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RESUMO 

 

Santos, A. F. J. Análise da expressão gênica em bananeira cultivada com 

Silício e inoculada com Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 

 

A bananicultura representa uma cultura de grande importância econômica e social 

para o Brasil. A baixa produtividade nacional tem sido atribuída a fatores  como alta 

incidência de pragas e doenças e ao baixo nível de tecnologia empregado nesta 

cultura na maioria das áreas produtoras. O mal-do-Panamá, doença causada pelo 

fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) é uma doença endêmica em todas 

as regiões produtoras de banana do mundo. Seu controle com fungicidas é inviável 

e o uso de cultivares resistentes está condicionado à aparição de novas raças do 

patógeno. Diante desse cenário, a busca por medidas que visem o controle da 

doença têm sido estudadas, e uma das propostas é a utilização do silício como um 

indutor de resistência, devido ao seu efetivo papel no controle de doenças de várias 

culturas. O objetivo deste trabalho foi: a) revisar o conhecimento científico sobre a 

cultura da banana, o mal-do-Panamá e o papel do Silício na ativação de 

mecanismos de defesa; b) analisar a expressão gênica em bananeira das cultivares 

Maçã e Grande Naine, suscetível e resistente, respectivamente a Foc, cultivada com 

Si e inoculadas com o Foc. Para isto foi empregada a técnica de PCR em Tempo 

Real, utilizando a metodologia SYBR Green. A utilização simultânea de Si e 

inoculação com Foc apresentou efeito apenas na expressão da catalase para a 

cultivar Maçã nas primeiras horas após a inoculação, para os genes pal e pr3 esta 

interação inibiu a expressão; o tratamento contendo apenas Si só apresentou efeito 

significativo para o gene pal na cultivar Maçã; os tratamentos não suplementados 

com Si e inoculados com Foc apresentaram a mesma taxa de expressão que o 

controle negativo para os genes catalase e pal em ambas cultivares; o controle 

negativo teve uma ação efetiva na ativação do gene pr3 para a cultivar Grande 

Naine. Os resultados poderão ser usados para melhorar o entendimento sobre as 

rotas de defesa da bananeira a Foc sob influência do Si. 

 

Palavras-chave: mal-do-Panamá, genes de defesa, PCR em Tempo Real. 

 

 



ABSTRACT 

 

Santos, A. F. J. Analysis of gene expression in banana cultived with silicon and 

inoculated with Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 

 

 

The banana crop is economically and socially important to Brazil. The low national 

productivity levels are attributed to factors such as high incidence of pests and 

diseases and the low level of technology employed in most producing areas. Panama 

disease, caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) is endemic 

to all banana producing areas of the world. The control with fungicides is not feasible 

and the use of resistant cultivars is dependent on the appearance of new races of the 

pathogen. Control methods to the diseased are being searched and the use of silicon 

(Si) as an inducer of resistance is among the options because of its activity in 

multiple crops. The aims of this research were: a) to revise the scientific knowledge 

on the banana crop, on the Panama disease and the role of silicon in the activation of 

defense mechanisms; b) to analyze the expression of the genes encoding catalase, 

Phenylalanin Ammonia Lyase (PAL) and Pr3 (endochitinase) in two banana cultivars, 

Maçã and Grande Naine cultivated with silicon and inoculated with Foc. Real Time 

PCR was used with the SYBR Green methodology. The negative control had high 

levels of expression in both Maçã and Grande Naine cultivars for all the studied 

genes. The simultaneous use of silicon and inoculation with Foc influenced the 

expression of catalase in the cultivar Maçã in the first hours after inoculation. In this 

treatment, the pal and pr3 gens had their expression inhibited. The Si treatment 

showed a significant effect on the expression of pal in cultivar Maçã. Treatments 

without Si supplementation and inoculated with Foc presented levels of expression 

compared to the negative control for catalase and pal in both cultivars. These data 

will be important in shedding light into the complex metabolic pathways leading to 

defense responses in banana under the influence of Si. 

 

Key-words: Panama disease, defense response genes, Real Time PCR. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

 

A bananeira (Musa spp.) pertence à família botânica Musaceae, originária do 

Sudeste da Ásia. A planta é caracterizada por apresentar caule suculento e 

subterrâneo (rizoma), cujo “falso” tronco é formado pelas bases superpostas das 

folhas. Foi provavelmente a primeira fruteira a ser cultivada pelo homem. Presente 

em mais de 120 países, ocupando cerca de nove milhões de hectares, e se 

destacando como a fruta mais consumida no mundo. 

O Brasil é responsável pela produção anual de seis milhões de toneladas, e 

entre as regiões produtoras, o destaque maior é para a Região Nordeste, que 

contribui com cerca de 38% da produção e 34% da área cultivada. A produtividade 

média brasileira está em torno de 14 t ha-1, muito abaixo das 35 t ha-1 observadas na 

Índia (FAO, 2010). A baixa produtividade está associada à incidência de pragas, 

mas, principalmente, ao baixo nível de tecnologia que é dispensado ao cultivo da 

bananeira na maior parte das áreas produtoras, levando à constatação de bananais 

mal manejados, mal nutridos e com alta incidência de pragas.  

Entre as doenças mais importantes destacam-se a Sigatoka-negra causada 

por Mycosphaerella fijiensis Morelet, a Sigatoka-amarela, causada por 

Mycosphaerella musicola Leach, e o Mal-do-Panamá, causado por Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense (Foc), que chegam a provocar perdas superiores a 50% 

da produção (CORDEIRO et al., 2005; PLOETZ, 1994, 2006). 

O Mal-do-Panamá é endêmico em todas as regiões bananicultoras do 

mundo. Seu controle com fungicidas é inviável e o uso de cultivares resistentes está 

condicionado à aparição de novas raças do patógeno. No entanto, estratégias de 

melhoramento genético desta cultura estão sendo realizados, objetivando 

desenvolver bananas resistentes às Sigatokas amarela e negra e ao mal-do-

Panamá, com porte e ciclos reduzidos e produtivos, mediante cruzamento de 

diplóides (AA) melhorados com triplóides comerciais, avaliando e selecionando estas 

novas variedades tetraplóides em diferentes regiões produtoras de banana do País 

(SILVA et al., 1998). Para o mal-do-Panamá o melhoramento é voltado para as 

raças 1 e 2, e não para a raça 4, a qual ainda não está presente no Brasil.  Além do 

melhoramento genético, medidas alternativas de controle devem ser estudadas para 

minimizar as perdas na produção ocasionadas pela doença. 
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Uma das alternativas testadas para o controle de importantes doenças de 

plantas, principalmente as fúngicas, é o uso do silicio (Si), que tem apresentado 

efeitos benéficos em várias espécies vegetais, proporcionando efetiva redução da 

severidade de doenças. Entre os principais benefícios do Si nas plantas destacam-

se: o aumento da capacidade fotossintética, aumento da tolerância ao estresse 

hídrico, redução no acamamento e o aumento na resistência ao ataque de pragas e 

doenças (MA et al., 2001). Embora muitos estudos sugiram que Si ativa mecanismos 

de defesa da planta, a exata natureza da interação entre o elemento e as vias 

bioquímicas que levam a resistência permanecem desconhecidos. O Si possui 

propriedades bioquímicas únicas que podem explicar a sua bioatividade como um 

regulador do mecanismo de defesa de plantas.  

Este trabalho foi dividido em duas partes. Na primeira, pode ser encontrada 

uma revisão de literatura abordando aspectos gerais da cultura da bananeira e o 

mal-do-Panamá, características do patógeno, a importância do silício para as 

plantas, mecanismos de resistência de plantas a patógeno e atividade do silício na 

indução de resistência em plantas. 

Na segunda parte, são apresentados os resultados da pesquisa sobre a 

ativação de genes, relacionados com a defesa, sendo expressos em banana a partir 

do cultivo com silício e inoculação com Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 

Buscando mais informações a respeito do Si no patossistema envolvendo 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense e bananeira, bem como do modo de ação no 

controle dessa doença mediante aplicação do Si, realizou-se esse trabalho com o 

objetivo geral de analisar os níveis de expressão de genes relacionados à defesa em 

diferentes cultivares de bananeira cultivadas com silício e inoculadas com o 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 
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2.0 REVISÃO DE LITERATURA 

 

   2.1 Aspectos gerais da cultura da bananeira e o mal-do-Panamá 

 

 

A bananeira (Musa spp.) é uma monocotiledônea herbácea, caracterizada 

por apresentar um caule subterrâneo (rizoma), de onde saem as raízes primárias, 

em grupos de três ou quatro, totalizando 200 a 500 raízes com espessura 

predominante menor que 0,5 mm, podendo atingir até 8 mm; um pseudocaule e uma 

coroa de folhas terminal (JONES, 2000, BORGES & SOUZA, 2004). Pertencente a 

família Musaceae e originária do Sudoeste da Ásia, está presente em mais de 120 

países, ocupando cerca de nove milhões de hectares, destacando-se como a fruteira 

mais consumida no mundo. O seu cultivo é uma das atividades agrícolas mais 

antigas do Brasil. 

Mundialmente a produção de banana atingiu cerca de 90.705.922 milhões 

de toneladas em cerca de 4.817.551 hectares de área plantada para o ano de 2008 

(FAO, 2010). Na figura 1 podem ser visualizados os países com maiores destaques 

na produção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 1: Produção de banana no ano de 2008 pelos principais Países produtores. 

  Fonte: FAO, 2010. Consultado em 20/07/2010. 

 

Como 3° colocado no ranking mundial de produção, o Brasil apresenta uma 

vasta área plantada, distribuída entre as 27 unidades da Federação, incluindo 
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Distrito Federal. Esta cultura se destaca, depois da laranja, como a fruta mais 

importante em área colhida, quantidade produzida, valor da produção e consumo 

(ALMEIDA, 2004). A figura 2 apresenta a relação das regiões brasileiras produtoras 

de banana, destacando a porcentagem na participação de cada região. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2: Produção Brasileira de Banana, subdividida em regiões, no ano  
de 2008. 
Fonte: IBGE – Produção Agrícola Municipal, 2008. Consultado em 20/07/2010. 

 

Embora apresente uma grande área de produção, a produtividade desta 

cultura está em torno de 14 t ha-1, muito abaixo das 35 t ha-1 observadas na Índia 

(FAO, 2010) (Figura 3), colocando o Brasil na 5ª posição no ranking de 

produtividade, representando cerca de 10% da produtividade mundial. Esta baixa 

produtividade está associada à incidência de pragas, mas principalmente, ao baixo 

nível de tecnologia que é dispensado ao cultivo da bananeira na maior parte das 

áreas produtoras, levando à constatação de bananais mal manejados, mal nutridos e 

com alta incidência de pragas. 

Como ocorre em qualquer espécie cultivada em grandes áreas, a bananeira 

é afetada por diversos problemas fitossanitários, causados por fungos, bactérias, 

vírus, nematóides e insetos (CORDEIRO et al., 2004). Os fungos constituem o 

principal grupo de fitopatógenos da bananeira, tanto pelo número de espécies que 

afetam a cultura, quanto pelas perdas que são causadas, tornando-se, em alguns 

casos, fator limitante para o cultivo de algumas variedades (CORDEIRO et al., 

2004). 
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Figura 3: Produtividade Mundial de Banana, no ano de 2008. 
Fonte: FAO, 2010. Consultado em 20/07/2010. 

 

Entre as doenças mais importantes destacam-se a Sigatoka-negra causada 

por Mycosphaerella fijiensis Morelet, a Sigatoka-amarela, causada por 

Myscophaerella musicola Leach e o mal-do-Panamá, causada por Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense (Foc), que chegam a provocar perdas superiores a 50% 

da produção (PLOETZ, 1994, 2006; CORDEIRO et al., 2005). 

Dentre essas doenças, maior atenção tem sido dada às Sigatokas. O fato de 

atacar genótipos comercialmente importantes, de não existirem cultivares resistentes 

que suplantem essas cultivares de grande aceitação comercial e a necessidade de 

se realizar grande número de aplicações de fungicidas, justificam essa atenção. 

Assim, o mal-do-Panamá, apesar de ser reconhecida como uma das doenças mais 

destrutivas da bananeira no mundo (MATOS et al., 2001; VILJOEN, 2002; PLOETZ, 

2006), tem sido menos estudada. O fato da maioria das cultivares exportadas 

pertencer ao subgrupo Cavendish as quais são resistentes à raça 1 de Foc, grupo 

predominante nas principais regiões produtoras para exportação, pode explicar a 

menor ênfase nas pesquisas sobre esse patossistema. Contudo, diferentemente da 

Sigatoka-negra, o mal-do-Panamá é endêmico em todas as regiões bananicultoras 

do mundo, sendo disseminado através de material vegetal infectado. Seu controle 

com fungicidas é inviável e o uso de cultivares resistentes está condicionado à 

aparição de novas raças do patógeno (GERLACH et al., 2000; GROENEWALD et 

al., 2006; SMITH et al., 2006). Adicionalmente, ao contrário dos países 

exportadores, a banana no Brasil é praticamente de consumo interno e as cultivares 
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mais apreciadas pela população como “Maçã” e “Prata”, são altamente suscetíveis 

ao mal-do-panamá. 

O agente causal do mal-do-Panamá é o Fusarium oxysporum Schlect f. sp. 

cubense (E. F. Smith) Snyd & Hansen (Foc), um fungo de solo (STOVER & WAITE, 

1954), pertencente ao filo Ascomycota, ordem Moniliales, família Tuberculariaceae, 

cuja forma perfeita ainda não é conhecida. O fungo sobrevive na forma de 

clamidósporos em tecido em decomposição de banana e no solo até sua 

germinação ser estimulada pelas raízes do hospedeiro, exsudatos das raízes de 

espécies não-hospedeiras, ou contato com pedaços frescos de plantas não-

colonizadas (STOVER, 1962). 

 O patógeno penetra na planta através do sistema radicular, principalmente 

pelas raízes secundárias, se locomove pelo xilema e coloniza o rizoma (BECKMAN, 

1990). Este produz então microconídios que invadem os tecidos condutores de água 

(xilema) do pseudocaule, bloqueando os canais vasculares, reduzindo o movimento 

de água. A expansão dos conídios é interrompida por uma rede de células, 

consequentemente os esporos germinam e crescem através desta rede para 

continuar sua expansão até que o sistema do xilema inteiro é bloqueado (STOVER 

at al., 1961; JEGER et al., 1995). Após a morte da planta, o fungo cresce no tecido 

circunvizinho onde forma clamidósporos que serão liberados novamente no solo 

quando a planta for decomposta (JONES, 2000). 

 O sintoma externo clássico do mal-do-Panamá é um amarelecimento 

progressivo das folhas mais velhas para as mais novas, começando pelos bordos do 

limbo foliar e evoluindo no sentido da nervura principal. Posteriormente, as folhas 

murcham, secam e quebram junto ao pseudocaule. Em conseqüência, ficam 

pendentes, o que dá à planta a aparência de um guarda-chuva fechado. Ainda 

externamente, é possível notar, próximo ao solo, rachaduras do feixe de bainhas, 

cuja extensão varia com a área afetada no rizoma (CORDEIRO et al., 2004). 

Internamente, por meio de corte transversal ou longitudinal do pseudocaule, 

observa-se uma coloração pardo-avermelhada provocada pela presença do 

patógeno nos vasos. A vista de topo, em corte transversal, mostra a presença de 

pontos coloridos ou uma área periférica das bainhas manchada, com centro sem 

sintomas. A vista transversal mostra as linhas de vasos infectados pardo-

avermelhados, que começam na base e estendem-se em direção ao ápice da 

bainha. Em estádios mais avançados, os sintomas de coloração vascular podem ser 
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observados também na nervura principal das folhas (CORDEIRO et al., 2004). 

Plantas susceptíveis infectadas com o Foc raramente se recuperam. Sintomas da 

doença não têm sido observados dentro ou fora dos frutos; no entanto, dependendo 

do nível de resistência da cultivar, plantas doentes não chegam a produzir cachos, 

ou aquelas que produzem, tem frutos com valor comercial comprometido. 

Segundo Cordeiro et al., (2004), quando o mal-do-Panamá ocorre em 

variedades altamente suscetíveis como a banana “Maçã”, provoca perdas de 100% 

na produção. Já nas variedades tipo Prata, que apresentam um nível de resistência 

maior que a “Maçã”, a incidência do mal-do-Panamá, geralmente, fica em torno de 

20%.  

Numerosas estratégias para o controle do mal-do-Panamá tem sido 

investigadas. Destas, quarentena e outras práticas de exclusão tiveram êxito na 

prevenção da disseminação do patógeno restringindo o movimento de solo, rizomas  

e mudas infectadas (MOORE et al., 1995). Medidas de controle químico não 

existem. O controle biológico e o uso de produtos químicos ou biológicos para 

induzir resistência sistêmica em plantas ainda estão em estudos iniciais.  Atualmente 

acredita-se que um dos métodos efetivos de combater a doença é o uso de 

genótipos resistentes (JONES, 2000). Todavia, o melhoramento genético em 

bananeira é considerado complexo e demorado. Para isto contribuem fatores 

inerentes à cultura, como o ciclo longo, níveis de ploidia, frutos sem ou com pouca 

produção de sementes, entre outros (DAMPE & ORTIZ, 1996; SILVA et al., 1998; 

OSEBELE et al., 2006). Desta forma, medidas alternativas de controle devem ser 

estudadas para minimizar as perdas na produção ocasionadas pela doença. 

 

2.2 O Patógeno 

 

O gênero Fusarium possui espécies que apresentam ampla distribuição 

geográfica, ocorrendo em praticamente todos os ambientes, tendo algumas espécies 

cosmopolitas e outras restritas a determinados locais, predominantemente nas 

regiões tropicais e subtropicais ou em condições de clima frio das regiões 

temperadas, encontrando também espécies que apresentam íntima associação com 

seus hospedeiros (ALEXOPOULOS et al., 1996). 

Fusarium oxysporum produz os seguintes tipos de esporos assexuais: 

microconídio, macroconídio e clamidosporos (AGRIOS, 2004). Os macroconídios 
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hialinos, geralmente septados, os quais possuem as células basais e apicais 

diferenciadas, constituindo-se como importante característica para distinção das 

espécies. Os macroconídios podem apresentar as seguintes formas: delgado, com 

aspecto de agulha; com curvatura dorsal e ventral; com a curvatura do lado dorsal 

mais pronunciada que no lado ventral; com as células apical e basal (típico de 

Fusarium); podem ser grossos, papilados, em forma de gancho, afilados, em forma 

de pé, em forma de pé alongado, distintamente entalhados e escassamente 

entalhados. Os microconídios podem apresentar distintas formas, podendo ser: 

ovais, reniformes ou alantóides, obovóides com a base truncada, piriformes, 

napiformes ou globosos. Quanto aos clamidósporos, podem estar presentes ou 

ausentes (HAWKSWORTH et al., 1995). O microconídio possui um ou dois septos e 

é o tipo de esporo mais abundante e frequentemente produzido pelo fungo em todas 

as condições. Já o macroconídio tem de 3 a 5 septos, é gradualmente pontudo e 

curvado nas extremidades. Os clamidósporos são estruturas de resistência com a 

parede espessa, produzidos por meio do engrossamento das células das hifas ou de 

macroconídios (AGRIOS, 2004). Essas estruturas conferem uma grande capacidade 

de sobrevivência do patógeno na ausência do hospedeiro (FERNANDES, et al., 

2006).   

O gênero Fusarium apresenta uma taxonomia muito complexa, dividida em 

seções, formae specialis e raças. Isolados patogênicos de F. oxysporum são 

morfologicamente semelhantes, no entanto, diferem na sua especificidade em atacar 

hospedeiros distintos, resultando no que se denomina de formae speciales (f. sp) 

(SNYDER & HANSEN, 1940; OLIVEIRA & COSTA, 2003). São conhecidas mais de 

150 formae speciales para este fungo (BAAYEN, et al., 2000). Dentro de formae 

speciales houve subdivisões designadas de raças. Este conceito é baseado na 

descoberta de maiores detalhes quanto a suscetibilidade do hospedeiro a todos os 

tipos clonais diferentes do isolado patogênico (SMITH, 2007). Até o presente 

existem quatro raças de Fusarium oxysporum f. sp. cubense reconhecidas como 

patogênicas, baseada na suscetibilidade do hospedeiro. As raças 1, 2 e 4 são 

responsáveis por atacar cultivares de banana como Gros Michel, Bloggoe e o 

subgrupo Cavendish, respectivamente. Devido a esta especificidade patógeno-

hospedeiro, essas cultivares são utilizadas como indicadores para agrupar os 

diferentes isolados destas raças. A raça 3 é patogênica a Heliconia sp. 

(FERNANDES et al., 2006; DALY, 2006). 
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Embora as características morfológicas e especificidade quanto ao 

hospedeiro sejam utilizadas para identificar estes organismos, a identificação a nível 

de espécie, formae specialis e raças é bastante difícil, uma vez que vários fatores 

devem ser consideradas, entre elas os fatores ambientais (WINDELS, 1991). Diante 

disto, as técnicas moleculares têm se mostrado como abordagens mais rápidas e 

eficientes e para identificação correta deste grupo de microrganismo (KURAMAE & 

SOUZA, 2002; LEONG et al., 2009; DITA et al., 2010). Esta identificação precoce 

pode representar uma vantagem para se empregar alguma medida que vise a 

eliminação do patógeno ou controle da doença. 

 

 

2.3 O Silício e a sua importância para as plantas 

 

O Silício é um elemento que tem recebido grande atenção nos últimos anos 

quanto a sua possível capacidade na indução de resistência e consequente ativação 

dos mecanismos de defesa de plantas contra patógenos. O silício (Si) é o segundo 

elemento mais abundante na crosta terrestre (27,70%), de ocorrência principal no 

mineral inerte das areias – o quartzo, bem como na caulinita e outros minerais de 

argila (EXLEY, 1998; SANTOS, 2008). 

O Si encontra-se presente no solo na forma de ácido mono ou polissilícico, 

adsorvido ou formando precipitados com óxidos de alumínio, ferro e manganês, ou 

constituindo os minerais silicatados primários ou secundários (McKEAGUE & CLINE, 

1963). A única forma absorvida pelas plantas, principalmente pelas silicófilas, é a de 

monômeros de ácido silícico (H4SiO4), solúvel em água e captado pelas raízes das 

plantas, o qual segue o fluxo de água da superfície da raiz ao xilema por uma via 

passiva e não seletiva (RAVEN, 1983) quando o pH da solução se encontra abaixo 

de 9 (MA e TAKAHASHI, 2002). 

Baseado nos conceitos de essencialidade dos nutrientes minerais 

estabelecidos por Arnon & Stout (1939), o Si não seria considerado um elemento 

essencial, uma vez que um elemento essencial é aquele que: “1-  é requerido para 

completar o ciclo de vida da planta; 2-  deve estar diretamente envolvido no 

metabolismo da planta (como constituinte de molécula, participar de uma reação, 

etc.); 3- a função do elemento é específica, ou seja, nenhum outro elemento poderá 

substituí-lo naquela função”. No entanto, muitas gramíneas e algumas outras 
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espécies, como feijão, apresentam aumento da produtividade com o aumento da 

disponibilidade de Si no solo (EPSTEIN, 1994). De qualquer forma, alguns 

pesquisadores consideram o silício como sendo um elemento essencial às plantas 

(MARSCHNER, 1995; MALAVOLTA, 2006), pois: conferem à planta aumento da 

resistência ao ataque de pragas e doenças, aumento na capacidade fotossintética, 

do número de folhas, do diâmetro de caules e do tamanho das plantas. Favorece 

ainda, a translocação de carbono para panículas e sementes, aumenta eficiência de 

uso de água, com diminuição da transpiração e passagem mais rápida da fase 

vegetativa para a reprodutiva de crescimento (EPSTEIN, 1999; SAVANT et al., 1997; 

CLARK, 2001; ZUCCARINI, 2008). Os benefícios do silício incluem também melhor 

absorção de fósforo e aumento da tolerância à toxidez por Al, Mn, Fe entre outros 

(GALVEZ et al., 1989; TISDALE et al., 1993, ACCIOLY et al, 2009). Para ilustrar o 

papel do silício, a figura 3, apresenta a contribuição desse elemento para a planta do 

arroz.  

Plantas que são cultivadas em ambientes ricos com Si acabam diferindo 

daquelas que são cultivadas em ambientes com deficiência deste elemento. As 

diferenças são encontradas principalmente quanto a: composição química, 

resistência mecânica das células, características da superfície foliar e tolerância ao 

estresse abiótico e ao ataque de fungos e pragas (EPSTEIN, 2001).  

Devido à grande quantidade deste elemento na massa do solo (50-70%), as 

raízes de todas as plantas contem alguma quantidade de Si nos seus tecidos. 

Existe, no entanto, uma grande diferença na acumulação de silício por diferentes 

espécies de plantas, variando de 0,1% a 10% (peso seco) (EPSTEIN, 1999; MA e 

TAKAHASHI, 2002; RICHMOND e SUSSMAN, 2003), estes são valores usuais, 

embora possam ocorrer percentuais menores e maiores. Esta variação na 

quantidade de absorção do Si é atribuída à diferença de capacidade das raízes em 

captar este elemento (TAKAHASHI et al., 1990). 
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Figura 3. Papel fisiológico do silício na cultura do arroz  
Fonte: TAKAHASHI, 1995. 
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Um estudo utilizando arroz, pepino e tomate, espécies que acumulam 

grandes, médios e baixos níveis de Si, respectivamente, transportaram o Si da 

solução externa para as células corticais mediada por um transporte similar com um 

valor de Km de 0,15mM nas três espécies, no entanto, os valores máximos Vmax 

diferiram entre as espécies estudadas, arroz > pepino > tomate, sugerindo que a 

densidade do transporte é variável de acordo com as espécies (MITANI e MA, 

2005). 

De acordo com a sua capacidade em absorver e acumular o silício, as 

plantas são classificadas em três grupos: I- acumuladoras: em geral as 

monocotiledôneas, que tem processo ativo de absorção de silício possuindo teor 

foliar acima de 10,0 g Kg-1 de silício na matéria seca; II- não acumuladoras: em 

geral leguminosas, que absorvem silício a favor de um fluxo de transpiração de 

forma mais lenta que a absorção de água e discriminam o silício na absorção por 

simplasto, estas são exclusoras na absorção de silício com um teor foliar menor que 

5,0 g kg-1 de silício na matéria seca; III- intermediárias: têm absorção de silício por 

simplasto na mesma velocidade que a absorção de água e teor menor que 10,0g kg-

1 (TAKAHASHI et al., 1990).  

A não absorção do silício pelo mecanismo exclusivo, o qual impede a entrada 

do Si na planta, acaba resultando em um acúmulo deste elemento na rizosfera (VAN 

der VORM, 1980; TAKAHASHI et al., 1990). Ma e Takahashi (2006), identificaram 

um gene (Lsi1) que codifica proteínas capazes de controlar a absorção e acúmulo 

de Si em arroz. Essa proteína pertence à família das aquaporinas, uma proteína 

similar às proteínas canais de água, localizada na membrana plasmática de células 

radiculares. Este gene foi principalmente expresso nas raízes, e esta expressão se 

mostrou constitutiva, no entanto, regulada pelos níveis de Si, diminuindo em cerca 

de ¼ pela contínua aplicação de Si por 3 dias.  

Foram descobertos, recentemente, três transportadores de Si (Lsi1, Lsi2 e 

Lsi6), os quais estão envolvidos na captação e distribuição deste elemento na 

cultura do arroz (MA et al., 2006; MA et al., 2007; YAMAJI et al., 2008). O Lsi1 e o 

Lsi6 pertencem ao subgrupo das aquaporinas e são responsáveis pelo influxo de 

ácido silícico (MA et al., 2006; MITANI et al., 2008; YAMAJI et al., 2008), enquanto 

que o Lsi2 está envolvido em um transporte de ativo de efluxo de ácido silícico (MA 

et al., 2007). O Lsi1 e Lsi2 são expressos principalmente nas raízes, mas o Lsi6 é 

também expressado nas margens e na lâmina das folhas. A perda tanto de Lsi1 e 
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Lsi2 causa uma diminuição significativa na captação de Si pelas raízes (MA et al., 

2002, 2007), já a perda de Lsi6 não afeta a captação, mas resulta em uma 

distribuição alterada de Si nos brotos (YAMAJI et al., 2008). Estes resultados 

indicam que Lsi1 e Lsi2 são os responsáveis pela captação, enquanto que o Lsi6 é 

responsável pelo transporte do Si fora do xilema. 

Estudos também foram conduzidos na cultura do milho (MITANI et al. 2009), 

visto que é uma cultura que é caracterizada como acumuladora de Si, no entanto, o 

mecanismo envolvido na captação deste elemento permanecia desconhecido. 

Foram então, isolados dois genes (ZmLsi1 e ZmLsi6) homólogos aos OsLsi1 e 

OsLsi6, respectivamente, encontrados na cultura do arroz. O ZmLsi1 foi expresso 

principalmente nas raízes, enquanto que o ZmLsi6 foi mais expressado nas margens 

e na lâmina das folhas. Diferentemente do OsLsi1 o nível de expressão dos genes 

ZmLsi1 e ZmLsi6 não foi afetado pela variação na suplementação com o Si. Os 

autores concluíram que a proteína ZmLsi1 é um transportador de influxo de Si a 

partir da solução externa das raízes e que a ZmLsi6 funciona principalmente como 

um transportador para descarga no xilema. 

Seguindo a captação pelas raízes, concentrações maiores que 90% de Si 

são translocadas para as partes aéreas via xilema. Quando a concentração de ácido 

silícico excede 2 mM, quimicamente, o ácido silícico se polimeriza formando sílica 

gel (SiO2nH2O). Essa polimerização acontece devido a concentração de ácido 

silícico pela perda de água (transpiração). O processo de polimerização converte 

então, ácido silícico a ácido silícico coloidal e finalmente a sílica gel com 

conseqüente diminuição da concentração de monômeros de ácido silícico. O Si 

polimerizado é finalmente depositado no material da parede celular como sílica 

amorfa hidratada, formando uma dupla camada de cutícula de sílica, e também 

depositado em células específicas dos brotos como corpos de sílica (Figura 4) (MA & 

TAKAHASHI, 2002; CASEY et al., 2003; PRYCHID et al., 2004; MITANI et al.; 2005). 

De acordo com Fauteux et al., (2005), o silício é um elemento bioativo 

associado com efeitos benéficos nas propriedades mecânicas e fisiológicas das 

plantas, sendo capaz de aliviar estresses abióticos e bióticos, e ainda aumentar a 

resistência de plantas contra fungos patogênicos. 

O silício, embora não faça parte da lista dos elementos essenciais, é 

considerado pelos cientistas de solos e nutrição de plantas, fisiologistas e 

fitopatologistas do mundo todo um elemento útil e benéfico à planta de arroz ou, 
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ainda, agronomicamente essencial pela função protetora das plantas contra doenças 

e pragas e outros efeitos positivos que provoca no solo, no crescimento e 

desenvolvimento das plantas, bem como no rendimento de grãos (BARBOSA FILHO 

e PRADHU, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Captação, distribuição e acúmulo de Si em arroz. O Si é levado por 
transportadores na forma de ácido silícico (a) e então translocado para o broto da mesma 
forma (b). No broto, o Si é polimerizado em sílica e depositado nas células do xilema(c e d) 
e abaixo da cutícula (e).  
Fonte: Adaptado de Ma e Yamaji, (2006). 

 

Muitos trabalhos têm apresentado resultados promissores quanto à ação 

desse elemento em vários patossistemas. Na tabela 1 podem ser encontrados 

exemplos significativos de redução na incidência de doenças de mono e 

dicotiledôneas. 
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Tabela 1. Doenças controladas pelo Si em mono e dicotiledôneas. 

Cultura Patógeno Referência 

Abóbora Sphaerotheca fuliginea Adatia, Besford, 1986; 
Menzies et al., 1991. 

Arroz Pyricularia oryzae, Bipolaris oryzae, 
Corticium sasakii, Rhizoctonia solani, 
Helminthosporium oryzae, Gerlachia 
oryzae, Magnaphorte grisea 

Datnoff et al., 1990. 1991; 
Osuna-Canizales; 
Dedatta; Bonman, 1991; 
Mathai; Paily; Menon, 
1978; Wang et al., 1994; 
Winslow, 1992; Rodrigues 
et al.; 2003; Zanão Junior 
et al., 2009. 

Café Cercospora coffeicola, Hemileia vastatrix, 
Meloidogyne exigua 

Botelho et al., 2005; 
Santos, 2002; Pozza, 
2004; Amaral, 2005; 
Nojosa, 2003; Marinati et 
al., 2008; Silva et al., 2010 
(a); Pereira et al., 2009 
(a).  

Cana-de-
açúcar 

Puccinia melanocephala e Leptosphaeria 
saccari 

Fox; Silva, 1978; Raid, 
Anderson; Ulloa, 1992. 

Cevada Erysiphe graminis Jiang; Zeyen; Russo, 
1989. 

Feijão Colletotrichum lindemuthianum Moraes et al., 2006. 
Limão Phytophtora nicotianae Faggiani, 2002. 
Maçã Monilinia fructicola L. Yang et al., 2010. 
Melão Trichothecium roseo Guo et al., 2007. 
Pepino 
 

 

Sphaerotheca fuliginea, Pythium ultimum, 
Pythium aphanidermatum, Botrytis 
cinerea, Didymella bryoniae 

Adatia, Bestford, 1986; 
Menzies et al., 1991, 
1992; Chérif et al., 1992; 
O´Neill, 1991; Voogt, 
1990. 

Pimentão Phytophthora capsici French-Monar et al., 2010. 

Rosa Sphaerotheca pannosa, Peronospora 
sparsa 

Voogt, 1992. 

Soja Diaporthe phaseolorum f. sp. Meridionalis, 
Phakopsora pachyrhizi 

Grothge-lima, 1998. 
Pereira et a., 2009 (b). 

Sorgo Colletotricum graminocolum; Striga 
asiatica e Rhizoctonia solani 

Narwal, 1973; Maiti et al., 
1984 e Wu; Hsieh, 1990. 

Tabaco Xylella fastidiosa Martinati et al., 2007 
Trigo Erysiphe graminis; 

Bipolaris sorokiniana; Xanthomonas 
translucens pv. undulosa  

Leusch; Buchenauer, 
1989; Domiciano et al., 
2010; Zanão Junior et al., 
2010.; Silva et al., 2010 
(b). 

Uva Uncinula necator Bowen et al., 1992. 
Fonte: Adaptado de MARTINATI, 2008. 
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Pouco se conhece sobre a importância do Si para a cultura da banana.  

Jauhari et al. (1974) descrevem que a concentração de Si em plantas jovens pode 

variar de 0,7 a 3,8%. Existem também algumas evidências de que a resistência 

contra fungos em plantações de banana está associada com o cultivo desta cultura 

em vertissolos, os quais apresentam altas concentrações de Si na solução do solo. 

Além disso, as raízes de banana são capazes de induzir a dissolução de silicatos, 

aumentando, assim, a disponibilidade de Si na rizosfera (HINSINGER et al., 2001; 

RUFUIRIKI et al., 2004), já que a concentração desse elemento na solução do solo 

é governada pela dissolução e formação de silicatos (HENRIET et al., 2008). Estes 

dados sugerem que a cultura da banana, assim como muitas outras 

monocotiledôneas, pode possuir mecanismos benéficos de acúmulo de Si. 

Kablan et al., (2008), analisando o impacto do Si na cultura da banana 

contra o fungo Mycosphaerella fijiensis causador da Sigatoka negra, sob condições 

hidropônicas, verificou que as plantas que foram suplementadas com Si 

apresentaram progressão dos sintomas mais lentamente, a severidade da doença e 

a infecção foram menores quando comparadas com plantas que não receberam Si 

na solução. Estes resultados indicam que a suplementação com Si pode reduzir a 

suscetibilidade da cultura da banana à Sigatoka negra. 

Estudos avaliando a capacidade do Si em diminuir efeitos de estresse 

abiótico (baixas temperaturas) e biótico (mal-do-Panamá) na cultura da banana, 

também foram realizados, e demonstraram que este elemento foi capaz de diminuir 

significativamente o efeito de ambos os estresses, quando avaliados individualmente 

ou quando combinados (KIDANE e LAING, 2008).  

Henriet et al., (2006), avaliando o efeito, captação e distribuição do Si em 

Musa spp. sob condições controladas, constataram que o elemento não teve efeito 

positivo sobre o crescimento desta cultura. Os autores discutem que este fato, 

contrário ao que se divulga em relação aos efeitos benéficos do Si para o 

crescimento de diversas culturas, pode ser explicado devido as condições de cultivo 

neste experimento e que os efeitos benéficos são usualmente mais expressivos 

quando as plantas são expostas a condições de estresse, geralmente quando 

cultivadas em campo. Para a captação verificaram que, a quantidade de Si na planta 

é primariamente determinada pela absorção de água e concentração do Si na 

solução no solo, existindo uma proporção linear entre essas duas variáveis, e a 

concentração do Si aumentou na seguinte sequência: raízes < pseudocaule < 
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pecíolo de folhas jovens < lâmina de folhas jovens < folhas velhas. Ma e Yamaji 

(2006) discutem que este fato pode ser explicado pelo mecanismo de transpiração 

da planta, pois a distribuição do Si é controlada pela transpiração dos órgãos da 

planta. Mais Si acaba se acumulando em tecidos velhos, pois este elemento não é 

móvel dentro da planta. 

Embora estes estudos revelem que o Si exerce importante papel na redução 

de vários estresses ambientais e aumento da resistência contra patógenos, o exato 

mecanismo pelo qual o Si confere estas características às plantas, permanece 

desconhecido.  

As primeiras hipóteses relacionando o Si como um elemento capaz de 

conferir resistência contra patógenos, baseavam-se na sua capacidade em formar 

complexos com compostos orgânicos na parede celular das células epidérmicas, 

desta forma aumentando a sua resistência a degradação por enzimas liberadas 

pelos patógenos (VOLK et al., 1958). 

 

2.4 Resistência de Plantas a Patógenos 

 

As plantas estão constantemente expostas ao ataque de um grande número 

de organismos patogênicos, como vírus, procariotos (bactérias), eucariotos (fungos 

e oomicetos) e parasitas multicelulares altamente complexos. Desta forma, durante o 

percurso da evolução, as plantas desenvolveram mecanismos diferenciados de 

defesa que quando acionados percebem a agressão, traduzindo esta percepção em 

uma resposta apropriada e de forma adaptativa (SILVA et al., 2008). 

Segundo van den Berg (2006), embora esta exposição seja constante, nem 

todos os organismos conseguem causar doenças nas plantas. Esta habilidade do 

patógeno é dependente de como a planta responde a esta percepção. Se a infecção 

acontece com subseqüente desenvolvimento da doença, a planta é considerada 

suscetível ao patógeno. A suscetibilidade pode ser causada por uma inabilidade da 

planta em reconhecer o patógeno e/ou produzir uma efetiva e rápida resposta de 

defesa. Esta interação entre a planta e o patógeno é denominada de interação 

compatível. Se, no entanto, as plantas são capazes de restringir a multiplicação ou o 

movimento a partir do sítio inicial de infecção elas são resistentes (DEMPSEY e 

KLESSIG, 1995) e a interação é incompatível. A velocidade e a extensão da 

resposta de defesa pode estabelecer quando a planta é resistente ou suscetível 
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(LAMB et al., 1989). A resistência parcial é a habilidade da planta sustentar o efeito 

da doença sem perdas de rendimento ou morte devido a infecção. 

As plantas são capazes de produzir ou acumular metabólitos em resposta a 

estresses tais como invasão de patógenos, seca ou choque térmico. Genes 

secundários de resistência estão presentes em todas as plantas e exercem um 

importante papel na defesa não específica da planta através da produção de 

fitoalexinas, glucanases, quitinases, lignina, caloses e enzimas para proteção ao 

estresse oxidativo (VAN den BERG, 2006). Estes fatores físicos e químicos pré-

formados conferem às plantas o que se denomina de defesa constitutiva. Entre as 

substâncias produzidas pelas plantas muitas são antimicrobianas, terpenóides ou 

compostos fenólicos, ambos metabólitos secundários. 

Se esses compostos pré-formados não forem suficientes para parar a 

invasão do patógeno a planta é capaz de ativar defesas induzidas. Esta resistência 

induzida (também denominada de resistência basal ou resistência basal induzida) 

envolve a formação de barreiras histológicas para o ingresso e progressão do 

patógeno, principalmente reforçando as paredes celulares (MÉTRAUX, 2007). Além 

disso, barreiras químicas na forma de moléculas antimicrobianas são sintetizadas, 

incluindo proteínas relacionadas à patogênese (PR - proteínas) (VAN LOON & VAN 

STRIEN, 1999) e fitoalexinas. Diferente da defesa constitutiva, a resistência induzida 

se inicia com o reconhecimento de um patógeno ou pela exposição a um indutor 

químico ou estresse levando subseqüentemente a uma cascata de eventos de 

transdução de sinais que irá ativar genes da célula vegetal hospedeira, resultando 

em uma rápida resposta de defesa (MAUCH-MANI & MÉTRAUX, 1998). Esta 

resistência adicional pode ser expressa localmente ou sistemicamente em tecidos 

não infectados da planta (MÉTRAUX, 2007). Este tipo de resistência tem sido 

denominado como Resistência Sistêmica Adquirida (RSA - SAR) e Resistência 

Sistêmica Induzida (RSI - SIR), as quais ao longo dos anos foram consideradas 

sinônimos e de funções análogas. Atualmente, no entanto, estudiosos acordam 

sobre a diferença das formas através das quais esses mecanismos de resistência 

são induzidos, desta forma, RSA e RSI são fenômenos distintos, mas 

fenotipicamente semelhantes (SILVA et al., 2008), onde plantas, após exposição a 

um agente indutor, têm seus mecanismos de defesa ativados não apenas no sítio de 

indução, como também em outros locais dele distantes de forma mais ou menos 

generalizada (BARROS et al., 2010). 



19 
 

A RSA é caracterizada pela manifestação ou produção de um sinal liberado 

a partir do sítio de infecção que provoca a necrose e a translocação deste sinal para 

outras partes da planta, induzindo reações de defesa que protegerão a planta contra 

agressões subsequentes. Já na RSI, o indutor não provoca sintomas, como necrose 

no local da infecção, mas que induz a planta a se proteger sistemicamente (SILVA et 

al., 2008). 

Métraux (2001), afirma que pesquisadores têm assumido que RSA envolve o 

acúmulo de Proteínas Relacionadas com Patogênese (PRPs) como mecanismos 

induzidos de defesa da planta, sua indução é salicilato-dependente e geralmente é 

induzida por patógenos ou ativadores químicos. Contrariamente, em RSI, não há 

acúmulo de PRPs, o agente indutor é usualmente um microrganismo não-patogênico 

e sua indução não é salicilato-dependente, parecendo haver outra rota de 

sinalização mais associada à jasmonatos e etileno.  

Na figura 5 é apresentado um esquema resumido da Resistência Sistêmica 

Adquirida e Induzida. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 5. Comparação das duas formas mais caracterizadas de resistência sistêmica em 
plantas, ambas levando a respostas fenotípicas semelhantes. Resistência Sistêmica 
Adquirida, induzida pela exposição da raiz e tecido foliar a elicitores bióticos ou abióticos, é 
dependente do fitohormônio salicilato (ácido salicílico) e associada com acúmulo de 
proteínas relacionadas à patogênese (PR proteínas). Resistência Sistêmica Induzida, 
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induzida pela exposição das raízes a cepas específicas de rizobactérias promotoras de 
crescimento de plantas, é dependente dos fitohormônios jasmonato (ácido jasmônico) e 
etileno, independente de salicilato, e não está associada com a acumulação de PR 
proteínas. Entretanto, ambas respostas são entrelaçadas molecularmente. 
Fonte: Adaptado de Vallad & Goodman (2004). 

 

De acordo com Silva et al. (2008), a ativação de defesas em plantas pode 

ocorrer a partir da elicitação por compostos presentes em extratos de plantas, 

preparações de leveduras, exopolissacarídeos bacterianos, rizobactérias promotoras 

de crescimento, fungos promotores de crescimento, e ainda raças não virulentas do 

patógeno, além do próprio patógeno inativado pelo calor. Pode-se ainda utilizar 

elicitores químicos ou físicos, como silício (Si), ácido salicílico (AS), ácido D-L-

aminobutírico (BABA), quitosana, cloreto férrico, fosfato de potássio dibásico, 

acibenzolar-S-metil (ASM), ácido 2,6-dicloroisonicotínico (INA), fosfato de potássio 

monobásico, ácido jasmônico (AJ), metil jasmonato (MeJa), ácidos graxos ou luz em 

comprimento de ondas específicos (SILVA et al., 2008). 

 

2.4.1 Ativação dos mecanismos de defesa 

 

A ativação dos mecanismos de defesa da planta ocorrem por meio de 

sucessivos eventos e sinais que se iniciam no reconhecimento pela planta do agente 

agressor levando a ativação de barreiras físicas e químicas envolvidas no processo 

(FERNANDES et al., 2009). Segundo Cavalcanti et al. (2005), durante uma indução 

de resistência muitos mecanismos podem ser ativados, pois a planta tenta evitar o 

estabelecimento de relações parasitárias e o patógeno tenta anular o efeito inibitório 

gerado (GÓMEZ-GOMEZ, 2004). Respostas de defesa, tais como a produção de PR 

proteínas (1,3 β –glucanases e quitinases) podem ser induzidas muitas horas ou 

dias após a infecção (LAMB et al., 1989; BOWLES, 1990). O fator crucial que 

determina o sucesso destes mecanismos é a velocidade de sua ativação 

(GLAZEBROOK, 1999). 

O reconhecimento é considerado como sendo o estágio inicial para que 

ocorra uma resposta de defesa da planta contra um patógeno. Este reconhecimento 

pode ocorrer através de interações físicas tais como adesinas, fibrilas, flagelo, 

sistema de secreção tipo III e IV ou pela sinalização de pequenas moléculas (REIS, 

2005). O sistema tipo III realiza o transporte de proteínas do organismo invasor para 

o citoplasma das células do hospedeiro, que são responsáveis pela patogenicidade 
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e virulência, como também a elicitação de mecanismos de defesa da planta e o 

sistema tipo IV está relacionado com o transporte de DNA e também proteínas para 

as células do hospedeiro, o qual contribui para a inserção de fatores de virulência e 

patogenicidade (BURNS, 1999; BÜTTER e BONAS, 2003). Uma vez que a planta 

tenha reconhecido o ataque do patógeno, a reação se inicia. A planta tenta impedir a 

infecção e minimizar os potenciais danos, enquanto que o patógeno, tenta obter 

nutrientes para o crescimento e reprodução (SCHMELZER, 2002). 

A resistência em plantas é inata devido a presença de genes que codificam 

para proteínas relacionadas com receptores ou proteínas que funcionam como 

receptores, as quais podem se ligar diretamente a moléculas derivadas do patógeno 

ou representar constituintes de grandes complexos protéicos para a percepção de 

sinais (SCHMELZER, 2002). Isto resulta em uma cascata de eventos bioquímicos na 

planta levando a indução de respostas de defesa (KEEN, 1992; DIXON et al., 1994; 

BARON & ZAMBRYSKI, 1995). 

Um dos principais eventos de resposta de defesa contra patógenos, 

chamado de resposta hipersensível  (Hypersensitive Response – HR), se caracteriza 

pelo rápido e localizado colapso do tecido vegetal ao redor do sítio de infecção, 

sendo um processo ativo do hospedeiro podendo ser considerado como uma morte 

programada de células (GREENBERG & YAO, 2004), ocasionada pela liberação de 

compostos tóxicos, os quais podem, ocasionalmente, atuar diretamente sobre o 

patógeno, levando a sua morte (AGRIOS, 2004).  

A lignificação é um dos muitos eventos bioquímicos que resultam em uma 

parede celular reforçada modificada ultra estruturalmente (WALTER, 1992). A lignina 

promove uma rigidez e reforço mecânico ao tecido da planta, impermeabiliza 

elementos do xilema, funcionando como estratégia de defesa contra ataques de 

patógenos. A formação se dá comumente em resposta a penetração microbiana e 

danos mecânicos (WARDOP, 1971), sendo resistente à degradação pela maioria 

dos micro-organismos (KIRK, 1971; KIRK et al., 1979). A lignina é uma matriz 

polimérica que inclui material de fibras celulósicas que restringe a difusão de 

enzimas e toxinas dos fungos para as plantas e de nutrientes e de água das plantas 

para os fungos (RIDE, 1978). 

A lignificação segue a teoria receptor-elicitor, no qual o gene de resistência 

do hospedeiro codifica uma proteína receptora que reconhece especificamente uma 

molécula produzida pelo petógeno (CAMARGO, 1995). Vance et al. (1980), 
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propuseram que mais de um elicitor pode funcionar com um único receptor e que 

dois ou mais receptores podem independentemente ativar os mecanismos de 

resistência. Precursores de lignina de baixo peso molecular são produzidos pela 

planta e podem atuar como elicitores. Estes precursores são possivelmente capazes 

de reagir com as paredes fúngicas e polímeros de membrana para ativar o sistema 

de reconhecimento ou bloquear a ativação por outras combinações (VANCE et al., 

1980). 

Outro grupo de substâncias ativadas para promoção da defesa de plantas, 

são as fitoalexinas, substâncias tóxicas antimicrobianas produzidas em maiores 

quantidades após a estimulação por micro-organismos fitopatogênicos, ou por 

injúrias mecânicas ou químicas (AGRIOS, 2004). São acumuladas ao redor de 

células de plantas saudáveis, feridas ou células infectadas e são estimuladas por 

substâncias que se difundem das células feridas para tecidos saudáveis adjacentes 

(AGRIOS, 2004). A resistência ocorre quando uma ou mais fitoalexinas alcançam 

concentrações suficientes para restringir o desenvolvimento do patógeno. A maioria 

das fitoalexinas são produzidas em resposta a infecções fúngicas e acabam inibindo 

o crescimento dos fungos, mas algumas fitoalexinas são tóxicas para nematóides e 

bactérias (VAN DEN BERG, 2006). 

Durante a reação de defesa, há a formação de espécies reativas de oxigênio 

devido à combustão oxidativa, alteração do potencial de membrana e aumento na 

concentração de moléculas sinalizadoras. Ácido salicílico, ácido jasmônico, etileno, 

óxido nítrico e as espécies reativas de oxigênio são exemplos de sinalizadores para 

a ativação de genes envolvidos na resposta de resistência (GLAZEBROOK 1999; 

SINGH et al., 2002; FARMER et al., 2003; WENDEHENNE et al., 2004). Tais 

moléculas sinalizadoras podem induzir a expressão de proteínas protetoras. Estas 

proteínas são produzidas pela planta hospedeira, mas induzidas sobre condições 

patológicas (VAN LOON & STRIEN, 1999), entre elas estão as PR proteínas, citadas 

anteriormente. Como exemplos de PR proteínas, podem-se citar as quitinases, 

peroxidases e glucanases (KITAJIMA & SANTO, 1999). Algumas dessas PR-

proteínas encontram-se expressas, embora em baixos níveis, de forma constitutiva 

em plantas, ou seja, sob condições normais. Entretanto, seus níveis são 

aumentados quando as plantas são submetidas a  estresses. Há outras que, embora 

não sejam detectadas em condições fisiológicas normais, têm seus genes 

correspondentes ativados, vindo a ser detectadas nos tecidos vegetais após injúria, 
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após o ataque de patógenos e/ou pragas e sob condições de estresses ambientais 

do tipo salinidade, seca e baixas/altas temperaturas (BERNARDS et al. 1999; 

MARTINS-MIRANDA, 2002). 

O ácido salicílico (AS) é uma molécula sinalizadora, a qual exerce 

importante papel como molécula de sinalização envolvida na geração eficiente de 

uma resposta hipersensitiva (RH) local, resistência local adquirida e resistência 

sistêmica adquirida (GAFFNEY et al., 1993; CHAMNONGPOL et a., 1998; 

REYMOND & FARMER, 1998). O AS é sintetizado a partir da rota do chiquimato que 

pode ser direcionada por dois caminhos: a via dos fenilpropanóides e a via do 

isocorismato. Na resposta de hipersensibilidade, onde ocorre a morte celular, foi 

sugerido que o ácido salicílico é biossintetizado pela via dos fenilpropanóides e 

durante a RSA, a síntese do AS ocorre pela via do isocorismato (WILDERMUTH et 

al., 2001; STRAWN et al., 2007).  

A síntese de AS pode induzir a produção de PR-proteínas e, 

consequentemente, proteger as plantas contra o ataque de patógenos. Além disso, 

pode gerar em várias plantas a produção de um composto volátil, o metil-salicilato 

(MeSa) que, por sua vez, pode induzir plantas a sintetizar o AS, podendo tornar 

plantas sadias resistentes ao ataque de patógenos, induzindo a produção de PR-

proteínas e  a ativação de genes de resistência (SHULAEV et al., 1997; SPLETZER 

& ENYEDI, 1999).  

A descoberta de um análogo funcional do ácido salicílico, o Acibenzolar-S-

Metil (ASM), abriu caminho para o estudo utilizando compostos sintéticos para 

desenvolvimento de produtos que possuem a capacidade de ativar a resistência 

sistêmica contra diversos patógenos em diferentes culturas. A utilização do ASM  

tem tido comprovada eficiência na indução de resistência sistêmica adquirida, sendo 

então considerado um Ativador de Plantas (CASTRO et al., 2007; WHAN et al., 

2009). Os indutores podem atuar de diferentes formas, porém, sempre levando à 

ativação do sistema de defesa das plantas (RODRIGUES, et al., 2006). 

A busca pela utilização de compostos ativadores da resistência sistêmica 

adquirida em plantas surge como uma alternativa para o controle de doenças. 
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2.4.2 Atividade do Si na indução de resistência a doenças 

 

Wagner (1940) relata pela primeira vez a ação do Si sobre a redução da 

severidade de uma doença. Ele observou uma relação direta entre deposição de 

ácido silícico nos sítios de infecção do oídio e o grau de resistência da planta. Houve 

uma silificação das células epidérmicas, sugerindo que a penetração do apressório 

foi impedida pelo Si, o qual agiu como uma barreira física. O Si atuou de forma 

análoga à lignina, componente estrutural resistente à compressão (MARTINATI, 

2009).  

Durante muito tempo acreditou-se que o papel do Si estava restrito a uma 

defesa física, entretanto, a barreira física proporcionada pelo Si nas células 

epidérmicas não é o único mecanismo de combate à penetração das hifas de 

fungos. A resistência mediada pelo Si contra patógenos está associada também com 

o acúmulo de compostos fenólicos e fitoalexinas como também com a ativação de 

alguns genes PR (RODRIGUES & DATNOFF, 2007). 

Embora muitos estudos sugiram que Si ativa mecanismos de defesa da 

planta, a exata natureza da interação entre o elemento e as vias bioquímicas que 

levam a resistência, permanecem desconhecidos. O Si possui propriedades 

bioquímicas únicas que podem explicar a sua bioatividade como um regulador do 

mecanismo de defesa de plantas.  

O ácido monosilícico pode atuar como um modulador influenciando o tempo 

e extensão de respostas de defesa das plantas agindo como mensageiro 

secundário. Os mensageiros secundários apresentam duas importantes funções: a) 

envolvimento na transferência de informações a partir do complexo hormônio-

receptor para as proteínas-alvo e b) amplificam o sinal produzido pelo hormônio 

(HAVEN et al., 2007) na ativação da resistência sistêmica adquirida; ele pode 

também se ligar a grupos hidroxilas orgânicas presentes em resíduos de 

aminoácidos formando compostos estáveis (INGRI, 1978). Assim, acredita-se que 

quando o Si se liga ao grupo hidroxila de proteínas quinases poderia provocar 

alterações de atividade ou conformacional nesta proteína, a qual, através da 

fosforilação, é responsável pelo transporte de informações ao núcleo; ou pode ainda 

interferir com co-fatores catiônicos de enzimas influenciando eventos relacionados à 

patogênese (FAUTEUX et al., 2005).  O Si pode, portanto, interagir com vários 
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componentes chaves do sistema de sinalização de estresse em plantas levando à 

indução de resistência. 

No entanto, a resistência induzida pelo Si é rapidamente perdida quando 

este elemento é removido do meio, enquanto que a RSA é caracterizada pelo efeito 

durável (FAWE et al., 1998). De acordo com Martinati (2008), essa diferença no 

efeito protetor do Si em relação à RSA pode ser resultado das propriedades do Si 

dentro da planta, requerido na forma solúvel, mas apresenta-se na forma 

polimerizada dentro da planta, como discutido anteriormente. Embora seja um 

mecanismo altamente eficiente, a indução de resistência por elicitores antes da 

infecção, desvia o metabolismo energético de seu padrão normal, podendo resultar 

em perdas de produção. A vantagem da fertilização silicatada é que o Si parece 

induzir o mecanismo de defesa somente em resposta ao ataque do patógeno 

(MARTINATI, 2008). 

Cai et al., (2008) avaliando os mecanismos fisiológicos e citológicos pelos 

quais o Si induz resistência contra a brusone em arroz, verificaram que aplicações 

exógenas de Si reduziram a doença em 45% e 56%, em plantas susceptíves e 

resistentes, respectivamente. Alterações no conteúdo de lignina e atividade de 

enzimas relacionadas à defesa, peroxidase (POD), polifenol oxidase (PPO) e 

fenilalanina amônia- liase (PAL - FAL) só foram detectados quando os cultivares 

foram inoculados com o Magnaporthe grisea, resultados diferenciados foram obtidos 

com as cultivares não inoculados. 

Segundo Moldes et al., (2006), a aplicação de diferentes concentrações de 

Si promove a atividade de enzimas antioxidantes tais como catalase (CAT), 

ascorbato peroxidase (APX), guaicol peroxidase (GOPX) e superóxido dismutase 

(SOD), a variação dos níveis de peroxidação lipídica e as relações entre os 

mecanismos antioxidantes das folhas e raízes de algodão. 

Analisando a influência do Si em eventos citológicos e bioquímicos em 

cultivares de arroz resistentes e susceptíveis, Rodrigues et al., (2005) verificaram 

que houve um acúmulo diferencial de transcritos de glucanase, peroxidase e PR-1 

em plantas susceptíveis quando suplementadas com este elemento. Estes 

resultados demonstram uma participação ativa do Si na defesa de arroz contra 

Magnaporthe grisea. Com esse estudo foi possível comprovar que o Si é capaz de 

alterar características moleculares e citológicas que estão envolvidas no fenômeno 

de aumento de resistência contra o patógeno. 
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A resistência induzida pelo Si ainda é capaz de modificar a estrutura 

polissacarídica da parede celular péctica, protegendo plantas de tomate contra  

Ralstonia solanacearum. Este fato pode ser explicado pela grande afinidade das 

formas de ácido monosilícico em formar compostos de polihidroxilas orgânicos tais 

como orto-difenóis, os quais participam na síntese de lignina na parede celular 

durante o desenvolvimento da planta ou durante ataque de patógenos (DIOGO & 

WYDRA, 2007). 

A síntese de fitoalexinas em plantas de trigo tratadas com Si em resposta à 

infecção com oídio foi relatada por Rémus-Borel et al., (2005), através de 

observações microscópicas, revelando que estas plantas produzem elevados níveis 

de compostos fluorescentes em resposta a um tratamento utilizando o Si como 

elicitor seguido pela infecção com o patógeno. Estes resultados foram 

significantemente importantes, pois fornecem evidências da produção de compostos 

antifúngicos como parte da resposta de defesa dessa cultura quando suplementada 

com Si. 

Segundo Menzies et al., (1991) uma rápida deposição de compostos 

fenólicos ou lignina nos sítios de infecção é um mecanismo de defesa contra o 

ataque de patógenos e a presença de Si solúvel seria um facilitador deste 

mecanismo de resistência. 

Ainda mais recentemente, Domiciano et al., (2010) relatam que a utilização 

do Si promoveu uma redução significativa da doença provocada pelo fungo Bipolaris 

sorokiniana na cultura do trigo. Os autores verificaram que houve um aumento na 

atividade de algumas enzimas, como quitinase, peroxidase e polifonoloxidase nos 

tratamentos que foram suplementados com o elemento e inoculados com o fungo. 

Este resultado é mais uma evidência da atuação do Si como um elemento capaz de 

ativar o sistema de defesa das plantas. 

Pode-se observar, diante do exposto, que o Si está envolvido em vários 

aspectos estruturais, fisiológicos e bioquímicos das plantas, portanto, promovendo 

melhorias no metabolismo, ativando genes e enzimas relacionadas com os 

mecanismos de defesa de plantas. 
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2.4.3 Genes selecionados para análise da quantificação relativa por PCR em 

Tempo Real 

 

Durante o curso de sua evolução, plantas e patógenos desenvolveram uma 

relação intrincada, resultando da contínua modificação de informações moleculares. 

Os patógenos desenvolveram um conjunto de estratégias ofensivas para parasitar 

as plantas, consequentemente, as plantas desenvolveram uma grande variedade de 

mecanismos de defesa (BENHAMOU, 1996). Resistência sistêmica adquirida ou a 

indução de resistência a patógenos é uma abordagem promissora para o controle de 

doenças em plantas. Fatores exógenos ou endógenos podem substancialmente 

afetar a fisiologia do hospedeiro levando a uma rápida e coordenada ativação de 

genes de defesa em plantas normalmente expressando suscetibilidade a infecção do 

patógeno (MANDAL et al., 2009). Este fenômeno, de resistência em plantas a 

patógenos pode ser aumentado através da aplicação de vários agentes bióticos e 

abióticos, chamados de indutores de resistência sistêmica em plantas (HOUSSIEN 

et al., 2010), sem qualquer alteração do genoma da planta, ocorrendo de maneira 

não-específica, por meio da ativação de genes que codificam para diversas 

respostas de defesa (STADNIK, 2000; HAMMESCHMIDT et al., 2001). 

A utilização de compostos químicos ativadores de resistência tem se 

mostrado como uma tendência para controle de patógenos. Da mesma forma que o 

ácido salicílico, o acibenzolar-S-metil (ASM), fornece proteção contra o mesmo 

espectro de patógenos e ativa os mesmos genes quando comparado com a indução 

biológica da RSA (FRIENDRICH et al., 1996). Por este motivo, para este trabalho, 

foram escolhidos genes que foram previamente identificados em banana após a 

inoculação com Fusarium oxysporum f.sp. cubense (FORSYTH, 2006; VAN DEN 

BERG et al., 2006), para estudar se o silício estaria envolvido na indução da 

expressão de tais genes, constituindo-se desta forma um possível ativador de 

resistência. 

As catalases são enzimas com função de oxidorredutase, proteínas 

tetraédricas, constituídas de 4 grupos heme. Estão presentes em todas as células de 

plantas, animais e microrganismos aeróbicos (SCANDALIOS, 1990). Sendo 

responsáveis pela regulação dos níveis de H2O2 no interior das células, convertendo-

o em H2O e O2 (RESENDE et al., 2003). Moléculas como H2O2 (espécies reativas de 

oxigênio) são necessários para ativação da morte celular do hospedeiro, sendo 
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também componentes de um sistema altamente amplificado e integrado de defesa. 

Este sistema envolve a ativação de fluxo de íons, mudanças nos padrões de 

fosforilação de proteínas, de pH extracelular, do potencial de membrana, e 

perturbações no nível de Ca2+ citosólico que ativam a expressão local de genes de 

resistência e podem exercer um papel importante nas rotas que levam a resposta de 

hipersensibilidade e resistência sistêmica adquirida (ROMERO-PUERTAS e 

DELLEDONNE, 2003; MA et al., 2008).  

Embora as espécies reativas de oxigênio (EROs) ocorram normalmente no 

metabolismo celular, quando se acumulam tornam-se tóxicas às células do 

hospedeiro. De acordo com Moller (2001), esses radicais podem reagir com 

proteínas e assim reduzir a atividade de enzimas, reagir com lipídios e aumentar a 

permeabilidade de membranas e ainda reagir com o DNA causando mutações. 

Portanto, como o acúmulo de EROs pode resultar em prejuízos consideráveis, a 

célula dispõe de vários mecanismos para detoxificar eficientemente essas espécies 

ativas de oxigênio (RESENDE et al., 2003), como as catalases. Por este motivo foi 

um dos genes selecionados para verificação do nível de expressão. Uma vez que a 

produção das EROs é frequentemente uma das primeiras respostas de defesa 

ativadas em plantas e pode ser responsável por desencadear o início da resposta de 

hipersensibilidade (GRANT e LOAKE, 2000). 

Outro gene analisado neste estudo foi a fenilalanina amônia-liase (PAL), que 

codifica para uma enzima que é amplamente estudada devido seu importante papel 

no metabolismo secundário das plantas. Sua função é catalisar a eliminação não 

oxidativa da amônia L-fenilalanina, transformando-a em ácido trans-cinâmico, o qual 

é o primeiro produto formado na rota biossintética dos fenilpropanóides em plantas 

superiores (JONES, 1984; RITTER; SCHULZ, 2004). Esse importante papel está 

ligado diretamente com a sua participação no fenômeno de resistência sistêmica 

adquirida (MORAES, 1998). A PAL tem sido encontrada principalmente em plantas 

superiores, mas também está presente em fungos (RÖSLER et al., 1997) e bactérias 

(XIANG; MOORE, 2005), mas não em animais (RÖSLER et al., 1997). Na planta, é 

encontrada principalmente dispersa no citoplasma das células em geral, embora 

possa estar associada a organelas membranosas (JONES, 1984; DIXON; PAIVA, 

1995). É uma proteína codificada por muitos genes, evidenciando o alto grau de 

importância para a planta, podendo ter múltiplas combinações entre os monômeros 
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da enzima, cuja combinação estaria em função do estímulo indutor e que 

direcionaria para a produção de um produto final específico (DIXON; PAIVA, 1995). 

O ácido trans-cinâmico é precursor de numerosos compostos 

fenilpropanóides que realizam várias funções essenciais na planta (RITTER; 

SCHULZ, 2004). Estes compostos incluem lignina e fitoalexinas isoflavonóides, 

ambos envolvidos nas reações de defesa das plantas (HAHLBROCK; SCHEEL, 

1989). A PAL além de ser importante no desenvolvimento normal da planta, 

mantendo de forma constitutiva essas características, é também uma enzima chave 

indicadora de estresse da planta (RITTER; SCHULZ, 2004). A atividade da PAL 

aumenta em resposta a estresses (abióticos e bióticos), aumentando a síntese dos 

protetores. 

O último gene escolhido para análise foi o pr3, o qual é responsável pela 

codificação da enzima quitinase. Enzima citada por exercer um papel muito 

importante na indução de resistência contra fungos (VAN LOON, 1997; OLIVEIRA et 

al., 2004). A PR-3 é constituída por endoquitinases que são agrupadas em seis 

classes distintas (I, II, IV, V, VI e VII), atuando diretamente nas paredes celulares de 

fungos, hidrolisando os polímeros de quitina, enfraquecendo-o e tornando as células 

osmoticamente sensíveis (GUZZO, 2003). A hidrólise dos constituintes das paredes 

celulares dos fungos pelas quitinases leva a inibição do crescimento de vários 

fungos in vitro (PUNJA, 2006). Genes que codificam para a quitinase tanto de 

plantas como de microrganismos têm sido extensamente usados na geração de 

arroz transgênico resistente a fungos patogênicos (PUNJA, 2006). Desta forma a 

verificação do possível aumento da expressão de tal gene pelo Silício poderia ser 

um indicador efetivo para sua utilização com ativador de plantas. 
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                        Capítulo 1 

ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA EM BANANEIRA CULTIVADA 

COM SILÍCIO E INOCULADA COM Fusarium oxysporum f. sp. cubense 
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RESUMO 

Santos, A. F. J. Análise da expressão gênica em bananeira cultivada com 

Silício e inoculada com Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 

 

Dentre os problemas fitossanitários da bananeira, o mal-do-Panamá, causado por 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), é uma das doenças mais importantes. 

Como o controle usando fungicidas é inviável, a busca por medidas efetivas e 

ecologicamente corretas têm sido estudadas. O Silício (Si) tem sido relatado como 

tendo capacidade em controlar várias doenças em diversas culturas. O seu emprego 

na cultura da bananeira poderia representar uma opção para o controle do mal-do-

Panamá. O objetivo deste trabalho foi verificar se o Si é capaz de ativar a expressão 

de genes de defesa indentificados em banana contra o Foc. Mudas das cultivares 

Maçã e Grande Naine, suscetível e resistente, respectivamente, foram plantadas em 

solos suplementados ou não com Si e em seguida inoculadas com Foc. Amostras de 

raízes em difentes tempos foram coletadas para a análise da expressão dos genes 

catalase, pal e pr3, utilizando PCR em Tempo Real com a metodologia SYBR 

Green. O controle endógeno utilizado foi o gene Musa 25S rRNA. A utilização 

simultânea de Si e inoculação com Foc apresentou apenas efeito na expressão da 

catalase para a cultivar Maçã nas primeiras horas após a inoculação, esta interação 

inibiu a expressão da pal e pr3. O tratamento contendo apenas Si só apresentou 

efeito significativo para o gene pal na cultivar Maçã; os tratamentos não 

suplementados com Si e inoculado com o Foc, apresentaram a mesma taxa de 

expressão que o controle negativo para os genes catalase e pal em ambas 

cultivares; o controle negativo teve uma ação efetiva na ativação do gene pr3 para a 

cultivar Grande Naine. Os dados poderão ajudar no entendimento dos efeitos do Si 

na expressão dos genes estudados. 

 

Palavras-chave: mal-do-Panamá, fertilização silicatada, expressão gênica. 
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ABSTRACT 

Santos, A. F. J. Analysis of gene expression in banana cultived with silicon and 

inoculated with Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 

 

Panama disease, caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) is among the 

most important banana diseases worldwide. Disease control with fungicides is not 

feasible and environmentaly-friendly control methods have been searched for. Silicon 

(Si) has been reported as able to control several diseases in multiple crops and its 

application on bananas might represent an option against Foc. The objectives of this 

study were to verify if Si supplementation is capable of activating the expression of 

genes putatively involved in defense response of bananas against Foc. The Maçã 

and Grande Naine cultivars, susceptible and resistant to Foc, respectively, were 

planted in soils ammended with Si and subsequently inoculated with Foc. Root 

samples were collected at different time points and used to extract RNA to study the 

expression of the catalase, pal and pr3 genes by Real Time PCR with the SYBR 

Green methodology. The simultaneous use of Si and inoculation with Foc influenced 

the expression of catalase for cultivar Maçã in the first hours after inoculation. Si and 

Foc also inhibited the expression of the genes pal and pr3 for both Maçã and Grande 

Naine cultivars. The negative control showed high levels of pr3, pal and catalase 

expression in both Maçã and Grande Naine. Si application showed a significant 

effect only in the expression of the pal gene in the Maçã cultivars. The treatment with 

Si application and inoculation with Foc showed the same expression level of the 

negative control for catalase and pal in both cultivars. These data will be important 

for understanding the complex defense responses of bananas against Foc under the 

influence of Si.    

 

 

Key-words: Panama disease, silicon fertilization, gene expression. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

A bananeira (Musa spp.) é uma monocotiledônea herbácea, pertencente à 

família Musaceae e originária do Sudoeste da Ásia, está presente em mais de 120 

países, ocupa cerca de nove milhões de hectares, se destacando como a fruteira 

mais consumida no mundo. O seu cultivo é uma das atividades agrícolas mais 

antigas do Brasil. 

Embora o Brasil apresente uma grande área de produção, a produtividade 

desta cultura está em torno de 14 t ha-1, muito abaixo das 35 t ha-1 observadas na 

Índia (FAO, 2010), colocando o Brasil na 5ª posição no ranking de produtividade, o 

que representa cerca de 10% da produtividade mundial. Esta baixa produtividade 

está associada à incidência de pragas, mas principalmente, ao baixo nível de 

tecnologia que é dispensado ao cultivo da bananeira na maior parte das áreas 

produtoras, levando à constatação de bananais mal manejados, mal nutridos e com 

alta incidência de pragas. 

O mal-do-Panamá é uma das doenças que ataca esta cultura, causando 

graves danos econômicos. O agente etiológico é o fungo Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense (Foc). O fungo sobrevive na forma de clamidósporos em tecido em 

decomposição de banana e no solo até sua germinação ser estimulada pelas raízes 

do hospedeiro, exsudatos das raízes de espécies não-hospedeiras, ou contato com 

pedaços frescos de plantas não-colonizadas (STOVER, 1962). 

Como a utilização de fungicidas é inviável para o controle desta doença, 

medidas alternativas de controle estão sendo estudadas para minimizar as perdas 

na produção ocasionadas pela doença. 

O Silício é um elemento que tem recebido grande atenção nos últimos anos 

quanto a sua possível capacidade na indução de resistência e consequente ativação 

dos mecanismos de defesa de plantas contra patógenos em diversas culturas. Para 

a cultura da bananeira pouco se sabe sobre a influência deste elemento na ativação 

de mecanismos de defesa, embora tenham sido constatados efeitos positivos da 

redução da incidência do mal-do-Panamá em cultivos suplementados com o Si.  

Embora se reconheça a participação do Si no aumento da resistência de 

plantas a patógenos, o exato mecanismo pelo qual essa resistência é ativada 

permanace desconhecida. As primeiras evidências sugeriam que o Si formasse 
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polímeros no interior das plantas e formando uma espécie de barreira física, desta 

forma impedindo a entrada do patógeno. Posteriormente, muitos estudos 

evidenciaram que além desta barreira física, a suplementação com Si teria a 

capacidade de induzir na planta um aumento da concentração de compostos, como 

fitoalexinas. Assim surgiram as primeiras evidências da participação do Si na 

ativação de vias bioquímicas, conferindo resistência nas plantas contra patógenos. 

O objetivo deste trabalho foi verificar a expressão de genes envolvidos com 

o mecanismo de defesa em bananeiras das cultivares Maçã e Grande Naine 

suplementadas com Si e inoculadas com Foc, na tentantiva de elucidar se este 

elemento tem participação na ativação da expressão de genes de defesa da planta 
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2.0 MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 Ensaio em Casa-de-vegetação 

    O experimento foi conduzido em casa-de-vegetação da Embrapa Mandioca e 

Fruticultura, em vasos com 2 kg de solo. Foram utilizados dois genótipos de 

bananeira, um suscetível (Maçã) e um resistente (Grande Naine) ao mal-do-Panamá 

causado pelo Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 

Foram coletadas amostras de Latossolo Amarelo Distrocoeso, no campo 

experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas – Bahia, na 

profundidade de 60 cm, apresentando textura franco argilo arenosa. O solo foi seco 

ao ar, destorroado e peneirado em malha 4 mm. Foram retiradas subamostras 

peneiradas em malha 2 mm para caracterização química e física. Todas as análises 

foram realizadas no Laboratório de Solos e Nutrição de Plantas e no Laboratório de 

Física do Solo da Embrapa Mandioca e Fruticultura. As análises químicas incluíram 

as determinações de cálcio (Ca2+), magnésio (Mg2+) e alumínio (Al3+) trocáveis, 

extraídos em solução de cloreto de potássio 1 mol L-1 e H+Al extraído em solução de 

acetato de cálcio 0,5 mol L-1 dosados por titulometria; fósforo disponível por 

colorimetria; sódio (Na+) e potássio (K+) trocáveis extraídos em solução de Mehlich 1 

dosados por fotometria de chama; carbono orgânico e pH em água. A caracterização 

física incluiu análise granulométrica pelo método do densímetro. Foram calculadas a 

capacidade de troca de cátions potencial (CTC) e saturação por bases (V). Todas as 

análises foram realizadas conforme Embrapa (1999) e Embrapa (1997) (Tabela 1). A 

análise do silício foi realizada por colorimetria, seguindo método de Korndörfer et al., 

(2004). 
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Tabela 1. Propriedades químicas e físicas do solo utilizado no experimento 

Propriedade Valor 

pH (em água 1:25) 4,6 
Si (mg dm-3)  2,41 
P (mg dm-3) 1,00 
K+ (cmolc dm-3) 0,12 
Na+ (cmolc dm-3) 0,02 
Ca2+ (cmolc dm-3) 0,7 
Mg2+ (cmolc dm-3) 0,3 
Al3+ (cmolc dm-3) 1,0 
H+Al (cmolc dm-3)(1) 3,30 
S (cmolc dm-3)(2) 1,14 
CTC (cmolc dm-3)(3) 4,44 
V (%)(4) 25,67 
MO (g kg-1)(5) 7,04 
Areia total (g kg-1) 601 
Silte (g kg-1) 77 
Argila (g kg-1) 322 
Dp (kg dm-3)(6) 2,43 
Retenção de água  
0,1 atm (%) 12,40 
15 atm (%) 9,10 
Água disponível (%) 3,31 

H+Al(1) = Acidez potencial; S(2) = soma de base; CTC(3) = capacidade de troca de 
cátions; V(4) = saturação por bases; MO(5) = matéria orgânica; Dp(6) = densidade das 
partículas. 

 

Como fonte de silício foi utilizado o silicato de cálcio e magnésio, gentilmente 

cedido pela Recmix do Brasil S. A., com nome comercial de AgroSilício®. O produto 

apresenta poder relativo de neutralização total (PRNT) de 88% e a composição 

química descrita na tabela 2.  

 

Tabela 2. Composição química da fonte silicatada utilizada no experimento 

Elemento Forma Teor Total 

Cálcio Ca 
CaO 

25% 
36% 

Magnésio Mg 
MgO 

6% 
9% 

Silício Si 
SiO2 

10,5% 
22,4% 

 

Foi utilizada a dose de 5,71g de Agrosilício®/kg de solo (a qual foi 

determinada a partir de dados da literatura e dados de Conceição, 2010), 

distribuídos em vasos plásticos com capacidade para 2kg de solo. Para os 
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tratamentos que não receberam a dose de Agrosilício®, foi adicionado: 0,85g de 

CaCO3/kg de solo e 0,13g de MgO/kg de solo, para equilibrar o pH e teores de cálcio 

e magnésio entre os tratamentos, desta forma havendo a variação apenas na 

concentração de Si entre os tratamentos. O solo dos vasos após a adição de 

Agrosilício® e de CaCO3/MgO permaneceu incubado por um período de 15 dias. 

Durante este período, a umidade do solo dos vasos foi mantida constante 

adicionando-se diariamente água destilada. Após o período de incubação, foi feita a 

homogeneização do solo em cada vaso, e foram coletadas sub-amostras que 

formaram uma amostra composta, para análise do pH em água e Si.  

Mudas de bananeira das cultivares Grande Naine e Maçã foram 

transplantadas para os vasos (Figura 1). Após o transplantio as mudas foram 

adubadas com uma solução contendo (300 mg dm-3 de K; 238 mg dm-3 de P; 44 mg 

dm -3 de N e 50 mg dm -3 de S).  Após 10 dias do transplantio, aplicou-se uma 

solução de micronutrientes contendo (2,85 mg dm-3 de B; 5, 89 mg dm-3 de Cu; 21,99 

mg dm-3 de Zn; 1,28 mg dm -3 de Mo). A adubação de cobertura com nitrogênio, na 

forma de uréia (107 mg dm-3), foi feita após 12 dias de transplantio, seguindo-se 

essa aplicação a cada 10 dias. As fontes utilizadas foram KH2PO4, (NH4)2SO4, 

H3BO3, CuSO4.5H2O; Zn SO4.7H2O, (NH4)6MoO24.4H2O e (NH2)2.  

As plantas foram mantidas em condições de casa-de-vegetação por 45 dias 

(Figuras 2 e 3), sendo irrigadas diariamente com água destilada. 
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Figura 1. Mudas de Bananeira sendo transplantadas para vasos plásticos. 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Crescimento das plantas de bananeira das duas cultivares. Vista parcial do 
experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Plantas de bananeira das duas cultivares após 30 dias de cultivo. Vista parcial do 
experimento. 
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2.1.1 Inoculação com o patógeno 

Foi utilizado um isolado monospórico (VG01206) do fungo F. oxysporum f. 

sp. cubense (Foc), raça 1, obtido na Embrapa Mandioca e Fruticultura, 

comprovadamente patogênico à bananeira. Para a obtenção dos conídios foi 

utilizada a metodologia descrita por Subramaniam et al., (2006). As plantas foram 

inoculadas aos 45 dias após o transplantio. As plantas foram removidas 

cuidadosamente do solo e suas raízes foram lavadas em água corrente, para 

retirada do excesso de solo e em seguida cortadas a 7-10 cm da base. A inoculação 

foi realizada por imersão das raízes na suspensão conidial (2 x 106 conídio mL-1) 

durante 2 horas, quando foram transferidas para bandejas onde foi montado um 

sistema de inoculação (MOHAMED et al., 2000) (Figura 4). Plantas usadas como 

testemunhas foram submetidas ao mesmo procedimento, porém utilizando-se água 

destilada estéril.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 4. Esquema metodológico para inoculação das plantas com o fungo. 
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2.1.2 Delineamento Experimental 

O experimento foi montando em delineamento inteiramente casualizado com 

3 repetições para cada uma das cultivares analisadas, consistindo de 4 tratamentos: 

cultivar suplementada com Si e inoculada com o patógeno; cultivar suplementado 

com Si sem a inoculação com o patógeno; cultivar sem suplementação com Si e 

inoculada com o patógeno e cultivar sem suplementação com Si e sem inoculação 

com o patógeno. Para análise da expressão gênica foram definidos 5 (cinco) tempos 

de coleta de material após a inoculação: 0, 3, 6, 24 e 48 horas (definidos a partir de 

VAN DEN BERG., 2006). As amostras foram constituídas por tecido da raiz das 

cultivares. 

 

 

2.1.3 Coleta do Material 

Para análise da expressão gênica foram coletadas amostras da raiz das 

plantas de cada vaso, cortadas próximo ao colo da planta. Após a retirada, o 

material foi lavado cuidadosamente em água corrente e em seguida em água 

deionizada, sendo embaladas em papel alumínio e devidamente identificadas com 

tratamento e tempo de coleta. O material foi imediatamente congelado em nitrogênio 

líquido e armazenado em ultrafreezer a -80ºC para posterior extração do RNA.  

 

2.2 Análise da expressão dos genes de bananeira associados com a defesa 

    2.2.1 Seleção dos genes 

Os genes para análise da expressão gênica relacionada à defesa foram 

selecionados de acordo com dados da literatura. Van den Berg et al. (2007) e 

Forysth (2006) identificaram primers que são capazes de amplificar genes 

responsáveis por codificarem proteínas que estão potencialmente relacionadas à 

defesa de bananeira quando esta é atacada por Foc. Entre estas proteínas 

(enzimas) foram selecionadas: PAL (fenilalanina amônia-liase), Catalase, PR3 

(endoquitinase).  
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2.2.2 Extração do RNA total 

A extração do RNA total das amostras foi feito a partir de 1-75 mg de tecido 

da raiz, macerado com nitrogênio líquido, usando o RNAqueous® Kit (Applied 

Biosystems, Ambion)  seguindo as recomendações do fabricante. Todos os 

materiais utilizados no processo de extração foram tratados com DEPC. As amostras 

de RNA isoladas nos tempos de coleta foram agrupadas e estocadas a -80°C. O 

RNA foi analisado para a presença de bandas ribossomais distintas e ausência de 

RNA degradado através de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) sobre 

condições não desnaturantes. As amostras de RNA foram tratadas com Ambion® 

TURBO DNA-freeTM DNase Tratment and Removal Reagents (Applied Biosystems) 

para remoção de contaminantes de DNA e subseqüente remoção de DNase e 

cátions divalentes das amostras. A quantidade do RNA total extraído foi estimada 

por desintometria ótica (DO) a 260 nm. Após a quantificação, todas as amostras 

foram padronizadas para uma concentração de aproximadamente 2 μg/μL de RNA 

total, utilizando água ultra-pura livre de RNase (UltraPureTM DNAse/RNAse-Free 

Distilled Water – Invitrogen). 

 

2.2.3 Síntese de DNA complementar (cDNA) 

Como não é possível realizar uma reação de PCR a partir de uma fita 

simples, é necessário converter o RNA extraído em cDNA, a partir de um processo 

conhecido como transcrição reversa. A transcrição reversa é mediada pela enzima 

transcriptase reversa a qual polimeriza molécula de DNA a partir de RNA. 

Dois microgramas de RNA total foi utilizado como fonte para a síntese de 

cDNA por transcrição reversa (RT), utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems) seguindo as recomendações do fabricante. Este 

kit contem todos os reagentes necessários para conversão de 0,02-2 µg de RNA 

total em cDNA em uma reação final de 20 µL. Os componentes empregados neste 

kit são: tampão da enzima 10X, primers randômicos 10X, mix de dNTPs (100 mM) 

25X e 50 U/μL da enzima MultiScribeTM Reverse Transcriptase. Foi preparado um 

master mix da Transcrição Reversa 2X para reações de 20 μL; em seguida 10 μL do 

master mix foi pipetado em microtubos de 0,2 mL, seguindo-se pela adição de 10 μL 

das amostras de RNA total, e iniciou-se a transcrição reversa em termociclador, 
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utilizando o seguinte programa: 25°C por 10‟, 37°C por 120‟ e 85°C por 5‟. O produto 

da reação foi estocado a -15/-20°C até o momento do uso.  

 

 

  2.2.4 PCR Qualitativo 

O PCR qualitativo foi utilizado para verificar a amplificação dos 

oligonucleotídeos antes de serem iniciados os testes em PCR quantitativo em tempo 

real. O material utilizado foi o DNA genômico de bananeira e um tipo de cDNA 

(amostra no tempo zero sem inoculação com o Foc e sem suplementação com o Si). 

As condições prévias de termociclagem foram: 95ºC por 1 minuto, e 40 ciclos de 

desnaturação a 95ºC por 15 segundos, seguida de 59ºC por 30 segundos, para 

anelamento dos oligonucleotídeos e 72ºC por 30 segundos para a extensão dos 

fragmentos. Foram utilizados 2,5 µL de tampão 10X (10mM de Tris e 50mM de KCl), 

2 µL de MgCl2 (50mM), 2 µL de dNTP´s (4x2,5mM), 0,3 µL de Taq-Polimerase (5 

U/µL), 1 µL de oligonucleotídeos forward e reverse (tabela 3) (10 mM) e 2 µL de 

DNA genômico ou cDNA, completando com água Milli-Q para um volume final de 25 

µL por reação. 

 

Tabela 3. Sequências dos oligonucleotídeos escolhidos para as reações de PCR qualitativo 
e Tempo Real. 

Gene alvo Sequência do Primer F  
(5’-3’) 

Sequência do Primer R  
(5’-3’) 

(pb) 

pr-31 GTCACCACCAACATCATCAA CCAGCAAGTCGCAGTACCTC 150 

     pal1 CCATCGGCAAACTCATGTTC GTCCAAGCTCGGGTTTCTTC 150 

catalase2 AAGCATCTTGTCGTCGGAGTA CGCAACATCGACAACTTCTTC 96 

Musa 25 S 
rRNA2  

GTAAACGGCGGGAGTCACTA TCCCTTTGGTCTGTCGTTTG 106 

Sequências de primers identificadas previamente por 1- Forsyth (2006) e 2- Van den Berg 
et al., (2006). 

 

2.2.5 PCR em Tempo Real 

As reações de PCR em tempo real foram conduzidas em equipamento ABI 

PRISM® 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems), em placas de PCR 

de 96 poços com adesivos óticos, no Laboratório de Genética de Microrganismos da 
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UFRB. A amplificação dos genes alvos foi realizada utilizando a metodologia SYBR 

Green, o qual tem a capacidade de intercalar fitas duplas de DNA, emitindo 

fluorescência durante a ligação. Esta fluorescência é então captada pelo sistema de 

detecção do equipamento, permitindo a detecção direta do produto da PCR 

monitorada pela medida do aumento da fluorescência. Como referência endógena 

foi utilizado o gene 25S rRNA para Musa, previamente identificado por Van den Berg 

(2006), como sendo um gene que não apresentou variação na expressão quando 

comparado em todos os tratamentos utilizados no seu experimento, constituindo-se 

desta forma como um bom candidato para servir como um controle endógeno. Foi 

realizado um experimento controle para a reação de PCR quantitativo em tempo real 

para examinar a linearidade de amplificação durante uma variação dinâmica. Uma 

diluição seriada (1, 1:5, 1:50, 1:500 e 1:5000) em 2µL de cDNA do cultivar Maçã 

(susceptível) e cada um dos conjuntos dos primers para os diferentes genes, foram 

utilizados para calcular a regressão da curva padrão. Cada diluição para o ponto da 

curva padrão foi realizado em triplicata. A curva padrão foi calculada utilizando a 

seguinte fórmula: y = mx + b, onde b = y- intercepta a linha da curva padrão (ponto 

de cruzamento) e m = ângulo (inclinação) da linha da curva padrão (função da 

eficiência da PCR). Uma reação 100% eficiente produzirá um aumento de 10 vezes 

no produto da PCR a cada 3,32 ciclos durante a fase exponencial de amplificação 

(log
2
 10 = 3,3219). Desvios da eficiência de 100% podem ser calculados 

expressando o valor do ângulo (s) na seguinte equação: eficiência da PCR = (101/-s)) 

– 1. 

 

2.2.6 Ensaio da Expressão quantitativa 

 

A expressão dos três prováveis genes relacionados com a defesa, pr3, pal e 

catalase nos cultivares Maçã e Grande Naine foram analisados em triplicata (n=3). O 

Perfil de amplificação foi apresentado como uma relação para cada fragmento dos 

genes a 0, 3, 6, 24 e 48 h após a inoculação em comparação com a expressão dos 

fragmentos dos genes no calibrador (amostra referência), Maçã 0 h sem 

suplementação com Si e sem inoculação com o Foc. Para amplificação foram 

utilizadas reações com volume final de 25 μL contendo 12.5 μL  do Power SYBR® 

Green Master Mix, o qual contem: SYBR® Green I Dye, AmpliTaq Gold® DNA 
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Polymerase, dNTPs, Referência Passiva (ROX) e tampão otimizado dos 

componentes;1 μL de cada primer (10 μM); 2 μL de amostra do cDNA estoque e 8.5 

μL de H2O livre de nucleases. Reações como controle negativo foram realizadas 

utilizando H2O livre de nucleases como amostra. As condições de termociclagem 

foram as seguintes: pré-incubação a 95°C por 15 minutos; seguido por 40 ciclos, 

cada um consistindo de desnaturação a 95°C por 15 segundos, anelamento a 59°C 

por 30 segundos e extensão a 72°C por 30 segundos. Por último foi traçada a curva 

de Melting para todas as amostras. Como foi utilizado o SYBR Green é necessário 

que seja realizado a curva de melting, uma vez que o SYBR Green pode detectar 

dímeros de primers, contaminante de DNA e produto de PCR mal amplificado, 

gerando desta forma a confirmação da amplificação correta dos fragmentos de 

interesse. 

 

2.3 Análise dos dados 

 

A regressão da curva padrão foi calculada a partir dos dados da amplificação 

originados das diluições seriadas (GINZINGER, 2002). A determinação dos níveis de 

expressão dos genes alvos realizados foi realizada pela quantificação relativa 

utilizando a expressão 2-ΔΔCT. Para cada tratamento é detectado o valor de Ct (cycle 

threshold), tanto para o gene alvo quanto para o controle endógeno. Este valor 

representa o ponto em que o sinal de amplificação é detectado. O valor de Ct do 

gene alvo é subtraído do valor de Ct do controle endógeno, para normalizar a 

reação. Obtendo então o valor de ΔCt. O valor de ΔCt dos tratamentos é subtraído 

do valor de ΔCt da amostra controle (calibrador), tendo o valor de ΔΔCt. Este valor é 

utilizado na fórmula do nível de expressão, onde o número 2 representa a somatória 

da eficiência do gene alvo e do controle endógeno, considerando que ambos os 

genes possuem 100% de eficiência. 

 Para a análise estatísticas da expressão dos genes foi realizada uma 

análise de variância e comparação das médias usando o teste de Tukey. A 

comparação entre os tratamentos foi feita usando o teste t no SISVAR. Em todos os 

casos a significância foi avaliada a P< 0.05. 
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3. RESULTADOS  

 

3.1 Inoculação com o Patógeno 

Após a inoculação foram coletadas as amostras das raízes para análise da 

expressão gênica, no período de 0 a 48 horas. Plantas dos quatro tratamentos foram 

mantidas em casa de vegetação para acompanhar o desenvolvimento dos sintomas 

da doença, com o objetivo de avaliar a eficiência do procedimento de inoculação. Os 

resultados mostram que houve a infecção da planta com conseqüente aparecimento 

dos sintomas no cultivar Maçã após os 13 dias de inoculação, tanto no tratamento 

que foi suplementado com Si como no que não recebeu a dose utilizada no 

experimento. As figuras 5 e 6  mostram os tratamentos em que as cultivares Maçã e 

G. Naine foram inoculadas como o Foc e foram suplementadas com Si e as plantas 

que não receberam a dose do elemento, respectivamente,  evidenciando o 

aparecimento dos sintomas externos do mal-do-Panamá na cultivar Maçã, e a 

cultivar G. Naine sem aparecimento evidente dos sintomas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 5. Plantas de Bananeira das 
Cultivares Maçã e G. Naine, suplementadas 
com Si e inoculadas com o Foc.  

 

Figura 6. Plantas de Bananeira das Cultivares 
Maçã e G. Naine, não suplementadas com Si 
e inoculadas com o Foc  
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Além dos sintomas externos foram avaliados os sintomas internos após 60 

dias da inoculação. As figuras 7 e 8 representam um corte longitudinal no 

pseudocaule e rizoma das mudas das cultivares Maçã e G. Naine. A figura 7 

evidencia o desenvolvimento do sintoma na cultivar Maçã, e a ausência de sintomas 

para a cultivar G. Naine. Já na figura 8, pode ser visualizada a presença do sintoma 

interno nas duas cultivares, embora a variedade G. Naine seja considerada 

resistente ao patógeno. O desenvolvimento dos sintomas externos e internos nas 

plantas inoculadas evidencia que o método de inoculação foi eficiente, pois o 

desenvolvimento de sintomas é considerado evidência de infecção bem sucedida. 

É interessante notar que a suplementação com silício suprimiu a infecção 

pelo Foc na cultivar resistente. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.2 PCR qualitativo 

 

O PCR qualitativo foi realizado com o objetivo de testar a amplificação 

correta dos oligonucleotídeos, utilizando DNA genômico de bananeira e 

empregando-se os 4 pares de primers selecionados. O resultado mostrou que todos 

os primers amplificaram fragmentos com tamanhos dos produtos esperados. 

 

Figura 7. Plantas de Bananeira das 
Cultivares Maçã e G. Naine, 
suplementadas com Si e inoculadas com o 
Foc. 

 

Figura 8. Plantas de Bananeira das 
Cultivares Maçã e G. Naine, não 
suplementadas com Si e inoculadas com o 
Foc 
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3.3 Ensaio da Expressão Quantitativa 

 

A eficiência da PCR sobre uma faixa dinâmica (máxima para mínima) da 

concentração da amostra foi avaliada e a regressão da curva foi obtida após a 

amplificação de uma diluição seriada para cada conjunto de par de primers utilizado 

neste trabalho (Figura 9). A curva padrão fornece uma validação da eficiência da 

PCR para um conjunto específico de primers. A eficiência da PCR para os primers 

da catalase, pal, pr3 e o controle endógeno Musa 25S rRNA, foi de: 98,73%, 

102,72%, 103,50% e 103,54%, respectivamente (Tabela 4). Através da análise do 

valor do Ct pode-se verificar que o gene musa apresenta o maior nível de 

expressão, seguido pela catalase, pr3 e pal (14, 21, 24 e 25, respectivamente). 

 

 

Figura 9. Curva padrão para calcular a eficiência da PCR e quantificação para os diferentes 
pares de primers. Diluições seriadas da amostra de cDNA (1,1:5, 1:50, 1:500, 1:5000) do 
cultivar Maçã amplificadas com Musa 25S, catalase, pr3 e pal foram usadas para gerar a 
curva padrão para cada par de primer separado.  

 
A eficiência da PCR é definida como a taxa na qual um produto de PCR é 

gerado, geralmente medida como um valor de percentual. Se um produto dobrar em 

quantidade durante a fase geométrica de amplificação da PCR, então se diz que a 
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PCR foi 100% eficiente. O valor designado para a eficiência de uma reação de PCR 

é uma medida de desempenho global do ensaio de PCR em tempo real. 

Se a eficiência da PCR é maior que 100%, então a pipetagem do 

“conhecido” (controle endógeno) pode ter sido imprecisa ou existir um inibidor da 

PCR no padrão (GINZINGER, 2002). Se isto ocorre e não é corrigido pode levar a 

uma superestimação da quantidade da amostra desconhecida se não tiver o mesmo 

erro de pipetagem ou inibidor da PCR, quando usando o método de quantificação da 

curva padrão. 

 
Tabela 4. Função de calibração, coeficiente de correlação e eficiência de PCR dos 4 pares 
de primers (catalase, pr3, pal e Musa 25S rRNA). 

Gene Função da Calibração 
(y = mx+b) 

Coeficiente de 
Correlação (R2) 

Eficiência da PCR 
(%)a 

catalase y = -3,3526x + 21,1312 0,999 98 

pr3 y = -3,2407x + 23,6894 0,999 103 

pal y = -3,258x + 25,2157 0,997 102 

Musa 25S 
rRNA 

y = -3,0285x + 14,2837 0,998 103 

a Eficiência da PCR = [(10(1/s))-1]*100, onde S é o slope (ângulo). 

 

O perfil de expressão da catalase para a cultivar maçã (Figura 10), não 

apresentou muita variação. As mais significativas taxas de expressão foram 

encontradas para o tratamento suplementado com Si e inoculado com o Foc, no 

tempo 0 e 3 horas após a inoculação, cerca de 2,18X mais que o calibrador (Maçã 

sem Si e sem inoculação com Foc) mostrando uma expressão precoce deste gene 

para esta situação. O que pode ser notado também nesta figura é a menor 

expressão para o tratamento que foi apenas inoculado com Foc no tempo 0 seguido 

por um aumento linear até o tempo 6. 

Já a análise da expressão da catalase para a cultivar G. Naine (Figura 12), 

mostra uma maior variação no perfil de expressão. Onde a maior taxa foi encontrada 

para o tratamento que não foi suplementado com Si e foi inoculado com Foc, no 

tempo 3, cerca de 4X mais que o calibrador e a menor para o tratamento 

suplementado com Si e inoculado com Foc no tempo 0, diferindo dos dados obtidos 

para a cultivar maçã. O que chama atenção também é a variação de expressão que 

ocorreu para o controle negativo, diferindo também da cultivar maçã, a qual manteve 

um padrão de expressão para este gene. 
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Figura 10. Análise da Expressão do gene catalase para a variedade Maçã (A) e Grande 
Naine (B). Comparação entre tratamentos diferentes ao longo do tempo. Amostras 
suplementadas com Si e Inoculadas com o Foc (Si/Foc); suplementadas com Si sem 
inoculação (Si); inoculadas sem suplementação (Foc) e sem suplementação e sem 
inoculação (C-). Médias de tratamentos com letras minusculas representam a comparação 
entre os tratamentos no mesmo tempo de amostragem, enquanto que letras maiúsculas 
representam comparação das médias de cada tratamento nos tempos de amostragem. 

 

A análise das médias gerais para a catalase, sem levar em consideração o 

tempo (Figura 11), mostrou que o tratamento Si/Foc apresentou maior taxa de 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

0 3 6 24 48

aA aA

bB aB
aB

bA bA bA aA
aA

cA

bB

aC

aB aB
bA

bA bA aA aA

R
e
la

ç
ã

o
 d

a
 E

x
p

re
s

s
ã

o

Horas após a inoculação

Expressão da Catalase - Maçã

Si/Foc
Si
Foc
C-

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

0 3 6 24 48

aA

aB

aAD

aC

aD
aAB bA

aB

bC
bC

aA

cB

aC

cAC

bD

bA
dA

bB

cA

bC

R
e
la

ç
ã

o
 d

a
 E

x
p

re
s

s
ã

o

Horas após inoculação

Expressão da Catalase - G. Naine

Si/Foc
Si
Foc
C-

A 

B 



50 
 

expressão entre os tratamentos na cultivar suscetível. Os demais tratamentos da 

cultivar resistente apresentaram maior taxa de expressão em comparação à cultivar 

suscetível. Embora os tratamentos suplementados com Si tenham apresentado 

menor taxa de expressão comparado com os tratamentos apenas inoculados com 

Foc e o controle negativo. 

 

 

Figura 11. Comparação geral entre as médias dos tratamentos para a expressão do gene 

catalase nas duas cultivares, sem levar em consideração o tempo de amostragem. Letras 

acima das barras representam comparação entre os tratamentos e não entre os cultivares.  

 

O perfil de expressão da fenilalanina amônia liase (Figura 12) na cultivar 

suscetível mostrou que as plantas que foram apenas suplementadas com Si 

apresentaram significativamente a maior taxa de expressão deste gene durante um 

período maior de tempo, tendo um crescimento linear a partir do tempo 3. Nesse 

tempo a expressão da pal sofreu uma redução. O tratamento controle apresentou 

um único pico de expressão, se mantendo constante durante os demais tratamentos. 

Já para a cultivar resistente a expressão nas plantas suplementadas apenas com o 

Si, não apresentou o mesmo perfil que a cultivar suscetível, tendo uma menor taxa 

de expressão.  Diferindo também da cultivar susceptível, o controle negativo mostrou 

uma maior expressão ao longo dos tempos analisados, especialmente nos tempos 

0, 6 e 24. 
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Figura 12. Análise da Expressão do gene pal para a variedade Maçã (A) e Grande Naine 
(B). Comparação entre tratamentos diferentes ao longo do tempo. Amostras suplementadas 
com Si e Inoculadas com o Foc (Si/Foc); suplementadas com Si sem inoculação (Si); 
inoculadas sem suplementação (Foc) e sem suplementação e sem inoculação (C-). Médias 
de tratamentos com letras minusculas representam a comparação entre os tratamentos no 
mesmo tempo de amostragem, enquanto que letras maiúsculas representam comparação 
das médias de cada tratamento nos tempos de amostragem. 

Os resultados da análise das médias gerais (Figura 13) para a cultivar 

suscetível, desconsiderando-se o fator tempo, mostra que os tratamentos que foram 

apenas suplementados com Si representaram a maior participação na ativação da 
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expressão do gene pal (2,32X mais que o calibrador), a menor expressão foi 

verificada para o tratamento suplementando com o Si e inoculado com o fungo. O 

tratamento apenas com o fungo e o controle negativo, não apresentaram diferença 

significativa entre si, mas diferiram entre os demais tratamentos. Já para a cultivar 

resistente, verifica-se que o tratamento controle negativo apresentou a maior taxa de 

expressão (3,97X mais) para o gene pal. As plantas que foram apenas inoculadas 

com Foc apresentaram taxa de expressão de 3,45X mais que o calibrador e o 

plantas que foram apenas suplementadas como o Si tiveram sua expressão 2,3X 

mais que o calibrador. Já a menor taxa da expressão para este gene foi observada 

para o tratamento suplementado com Si e inoculado com o Foc (2,01X mais).  

 
 

 

Figura 13. Comparação geral entre as médias dos tratamentos para a expressão do gene 
pal nas duas cultivares, sem levar em consideração o tempo de amostragem. Letras acima 
das barras representam comparação entre os tratamentos e não entre os cultivares. 

 

Quanto a expressão da pr3 para a cultivar suscetível (Figura 14), o 

tratamento Si/Foc apresentou a menor taxa de expressão em todos os tempos, 

sendo que no tempo 48 há um aumento desta expressão, no entanto, não sendo 

maior que os demais tratamentos. O tratamento que foi apenas suplementado com 

Si apresentou uma taxa de expressão de cerca de 5X mais que o calibrador, tendo 

um pico de expressão as 24 horas após a inoculação de aproximadamente 15X mais 

que o calibrador. O tratamento não suplementado com o Si e inoculado com Foc, 

apresenta uma alta taxa de expressão (9,5X mais), chegando até 10X no tempo no 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

Si/Foc Si Foc C-

a

b

c c

a
ab

bc

c

R
e
la

ç
ã
o
 d

a
 E

x
p
re

s
s
ã
o

Tratamentos

Expressão da PAL

Maçã

G. Nine



53 
 

48, embora não tenha apresentado diferença significativa de expressão ao longo do 

tempo. Já para o controle negativo, um único pico de expressão foi verificado para o 

tempo 24, os demais tempos não apresentaram diferença significativa.  

Observando-se o perfil da expressão do pr3 para a cultivar Grande Naine, 

pode-se observar que o controle negativo apresentou a maior taxa de expressão em 

todos os tempos, apresentando diferença significativa quando comparada com os 

demais tratamentos, a menor expressão para este tratamento foi detectada no 

tempo 6.  Já o tratamento que não foi suplementado com Si e foi inoculado como o 

Foc apresentou uma expressão precoce no tempo 0, seguido por uma redução no 

tempo 3 e mantendo uma expressão sem diferença significativa para os demais 

tempos. Os tratamentos que foram suplementados com Si não apresentaram 

diferença significativa de expressão ao longo do tempo. 
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Figura 14. Análise da Expressão do gene pr3 para a variedade Maçã (A) e Grande Naine 
(B). Comparação entre tratamentos diferentes ao longo do tempo. Amostras suplementadas 
com Si e Inoculadas com o Foc (Si/Foc); suplementadas com Si sem inoculação (Si); 
inoculadas sem suplementação (Foc) e sem suplementação e sem inoculação (C-). Médias 
de tratamentos com letras minusculas representam a comparação entre os tratamentos no 
mesmo tempo de amostragem, enquanto que letras maiúsculas representam comparação 
das médias de cada tratamento nos tempos de amostragem. 
 

Analisando as médias gerais dos tratamentos e comparando as duas 

cultivares (Figura 15), nota-se que os tratamentos com Si apresentaram as menores 

taxas de expressão para o pr3 , e que o controle negativo da cultivar resistente 

apresentou uma alta taxa de expressão, cerca de 20 vezes mais que o calibrador. Já 
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o controle negativo da cultivar suscetível apresentou a mesma taxa de expressão do 

tratamento apenas inoculado com o Foc sem suplementação com Si. 

 

Figura 15. Comparação geral entre as médias dos tratamentos para a expressão do gene 
pr3 nas duas cultivares, sem levar em consideração o tempo de amostragem. Letras acima 
das barras representam comparação entre os tratamentos e não entre os cultivares. 
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4. DISCUSSÃO 

 

4.1 Teste de Inoculação 

 

O aparecimento de sintomas na cultivar resistente pode ser explicado devido 

as condições de estresse as quais as cultivares foram expostas. Os estresses 

incluem a retirada destas plantas dos vasos onde foram plantadas e logo após o 

corte das raízes e imersão das mesmas em uma suspensão de 2.106 con.mL-1 

durante 2 h. Resultados semelhantes foram encontrados nos trabalhos de Ribeiro et 

al., (2009, 2010) e Conceição (2010), que utilizaram a mesma metodologia na 

inoculação das mesmas cultivares de bananeira usadas no presente experimento e 

verificaram o aparecimento de sintomas internos para as cultivares resistentes. 

Embora a metodologia para a inoculação seja muito estressante para a planta, o 

patógeno só é capaz de infectá-la mediante um ferimento. 

 

 

4.2 Quantificação relativa dos genes expressos em bananeira ativados por 

Sílicio e Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

 

Neste estudo a expressão do gene da catalase para a cultivar Maçã 

aumentou significativamente em três momentos, nos tempos 0, 3 e 6 horas após a 

inoculação (Figura 10). O alto nível de expressão da catalase classe II em tecidos 

vasculares foi relatada por Willekens et al. (1994) e Bagnoli et al. (2004), da mesma 

forma Willekens et al. (1994) mostraram que a expressão da CAT2 em tabaco é 

regulada durante respostas a estresses ambientais. O nosso estudo mostrou que a 

aplicação simultânea do Si com a inoculação com Foc na cultivar suscetível foi 

responsável por conferir uma resposta precoce para a expressão de genes 

codificadores da catalase, ou seja, o Si parece estimular uma resposta mais rápida 

ao estresse oxidativo, no entanto esta expressão não conseguiu se manter ao longo 

do tempo. Foyer et al (1994), sugere que a indução precoce da catalase está 

provavelmente relacionada com a queima oxidativa, um processo associado com um 

sistema de defesa antioxidante da planta. Segundo Guzzo (2004), após a produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) pode ocorrer a transcrição de genes 
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codificadores de enzimas antioxidantes nos tecidos adjacentes ao sítio da infecção, 

como a catalase, glutationa-S-transferase (GST) e ascorbato peroxidase, as quais 

puderam ser identificadas em cafeeiro tratado com ASM. O fato da expressão da 

catalase não ficar num nível alto ao longo de todo o tempo no nosso estudo, pode 

estar relacionado com o fato de que a suplementação com Si pode influenciar a 

resposta transcricional apenas na sua intensidade e não na sua natureza. Isto pode 

levar  apenas a um retardamento no começo da expressão da doença ou reduzir a 

sua incidência, como reportado por Fauteux et al., (2006), estudando o efeito de 

proteção do Si no patossistema Arabidopsis – oidio. Da mesma forma Blackman e 

Hardham (2008), verificaram uma baixa expressão da catalase em plantas de tabaco 

suscetíveis a Phytophthora nicotiane 4, 8 e 24 h após a inoculação. 

Já na cultivar Grand Naine, o padrão da expressão foi diferenciado, cada 

tratamento apresentou um comportamento diferente para a expressão da catalase 

ao longo do tempo (Fiigura 10).  Essa variação no nível de expressão pode estar 

relacionado com o fato de que o nível da catalase não pode se manter elevado nas 

células durante a resposta de defesa. Como o H2O2 é removido por catalase ou 

peroxidases incluindo ascorbato e glutationa peroxidases (LAMB e DIXON, 1997), a 

diminuição na expressão provavelmente ocorra para permitir a formação de H2O2 

suficiente para ativação de genes de defesa (GUIDETTI-GONZALES, 2009), 

controlando assim as flutuações nos níveis de EROs sobre condições de estresse 

(VANDENABEELE et al., 2004). Van den Berg et al., (2007) verificaram o mesmo 

comportamento na expressão deste gene, para o tratamento que foi apenas 

inoculado com Foc: picos alternados de expressão. No entanto, no nosso trabalho a 

expressão ocorreu precocemente, as 3 horas após a inoculação, diferindo do tempo 

de 6 horas após a inoculação encontrado por estes autores. Nos nossos resultados 

verificamos que a cultivar resistente não teve o nível de expressão da catalase 

influenciado pela suplementação com Si em comparação com o controle negativo, 

mostrando uma capacidade natural da planta em ativar este gene para controle de 

ERO´s. Este resultado está de acordo com Resende et al., (2003), o qual afirma que 

em plantas resistentes o sistema de defesa é eficientemente ativado, conduzindo à 

resistência natural. 

Em plantas inoculadas a suplementação com Si não afetou 

significativamente a expressão do gene da PAL na cultivar suscetível (Figura 12), na 

realidade, observando os resultados verificamos que houve uma inibição da 
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expressão quando comparada com o controle negativo. Este resultado foi 

inesperado, uma vez que sendo o silício um provável indutor de resistência, espera-

se que a inoculação com patógeno em tratamentos suplementados com tais 

compostos, aumentasse a expressão de genes codificadores de enzimas 

responsáveis pela indução de resistência, como sugerido por Martinati (2008). No 

entanto, este fato pode ocorrer devido a eliciação de diferentes vias de sinalização 

onde os elicitores (Si e Foc) podem interagir de uma maneira antagônica. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Kurabachew e Wydraz (2010), onde 

a aplicação simultânea de Si e rizobactérias não teve efeito na indução de 

resistência do tomate contra Ralstonia solanacearum. Ishida et al., (2008) também 

corroboram estes resultados, indicando um efeito não sinergético na supressão da 

ferrugem bacteriana causada por Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em 

algodão quando da aplicado simultânea de Acibenzolar – S – metil e Bacillus cereus. 

No entanto, na mesma cultivar, em plantas não inoculadas e suplementadas 

com Si, houve diferença significativa na expressão do gene da PAL, quando 

comparado com os demais tratamentos. Este resultado é contrário ao que alguns 

pesquisadores afirmam, que o Si sozinho não teria a capacidade de afetar o 

metabolismo das plantas em condições ambientais controladas (FAUTEUX et al., 

2002; CAI et al., 2008; CHÉRIF et al., 2001; YANG, et al., 2003). Embora estes 

resultados não mostrem efeito do Si na alteração do metabolismo vegetal, Brunings 

et al, (2009) analisando a expressão diferenciada de genes em arroz suplementado 

com Si contra o Magnaporthe oryzae, verificaram que, apenas a aplicação do Si foi 

capaz de ativar  cinqüenta e dois genes, enquanto que as plantas que foram 

simultaneamente tratadas com Si e inoculadas com o patógeno tiveram 54 genes 

diferencialmente expressos. Dentre os genes que foram expressos, 11 são 

prováveis genes codificadores de proteínas ligadas a resistência e 1 PR proteína.  

Já na cultivar resistente, os tratamentos suplementados com Si não tiveram 

efeito positivo na ativação da expressão do gene da PAL (Figura 12) em 

comparação com o tratamento apenas inoculado com Foc e com o controle 

negativo. Tais resultados podem evidenciar uma ativação natural deste gene nas 

plantas resistentes. Sustentando esta idéia Beckman, (1990) e De Ascensão e 

Dubery, (2000) sugerem que a resposta de resistência em banana é baseada 

principalmente na habilidade das plantas resistentes produzirem compostos 

fenólicos, aumento de deposição de lignina e aumento das enzimas envolvidas no 
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fortalecimento da parede celular. Como citado anteriormente a enzima fenilalanina 

amônia-liase está envolvida na síntese de precursores de tais compostos. A 

presença de altas quantidades de compostos fenólicos os quais podem estar 

relacionados com alta quantidade de proantocianidinas,foram encontradas em raízes 

de Grande Naine, tais metabólitos foram relacionados com os prováveis 

responsáveis pela capacidade de resistência desta cultivar ao ataque de nematóides 

(WUYTS et al., 2010). 

O gene pr3, apresentou inibição da expressão (tempos 0, 3, 6, 24) tendo 

uma maior expressão apenas no tempo 48 para a cultivar maçã (Figura 14) para o 

tratamento que foi simultaneamente suplementando com o Si e inoculado com Foc, 

para explicação de tais resultados acredita-se que esteja havendo ou um efeito 

antagônico entre os dois elicitores (Si e Foc), o que acabaria inibindo a expressão do 

sistema de defesa, permitindo, desta forma, o desenvolvimento da doença 

(Kurabachew e Wydraz 2010) ou uma ativação tardia do sistema de defesa, 

permitindo também desta forma a invasão do patógeno (OUCHI, 2006). Assim como 

para o gene pal, o pr3 teve os níveis de expressão maiores quando utilizados os 

dois elicitores em tratamentos separados, comprovando uma possível ação 

antagônica para a expressão. A expressão precoce da pr3 para a cultivar Maçã 

apenas inoculada com Foc pode sugerir que estas proteínas exerce um papel 

importante na tentativa precoce de defesa da banana contra Foc, embora a 

comparação com o controle negativo não tenha mostrado diferença significativa. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Van den Berg (2006). 

As plantas suplementadas com Si e inoculadas com Foc da cultivar Grande 

Naine apresentaram o mesmo padrão de expressão do pr3 (Figura 14) comparado 

com a cultivar Maçã, mostrando que independentemente do nível de resistência, a 

utilização combinada dos dois elicitores proporcionou um efeito antagônico para a 

banana. A aplicação do Si sem inoculação do Foc não apresentou diferença 

significativa para a expressão do gene, indicando que o mesmo não teve a 

capacidade de modificar o metabolismo vegetal. Este resultado está de acordo com 

vários trabalhos que sugerem que o Si, aplicado sozinho na planta, não teria a 

capacidade de modificar o metabolismo e desta forma não podendo desenvolver 

uma resposta bioquímica de defesa (CHÉRIF et al., 2001; FAUTEUX et al., 2002; 

YANG, et al., 2003; CAI et al., 2008; CAI et al., 2009). Diferente da aplicação do Si, a 

inoculação com Foc teve efeito positivo na expressão deste gene, resultados 
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semelhantes foram encontrados por Van den Berg (2006). Bol et al., (1990) e Van´t 

Kloostes et al., (1999), afirmam que em interações incompatíveis, a produção de PR-

proteínas é efetiva e a invasão do patógeno é bloqueada em um estágio inicial, sem 

causar danos para as plantas. A indução da endoquitinase na cultivar resistente 

pode inibir o crescimento do fungo devido a degradação bioquímica da parede 

celular. Isto pode estar relacionado também com a ativação do sistema de resposta 

de defesa partindo do sítio inicial da infecção devido ao seu papel como liberador de 

elicitores (VAN DEN BERG, 2006). Pegg e Young (1982) relataram que a liberação 

de β-1-3 glucanase e quitinases podem servir para destruir Foc em banana. 

Um fato interessante encontrado nos nossos resultados foi a participação 

ativa do controle negativo na expressão dos genes estudados (Figuras, 11, 13 e 15). 

Este tratamento não foi suplementado com Si e nem inoculado com Foc, no entanto 

passou pelos mesmos estresses mecânicos sofridos pelos demais tratamentos, a 

retirada das plantas do solo onde estava plantada e o corte das raízes. Desta forma 

acredita-se que a resposta pode ter sido gerada a partir das injúrias mecânicas 

sofridas pelas plantas. Agrios (2004) e Heath (2001), afirmam que, assim como a 

invasão por patógenos e estímulos químicos, injúrias mecânicas podem ser 

responsáveis pela acumulação de fitoalexinas nas plantas. Da mesma maneira Léon 

et al., (2001), afirmam que a resposta das plantas às injúrias podendo ser sistêmica 

e/ou localizada, envolvendo a geração, translocação, percepção e transdução de 

sinais específicos para ativar a expressão dos genes de defesa em resposta ao 

ferimento. Embora os demais tratamentos também tenham sofrido as injúrias 

mecânicas e terem sido expostos a possíveis elicitores (Si e Foc), não foi verificado 

um efeito aditivo de tais interações. Uma das hipóteses para este fenômeno é a 

possibilidade da interação entre as vias de sinalização na regulação da expressão 

dos genes de defesa, esta interação tem sido referida com o termo cross talk. De 

acordo com Kunkel e Brooks, (2001), este mecanismo está envolvido em uma 

complexa rede de sinalização na qual diferentes vias influenciam uma a outra de 

maneira positiva ou negativa, exemplificando que a rota do ácido jasmônico e ácido 

salicílico são antagônicas. 

O presente estudo mostrou a influência da aplicação do Si e Foc no nível de 

expressão de três genes de duas cultivares de bananeira. O controle negativo 

apresentou altos níveis de expressão dos três genes em ambas cultivares. Foi 

observado um efeito sinergistíco dos tratamentos Si/Foc na inibição da expressão da 
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pr3 e pal. O Si apresentou papel evidente apenas na ativação da pal para a cultivar 

suscetível. Esses dados são aditivos importantes para o entendimento das rotas 

metabólicas envolvidas nas respostas de defesa de bananeira a Foc sob influência 

do Si. 
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5.0 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O fato das plantas serem induzidas a ativar diferentes vias de defesa em 

resposta a diferentes fatores representou uma limitação para o nosso estudo, uma 

vez que não podemos concluir se o Si tem a capacidade de ativar os genes 

estudados em resposta a inoculação com Foc. Diante disto, estudos futuros são 

necessários para o entendimento das possíveis rotas de defesa induzidas pelo Si, 

buscando esclarecer se estas rotas são mutuamente dependes ou independentes. 

O alto nível de expressão dos três genes estudados no controle negativo 

pode ser um reflexo do metabolismo natural da planta ou ter sido causado pelas 

injúrias sofridas durante o processo de inoculação. Na tentativa de anular o efeito da 

injuria sugere-se que as plantas de ambas as cultivares suplementadas com Si 

sejam analisadas sem sofrer injúrias mecânicas. 

Sugere-se que pesquisas futuras sejam realizadas no sentindo de se estudar 

o genoma completo da bananeira para que se possam identificar os genes que 

estão sendo expressos com a aplicação do Si, para que a partir deste resultado, 

estudos mais completos com relação a expressão dos genes ativados sejam 

realizados. 

Esse estudo abre caminhos para o melhor entendimento da expressão 

gênica no patossistema Foc x bananeira por meio de indutores químicos, como o Si, 

considerando-se a escassez de trabalhos publicados na área. 
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