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RESUMO
O efeito da indução de resistência promovido por acibenzolar-

S-methyl foi avaliado em três cultivares de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris), com diferentes níveis de resistência à murcha-de-
Curtobacterium, em dois ensaios distintos, sob condições de casa de
vegetação. O primeiro ensaio visou avaliar a ação do acibenzolar-S-
methyl na indução de resistência à murcha-de-Curtobacterium e o
segundo, objetivou avaliar a ação deste produto na atividade das
enzimas peroxidase e polifenoloxidase e no nível de proteínas totais
solúveis, em amostras de folhas e caule, sem inoculação do patógeno.
Em ambos os ensaios o indutor foi pulverizado na dosagem de 100 µg
i.a./ml, cinco dias após o transplante das plantas para vasos. O
acibenzolar-S-methyl foi ineficiente, tanto para controlar a doença na

cultivar suscetível (IAC Carioca), quanto para incrementar os níveis
de resistência das cultivares resistentes (IAC Carioca Akytã e IAC
Carioca Pyatã). 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 nível de proteínas totais solúveis foi maior no caule
das plantas pulverizadas do que nas não-pulverizadas, porém não diferiu
na folha. As enzimas e proteínas avaliadas apresentaram maiores níveis
na folha do que no caule das plantas de feijoeiro avaliadas.

Palavras-chave adicionais: Curtobacterium flaccumfaciens,
indução de resistência, Phaseolus vulgaris, peroxidase,
polifenoloxidase.

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 vulgaris) cultivars,
with different levels of resistance to bacterial wilt under greenhouse
conditions. The first assay evaluated 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 total soluble protein level, in leaf and stem,
without pathogen inoculation. In both assays, the inducer was sprayed

ABSTRACT
at a dosage of 100 µg 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 in resistant cultivars (IAC Carioca Akytã and IAC Carioca Pyatã).
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 plants than in those that wern´t sprayed,
but levels did not differ in the leaves. The enzymes and proteins evaluated
showed higher activity and levels in the leaves than in the stems.
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INTRODUÇÃO

Acibenzolar-S-methyl é um produto que interfere nos
processos fisiológicos/bioquímicos das plantas, podendo ativar
resistência sistêmica aos agentes patogênicos. Esse ingrediente
ativo pertence à classe química benzothiadiazole e é o primeiro
representante de uma nova categoria de produtos utilizados
na proteção de plantas, também chamados de ativadores de
plantas ou indutores de resistência (Knight et al., 1997). O

mesmo vem sendo avaliado em diversas culturas, entre elas a
do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Associado a utilização
de práticas agrícolas e a aplicação de defensivos químicos
tradicionais, este produto é capaz de atender às necessidades
de uma agricultura sustentável, com maior produtividade,
qualidade e menor impacto econômico e ambiental.

O modo de ação ao nível bioquímico dos produtos
descritos como indutores de resistência têm sido estudados
em trabalhos recentes (Solorzano et al., 1996; Li & Li, 1998;
Moraes, 1998). A indução pode ocorrer pela ativação de genes
que codificam uma série de proteínas relacionadas à patogê-
nese e enzimas envolvidas na síntese de lignina e fitoalexinas,
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como peroxidases e polifenoloxidases (Resende et al., 2000).
Peroxidase e polifenoloxidase são enzimas encontradas

em todas as plantas e em muitos fungos e bactérias aeróbicas.
Freqüentemente, essas enzimas aumentam sua atividade em
resposta ao estresse, e um de seus principais papéis parece ser
o de promover a proteção da célula (Siegel, 1993). A relação
positiva entre a atividade da peroxidase e a resistência de
plantas a doenças, tem sido relatada em diversos trabalhos,
sendo que o aumento da atividade da peroxidase durante o
desenvolvimento da doença tem se correlacionado com a
expressão de resistência em diferentes interações patógeno-
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 pela primeira vez
no Brasil, na safra das águas de 1995, no Estado de São Paulo
(Maringoni & Rosa, 1997). Trata-se de um patógeno vascular,
transmissível por sementes e de controle restrito, praticamente,
através da utilização de cultivares resistentes e de sementes
sadias. Essa doença tem ocorrido com freqüência em lavouras
de feijoeiro nos Estados de São Paulo, Paraná e Santa Catarina,
causando grandes problemas à cultura (Leite Jr. et al., 2001;
Maringoni, 2002).

Os objetivos deste trabalho foram: verificar o efeito
da aplicação de acibenzolar-S-methyl na indução de resistência
à murcha-de-Curtobacterium em três cultivares de feijoeiro
com diferentes níveis de resistência a essa doença, assim como
avaliar o efeito do indutor na atividade de peroxidase e
polifenoloxidase, e no nível de proteínas totais solúveis nas
plantas dos cultivares avaliados.

MATERIAL E MÉTODOS

Ação do acibenzolar-S-methyl no controle da murcha-de-
Curtobacterium

Sementes de feijoeiro dos cultivares IAC Carioca, IAC
Carioca Akytã e IAC Carioca Pyatã foram tratadas com
hipoclorito de sódio comercial (2,0% de cloro ativo) a 1% em
água durante 5 min e posteriormente lavadas em água corrente.
Foram colocadas para germinar em papel-de-filtro sob condi-
ções controladas de umidade e temperatura. A metodologia
utilizada permite uma germinação mais rápida e a seleção de
plântulas com crescimento uniforme para o transplante.

As sementes pré-germinadas foram transplantadas para
vasos de 1,0 l de capacidade (três plântulas/vaso) contendo
substrato autoclavado constituído de 70% de areia grossa, 15%
de terra e 15% de esterco, sendo posteriormente submetidas a
condições de casa de vegetação, a 25±3 ºC, luz natural e
irrigados por gotejamento. O indutor de resistência foi
pulverizado nas folhas até o início do escorrimento, aos cinco
dias após o transplante, na dosagem de 100 µg i.a./ml, com
pulverizador costal da marca Brudden, modelo Super Spray e
bico de pulverização do tipo cone vazio.

O isolado de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens foi
inoculado nas plântulas por meio de punção com agulha

umedecida em colônia bacteriana desenvolvida em meio
nutriente-sacarose-ágar (3,0 g de extrato de carne, 5,0 g de
peptona, 5,0 g de sacarose, 1,0 l de água destilada), a 28 ºC,
com três dias, em dois pontos na região do caule, acima do nó
cotiledonar e abaixo das folhas primárias (Maringoni, 2002).
A inoculação foi feita cinco dias após a pulverização com o
indutor. O delineamento estatístico utilizado foi o de blocos
casualizados, com cinco repetições, no esquema fatorial 3 x
2, com testemunhas não inoculadas (três cultivares x com ou
sem pulverização).

Os sintomas da doença foram avaliados aos 25 dias
após a inoculação das plantas, atribuindo-se notas que variam
de 0 a 9, conforme escala para murcha-de-Fusarium adaptada
por Maringoni (2002). A massa seca da parte aérea foi avaliada
visando estimar a redução do desenvolvimento das plantas.

Análise da atividade de peroxidases, polifenoloxidases e
nível de proteínas totais solúveis

A metodologia de cultivo e pulverização das plantas
foi a mesma utilizada no ensaio anterior. O delineamento
estatístico foi o inteiramente casualizado, com quatro
repetições, no esquema fatorial 3 x 2 (três cultivares x com e
sem pulverização). Foram realizadas quatro coletas de material
para análise, aos cinco, dez, 15 e 20 dias após a pulverização
com o indutor, cortando-se pedaços do primeiro trifólio da
planta e do caule, na região entre o nó cotiledonar e a inserção
do primeiro trifólio, obtendo-se, portanto, dois tipos de
amostras distintas, da folha e do caule.

As amostras foram processadas para análise da
atividade da peroxidase, polifenoloxidase e proteínas totais
solúveis, em tampão fosfato pH 6,7, 0,2 M à temperatura entre
0-4 °C. O homogenado formado foi centrifugado por 15 min
a 10.000 g. A atividade da peroxidase foi determinada de
acordo com o método descrito em Lima (1994). A atividade
da polifenoloxidase foi determinada pelo mesmo método da
peroxidase, com adaptações (Kar & Mishra, 1976). O teor de
proteínas totais solúveis foi determinado pelo método de
Bradford (1976).

A análise dos dados foi feita utilizando-se o cálculo
das áreas abaixo da curva de progresso da produção dos com-
postos avaliados, em função do tempo (coletas) (Schneider,
1976), obtendo-se um único valor para cada tratamento, que
expressou a atividade do composto durante o período coletado.
Os dados foram submetidos à análise de variância.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos evidenciaram que o acibenzolar-
S-methyl foi ineficiente, tanto para induzir resistência à
murcha-de-Curtobacterium na cultivar suscetível, IAC
Carioca, como para incrementar os níveis de resistência nas
cultivares IAC Carioca Akytã e IAC Carioca Pyatã (Tabela
1). O que se verificou foi que, confirmando resultados obtidos
por Maringoni (2002), existe um provável mecanismo de
resistência nas cultivares IAC Carioca Akytã e IAC Carioca
Pyatã, que dificultou e/ou retardou a colonização dos vasos
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TABELA 1 - Severidade dos sintomas da murcha-de-Curtobacterium e redução na massa seca de três cultivares de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris) pulverizadas com 100 µg i.a./ml de acibenzolar-S-methyl

*Média de cinco repetições. Dados seguidos da mesma letra minúscula na coluna, ou maiúscula na linha, não diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 2 - Área abaixo da curva de progresso da produção de peroxidase em três cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), com
e sem pulverização de acibenzolar-S-methyl

*Dados seguidos da mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

do xilema pela bactéria.
Analisando os resultados (Tabela 1), pode-se constatar

a diferença de reação ao patógeno da cultivar suscetível, IAC
Carioca, com severos sintomas da doença nos tratamentos com
e sem pulverização, em relação aos dois cultivares com níveis
de resistência, que praticamente não apresentaram sintomas
da doença. A análise de variância mostrou não haver interação
significativa entre os tratamentos e as cultivares.

A massa seca da parte aérea acusou um menor desenvol-
vimento, na maioria das plantas inoculadas, das cultivares
resistentes em relação as não inoculadas, embora não tenham
apresentado sintomas severos da doença. Mesmo assim, a
redução da massa seca provocada pela inoculação do patógeno
na cultivar suscetível foi maior (45,01%), do que nas cultivares
IAC Carioca Akytã (25,34%) e IAC Carioca Pyatã (27,27%).
Não houve diferença entre a média de redução da massa seca
das plantas dos tratamentos pulverizados (32,88%) e não
pulverizados (32,20%) com o indutor de resistência (Tabela 1).

Em feijoeiro, alguns trabalhos têm evidenciado o efeito
da aplicação do acibenzolar-S-methyl na redução da severidade
dos sintomas do crestamento bacteriano comum, causado por
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli Dye (Jesus Júnior et
al., 1999). Entretanto, para o patossistema feijoeiro/
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola Janse a aplicação
do acibenzolar-S-methyl não desencadeou o processo de
indução de resistência (Siegrist et al., 1997), fato semelhante
foi observado no presente trabalho com as diferentes cultivares
de feijoeiro inoculadas com C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens.

A análise da peroxidase (Tabela 2) apresentou, na folha,
uma maior atividade na cultivar IAC Carioca Akytã em relação
a IAC Carioca. A cultivar IAC Carioca Pyatã mostrou atividade
intermediária, não diferindo das outras. A atividade da
peroxidase no caule foi semelhante nas cultivares de feijoeiro,

embora tenha ocorrido tendência da cultivar IAC Carioca
Akytã apresentar maior atividade, como constatado na folha.
Esta, foi 2,4 vezes maior nas folhas em relação ao caule.

Os tratamentos pulverizados com acibenzolar-S-
methyl, tanto na folha como no caule, evidenciaram maior
atividade da peroxidase que os não-pulverizados, acusando
efeito de indução na produção desta enzima. Essa indução
anteciparia prováveis reações bioquímicas de defesa que só
seriam ativadas, por exemplo, com o ataque de um patógeno.
O aumento da atividade da peroxidase seria resultante da
adaptação das células da planta frente a condições adversas
que geram estresse (Gaspar et al., 1985), no caso a aplicação
do indutor. Com isso, a planta provavelmente estaria em
condições de mostrar resistência contra patógenos aos quais
normalmente seria suscetível, embora isso não tenha se
confirmado em relação a C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

A maior atividade da peroxidase na folha da cv. IAC
Carioca Akytã pode ser devida à característica de resistência
a doenças, como a murcha-de-Curtobacterium, apresentadas
por esta cultivar (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 suscetíveis.
Resultados semelhantes foram observados por Komarova &
Davidovich (1997) em plantas de arroz, cujas cultivares
resistentes à ferrugem apresentaram atividade de peroxidase
1,5 a 3 vezes maior que as suscetíveis.

A análise da atividade da polifenoloxidase (Tabela 3)
não mostrou, na folha, diferença entre as cultivares e entre os
tratamentos com e sem pulverização. No caule não houve
diferença entre os cultivares, mas os tratamentos pulverizados
mostraram maior atividade dessa enzima que os não-
pulverizados. Em média a atividade da polifenoloxidase no
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TABELA 3 - Área abaixo da curva de progresso da produção de polifenoloxidase em três cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris),
com e sem pulverização de acibenzolar-S-methyl

*Dados seguidos da mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 4 - Área abaixo da curva de progresso do nível de proteínas totais solúveis em três cultivares de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris), com e sem pulverização de acibenzolar-S-methyl

*Dados seguidos da mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

caule foi cerca de nove vezes menor do que na folha.
Ao que tudo indica, a polifenoloxidase está pouco

relacionada ao processo de indução de resistência, pois no
caule, onde ocorreu a diferença entre os tratamentos, a
concentração foi baixa quando comparada com a da folha,
levando a supor que essa diferença entre plantas pulverizadas
e não-pulverizadas, seja irrelevante no processo de indução de
resistência. Resende et al. (2000) não encontraram diferença
na atividade da polifenoloxidase em plantas de cacaueiro
induzidas pelo acibenzolar-S-methyl, mas mencionaram a
possibilidade de terem ocorrido mudanças qualitativas nas
isoformas, que não foram possíveis de se medir, ou que as
mudanças tenham ocorrido em períodos diferentes das épocas
de coleta. As isoformas de enzimas presentes nos vegetais
variam tanto quantitativamente, quanto qualitativamente, de
acordo com a espécie, o tecido e estádio de desenvolvimento
(Galston & Davies, 1969) ou em função da interação da planta
com o ambiente. Além disso, podem ser alteradas por fatores
como luz, temperatura, pH e qualquer tipo de estresse (Siegel,
1993).

Os trabalhos sobre a atividade da polifenoloxidase e
resistência de plantas, apresentam resultados variados em
relação ao papel da enzima, dependendo da cultura e agente
indutor utilizado; mas na sua maioria levam a crer que esta
enzima, quando comparada com a peroxidase, tem participação
secundária no processo de resistência.

Komarova & Davidovich (1997) não encontraram
diferença na atividade da polifenoloxidase entre plantas de
arroz com e sem infecção de ferrugem, independente do grau
de resistência das cultivares avaliadas e Li et al. (1991) também
não observaram relação entre a atividade desta enzima e a
resistência de cultivares de amendoim à ferrugem. Por outro
lado, Solorzano et al. (1996), estudando a indução sistêmica
da peroxidase e da polifenoloxidase, pela aplicação de

NaH2PO4 em tomateiro, concluíram haver uma relação entre
essas enzimas e a resistência. Sendo que a atividade foi maior
entre dez e 15 dias, decaindo após 45 dias do tratamento.

O nível de proteínas totais solúveis (Tabela 4) não
mostrou, na folha, diferença entre as cultivares, nem entre os
tratamentos com e sem pulverização. Foi observado aumento
constante e uniforme dos níveis de proteínas em relação ao
tempo. Já no caule, não se observou diferença entre os
cultivares, mas o tratamento pulverizado diferiu do não-
pulverizado, mostrando um aumento no seu nível. A partir da
segunda coleta os níveis aumentaram regularmente, e foram,
em média, cerca de seis vezes menor no caule que na folha.

Na literatura são encontrados diversos trabalhos
ressaltando o papel de proteínas e glicoproteínas nos meca-
nismos de resistência das plantas (Linthorst, 1991; Pascholati
& Leite, 1995; Moraes, 1998). Os resultados do presente
trabalho, por terem mostrado diferença significativa no nível
de proteínas totais solúveis entre tratamentos com e sem
pulverização, sugerem haver influência do indutor. Mesmo
assim, os resultados não permitiram concluir se ocorreram
alterações que seriam relevantes no processo de resistência,
pois, além das diferenças terem ocorrido somente no caule,
onde os níveis de proteínas totais solúveis foram baixos se
comparados à folha, também houve um aumento natural, com
o tempo, dos níveis em todos os tratamentos.

As concentrações mais elevadas na folha do que no
caule, dos três compostos avaliados, poderiam estar
relacionadas com a maior eficiência do acibenzolar-S-methyl
na indução de resistência à patógenos que usualmente
colonizam as folhas, do que contra patógenos vasculares. Estes
últimos, como no caso de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens, geralmente colonizam os vasos de xilema do
caule, e são mais difíceis de serem controlados. Reforçando
essa idéia, Bashan (1986) constatou, em plântulas sadias de
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