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RESUMO

O efeito dainducdo de resisténcia promovido por acibenzolar-
S-methyl foi avaliado em trés cultivares de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris), com diferentes niveis de resisténcia & murcha-de-
Curtobacterium, em dois ensaios distintos, sob condicdes de casa de
vegetacdon. O primeiro ensaio visou avaiar a agdo do acibenzolar-S-
methyl na indugdo de resisténcia a murcha-de-Curtobacterium e o
segundo, objetivou avaliar a agdo deste produto na atividade das
enzimas peroxidase e polifenoloxidase e no nivel de proteinas totais
solivels, em amostras de folhas e caule, sem inoculagdo do patdgeno.
Em ambos os ensaios o indutor foi pulverizado na dosagem de 100 ug
i.a/ml, cinco dias apds o transplante das plantas para vasos. O
acibenzolar-S-methyl foi ineficiente, tanto para controlar a doenca na

cultivar suscetivel (IAC Carioca), quanto para incrementar 0s niveis
de resisténcia das cultivares resistentes (IAC Carioca Akytd e IAC
Carioca Pyatd). A peroxidase apresentou maior atividade nas plantas
pulverizadas com o indutor, tanto na folha, como no caule. A
polifenoloxidase mostrou maior atividade apenas no caule das plantas
pulverizadas. O nivel de proteinas totais solUveis foi maior no caule
das plantas pulverizadas do que nas ndo-pul verizadas, porém ndo diferiu
nafolha Asenzimas e proteinas avaliadas apresentaram maiores nivels
na folha do que no caule das plantas de feijoeiro avaliadas.

Palavras-chave adicionais: Curtobacterium flaccumfaciens,
inducdo de resisténcia, Phaseolus vulgaris, peroxidase,
polifenoloxidase.

ABSTRACT

Inefficiency of acibenzolar-S-methyl in induction of resistance
against bacterial wilt in common bean

The effect in the induction of resistance by acibenzolar-S-methyl
was evaluated in three common bean (Phaseolus wulgaris) cultivars,
with different levels of resistance to bacteria wilt under greenhouse
conditions. The first assay evauated the acibenzolar-S-methyl action
in the induction of resistance against bacterial wilt; the second
evaluated the action in the peroxidase and polyphenoloxidase
activities as well as in tota soluble protein level, in leaf and stem,
without pathogen inoculation. In both assays, the inducer was sprayed

at a dosage of 100 ng i.a/ml, five days after transplanting to pots.
Acibenzolar-S-methyl was inefficient in controlling the disease in
susceptible cultivar (IAC Carioca), nor did it improve the resistance
level inresistant cultivars (IAC Carioca Akytd and IAC Carioca Pyatd).
Peroxidase showed higher activity in inducer sprayed plants either
in leaves or stems. In the sprayed plants, polyphenoloxidase showed
higher activity only in stems. The total soluble protein level was
higher in the stems of sprayed plantsthan in thosethat wern't sprayed,
but levels did not differ inthe leaves. Theenzymesand proteinseval uated
showed higher activity and levels in the leaves than in the stems.

INTRODUCAO

Acibenzolar-S-methyl € um produto que interfere nos
processos fisiol 6gicos/bioquimi cos das plantas, podendo ativar
resi sténcia sistémicaaos agentes patogénicos. Esseingrediente
ativo pertence aclasse quimicabenzothiadiazole e € o primeiro
representante de uma nova categoria de produtos utilizados
na protecdo de plantas, também chamados de ativadores de
plantas ou indutores de resisténcia (Knight et al., 1997). O
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mesmo vem sendo avaliado em diversas culturas, entreelasa
do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Associado a utilizaco
de préticas agricolas e a aplicacdo de defensivos quimicos
tradicionais, este produto é capaz de atender as necessidades
de uma agricultura sustentével, com maior produtividade,
gualidade e menor impacto econémico e ambiental.

O modo de acdo ao nivel bioguimico dos produtos
descritos como indutores de resisténeia tém sido estudados
em trabal hos recentes (Solorzano et al., 1996; Li & Li, 1998;
Moraes, 1998). A inducéo pode acorrer pelaativacdo de genes
gue codificam uma série de proteinas rel acionadas a patogé-
nese e enzimas envolvidas nasintese deligninaefitoalexinas,
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como peroxidases e polifenol oxidases (Resende et al ., 2000).

Peroxidase e polifenol oxidase sdo enzimas encontradas
em todas as plantas e em muitos fungos e bactérias aerobicas.
Freqlientemente, essas enzimas aumentam sua atividade em
resposta ao estresse, e um de Seus principais papéis parece ser
o de promover a protecdo da célula (Siegel, 1993). A relacdo
positiva entre a atividade da peroxidase e a resisténcia de
plantas a doengas, tem sido relatada em diversos trabal hos,
sendo que 0 aumento da atividade da peroxidase durante o
desenvolvimento da doenca tem se correlacionado com a
expressdo de resisténcia em diferentes interacGes patégeno-
hospedeiro (Hammerschmidt & Kuc, 1982; Hammerschmidt
et al., 1982; Coffey & Cassidy, 1984).

A bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Hedges) Collins & Jones, agente causal da
murcha-de-Curtobacterium, foi constatada pelaprimeiravez
no Brasil, na safra das guas de 1995, no Estado de Sao Paulo
(Maringoni & Rosa, 1997). Trata-se de um patdgeno vascular,
transmissivel por sementese de controlerestrito, praticamente,
através da utilizacdo de cultivares resistentes e de sementes
sadias. Essadoencatem ocorrido com freqiiénciaem lavouras
defeijoeiro nos Estados de Séo Paulo, Parana e Santa Catarina,
causando grandes problemas a cultura (Leite Jr. et al., 2001;
Maringoni, 2002).

Os objetivos deste trabalho foram: verificar o efeito
daaplicacdo de acibenzolar-S-methyl nainduggo deresisténcia
a murcha-de-Curtobacterium em trés cultivares de feijoeiro
com diferentes niveis de resi sténciaaessadoenca, assim como
avaliar o efeito do indutor na atividade de peroxidase e
polifenoloxidase, e no nivel de proteinas totais sol(veis nas
plantas dos cultivares avaliados.

MATERIAL E METODOS

Acéo do acibenzolar-S-methyl no controle da mur cha-de-
Curtobacterium

Sementesdefeijoeiro doscultivares|AC Carioca, IAC
Carioca Akytd e IAC Carioca Pyatd foram tratadas com
hipoclorito de sodio comercial (2,0% decloro ativo) al% em
aguadurante 5 min e posteriormente lavadas em aguacorrente.
Foram colocadas para germinar em papel-de-filtro sob condi-
¢Bes controladas de umidade e temperatura. A metodologia
utilizada permite uma germinacgdo mais rapida e a selecéo de
pléntulas com crescimento uniforme para o transplante.

As sementes pré-germinadas foram transplantadas para
vasos de 1,0 | de capacidade (trés plantulasivaso) contendo
substrato autoclavado constituido de 70% de areiagrossa, 15%
deterrae 15% de esterco, sendo posteriormente submetidasa
condi¢des de casa de vegetagdo, a 25+3 °C, luz natura e
irrigados por gotejamento. O indutor de resisténcia foi
pulverizado nasfolhas até o inicio do escorrimento, aoscinco
dias apos o transplante, na dosagem de 100 pg i.a/ml, com
pulverizador costal damarca Brudden, modelo Super Spray e
bico de pulverizacdo do tipo cone vazio.

O isolado de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciensfoi
inoculado nas plantulas por meio de pungcdo com agulha
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umedecida em coldnia bacteriana desenvolvida em meio
nutriente-sacarose-agar (3,0 g de extrato de carne, 5,0 g de
peptona, 5,0 g de sacarose, 1,0 | de &gua destilada), a 28 °C,
comtrésdias, em dois pontos naregido do caule, acimado nd
cotiledonar e abaixo das folhas primarias (Maringoni, 2002).
A inoculagdo foi feita cinco dias ap0s a pulverizagdo com o
indutor. O delineamento estatistico utilizado foi o de blocos
casualizados, com cinco repeticdes, no esquema fatorial 3 x
2, com testemunhas ndo inocul adas (trés cultivares x com ou
sem pulverizagdo).

Os sintomas da doenca foram avaliados aos 25 dias
apos ainocul acdo das plantas, atribuindo-se notas que variam
de0a9, conforme escala paramurcha-de-Fusarium adaptada
por Maringoni (2002). A massa secadaparte aéreafoi avaliada
visando estimar areducéo do desenvolvimento das plantas.

Andlise da atividade de peroxidases, polifenoloxidases e
nivel de proteinas totais sollvels

A metodologia de cultivo e pulverizacdo das plantas
foi a mesma utilizada no ensaio anterior. O delineamento
estatistico foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, no esquemafatorial 3 x 2 (trés cultivares x com e
sem pulverizacdo). Foram realizadas quatro coletas de material
paraanalise, aos cinco, dez, 15 e 20 dias apds a pulverizacdo
com o indutor, cortando-se pedacos do primeiro trifélio da
plantaedo caule, naregido entre o né cotiledonar e ainsercéo
do primeiro trifdlio, obtendo-se, portanto, dois tipos de
amostras distintas, dafolha e do caule.

As amostras foram processadas para analise da
atividade da peroxidase, polifenoloxidase e proteinas totais
sollvei's, em tampédo fosfato pH 6,7, 0,2 M atemperaturaentre
0-4 °C. O homogenado formado foi centrifugado por 15 min
a 10.000 g. A atividade da peroxidase foi determinada de
acordo com o0 método descrito em Lima (1994). A atividade
da polifenoloxidase foi determinada pelo mesmo método da
peroxidase, com adaptacdes (Kar & Mishra, 1976). O teor de
proteinas totais solUveis foi determinado pelo método de
Bradford (1976).

A andlise dos dados foi feita utilizando-se o calculo
das areas abaixo da curvade progresso da producéo dos com-
postos avaliados, em funcédo do tempo (coletas) (Schneider,
1976), obtendo-se um Unico valor para cada tratamento, que
expressou aatividade do composto durante o periodo coletado.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Osresultados obtidos evidenciaram que o acibenzol ar-
S-methyl foi ineficiente, tanto para induzir resisténcia a
murcha-de-Curtobacterium na cultivar suscetivel, IAC
Carioca, como paraincrementar os niveis de resisténcia nas
cultivares IAC Carioca Akytd e IAC Carioca Pyata (Tabela
1). O que severificou foi que, confirmando resultados obtidos
por Maringoni (2002), existe um provavel mecanismo de
resisténcia nas cultivares IAC Carioca Akyta e IAC Carioca
Pyat8, que dificultou e/ou retardou a colonizacdo dos vasos
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do xilemapelabactéria.

Analisando osresultados (Tabela 1), pode-se constatar
adiferencade reacdo ao patégeno da cultivar suscetivel, IAC
Carioca, com severos sintomas da doenca nos tratamentos com
e sem pulverizacdo, em relacéo aosdois cultivarescom niveis
de resisténcia, que praticamente ndo apresentaram sintomas
dadoenca. A andlisedevarianciamostrou ndo haver interacéo
significativaentre os tratamentos e as cultivares.

A massa secadaparte aéreaacusou um menor desenvol-
vimento, na maioria das plantas inoculadas, das cultivares
resistentes em relagéo as ndo inoculadas, emboranéo tenham
apresentado sintomas severos da doenca. Mesmo assim, a
reducéo damassa seca provocada pel ainocul agéo do patdgeno
nacultivar suscetivel foi maior (45,01%), do que nascultivares
|AC Carioca Akyta (25,34%) e |AC Carioca Pyata (27,27%).
N&o houve diferenca entre a média de reducdo da massa seca
das plantas dos tratamentos pulverizados (32,88%) e ndo
pulverizados (32,20%) com o indutor deresisténcia(Tabelal).

Emfeijoeiro, algunstrabalhostém evidenciado o efeito
daaplicacdo do acibenzolar-S-methyl nareducéo da severidade
dos sintomas do crestamento bacteriano comum, causado por
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli Dye (Jesus Janior et
al., 1999). Entretanto, para o patossistema feijoeiro/
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola Janse a aplicagdo
do acibenzolar-S-methyl ndo desencadeou o0 processo de
inducéo deresisténcia (Siegrist et al., 1997), fato semelhante
foi observado no presentetrabalho com asdiferentes cultivares
de feijoeiro inoculadas com C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens.

A andlisedaperoxidase (Tabda2) apresentou, nafolha,
umamaior atividadenacultivar IAC CariocaAkytdemrelacdo
alAC Carioca. A cultivar |AC CariocaPyatdmostrou atividade
intermediaria, ndo diferindo das outras. A atividade da
peroxidase no caulefoi semelhante nas cultivares defeijoeiro,

embora tenha ocorrido tendéncia da cultivar IAC Carioca
Akyté apresentar maior atividade, como constatado nafolha
Esta, foi 2,4 vezes maior nas folhas em relagéo ao caule.

Os tratamentos pulverizados com acibenzolar-S-
methyl, tanto na folha como no caule, evidenciaram maior
atividade da peroxidase que o0s ndo-pulverizados, acusando
efeito de indugdo na producéo desta enzima. Essa inducéo
anteciparia provaveis reacGes bioquimicas de defesa que s6
seriam ativadas, por exemplo, com o ataque de um patégeno.
O aumento da atividade da peroxidase seria resultante da
adaptacdo das células da planta frente a condicOes adversas
gue geram estresse (Gaspar et al., 1985), no caso a aplicacdo
do indutor. Com isso, a planta provavelmente estaria em
condi¢des de mostrar resisténcia contra patégenos aos quais
normalmente seria suscetivel, embora isso ndo tenha se
confirmado em relac8o aC. flaccumfacienspv. flaccunmfaciens.

A maior atividade da peroxidase nafolhadacv. IAC
Carioca Akyta pode ser devida a caracteristicade resisténcia
a doencas, como a murcha-de-Curtobacterium, apresentadas
por estacultivar (Maringoni, 2002). Li & Li (1998) estudaram
a atividade da peroxidase em folhas de cultivares de pepino
(Cucumus sativus L.) infetadas com Cladosporium
cucumerinum Ell. & Arth e constataram que a atividade foi
maior nas cultivares resistentes do que nas suscetiveis.
Resultados semel hantes foram observados por Komarova &
Davidovich (1997) em plantas de arroz, cujas cultivares
resistentes a ferrugem apresentaram atividade de peroxidase
1,5 a3 vezes maior que as suscetiveis.

A andlise da atividade da polifenol oxidase (Tabela 3)
ndo mostrou, nafolha, diferencaentre as cultivares e entre os
tratamentos com e sem pulverizagdo. No caule ndo houve
diferencaentre os cultivares, mas ostratamentos pul verizados
mostraram maior atividade dessa enzima que 0s ndo-
pulverizados. Em média a atividade da polifenoloxidase no

TABELA 1 - Severidade dos sintomas da murcha-de-Curtobacterium e reducdo na massa seca de trés cultivares de feljoeiro (Phaseolus

vulgaris) pulverizadas com 100 pg i.a/ml de acibenzolar-S-methyl

Severidade dos Sintomas

Reducao na Massa Seca (%)

Cultivar Média Média*
Sem pulv. Com pulv. Sem pulv. Com pulv.

1AC Carioca 8,67 8,50 8,58 A 50,22 39,80 45,01 A

IAC Carioca Akyta 0,47 0,60 0,53 b 21,39 29,28 27.27b

TIAC Carioca Pyata 0,40 0,20 0,30 b 24,99 29,56 25,34 b

M¢édia* 3,18A 3,10A 33,20 A 33,88A

*Média de cinco repeti¢des. Dados seguidos da mesma letra minGscula na coluna, ou maitiscula na linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 2 - Area abaixo da curva de progresso da producio de peroxidase em trés cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), com

e sem pulverizagdo de acibenzolar-S-methyl

Severidade dos Sintomas

Reduciio na Massa Seca (%)

Cultivar Média Média*
Sem pulv. Com pulv. Sem pulv. Com pulv.

IAC Carioca 3,79 5,00 4,40 b 1,65 2,10 1,88 a

IAC Carioca Akyta 4,25 6,18 522 a 2,09 2,42 2,25a

IAC Carioca Pyata 4,07 5,11 4,59 ab 1,51 2,17 1,83 a

Média* 4,04 B 5,43 A 1,75B 2,22 A

* Dados seguidos damesmaletra, mintsculana colunae maitsculanalinha, ndo diferem estati sticamente pel o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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caule foi cerca de nove vezes menor do que nafolha

Ao que tudo indica, a polifenoloxidase esta pouco
relacionada ao processo de inducdo de resisténcia, pois no
caule, onde ocorreu a diferenca entre os tratamentos, a
concentragdo foi baixa quando comparada com a da folha,
levando a supor queessadiferencaentre plantas pul verizadas
e ndo-pulverizadas, sgjairrelevante no processo deinducdo de
resisténcia. Resende et al. (2000) n&o encontraram diferenca
na atividade da polifenoloxidase em plantas de cacaueiro
induzidas pelo acibenzolar-S-methyl, mas mencionaram a
possibilidade de terem ocorrido mudancas qualitativas nas
isoformas, que ndo foram possiveis de se medir, ou que as
mudangcas tenham acorrido em periodos diferentes das épocas
de coleta. Asisoformas de enzimas presentes nos vegetais
variam tanto quantitativamente, quanto qualitativamente, de
acordo com a espécie, o tecido e estadio de desenvolvimento
(Galston & Davies, 1969) ou em funcéo dainteragdo daplanta
com o ambiente. Além disso, podem ser alteradas por fatores
como luz, temperatura, pH e qual quer tipo de estresse (Siegel,
1993).

Os trabalhos sobre a atividade da polifenoloxidase e
resisténcia de plantas, apresentam resultados variados em
relacdo ao papel da enzima, dependendo da cultura e agente
indutor utilizado; mas na sua maioria levam a crer que esta
enzima, quando comparada com aperoxidase, tem participacéo
secundaria no processo de resisténcia.

Komarova & Davidovich (1997) ndo encontraram
diferenca na atividade da polifenoloxidase entre plantas de
arroz com e sem infeccéo de ferrugem, independente do grau
deresisténciadascultivaresavaliadaseLiet al. (1991) também
ndo observaram relacdo entre a atividade desta enzima e a
resisténcia de cultivares de amendoim aferrugem. Por outro
lado, Solorzano et al. (1996), estudando aindugdo sistémica
da peroxidase e da polifenoloxidase, pela aplicacdo de

NaH,PO, em tomateiro, concluiram haver uma relagéo entre
essas enzimas e aresisténcia. Sendo que aatividade foi maior
entre dez e 15 dias, decaindo ap0ds 45 dias do tratamento.

O nivel de proteinas totais solUveis (Tabela 4) néo
mostrou, nafolha, diferencaentre as cultivares, nem entre os
tratamentos com e sem pulverizacdo. Foi observado aumento
constante e uniforme dos niveis de proteinas em relacdo ao
tempo. Ja no caule, ndo se observou diferenca entre os
cultivares, mas o tratamento pulverizado diferiu do néo-
pulverizado, mostrando um aumento no seu nivel. A partir da
segunda coleta os niveis aumentaram regularmente, e foram,
em média, cerca de seis vezes menor no caule que nafolha.

Na literatura s@o encontrados diversos trabalhos
ressaltando o papel de proteinas e glicoproteinas nos meca-
nismos de resisténciadas plantas (Linthorst, 1991; Paschol ati
& Leite, 1995; Moraes, 1998). Os resultados do presente
trabal ho, por terem mostrado diferenca significativano nivel
de proteinas totais solUveis entre tratamentos com e sem
pulverizag8o, sugerem haver influéncia do indutor. Mesmo
assim, os resultados ndo permitiram concluir se ocorreram
alteracBes que seriam relevantes no processo de resisténcia,
pois, além das diferencas terem ocorrido somente no caule,
onde os niveis de proteinas totais solGveis foram baixos se
comparados afolha, também houve um aumento natural, com
0 tempo, dos niveis em todos os tratamentos.

As concentracBes mais elevadas na folha do que no
caule, dos trés compostos avaliados, poderiam estar
relacionadas com amaior eficiénciado acibenzolar-S-methyl
na inducéo de resisténcia a patdgenos que usualmente
colonizam asfolhas, do que contra patdgenos vasculares. Estes
altimos, como no caso de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens, geralmente colonizam os vasos de xilemado
caule, e sdo mais dificeis de serem controlados. Reforcando
essa idéia, Bashan (1986) constatou, em pléantulas sadias de

TABELA 3 - Areaabaixo da curva de progresso da producgo de polifenoloxidase em trés cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris),

com e sem pulverizagdo de acibenzolar-S-methyl

Severidade dos Sintomas

Reducéio na Massa Seca (%)

Cultivar Média Média*
Sem pulv. Com pulv. Sem pulv. Com pulv.

IAC Carioca 0,90 0,93 0,92 a 0,14 0,18 0,16 a

IAC Carioca Akyta 0,91 0,93 092a 0,15 0,16 0,16

IAC Carioca Pyata 0,94 0,86 0,90 a 0,12 0,18 0,15 a

Média* 0,91 A 091 A 0,14B 0,17 A

*Dados seguidos da mesma letra, mindscula na coluna e maitiscula nalinha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 4 - Area abaixo da curva de progresso do nivel de proteinas totais solveis em trés cultivares de feijoeiro (Phaseolus

vulgaris), com e sem pulverizagdo de acibenzolar-S-methyl

Severidade dos Sintomas

Reducéio na Massa Seca (%)

Cultivar Média Média*
Sem pulv. Com pulv. Sem pulv. Com pulv.

IAC Carioca 239,46 274,75 257,11 a 28,59 50,18 39,37 a

IAC Carioca Akytaa 191,73 253,23 22248 a 27,68 38,32 33,0 a

IAC Carioca Pyata 273,60 262,09 267,85 a 33,24 46,29 39,76 a

Média* 234,93 A 263,36 A 29,84 B 44,92 A

* Dados seguidos da mesmalletra, minGscula na coluna e maitsculanalinha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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algodoeiro, maiores concentractes de compostosfendlicosem
folhas do que no caule e em cultivares resistentes do que em
cultivares suscetiveis.

A ineficiénciado acibenzolar-S-methyl no controle da
murcha-de-Curtobacterium, apesar da constatacéo de que o
produto aumentou a atividade da peroxidase na folha e no
caule, e dapolifenoloxidase e proteinastotais soliveisno caule
dasplantasdefeijoeiro, poderiaindicar que outros mecanismos
ou compostos estariam envolvidos na ativago daresisténcia
das plantas neste patossistema. Alguns trabalhos tém
demonstrado evidéncias de que nem todos os genes
relacionados com defesa da planta sdo dependentes daativacdo
do é&cido sdlicilico, ao qual o acibenzolar-S-methyl é um
analogo (Venancio et al., 2000).
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