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ATIVIDADES PEROXIDÁSICA E R ~ , : ~ ~ ~ , U C A N A S I C A  ELICITADAS POR 
AGENTES BIOTICOS CAUSADORES DE DOENCAS E PELO ESTRESSE 

HÍDRICO EM FEIJÁO-DE-CORDA [Vigna ~ ~ ~ u i c u l a t a  (L.) Walp.] 

J. T. A. OLIVEIRA', N. C. ANDRADE~, A. S. M. MIRANDA', A. L. H. BARRETO', V. M. M MELO', 
C. F. FERNANDES', I. M. VASCONCELOS', J. k G .  SILVEIRA', F. R. CAVALCANTI', 

F. R FREIRE-FILHO', F. C. O. FREIRE4 e F. J. T. GONÇALVES' 

Resumo - As atividades peroxidásicas e B-1,3-glucanhica elicitadas por agentes causadores de doenças e pelo 
estresse hidrico em feijão-de-corda foram estudadas. Foi observado que a atividade peroxidásica, mas não a B- 12-  
glucanásica foi induzida pelo tratamento das plantas w m  o nematóide Meloyhgiene incognita e w m  o fungo 
Collefothricum gleosporioides (agentes bióticos). Entretanto, no tratamento w m  o nematóide a planta respondeu de 
modo mais intenso do que com o fungo. Esta resposta sugere que a planta tenta se defender do ataque destes 
organismos através da fortificação da parede celular, processo no qual as peroxidases têm papel importantissimo. Em 
relação ao estresse hidriw (abiótico), foi observado aumento tanto da atividade da peroxidase como da 8-1,3- 
glucanase em relação aos controles. Os dados aqui apresentados sugerem que estas enzimas respondem a vArias 
situações de estresse, tanto biótico como abibtiw, e que, embora importantes para a fisiologia da planta, ocorrem de 
maneira inespm'fica. 

Palavras-chave: Feijão-de-corda, Vigna unguiculata, Meloidogyne incognita, Collefothricum gloesporioides, 
estresse hidriw, peroxidase, p-1,3-glucanase. 

PEROXIDASE AND B-1,3-GLUCANASE ACTIVITIES ELICITED BY BIOTIC AGENTS 
RESPONSABLE FOR DISEASES AND BY DROUGHT IN COWPEA 

[Vigna unguiculata (L.) Walp.] 

Abstraet - Peroxides and 0-1,3-glucanase activities elicited by biotic agents which cause plant diseases and by the 
drought in cowpea were studied. It was observed that the peroxides but not the p-l,3-glucanase activity was induced 
by treatment of the plants with the nematode Meloihgyne incognito and with the fungus Colletothricum 
gleosporioidcs. However, the challenge of lhe plant with M. incognito gave a more conspicuous response then with 
C. gleosporioides. Nevertheles both treatments elicited lhe peroxides activity suggesting that the plant tries to 
protect itself by hardaiing the cell wall. In the drought-skessed plants both enzyme activities were increased over 
those of controls. The currently data showed that the activity ofthese enzymes increased in response to vanous stress 
wnditions and that such response, although important for the physiology of the plant, is inespecific. 

Keywords: wwpea, V i g a  unguiculata, Meloidogyne incognito, Collefothricum gloesporioides, drought, 
peroxides, p-1,3-glucanase. 

O feijão-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.], subespécie mguiculata], também wnhecido wmo feijão 
macassar ou caupi, se wnstitui numa das principais legumioosas cultivadas no Brasil, predominantemente nas 
Regiões Nordeste e Norte, onde 6 usado para fms alimentares. Dentre os vários fatores que limitam a produção do 
feijfío-de-corda no Brasil, enwntram-se as doenças causadas por agentes patogênicos (Rios, 1988). Os danos 
causados por estes organismos influenciam na quantidade do feijfío produzido por hectare plantado, bem como na 
sua qualidade. O feijão-de-wrda é considerado um dos principais hospedeiros dos nematóides de gahas (Ponte, 
1988), destacando-se, dentre estes, as espécies M. incognita e M. javanica, cuja a tuaeo impede o desenvolvimento 
vegetativo e reprodutivo normais da planta. Uma outra doença, desta feita causada por fungos do gênero 
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Colletothricum causadores da antramose, tambh, tem marcante contribuição na sua baixa produtividade. 
Entretanto, a l m s  cultivares-de-feijgo de corda conseguem, de algum modo, se opor ao ataque destes patógenos, 
sendo, neste &o, classificados c&o resistentes. 

De um modo geral, as plantas defendem-se da invasão de patógenos por diferentes meios que incluem certas 
rea* bioquímicas celulares que resultam em toxicidade wntra estes organismos ou criam condi* adversas ao 
seu desenvolvimento normal no interior da ~lanta, Diversos compostos são produzidos dou mobilizados, tais como, -.- -... ~~. 

os metabólitos secundários, componentes não protéicos, proteínas, enzimas, incluindo as quitinases, as P-1,3- 
glueanases e as paoxidaçes (Gomes et al., 19%), dentre outro$ logo ap66 a invasão do parasita saido, -to, 
considerados wmponentes que estão direta ou indiretamente envolvidos no mecanismo de defesa das plantas. As 
peroxidases participariam do processo de lignificação da parede celular e, provavelmente, da ativa@o de certas 
toxinas vegetais, impedindo ou retardando o ciclo reprodutivo dos patógenos (Bruce & West, 1989) enquanto que as 
p-IJ-glucanases, juntamente wm as quitinases, ambas enzimas hidroliticas, promoveriam a desorganiza@o da 
parede celular dos patbgenos invasores (Gianinazzi et al., 1970; Xue et al., 1998). 

O estresse hídriw causa várias mudanças fisiológicas na planta, para que esta possa superar os períodos de 
seca. O feijão-decorda apresenta excelentes caractaisticas de tolerância para as condi- estressantes de 
deficiência hidrica e elevadas temperaturas (Costa, 1999), características da região semi-árida. Entretanto, poucos 
são os trabalhos enwntrados na Literatura, que avaliam o wmpormento fisiológiw, os efeitos e os mecanismos 
bioquimicos referentes a essa resistência ao dbficit de hgua. 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os níveis de atividade peroxidásica elou p-1,3-glucan&ica em 
genótipos de fei jãdewrda resistentes e suscetiveis à meloidoginose e à anhacnose e sob estresse Mdriw, ao longo 
do estabelecimento das plântulas. 

Material e Metodos 

Sementes qui-tes de feijão-decorda resistente (cv. TE97-411-1E) e susceptivel (cv. BM-~racuateua) à 
anbamose foram fomecidas pela EMBRAPAiPiaui. Os demais genótipos foram obtidos na Escola de Agronomia da 
UFC-CE. Meloidogine incógnita foi obtido de raizes de quiabeiros infectados. O fungo C. gloeosporioides foi 
proveniente da micoteca mantida no Laboratório de Mimobiologia do Depto de Biologia da UFC. A cultura foi 
mantida em meio de ágar Sabouraud-glicose à temperatura de S°C. 

Para da resistência e suscetibilidade dos genótipos, sementes de doze variedades de feijãdecorda 
foram plantadas, sob condições de campo, em solo reconhecidamente infestados com o referido nematóide, seguindo 
um delineamento em blocos casualisados, com 10 repetições. A wleta foi feita 60 dias após o plantio, quando foi 
examinado o sistema radicular de cada planta e efetuada a contagem do número de galhas e massa de ovos, de acordo 
wm a escila de nota citada por Taylor & Sasser (1978). Aquelas que apresentaram um índice igual w superior a três 
foram classificadas wmo resistentes e os genótipos CE-31 (resistente) e o CEIO9 (suscetivel) foram usados para os 
ensaios enzimáticos. Para determinação da atividade peroxidásica, as sementes de CE31 e CEIO9 foram plantadas 
em solo previamente esterilizado em autoclave, disb.ibuidas na proporção de duas sementes por vaso e mantidas em 
câmara de germinação a uma temperatura média de 30°C. A inoculação foi feita aos 12 dias de idade, utilizando-se, 
como fonte de inóculo um total de 250 JZplanta. As wletas foram efetuadas a cada dois dias, a partir do segundo da 
inoculação. 

Na inocula@o wm C. gloeosporioides as sementes de feijão-decorda (TE97-411-1E e BR3-Tracuateua, 
resistente e susceptivel, respectivamente, ao C. lindemunfhianum) foram previamente tratadas com hipoclorito de 
sódio a 1% e, em seguida, lavadas abundantemente wm água destilada, colocadas para germinar em vasos plástiws, 
utilizando-se areia previamente esterilizada como substrato. O cultivo foi feito em casa de vegetação, com 
temperatura em tomo de 35°C. As plantas foram regarias com hgua destilada até o sétimo dia de plantio e, em 
seguida, com solução nutritiva modificada Para obtenção de esporos de C. gloeosporioides, culturas em placas 
foram lavadas wm 10 ml de àgua grau Mílli-Q estéril e agitadas, manualmente, para liberação dos esporos. A 
suspensão de esporos foi coletada wm pipeta Pasteur e lavada, sob centrifugação, wm água estéril. O pellet foi 
retomado em água e a concentração de células determinada em câmara de Neubauer. Plantas s a b  que não 
apresentavam injwia visivel foram selecionadas e transferidas para uma câmara de crescimento a 30 f 5"C, wm 
umidade em tomo de 65%. Estas plantas foram, então, inoculadas wm esporos de C. gl~eosporioide~, ap(>s 12 dias 

de plantio, enquanto que plantas não tratadas serviram de controle. Foram aplicadas 4 gotas de 25 de esporos na 
Wncentra@o de 10'/ml nas folhas primárias, sendo 2 gotas de cada lado da nervura central.  os controles usou-se 
água destilada. As plantas foram wletadas 6, 12, 18, 24, 30, e 36 h (TE 97) e 6, 12, 18, 24, e 30 h (BM) após a 
*ocula~ã~, e 0 mataia1 usado para ensaios de atividade enzimática. Foram aletadas as fohas primárias, folhas 
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secundárias e os talos, separadamente, para observação da resposta hipersensitiva (HR) e resposta sistêmica 
adquirida (SAR). 

O experimento do eshesse hidriw foi conduzido em casa de vegetação, com temperatura e umidades médias 
mínimas (noite) e máximas (dia) variando de 25°C a 36OC e 39% a 85%, respectivamente. O subshato utilizado foi 
uma mistura de silica e vermiculita na proporção de 1 :2 (v:v), sendo a mesma lavada wm água destilada por 5 vezes 
e, posteriormente, autoclavada por 20 min. Os vasos utilizados foram tipo Leonard modificados segundo a 
metodologia descrita por Costa (1999). Diariamente, as plantas receberam água e solução nutritiva pela parte 
superior até completar o volume da solução wntida na parte inferior do vaso. No vigésimo oitavo dia após a 
emergência das plântulas, elas foram submetidas à retirada da hgua da parte inferior dos vasos e permaneceram 
apenas com a água retida na fase sólida da parte superior, durante 4 dias consecutivos. Após este período, foram 
rehidratadas durante 2 dias, enquanto que as plantas wntroles permaneceram em presença de água. As plântulas 
foram coletadas durante sete dias wnsecutivos, após o tratamento. As folhas foram congeladas imediatamente wm 
N2 líquido e mantidas em 6eezer até a liofilização para o preparo das farinhas (Costa, 1999). 

Para determinação das atividades enzimáticas, os extratos totais das folhas primárias e secundárias e do 
sistema radicular foram obtidos ahaves de maceração em graal, com tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5.2, 
contendo NaCI 1,O M, na proporção de 1:3 (plv), sob banho de gelo. Após maceraç20, realizada por cerca de 20 
minutos, a suspensão foi filtrada e cenhifugada (10.000 x g por 20 minutos). O teor de proteína foi avaliado pela 
técnica descrita por Bradford (1976), a ativade peroxidásica através da metodologia descrita por Urbanek ef al., 
(1991), sendo o guaiawl utilizado como subshato doador de prótons e peróxido de hidrogênio como receptor e a 
absorbância medida a 480 nm. Para determinação da atividade D-I$-glucanhsica foi determinada a velocidade de 
produção de gluwse usandese Iaminarina wmo substrato e glucose como padrão, de acordo wm o método de 
Somogyi (1 952). 

Resultados e DiscussHo 

A Figura I mostra a presença de atividade peroxidásica nas raizes tanto do genótipo CE-31 como no CE-109. 
Entretanto, os níveis basais do genótipo resistente a meloidoginose (CE-31) são maiores do que do genótipo 
suscetível. Ademais, quando se hata do cultivar resistente, há um aumento significativo da atividade peroxidásica em 
resposta a evolução da infegão, sugerindo a participação destas enzimas no mecanismo de defesa da planta. 

FIGURA 1. Atividade paoxidásica em raizes de Vigna unguiculata (L.) Walp., genótipo CE-31 (A) e genótipo CE- 
109 (B) submetidos ao estresse biótico por Meloidogyne incognita. D A ~  (dias após inoculação). 

Em relação a infecção pelo fungo Colletothricum gloesporioides, análises da atividade peroxidásica mos- 
um aumento após 18 e 24 horas de inoculação nas folhas primárias da cultivar BR3 (Figura IA) e um aumento após 
18 horas de inoculação na cultivar TE-97 (Figura IB), em comparação com os conholes, sugerindo uma resposta 
positiva destas plantas ao ataque do fungo. Nas folhas secundárias não foi observada diferença de atividade 
peroxidásica nos genótipos estudados (Fiyni C e Figura D), sugerindo que não ocorreu uma resposta sistêmica 
adquirida (SAR). Em relação A atividade 8-1,3 glucanásica, não foi observada diferença enhe plantas tratadas e 
controles de ambos os genótipos (dados não apresentados). 

Em relação á resposta ao eshesse hidriw, foi observado que logo após o início do estresse a enzima B-1,3- 
glucanase (Figura 3A) respondeu wm aumento da atividade, alcanpndo um platô que perdurou mesmo após 2 dias 
da rehidratação e indo se igualar á atividade dos wntroles em seguida. Houve, tamMm, aumento da atividade 



V Reuni30 Nacional de Pesquisa de Caupi - V  RENAC, Teresina-PL 2001 

peroxidásica ate o quarto dia após o inicio do estresse, decrescendo logo que houve rehidratação (Figura 38). 
Respostas positivas destas mimas ao iratamento de plantas com eliciadores abióticos tais como ácido salicília, 
(Femandes, 1998), fehlização do solo, diierença de temperatura, luz W - B  (Leubner-Metzger e Meins, Jr, 1999) 
p e r t u r b e s  mecânicas (Cipoliii, Jr, 1998) já foram relatadas Em todos estes osos, acredita-se que as plantas 
utilizam-se destas enzimas para preservar sua homeostase fisiológica amvds de mecanismos atb hoje não 
cntcndidos. 

Rmxldtre BRI folha PllrcAb~ 

L 45 . ... 

15 

O 0 12 18 24 30 36 

Como conclusão, o aumento dos níveis de pemxidase no genótipo resistente a meloidoginose sugere que o 
processo de lignificaçào deve ser induzido no genótipo resistente. Entretanto, em se tratando dos genótipos 
inoculados com o fungo, os resultados demonstram que ocorreu um aumento da atividade peroxidásica nas folhas 
primárias após inoculação do fungo de ambas cultivares BR3 e TE 97, mas em tempos distintos, o que pode 
omcterim uma resposta de um genótipo resistente à antsacnose. No caso do estresse hidrico, as duas enzimas 
estudadas apresentaram aumento de atividade. Entretanto, estudos adicionais são necessários para se entender o 
porquê destas altmções. Comparando os dados deste irabalho com os da literatura onde há relatos do aumento da 
expressáo de genes correspondentes a estas enzimas em =pasta às várias situações de e-, tanto biótim como 
abiótico, chega-se a conclusão de quc cais respostas, embora impmtantes para a fisiologia da planta, ocorrem de 
maneim inespxüíca. 

C - l ~ t = a . z s ~ i r í ~  D P O T O X ~ ~ ~ ~  TE FOIM s a w e ! a s  

E 
2 a, 
9 45 

15 
O 6 12 18 24 3l 38 

r B  Atividade Peroxidásica 

T e n p o W  

-cQitrme--*~.~mmm,ic  

1 2 3 4 5 6 7  
Dias 

O 6 12 18 24 JO XI 

- c M i o l e  -. +.-Tratammo Te"pohoras 

I Atividade PeroxidAsica 

FIGURA 2. Atividade peroxidásica em folhas primárias e secundárias de Vigna unguiculata, cv. BFU-Tracnaieua 
(B, C) c TE 97 (A, D) controles e infecladas com C. gloesporioides. 
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Dias 

FIGURA 3. Atividade p-1,3-glucanásica (A) e pcroxidásica (B) em folhas dc feijàode<orda submetidas ao 
estrcsse hidrico. 
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