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RESUMO GERAL

O feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é o alimento basico das populagdes,

exercendo importante funcdo social no suprimento das necessidades nutricionais das
pessoas, além de desempenhar papel fundamental na producdo agricola brasileira,
particularmente das regides Norte e Nordeste. A busca por formas de controle de doengas
que apresentem reducao do uso de agroquimicos e a conscientizacdo da populacdo acerca
dos problemas ambientais ganha destaque no cenéario agricola,principalmente o manejo
fitossanitario. A antracnose, fitopatologia causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum é uma das doencas mais importantes da cultura do feijdo. O uso de
produtos comerciais que induzem resisténcia ganha relevancia no controle de doencas de
plantas, que € um dos principais meios de se obter altas produtividades nas culturas.
Dentre eles, destaca-se 0 acibenzolar-S-metil que atua em varias espécies vegetais contra
uma ampla gama de patogenos, incluindo fungos, virus e bactérias. Em plantas infectadas
ha inicialmente o acimulo de proteinas induzidas apds a penetracdo do patdgeno, ha
formacdo de estruturas, que apresentam maior ou menor sucesso na defesa da planta. As
enzimas peroxidase, polifenoloxidase, catalase e ascorbato peroxidase sdo exemplos de
proteinas relacionadas a patogenicidade. Dessa forma, o trabalho teve como objetivo
avaliar a eficiéncia do acibenzolar-S-metil em feijdo caupi no controle da antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum e a ativacdo de enzimas relacionadas
a patogenicidade.
O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo no municipio de Garanhuns — PE, e 0s
tratamentos foram dispostos em um esquema fatorial (5x4x3). As plantas receberam os
tratamentos da seguinte forma: TRATAMENTO 1 (0,15gL*); TRATAMENTO 2
(0,30gL™); TRATAMENTO 3 (0,45gL%) e TRATAMENTO 4 (0,60gL™) do acibenzolar-
S-metil (Syngenta®) e as plantas que receberam somente agua foram denominadas como
controle. As plantas permaneceram em casa de vegetacdo durante 35 dias. Quatro dias
apos a inoculacdo do micro-organismo a maior dose do indutor de resisténcia promoveu
maior a atividade para ascorbato pexoridase, esta enzima apresentou diferenca
significativa entre os demais tratamentos. No oitavo dia apds a inoculagédo a dose 0,15gL"
1 aumentou a atividade de ascorbato peroxidase. No décimo segundo dia apds a
inoculagio quando aplicou-se 0,30gL™ do indutor de resisténcia a catalase apresentou a
maior atividade enzimatica. O indice de severidade da doenca no quarto dia apés a
inoculacédo foi maior que no controle. Os tratamentos com maiores doses do acibenzolar-
S-metil proporcionaram maior atividade enzimatica e consequentemente maior
resisténcia as plantas de feijao caupi.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum, feijdo caupi, peroxidase, catalase,

polifenoloxidase, ascorbato peroxidase, acibenzolar-S-metil.
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GENERAL SUMMARY

The cowpea (Vigna unguiculada (L.) Walp.) is the staple food of the people, playing an
important social role in supplying the nutritional needs of people, and play a key role in
the Brazilian agricultural production, particularly in the North and Nordeste. A regions
search for ways to control diseases that have reduced use of agrochemicals and public
awareness about environmental issues is highlighted in the agricultural scenario,
especially the control disease. Anthracnose, plant pathology caused by Colletotrichum
lindemuthianum is one of the most important diseases of the bean crop. The use of
commercial products that induce resistance becomes important in the control of plant
diseases, whichis a major means of obtaining high yields in crops. Among them, there is
the acibenzolar-S-methyl which operates in several plant species against a wide range of
pathogens, including fungi, viruses and bacteria._In infected plants there initially the
accumulation of proteins induced after penetration of the pathogen, there are training
facilities, which have more or less success in plant defense. The peroxidase, polyphenol
oxidase, catalase and ascorbate peroxidase are examples of proteins related to
pathogenicity._The study was conducted in a greenhouse in the city of Garanhuns - PE,
and the treatments were arranged in a factorial design (5x4x3). The plants were treated
with the treatments as follows: TREATMENT 1 (0.15gL1); TREATMENT 2 (0.30gL"
1):; 3 TREATMENT (0.45gL?) and Treatment 4 (0.60gL™?) acibenzolar-S-methyl
(Syngenta®) and plants received water only were designated as control. The plants
remained in a green house for 35 days. Thus, the study aimed to evaluate the acibenzolar-
S-methyl efficiency in cowpea in controlling anthracnose, caused by the fungus
Colletotrichum lindemuthianum and activation of enzymes related to pathogenicity. Four
days after inoculation of the micro-organism the largest dose of resistance inducer
promoted greater activity for pexoridase ascorbate, this enzyme showed significant
differences between the other treatments. On the eighth day after inoculation the dose
0.15gL? increased the activity of ascorbate peroxidase. On the twelfth day after
inoculation when applied 0.30gL™ inducing resistance catalase showed the highest
enzymatic activity. O disease severity index on the fourth day after inoculation was higher
than in control. Treatment with higher doses of acibenzolar-S-methyl resulted in higher
enzyme activity and consequently greater resistance to bean plants cowpea.

Key words: Colletotrichum lindemuthianum, cowpea, catalase, ascorbate peroxidase,

acibenzolar-S-methyl.
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INTRODUCAO GERAL

O feijao caupi, feijdo-de-corda ou feijdo macassar [Vigna unguiculata(L.) Walp.]
é considerada uma leguminosa de ciclo anual, porte herbaceo, sendo cultivada em toda a
regido Nordeste do Brasil (MELO et al., 1999). A colheita pode ser realizada quando os
gréos estdo secos ou ainda verdes, mas isso depende do tipo de mercado consumidor a
quem se pretende comercializar o produto (BLANCO et al., 2011).

A cultura apresenta ciclo precoce, pouco exigente em agua e se adapta as mais
diversas condicdes de solo. O cultivo do feijdo caupi possui papel de destaque na
agricultura familiar, principalmente nos aspectos econémico, social e nutricional
(FREIRE FILHO, 2005; TEOFILO et al., 2008), caracterizado por ser uma leguminosa
de alto contelido proteico, nas quais suas sementes sdo fontes de aminoéacidos, tiamina e
niacina, além de fibras dietéticas, por isso € uma boa op¢éo para a melhoria da qualidade
de vida, especialmente da populacéo carente no meio rural e urbano (FONSECA et al.,
2010).

A producdo mundial de feijdo caupi em 2011 foi em torno de 5 milhdes de
toneladas, conforme registros da FAO (2013). Segundo Freire Filho et al. (2011), os
principais paises exportadores séo, Peru, Brasil, Niger, Mali, Burkina Faso, Benin, Chade,
Camardes, Myanmar e Tailandia. Ja como importadores Freire Filho et al. (2011)
destacam Estados Unidos, Canada, Portugal, Espanha, Grécia, Reino Unido, Bélgica,
Argélia, Egito, Nigéria, Gana, Costa do Marfim, Togo, Gab&o, Emirados Arabes Unidos,
Israel, india e Turquia.

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum é uma das
doencas mais importantes da cultura do feijao. A doenca tem sua origem, geralmente,
pela utilizacdo de sementes contaminadas ou pela presenca de restos culturais infectados,
podendo causar grandes perdas de producdo (WORDELL FILHO; STADNIK, 2008).

O controle da antracnose depende da combinacdo de praticas culturais, incluindo
uso de sementes livres do patdgeno, eliminacdo de plantas daninhas, rotacdo de cultura,
tratamento quimico e uso de cultivares resistentes (SILVA-LOBO et al., 2005).

Na ansia de se obter grandes produtividades com técnicas praticas de facil uso e
alta eficiéncia, a utilizacdo dos fungicidas se expandiu rapidamente causando grande
impacto ambiental. O controle de doencas em plantas € um dos principais meios de se

obter altas produtividades nas culturas. Visto que, deve haver um grande investimento em
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pesquisas e desenvolvimento de produtos e técnicas que se destinam a cumprir tal
objetivo. Porém, no final do século passado as pesquisas se intensificaram no uso de
resisténcia por parte da planta, ndo apenas a resisténcia génica a partir de genes
introduzidos, mas também a resisténcia induzida, fenbmeno que interessou muitos
pesquisadores, os quais vislumbraram a defesa latente por parte das plantas cultivadas, a
partir de agentes indutores, bidticos ou abidticos, com baixo impacto ambiental, e com a
possibilidade de se usar a mesma tecnologia de aplicacdo utilizada para os fungicidas
(KUHN, 2007).

O acibenzolar-S-metil, comercialmente conhecido como BION® é um ativador
de plantas e ndo tem acdo direta contra os patdégenos. A aplicacdo é realizada na parte
aérea das plantas, ativando seus préprios mecanismos naturais de defesa e aumentando
sua resisténcia as doencas. Devido ao seu modo de acéo particular, o produto deve ser
aplicado antes da entrada dos patdgenos, ou seja, de forma preventiva. O produto é
rapidamente absorvido pelos tecidos foliares e se transloca sistematicamente, tanto para
as folhas quanto para as raizes, ativando assim a planta de forma generalizada (BRASIL,
2013).

A utilizacdo de produtos que induzem mecanismos de resisténcia nas plantas
constitui como uma alternativa para 0 manejo integrado dessa doenca (ROMEIRO, 2008).
Apos o desenvolvimento do acibenzolar-S-metil, observou-se um consideravel avanco na
inducdo de resisténcia (SOBRINHO et al., 2005). Além da atividade fungicida desse
produto, ele também pode aumentar a capacidade das plantas se defenderem contra outros
patogenos (HERMS et al., 2002; VENANCIO et al., 2003).

Em plantas infectadas por micro-organismos potencialmente patogénicos, ha
primeiro o acumulo de proteinas que sdo induzidas pelo ataque do patdgeno. Apds a
penetracdo do patdgeno, ha formacdo de um ou mais tipos de estruturas, que apresentam
maior ou menor sucesso na defesa da planta, e podem apresentar poderosa atividade
antifangica. Exemplos bem caracterizados de proteinas relacionadas a patogenicidade
incluem as enzimas peroxidase, polifenoloxidase, catalase e ascorbato peroxidase
induzidas por patdgenos ou produtos quimicos exdgenos. Apos a infec¢do, pode ocorrer
um pronunciado aumento da atividade dessas enzimas que inibe o crescimento dos fungos
e libera substancias que induzem a producdo de fitoalexinas pelas plantas (KIM
&HWANG, 1994).
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A enzima peroxidase, a qual esta presente em tecidos de plantas, em certas células
animais, em micro-organismos é conhecida por participar de varios processos fisiologicos
de grande importancia. Em plantas, ela catalisa a oxidacao e a eventual polimerizagéo de
alcool hidroxicindmico em presenca de perdxido de hidrogénio (H202), originando
lignina (ISHIGE et al., 1993). O papel desta no processo de defesa além de reforcar a
parede celular a partir da formacao de lignina, suberina, polissacarideos e glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina esta no aumento da producao de espécies reativas de oxigénio que
apresentam acdo antimicrobiana, bem como na sinalizacdo e também na inducdo de
fitoalexinas (KRISTENSEN et al., 1999).

A catalase é uma enzima indispensavel para desintoxicacao das células das plantas
em condicdes de estresse, pois ela e responsavel pela dismutacédo direta de H2O,em H.O
e Oz, removendo este peroxido gerado nos peroxissomos por oxidases envolvidos na
oxidacao de acidos graxos, fotorrespiracdo e catabolismo de purinas. Niveis elevados de
H20, séo tdxicos para a planta, enquanto que a concentracdes mais baixas desempenha
um papel muito importante na transducdo de sinal nas plantas atacadas por fungos e
insetos (PRASAD et al, 1994). Esta enzima é a principal via de degradacdo H2O: e,
portanto, 0 aumento na atividade de catalase resulta na ativacdo da resisténcia sistémica
adquirida. Este sistema € ativado quando as plantas sdo atacadas, principalmente, por
fungos fitopatogénicos (GAYATRIDEVI et al., 2012).

Nas plantas, as polifenoloxidases estdo geralmente distribuidas em toda sua
estrutura, podendo alguns 6rgaos ou tecidos em maiores concentraces. O nivel pode
variar em funcao da espécie, cultivar ou do ambiente, podendo sua expressdo ser induzida
ou inibida em algumas plantas por estresses como injurias, toxicidade de nitrogénio e
ataque de patdgenos (SANCHEZ et al., 2000). A medida que ocorre a ruptura da célula
ocasionada por ferimentos, acdo de insetos ou patdgenos, ou ainda, senescéncia, as
polifenoloxidases sdo liberadas e iniciam o processo de oxidacdo dos compostos
fendlicos, também participam do processo de lignificacdo durante a invasao do patdgeno
(THIPYAPONG et al., 2004).

Ascorbato peroxidase € uma enzima fundamental do metabolismo antioxidante,
que catalisa a decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H20.) em &gua, utilizando o
ascorbato como doador de elétrons. O H202 € uma especie reativa de oxigénio (ERO)

produzido pelo metabolismo aerdbico e em situacBes de estresse bidtico ou abiodtico (LI
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et al., 2007). A ascorbato peroxidase desempenha papel chave na eliminagéo de H>Oz nos
cloroplastos e citossol. Podem ocorrer mudancas na atividade dessa enzima em resposta
ao estresse causado por fitopatdgenos ou pelo ambiente, e que o aumento dessa atividade
pode estar relacionado a tolerancia a esses estresses (LEE et al., 2001)



CAPITULO |

INDUCAO DE RESISTENCIA EM FEIJAO CAUPI (Vigna unguiculata(L.)
Walp.) UTILIZANDO ACIBENZOLAR-S-METIL NO CONTROLE DA
ANTRACNOSE

RESUMO

16
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O feijdo caupi [Vigna unguiculata(L.) Walp.] € uma leguminosa de grande importancia
para a humanidade devido a sua diversificacdo na renda de muitas propriedades, pois é
caracterizada como cultura de subsisténcia e também por ser cultivada por médios e
grandes produtores. A antracnose € a principal doenca da cultura do feijdo, podendo
promover perdas totais em combinacfes de cultivar suscetivel e clima favorével ao
desenvolvimento do fungo agente causal, Colletotrichum lindemunthianum. A utilizagéo
da inducéo de resisténcia torna-se uma alternativa para controle desse micro-organismo,
pois ativa 0s mecanismos latentes de resisténcia da planta com o uso de agentes bioticos
ou abioticos. Entre os indutores, destaca-se o acibenzolar-S-metil (ASM). Dessa forma,
o trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do acibenzolar-S-metil em feijdo caupi
no controle da antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum e a
ativacdo de enzimas relacionadas a patogenicidade. O estudo foi conduzido em casa de
vegetacdo no municipio de Garanhuns — PE. Os tratamentos foram dispostos em um
esquema fatorial (5x4x3), cinco tratamentos, 4 repeticdes e 3 periodos de coleta,
totalizando 60 unidades experimentais. As plantas receberam os tratamentos da seguinte
forma: TRATAMENTO1 (0,15gL™); TRATAMENTO 2 (0,30gL"1); TRATAMENTO 3
(0,45gL), TRATAMENTO 4 (0,60gL™) e controle. Quatro dias ap6s a inoculagdo a
maior dose do indutor de resisténcia promoveu maior a atividade para ascorbato
pexoridase, esta enzima apresentou diferenca significativa entre os demais tratamentos.
No oitavo dia apos a inoculacdo a dose 0,15gL-1 aumentou a atividade de ascorbato
peroxidase. No décimo segundo dia ap6s a inoculagdo quando aplicou-se 0,30gL™ do
indutor de resisténcia a catalase apresentou a maior atividade enzimatica. O indice de
severidade da doenca quatro dias ap0s a inoculacdo foi maior nas plantas controle e os
tratamentos com maiores doses do acibenzolar-S-metil proporcionaram maior atividade
enzimatica e consequentemente maior resisténcia as plantas de feijdo caupi.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum, feijdo caupi, peroxidase, catalase,

polifenoloxidase, ascorbato peroxidase, acibenzolar-S-metil.
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The cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] is a legume of great importance for humanity
due to its diversification in the income of many properties, it is characterized as
subsistence crop and also be grown for medium and large producers. Anthracnose is the
main bean crop disease and can promote overall losses in combinations of susceptible
cultivar and favorable climate for the development of the fungus causal agent,
Colletotrichum lindemunthianum. The use of induced resistance becomes an alternative
for the control of microorganism thus activates the latent mechanisms of plant resistance
using biotic and abiotic agents. Among the inductors, highlight the acibenzolar-S-methyl
(ASM). The study was conducted in a greenhouse in the city of Garanhuns - PE. The
treatments were arranged in a factorial design (5x4x3), five treatments, 4 replicates and
three collection periods, totaling 60 experimental units. The plants were treated with the
treatments as follows: treatment 1 (0.15gL-1); TREATMENT 2 (0.30gL-1); 3
TREATMENT (0.45gL-1), Treatment 4 (0.60gL-1) and control. Thus, the study aimed to
evaluate the acibenzolar-S-methyl efficiency in cowpea in controlling anthracnose,
caused by the fungus Colletotrichum lindemuthianum and activation of enzymes related
to patogenicidade. Quatro days after inoculation the highest dose of resistance inducer
promoted greater activity for pexoridase ascorbate, this enzyme showed significant
differences between the other treatments. On the eighth day after inoculation the 0.15gL-
1 dose increased the activity of ascorbate peroxidase. On the twelfth day after inoculation
when applied 0.30gL-1 of resistance inducer the catalase showed the highest enzymatic
activity. The disease severity index four days after inoculation plants was higher in the
control and treatment with higher doses of acibenzolar-S-methyl resulted in higher
enzyme activity and consequently greater resistance to cowpea plants.

Key words: Colletotrichum lindemuthianum, cowpea, catalase, ascorbate peroxidase,

acibenzolar-S-methyl.

1. INTRODUCAO
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O feijoeiro [Vigna unguicunlata (L.) Walp)], também conhecido como feijdo
macassar, feijdo caupi ou feijao de corda, é uma leguminosa de grande importancia ao
consumo humano, pois é rica em proteinas e aminoacidos, e também pode ser utilizada
para diversificacio de renda nas propriedades rurais (SILVA et al., 2013). E uma cultura
de grande relevéancia socioeconémica, notadamente em razdo da grande quantidade de
mé&o de obra que o seu cultivo demanda gerando diversos empregos diretos e indiretos
(SALGADO et al., 2012).

A antracnose € a principal doenca da cultura do feijdo, podendo promover perdas
totais em combinagdes de cultivar suscetivel e clima favoravel ao desenvolvimento do
fungo agente causal (ANTUNES et al., 2003). Sob condi¢des favoraveis, pode causar
danos de até 100%. A alta variabilidade patogénica do Colletotrichum lindemunthianum
tem sido detectada em muitas areas das Américas, criando assim dificuldades para a
incorporacéo de uma resisténcia duradoura do feijdo, ja que esta variabilidade nestas areas
aumenta (BALARDIN e RODRIGUES, 1995).

A demanda pelo uso sistematico de fungicidas, além de aumentar os custos, ainda
pode selecionar espécies de patdgenos resistentes, quando utilizado de forma inadequada,
dificultando ainda mais 0 manejo da doenca. A utilizac@o da inducdo de resisténcia torna-
se uma alternativa a esta préatica, pois, ativa 0s mecanismos latentes de resisténcia da
planta com o uso de agentes bioticos ou abidticos. Entre os indutores, destaca-se o
acibenzolar-S-metil (ASM) (AMARAL et al., 2008; PEREIRA et al., 2008; JUNIOR et
al., 2009; SILVA et al., 2010). O ASM é um indutor de resisténcia que ndo possui acdo
antimicrobiana direta, que interfere nos processos fisiologicos e/ou bioguimicos das
plantas, como a producdo de fendis, ativando a resisténcia sistémica (DEBONA et al.,
2009; FURTADO et al., 2010).

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do acibenzolar-S-
metil em feijdo caupi no controle da antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum

lindemuthianum e a ativacdo de enzimas relacionadas a patogenicidade.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Descricao da area de estudo

O estudo foi conduzido na Unidade Académica de Garanhuns — UAG/UFRPE, em
Casa de Vegetagdo, no municipio de Garanhuns — PE, agreste meridional, localizado sob
as coordenadas geograficas: 08°53°25” de latitude S e 36°29°34" de longitude O, com
altitude média de 896 m. O clima da regido é do tipo Mesotérmico Cs'a, com temperatura
média anual de 20°C e precipitacdo média em torno de 1.300 mm.

2.2.0btencéo do micro-organismo

O fungo Colletotrichum lindemuthianum URM 3149 foi obtido da Colecéo de
Culturas da Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

2.3.Producéo das plantas em casa de vegetacédo e aplicacdo do indutor

Plantas de feijdo caupi (Vigna unguicunlata) foram cultivadas em vasos de 4L,
contendo mistura de solo, areia e matéria organica (2:1:2) e mantidos em casa de
vegetacdo. As sementes de feijdo da cultivar IPA 206, de ciclo precoce (65-72 dias) foram
fornecidas pelo Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA). As plantas foram regadas
uma vez ao dia todos os dias da conducdo do experimento, totalizando trinta e dois dias
em casa de vegetacao.

Os tratamentos foram dispostos em um arranjo fatorial (5x4), cinco tratamentos,
4 repeticdes com 3 periodos de coleta, totalizando 60 unidades experimentais. Assim, as
plantas receberam os tratamentos da seguinte forma: TRATAMENTO 1 (0,15gL%);
TRATAMENTO 2 (0,30gL?); TRATAMENTO 3 (0,45gL?), TRATAMENTO4
(0,60gL™) e CONTROLE (4gua destilada). Quatro sementes foram semeadas em cada
vaso. O acibenzolar-S-metil foi aplicado pulverizando-se 10 mL de solugéo por planta.

Em casa de vegetacdo foram cultivadas plantas de feijao caupi, com a germinagéo
ocorrendo ao 5° dia ap0s a semeadura. Ao 18° dia ap6s a emergéncia procedeu-se a
pulverizacdo com as diferentes doses do Bion e agua destilada (controle), todos no
volume de 10 mL nas primeiras folhas da planta. Dois dias apds o tratamento, quando as
plantas ja apresentavam trés pares de folhas formadas, foi inoculado Colletotrichum

lindemuthianum, na concentragéo de 7,6x10° conidios por mL. As plantas foram mantidas


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mesot%C3%A9rmico
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cobertas com sacos plasticos durante 4 dias para favorecer o desenvolvimento do fungo
(Figura 1). Foram realizadas coletas ao 24°, 28° e 32° ap0s a emergéncia (4, 8 e 12 dias

apos a inoculacdo) para posterior determinacéo das atividades enzimaticas.

Figura 1. Fotografia do experimento em casa de vegetacao, sacos plasticos colocados em
cada vaso para favorecer o desenvolvimento do micro-organismo (Fonte: Siqueira, I.T.D.,
2014).

2.4. Obtencao das amostras de tecido foliar

Para realizacdo das determinac¢des analiticas, em cada amostragem, 1 par de folhas
de feijoeiro completamente formadas foram coletadas das plantas de cada tratamento e
rapidamente armazenadas em freezer. As coletas foram efetuadas aos 4, 8 e 12 dias ap0s
a inoculacdo. Para a obtencdo dos extratos vegetais utilizados nas determinacGes das
atividades enzimaticas, amostras congeladas das folhas foram pesadas (0,19 de amostra
de tecido vegetal) e maceradas com Nz liquido em almofariz com adicdo de
polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/v) até a obtencdo de um pé fino que em seguida foi
homogeneizado em solugdo tampéo fosfato de sdédio 50 mM, pH 7,0 e, posteriormente
centrifugado a 10.000xg por 10 min a 4°C e o sobrenadante utilizado para as
determinagdes enzimaticas (ANDRADE et al., 2013).

2.5.Determinacg0es enzimaticas

2.5.1. Peroxidase
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A atividade da peroxidase foi determinada a 30 °C, por método
espectrofotométrico direto, pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol a 470
nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999). A cubeta de referéncia continha 2,5mL da solucéo
com 135 pL de guaiacol, 50 pL de peréxido de hidrogénio e 50 pL do extrato proteico.
A atividade de peroxidase foi expressa em umol H,O2 decomposto mint gt MF. A
absorbancia foi lida no tempo 0 e apds 60 segundos. As leituras foram feitas em cinco

amostras de cada tratamento.
2.5.2. Catalase

A atividade de catalase foi determinada usando-se EDTA (1mM), peréxido de
hidrogénio 100mM, dissolvido em solugdo tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0).
A reacdo se desenvolveu misturando-se 1390uL de tampao, 50 pL do extrato enzimatico,
60pL de perdxido de hidrogénio. As leituras em espectrofotdmetro foram realizadas a
240 nm, no tempo 0 e apos 60 segundos. Os resultados foram expressos em pmol H20>
decomposto min? g MF. As leituras foram realizadas em cinco amostras de cada

tratamento.

2.5.3. Polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase (PFO) foi determinada segundo a metodologia de
Kar e Mishra (1976), com adaptacdes. O substrato foi composto por pirogalol, na
concentracdo de 50 mM, dissolvido em solucdo tampéo fosfato de sédio 100 mM (pH
6,8). A reacdo se desenvolveu misturando-se 1mL de pirogalol, 25 puL do extrato
enzimatico, apds cinco minutos interrompeu-se a reacdo com a adi¢do de25 pL de acido
sulfurico (5%). As leituras em espectrofotbmetro foram realizadas a 420 nm. Os
resultados foram expressos em pmol H,O2 decomposto min? g MF. As leituras foram

feitas em cinco amostras de cada tratamento.

2.5.4. Ascorbato peroxidase

A atividade de ascorbato peroxidase foi determinada usando-se EDTA (1mM),

peroxido de hidrogénio 100mM, e cido ascorbico, dissolvido em solucdo tampéo fosfato
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de potéssio 50 mM (pH 6,0). A reacdo se desenvolveu misturando-se 1335uL de tampéo,
75 pL do extrato enziméatico, 75uL de ascorbato e 15uL de perdxido de hidrogénio. As
leituras em espectrofotdmetro foram realizadas a 290 nm, no tempo 0 e apds 60 segundos.
Os resultados foram expressos em pmol H,O, decomposto min?t g? MF. As leituras

foram feitas em cinco amostras de cada tratamento.

2.6. Avaliagdo da doenca

A severidade da antracnose foi avaliada 10 dias apds a inoculagdo do micro-
organismo. Para tanto, foi utilizada a escala de notas de Rava et al. (1993) que varia de 1
a 9, sendo: 1 = auséncia de sintomas; 2 = até 1% das nervuras apresentando machas
necroticas, perceptiveis somente na face inferior da folha; 3 = maior frequéncia dos
sintomas foliares descritos no grau 2, até 3% das nervuras afetadas; 4 = até 1% das
nervuras apresentando manchas necroticas, perceptiveis em ambas as faces da folha; 5 =
maior frequéncia dos sintomas foliares descritos no grau 4, até 3% das nervuras afetadas;
6 = manchas necroticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces da folha, presenca
de algumas lesdes nos talos, ramos e peciolos; 7 = manchas necroticas na maioria das
nervuras, com grande parte do tecido do mesoéfilo adjacente rompendo-se e presenca
abundante de lesdes nos talos, ramos e peciolos; 8 = manchas necroticas quasena
totalidade das nervuras, ocasionando rompimento, desfolha, e reducdo do crescimento
das plantas, assim como lesGes muito abundantes nos talos, ramos e peciolos; 9 = maioria
das plantas mortas. Em seguida, as notas foram transformadas para porcentagem de area

foliar afetada conforme descrito por Marques Janior et al. (1997).

2.7. Analise estatistica

Para a andlise estatistica sera utilizado o programa SISVAR. Sera feita, ainda,
andlise de regressdo linear de segunda grau para verificar a associacdo entre as variaveis
estudadas. Para isso serd utilizado o programa SISVAR e os gréaficos obtidos no programa
Excel, versdo 2007-2010.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Peroxidase
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A atividade de peroxidase obtida em folhas de feijdo caupi cultivar IPA 206,
apresentada na Figura 2, pode-se observar que ocorreu um aumento da atividade da
enzima no oitavo dia apds a inoculagdo quando se aplicou 0,45gL* de indutor. Ao décimo
segundo dia apds a inoculacdo houve aumento da atividade quando aplicou-se a maior

dose do indutor de resisténcia e um leve aumento quando aplicou-se a menor dose do

indutor.
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Figura2. Atividade da peroxidase em folhas de feijdo caupi, cultivar IPA 206, nos diferentes tempos de
inoculagdo com C. lindemuthianum. Equacdo Polinomial. y = 0,198x?—4,296x +69,44 (R2 = 1).

Campos et al. (2004) obtiveram resultados significativamente elevados de
peroxidase em plantas de feijdo comum tratadas com indutor de resisténcia. Constataram
que aumentos na atividade da peroxidase, podem indicar aumento na biossintese de
lignina, que atua como uma barreira a infeccdo microbiana e também pode promover
aumentos na concentracdo de produtos de oxidacao de fendlicos.

A atividade de enzimas oxidativas como peroxidases desempenha um papel
importante como parte do mecanismo de defesa induzida em plantas (SANCHEZ et al.,
2000; RESENDE et al., 2002). Os mecanismos de defesa em resposta aos ataques de
fitopatdgenos envolvem alteragdes metabdlicas que estdo correlacionadas com mudancas
na atividade de enzimas-chave nos metabolismos primario e secundario (ARAUJO:;
MENEZES, 2009). Neste contexto o grupo de peroxidases representa um papel
importante no mecanismo de defesa, mudancas na atividade destas enzimas tém sido
frequentemente correlacionadas a resposta de resisténcia ou suscetibilidade em diferentes
interacOes patdgeno-hospedeiro(VIECELLI et al., 2010).
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Esse fato sugere que ao aumentar a dose do indutor de resisténcia em estudo e
para as condigdes em que o trabalho foi conduzido, h&d maior atividade desta enzima, e
consequentemente maior defesa da planta quando submetida a ataques do patégeno.
Cavalcanti et al. (2004) ainda reforca a hipdtese afirmando que o acibenzolar-S-metil
(ASM) atua no aumento da atividade de enzimas envolvidas na resisténcia das plantas.

De acordo com Cavalcanti et al. (2006), a atividade de peroxidase foi induzida em
tomateiro pulverizado com acibenzolar-S-metil e inoculado com Xanthomonas.
campestris. Baysal et al. (2003) também verificaram que plantas de tomateiro
pulverizadas com acibenzolar-S-metil apresentaram maior atividade de peroxidase
quando infectadas por Clavibacter michiganensis.

Muitos estudos apontam reducédo da intensidade de doengas em diversas culturas
quando tratadas com ASM, e que muitas vezes o periodo de absorcédo e assimilacao pela
planta é mais importante que diferentes doses utilizadas (CAMPOS et al., 2009; BALDO
etal., 2011; ALAMINO et al., 2013).Esta enzima possui grande afinidade com substratos
envolvidos na lignificacdo da parede celular e os produtos da sua atividade também
possuem atividade antimicrobiana direta na presenca de peroxido de hidrogénio. A
peroxidase esta relacionada com o processo de protecdo antioxidativa, o qual promove o
aumento na sintese de lignina que fortalece a parede celular contra a acdo de enzimas
liticas produzidas pelos patdgenos (ANDRADE et al., 2013).

As peroxidases sdo responsaveis pela remocao de atomos de hidrogénio dos grupos
alcoois hidroxicinamicos, cujos radicais se polimerizam para formar a lignina. Esse
polimero, juntamente com a celulose e outros polissacarideos que ocorrem na parede
celular das plantas superiores, funciona como uma barreira fisica a penetracdo do
patogeno. Além disso, esta enzima também participa da biossintese do etileno, e na
oxidacao de acido indol acético (AlA) e de compostos fendlicos (CAVALCANTI et al.,
2005).

3.2. Catalase

A atividade de catalase obtida em folhas de feijdo caupi cultivar IPA 206,
apresentada na Figura 3, pode-se verificar aumento na atividade enzimatica a partir do

oitavo dia ap0s a inoculacdo quando aplicou-se 0,45gL* de indutor e reducéo da atividade
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nos tratamentos 1, 2, 3 e 4. No décimo segundo dia apds a inoculagdo ocorreu aumento
da atividade de catalase nos tratamentos 1, 2 e 3.
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Figura3. Atividade de catalase em folhas de feijdo caupi, cultivar IPA 206, nos diferentes tempos de
inoculacdo com C. lindemuthianum.Equacéo Polinomial. y = -0,685x? + 9,862x + 61,10 (R2 = 1).

Segundo Deuner et al. (2011) a reducdo na atividade de catalase ocasiona um
excessivo estresse causado pelo ataque de um fitopatdgeno. Quando essa enzima ndo atua
de forma eficiente, a peroxidacao lipidica se torna mais evidente, sendo este o principal
sintoma atribuido ao dano oxidativo, frequentemente utilizada como um indicador de
dano as membranas celulares (HERNANDEZ et al., 2000).

Valente (2011), avaliando a atividade de catalase e 0s mecanismos de defesa em
mudas de cafeeiro, utilizando indutores de resisténcia feitos a partir de extratos vegetais,
contra patdégenos chegou a conclusdo que o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes como a catalase pode traduzir uma protecdo da planta contra o ataque de
determinado patogeno. Observou ainda que pulverizagbes com indutores aumentaram a
atividade da catalase pelo fato de que possuem eliciadores que sdo reconhecidos pelas
plantas, ativam suas respostas de defesa, como o aumento na atividade de enzimas
relacionadas a patogenicidade.

Diante disso, pode-se analisar que alguns mecanismos de resisténcia sdo ativados
apos a inoculacdo das plantas com agentes patogénicos. Em plantas resistentes essa
ativacdo de respostas de defesa € rapida, impedindo ou reduzindo a colonizacdo, o que
ndo ocorre em plantas suscetiveis, pois esse processo € lento. O tratamento prévio com

indutores de resisténcia pode preparar plantas suscetiveis, por meio da ativacao rapida de
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respostas de defesa, e assim reduzir a intensidade de doencas causadas por esses
patégenos (PLANCHAMP et al., 2013).

JINDICHOVA et al. (2011) trabalhando com plantas de couve e avaliando a
interacdo dessas plantas com um fungo patogénico observaram que o aumento da
atividade de catalase reduziu os sintomas da doenca nas folhas, diminuiu
significativamente o desenvolvimento da necrose em até 20% quando comparadas com
as plantas controle.

Em estudos realizados por Xavier et al. (2011) com extratos vegetais na inducao
de resisténcia em cafeeiro, observou-se que houve aumento na atividade de catalase a
medida que decorria-se o0 tempo de inoculacdo. Visto que, a primeira resposta de defesa
da planta é a explosdo oxidativa ou a geracéo de espécies ativas de oxigénio. Estes atuam
no reforgo da parede celular, formando uma barreira mecénica efetiva contra a penetragéo
de patdgenos nos tecidos da planta.

3.3. Polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase obtida em folhas de feijdo caupi cultivar IPA 206,
apresentada na Figura 4, pode-se verificar que o tratamento 2 respondeu pela maior
atividade e foi estatisticamente diferente dos demais. No oitavo dia houve acréscimo da
atividade nos tratamentos 3 e 4. No décimo segundo dia ap0s a inoculacao é notavel o

aumento da atividade de polifenoloxidase no tratamento 3.
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Figura4. Atividade de polifenoloxidase em folhas de feijdo caupi, cultivar IPA 206, nos diferentes tempos
de inoculagdo com C. lindemuthianum. Equagdo Polinomial. y =0,119x?2 - 3,024x + 65,61 (R? = 1).

Souza et al. (2004) estudando alteragdes metabdlicas associadas ao feijao caupi
relataram aumento na atividade de polifenoloxidase quando as plantas sofreram estresse
hidrico. A exemplo, Oliveira et al. (2012) observaram em plantas de feijao caupi que a
atividade da enzima polifenoloxidase aumentou quando a variedade CE-109 estava
parasitada com Meloidogyne incognita. Além disto, a atividade enzimética pode ser
reduzida ou estimulada com ataque de fitopatdgeno e algumas delas, como a
polifonoloxidase, podem ter mecanismos de defesa dos hospedeiros a patdgenos
(ROSSITER et al., 2008)

Silva et al. (2009) observaram em plantas de feijdo comum que a aplicacéo de um
indutor de resisténcia promoveu resposta mais rapida a inoculagdo com Xanthomonas
axonopodis, proporcionou aumento expressivo da atividade de polifenoloxidase e
conduziu maior resisténcia as plantas.

Orober etal. (1999) constataram que geralmente ocorre maior atividade da
polifenoloxidase nos tecidos infectados de cultivares resistentes do que em tecidos
infectados de cultivares suscetiveis ou em plantas sadias. A importancia da atividade da
polifenoloxidase na resisténcia a doengas deve-se, provavelmente, a sua propriedade em
oxidar compostos fenolicos para quinonas, 0s quais sd0 muito mais toxicos aos micro-
organismos do que o fenol original, e a sua acdo protetora no local do ferimento. Ngadze
et al. (2011) relacionaram o aumento da atividade da polifenoloxidase com a maior
resisténcia de tubérculos de batata a Pectobacterium atrosepticum.

Por esta razdo, admite-se que um aumento na atividade da polifenoloxidase resulta
em altas concentracbes de produtos toxicos de oxidacdo e, portanto, maior grau de
resisténcia a infeccdo (ZHENG-CUIMING et al., 1999).

Em trabalhos com induc¢éo de resisténcia em tomateiro utilizando acibenzolar-S-
metil Itako et al. (2012) observou que a aplicacdo desse indutor aumentou a atividade da
polifenoloxidase em plantas de tomateiro, confirmando sua capacidade de induzir
resisténcia em plantas cultivadas, evidenciando que este produto tem relacédo direta com
a inducdo de resisténcia a antracnose em plantas de feijdo caupi. Observaram também que
0 acibenzolar-S-metil induziu a atividade de polifenoloxidase evidenciando que este

produto induziu a resisténcia em plantas de tomateiro. Cavalcanti et al. (2006) atribui o
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fato de que a atividade dessa enzima esté correlacionada com a resisténcia induzida, ou
seja, ativacdo desse produto na atividade dessa enzima, sendo produzidas algumas horas
apos a pulverizagdo e até 12 dias apos.

3.4. Ascorbato peroxidase

A atividade de ascorbato peroxidase obtida em folhas de feijdo caupi cultivar IPA
206, apresentada na Figura 5, observa-se que a maior dose contribuiu para a maior
atividade. No oitavo dia ap6s a inoculacdo é notavel o aumento da atividade nos
tratamentos 1, 2 e 3 e reducdo da atividade enzimatica para os demais tratamentos
(controle e T4). No décimo segundo dia ap6s a inoculacdo observa-se decréscimo na

atividade enzimatica em todos os tratamentos.
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Figura 5. Atividade de ascorbato peroxidase em folhas de feijdo caupi, cultivar IPA 206, nos diferentes
tempos de inoculagdo com C. lindemuthianum. Equacéo Polinomial. y =--1,37x? + 19,02x + 36,05(R2 = 1).
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Ascorbato peroxidase é considerada umas das peroxidases mais importantes, pois
catalisa a reducéo do H>O>, por meio do poder redutor do ascorbato (SHIGEOKA et al.,
2002). Leite et al (2004) trabalhando com resisténcia induzida em feijdo comum observou
que niveis elevados desta enzima sdo mais atuantes e constantes precocemente, podendo
contribuir na resisténcia a antracnose, reduzindo os efeitos danosos do C.
lindemuthianum.

Lanubile et al. (2012) em trabalhos realizados com milho observou que em plantas
resistentes houve maior atividade de ascorbato peroxidase, podendo esta enzima esta
relacionada a prevencao da formacdo de OH" e efeitos toxicos da acumulacdo de H20..

As ascorbatos peroxidases apresentam varias isoformas distribuidas por diversos
compartimentos celulares. Esta enzima representa componentes importantes do sistema
de protecdo oxidativa nas folhas e nas raizes de feijao caupi (CAVALCANTI et al., 2007).

Ahsan et al. (2010) trabalhando com plantas de soja expostas a elevadas
temperaturas constataram aumento na atividade de ascorbato peroxidase. 1sso explica o
fato de que muitas vezes uma planta quando submetida a uma condicdo de ataque de
fitopatégeno ou qualquer outro tipo de estresse que venha a comprometer a suas
atividades pode aumentar a atividade de determinada enzima como medida de protecao a
este agente, estando envolvida no processo de protecédo de planta. Alamino et al. (2013)
constataram que me plantas de maca submetidas ao tratamento com acibenzolar-S-metil
apresentaram valores numericamente maiores que a testemunha na atividade de
ascorbato peroxidase. A reducéo da atividade de ascorbato peroxidase no décimo dia apds
a inoculacdo pode estar relacionada a potencializacao reduzida do indutor ap6s alguns
dias decorrentes a inoculacao ou até mesmo a baixa incidéncia do patdgeno nesse periodo.

Suza et al. (2010), relataram que algumas espécies de plantas, apds sofrerem
algum tipo de lesdo, apresentam uma queda na concentracdo de &cido ascérbico, que
participa de reacdes de detoxificacdo, de forma enzimatica e ndo enzimatica de espécies
reativas de oxigénio geradas pelo metabolismo celular aerébico e por estresses bidticos e

abioticos.

3.5. Severidade da doenca

A Tabela 5 traz os dados do indice de severidade da antracnose em plantas de feijao

caupi. Verifica-se que a severidade da doenca € maior no quarto dia apés a inoculagéo
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quando se aplicou apenas agua nas plantas. No oitavo dia apés a inoculacéo a severidade

da doenca apresentou redugdo quando as plantas foram submetidas a uma maior dose de

indutor (0,45gL1). No décimo segundo dia apds a inoculagio a severidade da doenca

apresentou reducdo quando as plantas foram submetidas a aplicacdo com 0,45gL? do

indutor.

Tabela 5. indice de severidade da infeccdo por Colletotrichum lindemuthianum, do feij&o

caupi, cultivar IPA 206, para os diferentes tratamentos, em funcdo do tempo de

inoculacdo com C. lindemuthianum.

Dias ap0s inoculagao

Tratamento 4 8 12

Testemunha 0,76 d 0,65 a 0,70 ¢

T1(0,15gLY) 0,10 a 0,70 a 0,96 a

T2 (0,30gL™Y) 0,43 b 0,45b 0,76 b

T3(0,45gL™Y) 0,30c 0,30 ¢ 0,61lc

T4 (0,60gL™Y) 0,38 b 0,31c 0,66 c
CV% 45,56 42,84 41,98

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem, estatisticamente, pelo teste de Duncan ao nivel de

5% de probabilidade.

As atividades de catalase e ascorbato peroxidase apresentaram 97,662 e 108,368 pumol

H20, decomposto min? g* MF, respectivamente, alta atividade enzimatica em relacéo as

demais. Campos et al. (2009) relatam que a alta atividade podem ser resultantes da maior
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acdo hidrolitica das atividades das enzimas sobre os componentes da parede celular. Em
meio ao fendmeno de inducdo de resisténcia varios autores atribuem a redugdo da
severidade da doenca ao aumento da atividade de enzimas associadas a protecdo de
plantas (VIDHYASEKARAM et al., 2001; PENG etal., 2004).

4. CONCLUSAO

o Os tratamentos com maiores doses do acibenzolar-S-metil proporcionaram maior
atividade enzimatica e consequentemente maior resisténcia as plantas de feijdo caupi;

o A severidade da antracnose foi reduzida com a utilizacéo do indutor de resisténcia.
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