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RESUMO GERAL 

O feijão caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é o alimento básico das populações, 

exercendo importante função social no suprimento das necessidades nutricionais das 

pessoas, além de desempenhar papel fundamental na produção agrícola brasileira, 

particularmente das regiões Norte e Nordeste. A busca por formas de controle de doenças 

que apresentem redução do uso de agroquímicos e a conscientização da população acerca 

dos problemas ambientais ganha destaque no cenário agrícola,principalmente o manejo 

fitossanitário. A antracnose, fitopatologia causada pelo fungo Colletotrichum 

lindemuthianum é uma das doenças mais importantes da cultura do feijão. O uso de 

produtos comerciais que induzem resistência ganha relevância no controle de doenças de 

plantas, que é um dos principais meios de se obter altas produtividades nas culturas. 

Dentre eles, destaca-se o acibenzolar-S-metil que atua em várias espécies vegetais contra 

uma ampla gama de patógenos, incluindo fungos, vírus e bactérias. Em plantas infectadas 

há inicialmente o acúmulo de proteínas induzidas após a penetração do patógeno, há 

formação de estruturas, que apresentam maior ou menor sucesso na defesa da planta. As 

enzimas peroxidase, polifenoloxidase, catalase e ascorbato peroxidase são exemplos de 

proteínas relacionadas à patogenicidade. Dessa forma, o trabalho teve como objetivo 

avaliar a eficiência do acibenzolar-S-metil em feijão caupi no controle da antracnose, 

causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum e a ativação de enzimas relacionadas 

à patogenicidade. 

O estudo foi conduzido em casa de vegetação no município de Garanhuns – PE, e os 

tratamentos foram dispostos em um esquema fatorial (5x4x3). As plantas receberam os 

tratamentos da seguinte forma: TRATAMENTO 1 (0,15gL-1); TRATAMENTO 2 

(0,30gL-1); TRATAMENTO 3 (0,45gL-1) e TRATAMENTO 4 (0,60gL-1) do acibenzolar-

S-metil (Syngenta®) e as plantas que receberam somente água foram denominadas como 

controle. As plantas permaneceram em casa de vegetação durante 35 dias. Quatro dias 

após a inoculação do micro-organismo a maior dose do indutor de resistência promoveu 

maior a atividade para ascorbato pexoridase, esta enzima apresentou diferença 

significativa entre os demais tratamentos. No oitavo dia após a inoculação a dose 0,15gL-

1 aumentou a atividade de ascorbato peroxidase. No décimo segundo dia após a 

inoculação quando aplicou-se 0,30gL-1 do indutor de resistência a catalase apresentou a 

maior atividade enzimática. O índice de severidade da doença no quarto dia após a 

inoculação foi maior que no controle. Os tratamentos com maiores doses do acibenzolar-

S-metil proporcionaram maior atividade enzimática e consequentemente maior 

resistência às plantas de feijão caupi. 

 

 

 

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum, feijão 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 (0.15gL-1); TREATMENT 2 (0.30gL-

1); 3 TREATMENT (0.45gL-1) and Treatment 4 (0.60gL-1) 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-1 increased  the activity of ascorbate peroxidase. On the twelfth day after 

inoculation when applied 0.30gL-1 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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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 O feijão caupi, feijão-de-corda ou feijão macassar [Vigna unguiculata(L.) Walp.] 

é considerada uma leguminosa de ciclo anual, porte herbáceo, sendo cultivada em toda a 

região Nordeste do Brasil (MELO et al., 1999). A colheita pode ser realizada quando os 

grãos estão 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 água e se adapta as mais 

diversas condições de solo. O cultivo do feijão caupi possui papel de destaque na 

agricultura familiar, principalmente nos aspectos econômico, social e nutricional 

(FREIRE FILHO, 2005; TEÓFILO et al., 2008), caracterizado por ser uma leguminosa 

de alto conteúdo proteico, nas quais suas sementes são fontes de aminoácidos, tiamina e 

niacina, além de fibras dietéticas, por isso é uma boa opção para a melhoria da qualidade 

de vida, especialmente da população carente no meio rural e urbano (FONSECA et al., 

2010).  

A produção mundial de feijão caupi em 2011 foi em torno de 5 milhões de 

toneladas, conforme registros da FAO (2013). Segundo Freire Filho et al. (2011), os 

principais países exportadores são, Peru, Brasil, Níger, Mali, Burkina Faso, Benin, Chade, 

Camarões, Myanmar e Tailândia. Já como importadores Freire Filho et al. (2011) 

destacam Estados Unidos, Canadá, Portugal, Espanha, Grécia, Reino Unido, Bélgica, 

Argélia, Egito, Nigéria, Gana, Costa do Marfim, Togo, Gabão, Emirados Árabes Unidos, 

Israel, Índia e Turquia.  

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum é uma das 

doenças mais importantes da cultura do feijão. A doença tem sua origem, geralmente, 

pela utilização de sementes contaminadas ou pela presença de restos culturais infectados, 

podendo causar grandes perdas de produção (WORDELL FILHO; STADNIK, 2008). 

O controle da antracnose depende da combinação de práticas culturais, incluindo 

uso de sementes livres do patógeno, eliminação de plantas daninhas, rotação de cultura, 

tratamento químico e uso de cultivares resistentes (SILVA-LOBO et al., 2005). 

Na ânsia de se obter grandes produtividades com técnicas práticas de fácil uso e 

alta eficiência, a utilização dos fungicidas se expandiu rapidamente causando grande 

impacto ambiental. O controle de doenças em plantas é 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 

resistência por parte da planta, não apenas a resistência gênica a partir de genes 

introduzidos, mas também a resistência induzida, fenômeno que interessou muitos 

pesquisadores, os quais vislumbraram a defesa latente por parte das plantas cultivadas, a 

partir de agentes indutores, bióticos ou abióticos, com baixo impacto ambiental, e com a 

possibilidade de se usar a mesma tecnologia de aplicação utilizada para os fungicidas 

(KUHN, 2007).  

O acibenzolar-S-metil, comercialmente conhecido como BION® é um ativador 

de plantas e não tem ação direta contra os patógenos. A aplicação é realizada na parte 

aérea das plantas, ativando seus próprios mecanismos naturais de defesa e aumentando 

sua resistência às doenças. Devido ao seu modo de ação particular, o produto deve ser 

aplicado antes da entrada dos patógenos, ou seja, de forma preventiva. O produto é 

rapidamente absorvido pelos tecidos foliares e se transloca sistematicamente, tanto para 

as folhas quanto para as raízes, ativando assim a planta de forma generalizada (BRASIL, 

2013). 

A utilização de produtos que induzem mecanismos de resistência nas plantas 

constitui como uma alternativa para o manejo integrado dessa doença (ROMEIRO, 2008). 

Após o desenvolvimento do acibenzolar-S-metil, observou-se um considerável avanço na 

indução de resistência (SOBRINHO et al., 2005). Além da atividade fungicida desse 

produto, ele também pode aumentar a capacidade das plantas se defenderem contra outros 

patógenos (HERMS et al., 2002; VENANCIO et al., 2003). 

Em plantas infectadas por micro-organismos potencialmente patogênicos, há 

primeiro o acúmulo de proteínas que são induzidas pelo ataque do patógeno. Após a 

penetração do patógeno, há formação de um ou mais tipos de estruturas, que apresentam 

maior ou menor sucesso na defesa da planta, e podem apresentar poderosa atividade 

antifúngica. Exemplos bem caracterizados de proteínas relacionadas à patogenicidade 

incluem as enzimas peroxidase, polifenoloxidase, catalase e ascorbato peroxidase 

induzidas por patógenos ou produtos químicos exógenos. Após a infecção, pode ocorrer 

um pronunciado aumento da atividade dessas enzimas que inibe o crescimento dos fungos 

e libera substâncias que induzem a produção de fitoalexinas pelas plantas (KIM 

&HWANG, 1994).  
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A enzima peroxidase, a qual está presente em tecidos de plantas, em certas células 

animais, em micro-organismos é conhecida por participar de vários processos fisiológicos 

de grande importância. Em plantas, ela catalisa a oxidação e a eventual polimerização de 

álcool hidroxicinâmico em presença de peróxido de hidrogênio (H2O2), originando 

lignina (ISHIGE et al., 1993). O papel desta no processo de defesa além de reforçar a 

parede celular a partir da formação de lignina, suberina, polissacarídeos e glicoproteínas 

ricas em hidroxiprolina está no aumento da produção de espécies reativas de oxigênio que 

apresentam ação antimicrobiana, bem como na sinalização e também na indução de 

fitoalexinas (KRISTENSEN et al., 1999). 

A catalase é uma enzima indispensável para desintoxicação das células das plantas 

em condições de estresse, pois ela é responsável pela dismutação direta de H2O2 em H2O 

e O2, removendo este peróxido gerado nos peroxissomos por oxidases envolvidos na 

oxidação de ácidos graxos, fotorrespiração e catabolismo de purinas. Níveis elevados de 

H2O2 são tóxicos para a planta, enquanto que a concentrações mais baixas desempenha 

um papel muito importante na transdução de sinal nas plantas atacadas por fungos e 

insetos (PRASAD et al, 1994). Esta enzima é a principal via de degradação H2O2 e, 

portanto, o aumento na atividade de catalase resulta na ativação da resistência sistêmica 

adquirida. Este sistema é ativado quando as plantas são atacadas, principalmente, por 

fungos fitopatogênicos (GAYATRIDEVI et al., 2012). 

 Nas plantas, as polifenoloxidases estão geralmente distribuídas em toda sua 

estrutura, podendo alguns órgãos ou tecidos em maiores concentrações. O nível pode 

variar em função da espécie, cultivar ou do ambiente, podendo sua expressão ser induzida 

ou inibida em algumas plantas por estresses como injúrias, toxicidade de nitrogênio e 

ataque de patógenos (SANCHEZ et al., 2000). A medida que ocorre a ruptura da célula 

ocasionada por ferimentos, ação de insetos ou patógenos, ou ainda, senescência, as 

polifenoloxidases são liberadas e iniciam o processo de oxidação dos compostos 

fenólicos, também participam do processo de lignificação durante a invasão do patógeno 

(THIPYAPONG et al., 2004). 

Ascorbato peroxidase é uma enzima fundamental do metabolismo antioxidante, 

que catalisa a decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) em água, utilizando o 

ascorbato como doador de elétrons. O H2O2 é uma espécie reativa de oxigênio (ERO) 

produzido pelo metabolismo aeróbico e em situações de estresse biótico ou abiótico (LI 
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et al., 2007). A ascorbato peroxidase desempenha papel chave na eliminação de H2O2 nos 

cloroplastos e citossol. Podem ocorrer mudanças na atividade dessa enzima em resposta 

ao estresse causado por fitopatógenos ou pelo ambiente, e que o aumento dessa atividade 

pode estar relacionado à tolerância a esses estresses (LEE et al., 2001) 
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CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA EM FEIJÃO CAUPI (Vigna unguiculata(L.) 

Walp.) UTILIZANDO ACIBENZOLAR-S-METIL NO CONTROLE DA 

ANTRACNOSE 
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O feijão caupi [Vigna unguiculata(L.) Walp.] é uma leguminosa de grande importância 

para a humanidade devido a sua diversificação na renda de muitas propriedades, pois é 

caracterizada como cultura de subsistência e também por ser cultivada por médios e 

grandes produtores. A antracnose é a principal doença da cultura do feijão, podendo 

promover perdas totais em combinações de cultivar suscetível e clima favorável ao 

desenvolvimento do fungo agente causal, Colletotrichum lindemunthianum. A utilização 

da indução de resistência torna-se uma alternativa para controle desse micro-organismo, 

pois ativa os mecanismos latentes de resistência da planta com o uso de agentes bióticos 

ou abióticos. Entre os indutores, destaca-se o acibenzolar-S-metil (ASM). Dessa forma, 

o trabalho teve como objetivo avaliar a eficiência do acibenzolar-S-metil em feijão caupi 

no controle da antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum e a 

ativação de enzimas relacionadas à patogenicidade. O estudo foi conduzido em casa de 

vegetação no município de Garanhuns – PE. Os tratamentos foram dispostos em um 

esquema fatorial (5x4x3), cinco tratamentos, 4 repetições e 3 períodos de coleta, 

totalizando 60 unidades experimentais. As plantas receberam os tratamentos da seguinte 

forma: TRATAMENTO1 (0,15gL-1); TRATAMENTO 2 (0,30gL-1); TRATAMENTO 3 

(0,45gL-1), TRATAMENTO 4 (0,60gL-1) e controle. Quatro dias após a inoculação a 

maior dose do indutor de resistência promoveu maior a atividade para ascorbato 

pexoridase, esta enzima apresentou diferença significativa entre os demais tratamentos.  

No oitavo dia após a inoculação a dose 0,15gL-1 aumentou a atividade de ascorbato 

peroxidase. No décimo segundo dia após a inoculação quando aplicou-se 0,30gL-1 do 

indutor de resistência a catalase apresentou a maior atividade enzimática. O índice de 

severidade da doença quatro dias após a inoculação foi maior nas plantas controle e os 

tratamentos com maiores doses do acibenzolar-S-metil proporcionaram maior atividade 

enzimática e consequentemente maior resistência às plantas de feijão caupi. 

 

 

 

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum, feijão 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. INTRODUÇÃO 

 



19 

 

 

O feijoeiro [Vigna unguicunlata (L.) Walp)], também conhecido como feijão 

macassar, feijão caupi ou feijão de corda, é uma leguminosa de grande importância ao 

consumo humano, pois é rica em proteínas e aminoácidos, e também pode ser utilizada 

para diversificação de renda nas propriedades rurais (SILVA et al., 2013). É uma cultura 

de grande relevância socioeconômica, notadamente em razão da grande quantidade de 

mão de obra que o seu cultivo demanda gerando diversos empregos diretos e indiretos 

(SALGADO et al., 2012). 

A antracnose é a principal doença da cultura do feijão, podendo promover perdas 

totais em combinações de cultivar suscetível e clima favorável ao desenvolvimento do 

fungo agente causal (ANTUNES et al., 2003). Sob condições favoráveis, pode causar 

danos de até 100%. A alta variabilidade patogênica do Colletotrichum lindemunthianum 

tem sido detectada em muitas áreas das Américas, criando assim dificuldades para a 

incorporação de uma resistência duradoura do feijão, já que esta variabilidade nestas áreas 

aumenta (BALARDIN e RODRIGUES, 1995). 

A demanda pelo uso sistemático de fungicidas, além de aumentar os custos, ainda 

pode selecionar espécies de patógenos resistentes, quando utilizado de forma inadequada, 

dificultando ainda mais o manejo da doença. A utilização da indução de resistência torna-

se uma alternativa a esta prática, pois, ativa os mecanismos latentes de resistência da 

planta com o uso de agentes bióticos ou abióticos. Entre os indutores, destaca-se o 

acibenzolar-S-metil (ASM) (AMARAL et al., 2008; PEREIRA et al., 2008; JÚNIOR et 

al., 2009; SILVA et al., 2010). O ASM é um indutor de resistência que não possui ação 

antimicrobiana direta, que interfere nos processos fisiológicos e/ou bioquímicos das 

plantas, como a produção de fenóis, ativando a resistência sistêmica (DEBONA et al., 

2009; FURTADO et al., 2010). 

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo avaliar a eficiência do acibenzolar-S-

metil em feijão caupi no controle da antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum 

lindemuthianum e a ativação de enzimas relacionadas à patogenicidade. 

 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
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2.1. Descrição da área de estudo 

 

O estudo foi conduzido na Unidade Acadêmica de Garanhuns – UAG/UFRPE, em 

Casa de Vegetação, no município de Garanhuns – PE, agreste meridional, localizado sob 

as coordenadas geográficas: 08º53’25” de latitude S e 36º29’34" de longitude O, com 

altitude média de 896 m. O clima da região é do tipo Mesotérmico Cs'a, com temperatura 

média anual de 20°C e precipitação média em torno de 1.300 mm. 

 

2.2.Obtenção do micro-organismo 

  

O fungo Colletotrichum lindemuthianum URM 3149 foi obtido da Coleção de 

Culturas da Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 

 

2.3.Produção das plantas em casa de vegetação e aplicação do indutor 

 

Plantas de feijão caupi (Vigna unguicunlata) foram cultivadas em vasos de 4L, 

contendo mistura de solo, areia e matéria orgânica (2:1:2) e mantidos em casa de 

vegetação. As sementes de feijão da cultivar IPA 206, de ciclo precoce (65-72 dias) foram 

fornecidas pelo Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA). As plantas foram regadas 

uma vez ao dia todos os dias da condução do experimento, totalizando trinta e dois dias 

em casa de vegetação. 

Os tratamentos foram dispostos em um arranjo fatorial (5x4), cinco tratamentos, 

4 repetições com 3 períodos de coleta, totalizando 60 unidades experimentais. Assim, as 

plantas receberam os tratamentos da seguinte forma: TRATAMENTO 1 (0,15gL-1); 

TRATAMENTO 2 (0,30gL-1); TRATAMENTO 3 (0,45gL-1), TRATAMENTO4 

(0,60gL-1) e CONTROLE (água destilada). Quatro sementes foram semeadas em cada 

vaso. O acibenzolar-S-metil foi aplicado pulverizando-se 10 mL de solução por planta. 

Em casa de vegetação foram cultivadas plantas de feijão caupi, com a germinação 

ocorrendo ao 5º dia após a semeadura. Ao 18º dia após a emergência procedeu-se a 

pulverização com as diferentes doses do Bion e água destilada (controle), todos no 

volume de 10 mL nas primeiras folhas da planta. Dois dias após o tratamento, quando as 

plantas já apresentavam três pares de folhas formadas, foi inoculado Colletotrichum 

lindemuthianum, na concentração de 7,6x106 conídios por mL. As plantas foram mantidas 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Mesot%C3%A9rmico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Classifica%C3%A7%C3%A3o_clim%C3%A1tica_de_K%C3%B6ppen-Geiger
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cobertas com sacos plásticos durante 4 dias para favorecer o desenvolvimento do fungo 

(Figura 1). Foram realizadas coletas ao 24º, 28º e 32º após a emergência (4, 8 e 12 dias 

após a inoculação) para posterior determinação das atividades enzimáticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fotografia do experimento em casa de vegetação, sacos plásticos colocados em 

cada vaso para favorecer o desenvolvimento do micro-organismo (Fonte: Siqueira, I.T.D., 

2014). 

 

2.4. Obtenção das amostras de tecido foliar 

 

Para realização das determinações analíticas, 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 após 

a inoculação. Para a obtenção dos extratos vegetais utilizados nas determinações das 

atividades enzimáticas, amostras congeladas das folhas foram pesadas (0,1g de amostra 

de tecido vegetal) e maceradas com N2 líquido em almofariz com adição de 

polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/v) até a obtenção de um pó fino que em seguida foi 

homogeneizado em solução tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,0 e, posteriormente 

centrifugado a 10.000×g por 10 min a 4ºC e o sobrenadante utilizado para as 

determinações enzimáticas (ANDRADE et al., 2013). 

 

2.5.Determinações enzimáticas 

2.5.1. Peroxidase 
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 A atividade da peroxidase foi determinada a 30 °C, por método 

espectrofotométrico direto, pela medida da conversão do guaiacol em tetraguaiacol a 470 

nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999). A cubeta de referência continha 2,5mL da solução 

com 135 µL de guaiacol, 50 µL de peróxido de hidrogênio e 50 µL do extrato proteico. 

A atividade de peroxidase foi expressa em μmol H2O2 decomposto min-1 g-1 MF. A 

absorbância foi lida no tempo 0 e após 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), peróxido de 

hidrogênio 100mM, dissolvido em solução tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 6,0). 

A reação se desenvolveu misturando-se 1390µL de tampão, 50 µL do extrato enzimático, 

60µL de peróxido de hidrogênio. As leituras em espectrofotômetro foram realizadas a 

240 nm, no tempo 0 e após 60 segundos. Os resultados foram expressos em μmol H2O2 

decomposto min-1 g-1 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 adaptações. O substrato foi composto por pirogalol, na 

concentração de 50 mM, dissolvido em solução tampão fosfato de sódio 100 mM (pH 

6,8). A reação se desenvolveu misturando-se 1mL de pirogalol, 25 µL do extrato 

enzimático, após cinco minutos interrompeu-se a reação com a adição de25 µL de ácido 

sulfúrico (5%).  As leituras em espectrofotômetro foram realizadas a 420 nm. Os 

resultados foram expressos em μmol H2O2 decomposto min-1 g-1 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), 

peróxido de hidrogênio 100mM, e ácido ascórbico, dissolvido em solução tampão fosfato 
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de potássio 50 mM (pH 6,0). A reação se desenvolveu misturando-se 1335µL de tampão, 

75 µL do extrato enzimático, 75µL de ascorbato e 15µL de peróxido de hidrogênio. As 

leituras em espectrofotômetro foram realizadas a 290 nm, no tempo 0 e após 60 segundos. 

Os resultados foram expressos em μmol H2O2 decomposto min-1 g-1 MF. As leituras 

foram feitas em cinco amostras de cada tratamento. 

 

2.6. Avaliação da doença 

 

A severidade da antracnose foi avaliada 10 dias após a inoculação do micro-

organismo. Para tanto, foi utilizada a escala de notas de Rava et al. (1993) que varia de 1 

a 9, sendo: 1 = ausência de sintomas; 2 = até 1% das nervuras apresentando machas 

necróticas, perceptíveis somente na face inferior da folha; 3 = maior frequência dos 

sintomas foliares descritos no grau 2, até 3% das nervuras afetadas; 4 = até 1% das 

nervuras apresentando manchas necróticas, perceptíveis em ambas as faces da folha; 5 = 

maior frequência dos sintomas foliares descritos no grau 4, até 3% das nervuras afetadas; 

6 = manchas necróticas nas nervuras, perceptíveis em ambas as faces da folha, presença 

de algumas lesões nos talos, ramos e pecíolos; 7 = manchas necróticas na maioria das 

nervuras, com grande parte do tecido do mesófilo adjacente rompendo-se e presença 

abundante de lesões nos talos, ramos e pecíolos; 8 = manchas necróticas quasena 

totalidade das nervuras, ocasionando rompimento, desfolha, e redução do crescimento 

das plantas, assim como lesões muito abundantes nos talos, ramos e pecíolos; 9 = maioria 

das plantas mortas. Em seguida, as notas foram transformadas para porcentagem de área 

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

 

2.7. Análise estatística 

Para a análise estatística será utilizado o programa SISVAR. Será feita, ainda, 

análise de regressão linear de segunda grau para verificar a associação entre as variáveis 

estudadas. Para isso será utilizado o programa SISVAR e os gráficos obtidos no programa 

Excel, versão 2007-2010. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Peroxidase 
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A atividade de peroxidase obtida em folhas de feijão caupi cultivar IPA 206, 

apresentada na Figura 2, pode-se observar que ocorreu um aumento da atividade da 

enzima no oitavo dia após a inoculação quando se aplicou 0,45gL-1 de indutor. Ao décimo 

segundo dia após a inoculação houve aumento da atividade quando aplicou-se a maior 

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

indutor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura2. Atividade da peroxidase em folhas de feijão caupi, cultivar IPA 206, nos diferentes tempos de 

inoculação com C. lindemuthianum. Equação Polinomial. y = 0,198x2–4,296x +69,44 (R² = 1). 

 

Campos et al. (2004) obtiveram resultados significativamente elevados de 

peroxidase em plantas de feijão comum tratadas com indutor de resistência. Constataram 

que aumentos na atividade da peroxidase, podem indicar aumento na biossíntese de 

lignina, que atua como uma barreira à infecção microbiana e também pode promover 

aumentos na concentração de produtos de oxidação de fenólicos. 

A atividade de enzimas oxidativas como peroxidases desempenha um papel 

importante como parte do mecanismo de defesa induzida em plantas (SÁNCHEZ et al., 

2000; RESENDE et al., 2002). Os mecanismos de defesa em resposta aos ataques de 

fitopatógenos envolvem alterações metabólicas que estão correlacionadas com mudanças 

na atividade de enzimas-chave nos metabolismos primário e secundário (ARAÚJO; 

MENEZES, 2009). Neste contexto o grupo de peroxidases representa um papel 

importante no mecanismo de defesa, mudanças na atividade destas enzimas têm sido 

frequentemente correlacionadas a resposta de resistência ou suscetibilidade em diferentes 

interações patógeno-hospedeiro(VIECELLI et al., 2010). 
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Esse fato sugere que ao aumentar a dose do indutor de resistência em estudo e 

para as condições em que o trabalho foi conduzido, há maior atividade desta enzima, e 

consequentemente maior defesa da planta quando submetida a ataques do patógeno.  

Cavalcanti et al. (2004) ainda reforça a hipótese afirmando que o acibenzolar-S-metil 

(ASM) atua no aumento da atividade de enzimas envolvidas na resistência 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 redução da intensidade de doenças em diversas culturas 

quando tratadas com ASM, e que muitas vezes o período de absorção e assimilação pela 

planta é mais importante que diferentes doses utilizadas (CAMPOS et al., 2009; BALDO 

et al., 2011; ALAMINO et al., 2013).Esta enzima possui grande afinidade com substratos 

envolvidos na lignificação da parede celular e os produtos da sua atividade também 

possuem atividade antimicrobiana direta na presença de peróxido de hidrogênio.  A 

peroxidase está relacionada com o processo de proteção antioxidativa, o qual promove o 

aumento na síntese de lignina que fortalece a parede celular contra a ação de enzimas 

líticas produzidas pelos patógenos (ANDRADE et al., 2013). 

As peroxidases são responsáveis pela remoção de átomos de hidrogênio dos grupos 

álcoois hidroxicinâmicos, cujos radicais se polimerizam para formar a lignina. Esse 

polímero, juntamente com a celulose e outros polissacarídeos que ocorrem na parede 

celular das plantas superiores, funciona como uma barreira física à penetração do 

patógeno. Além disso, esta enzima também participa da biossíntese do etileno, e na 

oxidação de ácido indol acético (AIA) e de compostos fenólicos (CAVALCANTI et al., 

2005). 

 

3.2. Catalase 

A atividade de catalase obtida em folhas de feijão caupi cultivar IPA 206, 

apresentada na Figura 3, pode-se verificar aumento na atividade enzimática a partir do 

oitavo dia após a inoculação quando aplicou-se 0,45gL-1 de indutor e redução da atividade 
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nos tratamentos 1, 2, 3 e 4. No décimo segundo dia após a inoculação ocorreu aumento 

da atividade de catalase nos tratamentos 1, 2 e 3. 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura3. Atividade de catalase em folhas de feijão caupi, cultivar IPA 206, nos diferentes tempos de 

inoculação com C. lindemuthianum.Equação Polinomial. y = -0,685x2 + 9,862x + 61,10 (R² = 1). 

Segundo Deuner et al. (2011) a redução na atividade de catalase ocasiona um 

excessivo estresse causado pelo ataque de um fitopatógeno. Quando essa enzima não atua 

de forma eficiente, a peroxidação lipídica se torna mais evidente, sendo este o principal 

sintoma atribuído 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 os mecanismos de defesa em 

mudas de cafeeiro, utilizando indutores de resistência feitos a partir de extratos vegetais, 

contra patógenos chegou à conclusão que o aumento da atividade de enzimas 

antioxidantes como a catalase pode traduzir uma proteção da planta contra o ataque de 

determinado patógeno. Observou ainda que pulverizações com indutores aumentaram a 

atividade da catalase pelo fato de que possuem eliciadores que são reconhecidos pelas 

plantas, ativam suas respostas de defesa,  como o aumento na atividade de enzimas 

relacionadas à patogenicidade. 

Diante disso, pode-se analisar que alguns mecanismos de resistência são ativados 

após a inoculação das plantas com agentes patogênicos. Em plantas resistentes essa 

ativação de respostas de defesa é rápida, impedindo ou reduzindo a colonização, o que 

não ocorre em plantas suscetíveis, pois esse processo é lento. O tratamento prévio com 

indutores de resistência pode preparar plantas suscetíveis, por meio da ativação rápida de 
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respostas de defesa, e assim reduzir a intensidade de doenças causadas por esses 

patógenos (PLANCHAMP et al., 2013). 

JINDICHOVÁ et al. (2011) trabalhando com plantas de couve e avaliando a 

interação dessas plantas com um fungo patogênico observaram que o aumento da 

atividade de catalase reduziu os sintomas da doença 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 indução 

de resistência em cafeeiro, observou-se que houve aumento na atividade de catalase a 

medida que decorria-se o tempo de inoculação. Visto que, a primeira resposta de defesa 

da planta é a explosão oxidativa ou a geração de espécies ativas de oxigênio. Estes atuam 

no reforço da parede celular, formando uma barreira mecânica efetiva contra a penetração 

de patógenos nos tecidos da planta. 

 

3.3. Polifenoloxidase 

A atividade de polifenoloxidase obtida em folhas de feijão 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 após a inocu1ação é notável o 

aumento da atividade de polifenoloxidase no tratamento 3.  
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Figura4. Atividade de polifenoloxidase em folhas de feijão caupi, cultivar IPA 206, nos diferentes tempos 

de inoculação com C. lindemuthianum. Equação Polinomial. y =0,119x2 - 3,024x + 65,61 (R² = 1). 

 

Souza et al. (2004) estudando alterações metabólicas associadas ao feijão caupi 

relataram aumento na atividade de polifenoloxidase quando as plantas  sofreram estresse 

hídrico. A exemplo, Oliveira et al. (2012) observaram em plantas de feijão caupi que a 

atividade da enzima polifenoloxidase aumentou quando a variedade CE-109 estava 

parasitada com Meloidogyne incognita. Além disto, a atividade enzimática pode ser 

reduzida ou estimulada com ataque de fitopatógeno e algumas delas, como a 

polifonoloxidase, podem ter mecanismos de defesa dos hospedeiros a patógenos 

(ROSSITER et al., 2008) 

Silva et al. (2009) observaram em plantas de feijão comum que a aplicação de um 

indutor de resistência promoveu resposta mais rápida a inoculação com Xanthomonas 

axonopodis, proporcionou aumento expressivo da atividade de polifenoloxidase  e 

conduziu maior resistência às plantas. 

Orober et al. (1999) constataram que geralmente ocorre maior atividade da 

polifenoloxidase nos tecidos infectados de cultivares resistentes do que em tecidos 

infectados de cultivares suscetíveis ou em plantas sadias. A importância da atividade da 

polifenoloxidase na resistência a doenças deve-se, provavelmente, à sua propriedade em 

oxidar compostos fenólicos para quinonas, os quais são muito mais tóxicos aos micro-

organismos do que o fenol original, e à sua ação protetora no local do ferimento. Ngadze 

et al. (2011) relacionaram o aumento da atividade da polifenoloxidase com a maior 

resistência de tubérculos de batata a Pectobacterium atrosepticum. 

Por esta razão, admite-se que um aumento na atividade da polifenoloxidase resulta 

em altas concentrações de produtos tóxicos de oxidação e, portanto, maior grau de 

resistência à infecção (ZHENG-CUIMING et al., 1999).  

Em trabalhos com indução de resistência em tomateiro utilizando acibenzolar-S-

metil Itako et al. (2012) observou que a aplicação desse indutor aumentou a atividade da 

polifenoloxidase em plantas de tomateiro, confirmando sua capacidade de induzir 

resistência em plantas cultivadas, evidenciando que este produto tem relação direta com 

a indução de resistência a antracnose em plantas de feijão caupi. Observaram também que 

o acibenzolar-S-metil induziu a atividade de polifenoloxidase evidenciando que este 

produto induziu a resistência em plantas de tomateiro. Cavalcanti et al. (2006) atribui o 
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fato de que a atividade dessa enzima está correlacionada com a resistência induzida, ou 

seja, ativação desse produto na atividade dessa enzima, sendo produzidas algumas horas 

após a pulverização e até 12 dias após. 

 

3.4. Ascorbato peroxidase 
 

A atividade de ascorbato peroxidase obtida em folhas de feijão caupi cultivar IPA 

206, apresentada na Figura 5, observa-se que a maior dose contribuiu para a maior 

atividade. No oitavo dia após a inocu1ação é notável o aumento da atividade nos 

tratamentos 1, 2 e 3 e redução da atividade enzimática para os demais tratamentos 

(controle e T4). No décimo segundo dia após a inoculação observa-se decréscimo na 

atividade enzimática em todos os tratamentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Atividade de ascorbato peroxidase em folhas de feijão caupi, cultivar IPA 206, nos diferentes 

tempos de inoculação com C. lindemuthianum. Equação Polinomial. y =--1,37x2 + 19,02x + 36,05(R² = 1). 
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Ascorbato peroxidase é considerada umas das peroxidases mais importantes, pois 

catalisa a redução do H2O2, por meio do poder redutor do ascorbato (SHIGEOKA et al., 

2002). Leite et al (2004) trabalhando com resistência induzida em feijão comum observou 

que níveis elevados desta enzima são mais atuantes e constantes precocemente, podendo 

contribuir na resistência 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 está 

relacionada à prevenção da formação de OH- e efeitos tóxicos da acumulação de H2O2. 

As ascorbatos peroxidases apresentam várias isoformas distribuídas por diversos 

compartimentos celulares. Esta enzima representa componentes importantes do sistema 

de proteção oxidativa nas folhas e nas raízes de feijão 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. Isso explica o 

fato de que muitas vezes uma planta quando submetida a uma condição de ataque de 

fitopatógeno ou qualquer outro tipo de estresse que venha a comprometer a suas 

atividades pode aumentar a atividade de determinada enzima como medida de proteção a 

este agente, estando envolvida no processo de proteção de planta. Alamino et al. (2013) 

constataram que me plantas de maçã submetidas ao tratamento com acibenzolar-S-metil 

apresentaram valores numericamente maiores que a testemunha  na atividade de 

ascorbato peroxidase. A redução da atividade de ascorbato peroxidase no décimo dia após 

a inoculação pode estar relacionada a potencialização reduzida do indutor após alguns 

dias decorrentes à inoculação ou até mesmo a baixa incidência do patógeno nesse período. 

Suza et al. (2010), relataram que algumas espécies de plantas, após sofrerem 

algum tipo de lesão, apresentam uma queda na concentração de ácido ascórbico, que 

participa de reações de detoxificação, de forma enzimática e não enzimática de espécies 

reativas de oxigênio geradas pelo metabolismo celular aeróbico e por estresses bióticos e 

abióticos.  

 

3.5. Severidade da doença 

 

A Tabela 5 traz os dados do índice de severidade da antracnose em plantas de feijão 

caupi. Verifica-se que a severidade da doença é maior no quarto dia após a inoculação 
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quando se aplicou apenas água nas plantas. No oitavo dia após a inoculação a severidade 

da doença apresentou redução quando as plantas foram submetidas a uma maior dose de 

indutor (0,45gL-1). No décimo segundo dia após a inoculação a severidade da doença 

apresentou redução quando as plantas foram submetidas a aplicação com 0,45gL-1 do 

indutor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 5. Índice de severidade da infecção por Colletotrichum lindemuthianum, do feijão 

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

inoculação com C. lindemuthianum. 

 

 Dias após inoculação 

Tratamento 4 8 12 

Testemunha 0,76 d 0,65 a 0,70 c 

T1 (0,15gL-1) 0,10 a 0,70 a  0,96 a 

T2 (0,30gL-1) 0,43 b 0,45 b 0,76 b 

T3 (0,45gL-1)  0,30 c 0,30 c 0,61 c 

T4 (0,60gL-1) 0,38 b 0,31 c 0,66 c 

          CV%   45,56                           42,84                                41,98 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem, estatisticamente, pelo teste de Duncan ao nível de 

5% de probabilidade. 
 

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

H2O2 decomposto min-1 g-1 MF, respectivamente, alta atividade enzimática em relação às 

demais. Campos et al. (2009) relatam que a alta atividade podem ser resultantes da maior 
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ação hidrolítica das atividades das enzimas sobre os componentes da parede celular. Em 

meio ao fenômeno de indução de resistência vários autores atribuem a redução da 

severidade da doença ao aumento da atividade de enzimas associadas a proteção de 

plantas (VIDHYASEKARAM et al., 2001; PENG etal., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. CONCLUSÃO 

 

• Os tratamentos com maiores doses do acibenzolar-S-metil proporcionaram maior 

atividade enzimática e consequentemente maior resistência às plantas de feijão caupi; 

• A severidade da antracnose foi reduzida com a utilização do indutor de resistência. 
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