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RESUMO 
 
O mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) é uma importante causa de perda de rendimento da cultura 
de feijão. Existe cultivares com certo nível de resistência, mas com características agronômicas não 
comerciais. A resistência destas plantas pode estar relacionada ao aumento da atividade de enzimas de 
defesa como peroxidase, polifenoloxidase, quitinase e β1,3 glucanase. O objetivo do trabalho foi 
avaliar a atividade destas enzimas de defesa em genótipos de feijoeiro resistentes e suscetíveis a S. 

sclerotiorum. Para as enzimas estudadas, o genótipo resistente Ex Rico 23 apresentou maior atividade 
em relação à linhagem suscetível M20. Provavelmente a resistência do genótipo resistente G122 não 
está relacionada somente a estas enzimas de defesa pela sua baixa atividade em relação ao Ex Rico 23. 
O genótipo CNPF 9506 apresentou maior atividade das enzimas quitinase e β1,3 glucanase podendo 
contribuir pra resistência ao mofo branco.  
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INTRODUÇÃO 

 
O mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, é uma 

importante causa de perda de rendimento da cultura de feijão (Phaseolus vulgaris L.). Este patógeno 
sobrevive no solo por vários anos como escleródios e tem um leque muito amplo de hospedeiros de 
mais de 400 espécies, incluindo muitas culturas e plantas daninhas anuais (BOLAND & HALL, 1994). 
O melhoramento para resistência ao mofo branco tem sido muito lento devido à baixa herdabilidade, 
às técnicas complexas de avaliação, à grande influência ambiental e ao uso de métodos de 
melhoramento ineficientes (TERÁN & SINGH, 2010). No entanto, a obtenção de cultivares resistentes 
ainda é a alternativa mais eficiente para o controle dessa doença.  

A resistência de plantas ao ataque de patógenos pode ser entendida como a capacidade que 
elas desenvolveram de impedir, restringir ou retardar a penetração destes organismos em seus tecidos, 
diminuindo os efeitos danosos potenciais. Para se defenderem de doenças, as plantas estão equipadas 
com as defesas pré-formadas ou constitutivas, que são aquelas naturalmente presentes na planta, 
funcionando como barreiras físicas. As defesas pós-formadas ou induzidas, ausentes ou de pouca 
expressividade em plantas sadias, são aquelas que se tornam evidentes somente após a invasão do 
patógeno ou quando a planta é injuriada (PASCOLATI & LEITE, 1995).  

Nestes casos, além da resposta hipersensitiva, que se caracteriza pelo rápido e localizado 
colapso do tecido vegetal em volta do local da infecção, há a formação de tiloses, papilas, halos, 
lignificação, fitoalexinas, o aumento na concentração ou síntese de várias proteínas relacionadas à 
patogênese (PRPs), dentre as quais algumas enzimas como as β 1,3 glucanases, quitinases e 
peroxidases (VAN LOON & VAN STRIEN, 1999). Tais eventos e reações podem determinar o 
sucesso da resistência da planta contra o ataque do fitopatógeno, evitando, assim, o estabelecimento da 
doença (STINTZ et al., 1993).  

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade das enzimas de defesa, 
peroxidase, polifenoloxidase, quitinase e β 1,3 glucanase em genótipos de feijoeiro resistentes e 
suscetíveis a Sclerotinia sclerotiorum. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 

Foram utilizados quatro genótipos de feijoeiro: G122 e Ex Rico 23 (fontes de resistência), 
M20 (suscetível) e a CNPF 9506 (reação quanto ao mofo branco desconhecida). Sementes de feijoeiro, 
dos respectivos genótipos, foram plantadas em vasos plásticos de 3,5 litros, contendo substrato 
terra:areia:esterco bovino (3:1:1). Após a emergência, cada vaso foi mantido com três plantas de 
feijão.  

A linhagem G122 possui hábito de crescimento determinado (tipo I) (SINGH, 1982), tem 
origem Andina, sementes grandes, tipo rajada de fundo bege e rajas vinho. A linhagem G122 tem 
exibido resistência de campo ao mofo branco (STEADMAN et al., 1999). Essa resistência de campo 
provavelmente resulta da resistência fisiológica (MIKLAS, 2001). Além da resistência ao mofo 
branco, a linhagem G122, coletada na Índia como PI 163120, é também conhecida como ‘Jatu Rong’ e 
exibe tolerância ao calor (SHONNARD & GEPTS, 1994).  

A linhagem Ex Rico 23 tem hábito de crescimento indeterminado, porém arbustivo, além de 
possuir resistência fisiológica ao mofo branco.  

A linhagem M20 possui grão tipo carioca, hábito de crescimento tipo II, portadora dos alelos 
Co-4

2
, Co-5 e Co-7 que conferem resistência à antracnose além de resistência à mancha-angular, 

porém, é altamente suscetível ao mofo branco. 
A cultivar CNPF 9506 é resistente a algumas raças de antracnose, tem porte ereto e grãos tipo 

carioca e não é conhecida sua reação ao mofo branco.  
As plantas com 28 dias de semeadura foram inoculadas utilizando o método do straw test, 

descrito por Petzoldt & Dickson (1996).  
Para determinar a atividade das enzimas, hastes das plantas foram coletadas 4, 8, 12, 24, 72 e 

168 horas após a inoculação (HAI). Imediatamente após cada coleta, as hastes foram congeladas em 
nitrogênio líquido e armazenadas a -80ºC até o momento da maceração.  

Para a quantificação de proteínas totais e da atividade das enzimas, as hastes foram trituradas 
em nitrogênio líquido, com almofariz e pistilo, até a obtenção de um pó fino. Posteriormente, 1g desse 
pó foi depositado em um tubo, ao qual adicionou-se o tampão acetato de sódio 50mM pH 5,2 (6mL de 
tampão para cada grama de amostra) e homogeneizou-se por 20 segundos, em agitação. Após esse 
processo, a suspensão foi centrifugada, a 12.000g por 15 minutos (4oC) e o sobrenadante foi utilizado 
como fonte enzimática. 

As proteínas solúveis contidas nos extratos foram aferidas com base no ensaio de Bradford 
(1976), utilizando-se um padrão de albumina sérica bovina (BSA). 

A atividade de peroxidases de guaiacol (POX) foi determinada em microplacas de 96 
cavidades de acordo com metodologia de Urbanek et al. (1991) e a atividade de polifenoloxidase 
(PPO) foi determinada de acordo com Gauillard et al. (1993). 

A atividade de quitinase (CHI) foi determinada em microplacas de 96 cavidades utilizando-se 
o substrato CM-Chitin-RBV (Loewe Biochemica GmbH), de acordo com Wirth & Wolf (1990) e a 
atividade da β-1,3-glucanase (GLU) foi determinada de modo análogo ao da quitinase, apenas com 
substituição do substrato para CM-Curdlan-RBB (Loewe Biochemica GmbH). 

As atividades de todas as enzimas foram analisadas considerando como 100% as atividades 
das mesmas na linhagem M20, suscetível ao mofo branco. Todas as análises enzimáticas foram 
realizadas em triplicatas.  
 O experimento foi instalado em delineamento de blocos casualizados com 3 repetições e 3 
plantas por parcela por tempo de coleta. 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
  Nas linhagens resistentes, Ex Rico 23 e G122, foi observado aumento na atividade da enzima 
de defesa peroxidase às 4 horas após inoculação (HAI), sendo que a atividade desta enzima, quando 
comparada à atividade da linhagem suscetível M20, continuou alta até 168 HAI (Figura 1A). Na 
linhagem G122 essa atividade manteve-se mais alta que a atividade ocorrida na M20 de 12 até 72 
HAI. A atividade da peroxidase na linhagem CNPF 9506 foi menor em todos os tempos de avaliação. 
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A peroxidase de plantas participa de diversos processos fisiológicos, dentre eles a formação de lignina 
e são freqüentemente utilizadas como marcadores enzimáticos para os estudos da resistência 
(RASMUSSEN et al., 1995). A atividade desta enzima é freqüentemente aumentada em resposta aos 
estresses, ao ataque de patógenos, sendo a proteção celular contra reações oxidativas também uma das 
principais funções desta enzima (ANTEROLA & LEWIS, 2002). 
 Para a atividade de polifenoloxidase praticamente não houve diferença entre as linhagens. 
Exceto pela linhagen Ex Rico 23 que apresentou um pico de atividade 12 HAI e CNPF 9506 as 72 
HAI (Figura 1B). A polifenoloxidase é liberada dos tilacóides após a ruptura da célula pelo processo 
de penetração do patógeno, oxidando os compostos fenólicos à quinonas, as quais são muito mais 
tóxicas aos microrganismos do que o próprio fenol original podendo contribuir na resistência 
(CARDOSO & GARRAWAY, 1977). 
 A atividade da β1,3 glucanase foi maior nos genótipos CNPF 9506 as 24 e 72 HAI, seguida 
pelo Ex Rico 23 nestes mesmos tempos. Para a atividade desta enzima na linhagem G122 ocorreu um 
pico 72 HAI (Figura 1C).  
 As 4 e 8 HAI a atividade da quitinase estava mais alta nos genótipos CNPF 9506 e Ex Rico 23 
que nas demais linhagens, voltando a aumentar 72 HAI (Figura 1D). Para a atividade desta enzima, 
praticamente não se observou diferença entre a linhagem G122 e M20.  
  A quitinase e a β 1,3 glucanase apresentam ação direta contra patógenos, degradando a parede 
celular, com o objetivo de impedir o estabelecimento do patógeno na planta. Neste processo, 
polímeros de N-acetilglucosamina e β 1,3 glucana, provenientes da parede celular de fungos ou 
bactérias degradadas por estas enzimas, podem funcionar como eliciadores e ativar outros mecanismos 
de defesa como as fitoalexinas (OKINAKA et al., 1995). 
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FIGURA 1 Atividade relativa de peroxidase de guaiacol (A), polifenoloxidase (B), β 1,3 glucanase 
(C) e quitinase (B) em hastes de linhagens de feijoeiro (CNPF 9506, Ex Rico 23, G122 e M20) 
inoculadas com Sclerotinia scletoriorum nos tempos de 4, 8, 12, 24, 72 e 168 horas após inoculação. 
Considerou-se as atividades das enzimas na linhagem suscetível M20 como 100%. Médias de três 
repetições. 
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CONCLUSÃO 

 
Para as enzimas estudadas, peroxidase, polifenoloxidase, quitinase e β1,3 glucanase, a 

linhagem resistente Ex Rico apresentou maior atividade em relação à linhagem suscetível M20. 
Provavelmente a resistência da linhagem G122 não está relacionada somente a estas enzimas 

de defesa pela sua baixa atividade na maioria delas em relação ao Ex Rico 23.  
O genótipo CNPF 9506 apresentou maior atividade das enzimas quitinase e β1,3 glucanase 

podendo contribuir pra resistência ao mofo branco.  
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