os efeitos nos niveis de expressao génica via gPCR em plantas
desafiadas ou ndo com Foc.

Ambos os isolados microbianos, principalmente o Bacillus sp., induziram a
expressao dos genes relacionados as respostas de defesa nas plantas de bananeira,
causando uma expressao diferencial em relacdo ao controle e ao tratamento
inoculado apenas com Foc. Mostrou, também, que na maioria dos tratamentos preé-
inoculados com microrganismos benéficos, quando desafiados com o patégeno, os
niveis de expressao dos genes foram mais elevados que os demais tratamentos. Esse
resultado pode estar relacionado ao efeito ‘priming’ proporcionados pelos Bacillus sp.
e T. asperellum nas mudas de bananeira. Essa sensibilizacdo dos tecidos vegetais
induzidas por microrganismos benéficos para melhorar a respostas de defesa das
plantas denominado como ‘priming’ foi caracterizada como uma ativagdo mais rapida
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e/ ou mais forte das defesas celulares apds o ataque de patdgeno, resultando em
maior resisténcia das plantas (CONRATH, 2008; ENT, WESS & PIETERSE, 2009).
Os mecanismos moleculares subjacentes ao ‘priming’ sdo poucos compreendidos.
Conrath et al. (2006) sugerem que, hipoteticamente, o estado inicial desse mecanismo
pode ser baseado no acumulo ou modificacédo pos-traducéo de uma ou mais proteinas
sinalizadoras, que, ap0s serem expressas ou modificadas, ainda permanecem
inativas. Ap0s a percepcdo subsequente de estresse, um segundo evento de
sinalizagdo poderia “hiper-ativar” a proteina de sinalizagdo, desencadeando uma
transducao de sinal potencializada.

As respostas imunes desencadeadas por microrganismos, sao iniciadas apés
a percepcao pelas células vegetais de compostos elicitores microbianos, também
chamados de padrdes moleculares associados a microrganismos/patdgeno
(MAMP/PAMP) (BENT & MACKEY, 2007). Com base nessa afirmacao é pertinente
sugerir que a elicitacdo mediada pelos agentes biocontroladores utilizados nesse
trabalho pode ter desempenhado um importante papel na expressao positiva dos
genes analisados. Isso foi confirmado por ambos os genoétipos: em ‘BRS Princesa’ os
genes KINLRR, PER 64, STRANS e CESA 7 foram induzidos logo nos tempos iniciais
apos o tratamento, e ‘Prata And' os genes STRANS, SRCFUN, AUXPL-1 e PRMS-1
manteve o mesmo padréo, principalmente nos tratamentos onde foi aplicado o Bacillus
sp.. A producao de compostos volateis e lipopeptideos sintetizados por Bacillus spp.
sao os principais metabdlitos elicitores desse género, isso pode ter colaborado para o
melhor desempenho desse isolado na inducdo dos genes utilizados. Cawoy et al.
(2014) mostraram que os lipopeptideos, especificamente da familia surfactina,
produzidos por isolados de B. subtilis e B. amyloliquefaciense foram eficientes na
inducdo de resisténcia de mudas de tabaco ao patégeno fungico Bortrytis cinerea,
resultado este que foi confirmado com a inoculacédo de células vivas dos mesmos
isolados em mudas de tomates, observando que todas as cepas produtoras de
surfactinas protegeram significativamente as plantas da doenca.

Em geral, quando a planta reconhece o ataque de um patdgeno com a ajuda
de genes de resisténcia (R), € ativado uma rede de sinalizacdo de defesa e as
principais moléculas sinalizadoras (ROS) podem induzir outras moléculas, tais como
célcio (Ca?*), que por sua vez também estdo envolvidas na rota de sinalizacdo e
respostas de defesa desencadeada por MAMPs/PAMPs. Esse evento provoca uma
explosdo oxidativa e induz a planta a produzir enzimas antioxidantes, como as
peroxidases, para minimizar o efeito toxico e destrutivo causado pelos ROS aos
tecidos vegetais (SWARUPA, RAVISHANKAR & REKHA, 2013). No presente
trabalho, os isolados de Bacillus sp. e T. asperellum induziram o gene PER 64 em
ambos 0s genotipos, observando-se a expressdo positiva desse gene desde as
primeiras horas apos a aplicacdo, principalmente nos tratamentos em conjunto com
Foc. De acordo com Li et al. (2011), as peroxidases sdo enzimas multifuncionais que
atuam, ndo apenas como antioxidantes durante o estresse oxidativo, mas também
ajudam na formacdo de compostos fendlicos que lignificam a parede celular do
hospedeiro. Yedidia et al. (2000), observaram em mudas de pepino um aumento na
producdo de peroxidase a partir de 48 horas apds inoculagdo com Trichoderma
harzianum. Os autores relataram que o aumento da atividade total da peroxidase
juntamente com a deposi¢cado de compostos fendlicos, contribuiram para a producao
de um ambiente fungitéxico, e a geracao de tais compostos pareceu desempenhar um
papel importante na tolerancia da planta a colonizacéo radicular pelo T. harzianum.
Sendo assim, as tentativas fungicas de penetrar as células radiculares sdo impedidas
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e as hifas ficam restritas ao espaco intercelular, permitindo o estabelecimento de uma
associacao benéfica entre fungo e a planta. No caso do presente estudo, isso também
pode ter contribuido no retardamento da penetracao pelo patégeno nos tecidos das
mudas de bananeira.

Semelhante a peroxidase, a ativacao dos genes responsaveis pela percepcao,
reconhecimento, sinal de transducdo, reforco da parede celular e proteinas
relacionada a patogénese (PR), apresentaram regulacdes positivas em relacdo aos
niveis de expressdo basal nas mudas de bananeira em poucas horas apos o
tratamento com Bacillus sp. e T. asperellum. Os receptores quinases de plantas sao
0s principais receptores de sinais atuando em varias vias de sinalizagio (ANTOLIN-
LOOVERA, BINDER & PARNISKE, 2012). A funcéo crucial desse receptor é o
reconhecimento de uma ligante extracelular, o que leva a ativacdo do dominio quinase
intracelular e subsequente transducao das vias de sinalizacao, além de desempenhar
papéis fundamentais no desenvolvimento, resposta ao estresse, resisténcia a
doencas e simbiose (KEIKO, 2004). Com relagdo ao gene KINLRR, os resultados
desse trabalho permitem inferir que o gendtipo ‘Prata Ana’, que € suscetivel ao Foc,
mesmo apresentando um nivel de expressdo basal menor que ‘BRS Princesa’,
também mostrou uma resposta de defesa com a expressao positiva, ao interagir com
0s microrganismos benéficos, principalmente com Bacillus sp., confirmando a
importancia dessa interacao para as respostas de defesa da bananeira.

A sintese de proteinas PR é uma caracteristica proeminente das respostas de
defesa das plantas ao estresse bidtico. A proteina PR1 é uma das proteinas
pertencentes ao grupo das que degradam a parede celular fungica, digerindo os
principais componentes da quitina ou glucana e, portanto, inibem o crescimento
fungico (LI et al., 2011). A expressao de proteinas PR esta relacionada a resposta
defensiva a infeccdo por fungo nas plantas, no entanto, em condicdes normais
encontram-se expressas em baixos niveis, normalmente de forma constitutiva. No
presente estudo, o0 gene PRMS-1 em ‘BRS Princesa’ foi induzido com 24 horas apos
o tratamento com o0s microrganismos benéficos, enquanto em ‘Prata and’ a inducao
aconteceu desde 1 HAI com maior nivel de expressao principalmente nos tratamentos
onde foi aplicado Bacillus sp., sendo assim, é pertinente afirmar que o isolado
bacteriano induziu melhor esse gene nas plantas, e o genotipo suscetivel respondeu
com mais intensidade a essa interacdo. Esse resultado pode ter ocorrido devido a
elicitores especificos de bactérias como fragelina, lipopeptideos e algumas proteinas
com fungdo enzimatica. Em consonéncia com esse estudo, Gond et al. (2014)
testando a inducdo da expressdo de genes de defesa em planta de milho apés o
tratamento com B. subtilis observaram que ele também proporcionou a regulacao
positiva do gene PR1 de forma significantemente maior que o tratamento controle. Os
autores sugeriram que os enddfitos bacterianos podem induzir as plantas a produzir
essas proteinas, e contribuir na protecéo vegetal contra infec¢ao por fungos.

A parede celular comp8e uma das principais barreiras de defesa ao ataque de
patdgenos em plantas, e a perturbacdo da mesma por fatores bidticos e abiéticos pode
levar a uma rapida reorganizacdo por mecanismos compensatorios, como a
deposicdo de moléculas pré-formadas de ligninas e compostos fendlicos, que pode
ajudar a minimizar os danos. Estas mudancas podem resultar em aumento nas
respostas de defesa contra agentes patogénicos (DALLAGNOL & ARAUJO FILHO,
2018). As respostas de defesa induzidas pelos microrganismos benéficos utilizados
nesse estudo para o gene CESA 7 apresentou um resultado contrastante entre os
genotipos. Em ‘BRS Princesa’ esse gene se expressou de forma positiva em
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praticamente todos os tempos, enquanto em ‘Prata And’ o mesmo foi reprimido. Esse
resultado pode estar relacionado com a diferencga na resisténcia genética quantitativa
em relacdo ao Foc entre ambos 0s genotipos, e isso pode ter proporcionado as plantas
de ‘BRS Princesa’ uma melhor resposta quando em contato com microrganismos. Por
outro lado, em ‘Prata An&’ a repressao desse gene pelos microrganismos no processo
de resposta inicial de defesa ao Foc pode ser uma das causas que facilite a
colonizagdo desse patdgeno no sistema radicular dessa cultivar aumentando assim,
a gravidade da doenca.

Analisando os perfis de expressdo génica de forma global, os resultados
observados na (figura 8) deixam claro o contraste entre os genoétipos em relacdo aos
perfis de expressdo dos genes relacionados a defesa contra o Foc. Através disso,
pode ser considerado que a inducdo dos mesmos, mediados pela interacdo entre os
genotipos de bananeiras x microrganismos benéficos, pode variar de acordo com o
padrao genético de resisténcia e suscetibilidade da cultivar, ou seja, 0s mesmos genes
induzidos em um genotipo podem ser reprimidos em outro, quando submetidos a
iguais tratamentos.

5. CONCLUSOES

O isolado de Bacillus sp. e T. asperellum empregados nesse trabalho podem
ser utilizados como promotores de crescimento em bananeira. Ambos os isolados
promoveram o crescimento das plantas, até mesmo quando desafiadas com Foc.

T. asperellum apresenta melhor eficacia para o uso no manejo integrado da
murcha de fusarium. A soma dos mecanismos de a¢c&do, como o0 antagonismo direto e
inducéo de resisténcia, proporcionados por esse agente biocontrolador, minimizou a
acdo fitopatogénica do Foc, e aumentou a resisténcia quantitativa do gendtipo
tolerante ‘BRS Princesa’, impedindo a colonizagdo do patégeno nos tecidos
radiculares dessa cultivar.

O isolado de Bacillus sp. e T. asperellum empregados nesse trabalho, podem
ser considerados como indutores de resisténcia em bananeira. O uso desses
microrganismos potencializou os niveis de expressdo dos genes relacionados as
respostas de defesas ao Foc, principalmente nos tratamentos que foram
posteriormente desafiados com o patégeno.

Bacillus sp. demostrou maior potencial na indugéo de resisténcia de bananeira
ao Foc, induzindo melhor que o T. asperellum a expressao dos genes relacionados as
respostas de defesa das plantas, principalmente no genaétipo suscetivel ‘Prata Ana’.

As respostas moleculares da bananeira ao interagir com microrganismos,
variam de acordo ao padrdo de resisténcia genética da planta. Sendo visto que o0s
perfis de expressao génica dos gendtipos ‘BRS Princesa’ (tolerante) e ‘Prata Anad’
(suscetivel) responderam de forma contrastante quando tratados com Bacillus sp., T.
asperellum e desafiados com Foc.
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ANEXOS

Figura 10. Influéncia de Bacillus sp. e T. asperellum na altura da cultivar ‘BRS Princesa’ desafiada com
Foc em trés periodos de avaliagdo em casa de vegetagdo. (A) 30 dias apos o tratameto; (B) 45 dias
apos o tratamento; (C) 60 dias apés o tratamento. Tratamento (1) controle; (2) Bacillus; (3) Trichoderma,;
(4) Foc; (5) Bacillus + Foc; (6) Trichoderma + Foc.
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Figura 11. Influéncia de Bacillus sp. e T. asperellum na altura da cultivar Prata And desafiada com Foc
em trés periodos de avaliagdo em casa de vegetacdo. A) 30 dias apds o tratamento; (B) 45 dias ap0s
o tratamento; (C) 60 dias apés o tratamento. Tratamento (1) controle; (2) Bacillus; (3) Trichoderma; (4)
Foc; (5) Bacillus + Foc; (6) Trichoderma + Foc.
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Figura 12. Influéncia de Bacillus sp. e T. asperellum na altura da cultivar Macé desafiada com Foc em
trés periodos de avaliagdo em casa de vegetacdo. A) 30 dias apés o tratamento; (B) 45 dias ap6s o
tratamento; (C) 60 dias ap0s o tratamento. Tratamento (1) controle; (2) Bacillus; (3) Trichoderma; (4)
Foc; (5) Bacillus + Foc; (6) Trichoderma + Foc.
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Tabela B — Iniciadores utilizados para avaliagdo da expressdo génica na interacdo Musa spp.-
microrganismos benéficos na inducéo de resisténcia ao Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Valores
de eficiéncia da reacédo (100%=1). Embrapa, Brasil, 2019.

ID Descrigéo Sequéncia (5'-3") Am(glt;():on Eficiéencia
GSMUA_Achr5T15720_0 Cellulose synthase A catalytic F: GAGAATGGAGAACGGGTGCA 108 0.99
01 subunit 7 R: CCCCTCCATGTCTCTCTCCA '
GSMUA_AchrUn_random . F: GTTTGCTCACTGCTCCTCCT
T16840_001 peroxidase 64 R: TGGCTGATCCTGCGTTCTTT 146 0.93
GSMUA_Achr2T13240_0 . . F: GGGAGAACATCTTCTGGGGC
o1 Pathogenesis-related protein 1C R: GTACTGCTTCTCGTCGACCE 80 0,98
GSMUA_Achr10T07820_ Signaling by recognition of F: AGATCGTCGCCCCAAGTG 140 0.96
001 peptides in the cell wall of fungi R: GCCGGCGGCATCAAG !
GSMUA_Achr3T09360_0 . . F: CAACCTCCCCCATCAATGG
o1 Signal transduction R: TTGCTGCGCGCTGTGT 128 0,89
GSMUA_Achr6T33720_0 Kinase, LRR domains, protein- F: CGGTCGGTGCCATTGG 110 0.99
01 protein interaction R: CTGGCCGTGTGGGAGATT !
GSMUA Achr8T02300 0 . . ) F: GGTTCAGCTGCTCCTCCAAT
01 - - Auxin transporter—llke proteln 1 R: AGAACAGCTGCAGGATCACC 161 1.00

. F: ACATTGTCAGGT GGGGAGTT
TuBMU Beta Tubulina R: CCTTTTGTTCCACACGAGATT 102 1,01
25SMU 25S rRNA F: TGTTGCATCCTGGTA CTGCT
122 0,92

R:GGCTTTCTTGCACTGGTACAC




