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ACAO PROTETORA DO ACIBENZOLAR-S-METHYL
EM PLANTAS DE CAFEEIRO CONTRA FERRUGEM
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RESUMO

Plantasdecafé(Coffeaarabicacv. Mundo Novo) suscetiveisaferrugem, causadapor Hemileiavastatrix,
mostraram-se protegidas contra a doenca quando tratadas com diferentes concentragdes do composto
acibenzolar-S-methyl, BTH, (10, 50, 100, 200 e400 ppmdo produto comercial, que contém 50% do principio
ativo), 72 h antes dainoculagdo com o patégeno. O produto induziu protegdo local (66 a 97 %), sistémica
(83294 %), e o efeito protetor persistiu até 10 semanas. Nosintervalosde 8 a 10 semanas entre aaplicagdo
do produto e ainoculagdo com o patdgeno, aéreafoliar com lesdes esporulantes foi mais proximadaquela
apresentada pelas plantas-controle, do que nos outros interval os semanais de tempo. Estudos, através de
mi croscopiadefluorescéncia, sobreodesenvolvimento do patégenoemfol hastratadasecontrol es, indicaram
gueagerminacdo eaformagado deapressoriosdeH. vastatrix ndoforam af etadaspel o tratamentocomoBTH.
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ABSTRACT

PROTECTION OF COFFEE PLANTS AGAINST COFFEE LEAF RUST BY ACIBENZOLAR-S-
METHY L. Susceptible coffee plants (Coffea arabica cv. Mundo Novo) were protected against coffee | eaf
rust caused by Hemileia vastatrix, when treated with different concentrati ons of the compound acibenzol ar-
S-methyl, BTH, (10, 50, 100, 200 and 400 ppm of the commercial product, that contains 50 % of active
ingredient, w/w), 72 h prior inoculation with pathogen. The product induced local (66 to 97 %), systemic
protection (83 to 94 %), and the protection persisted for at least 10 weeks. At time intervals from 8 to 10
weeks between treatmentsand challengeinocul ations, thefoliar areawith sporulating lesionswere closer to
control plants, than othersintervals of time. Fluorescent microscopic studies of pathogen development in
protected and control leaves indicated that neither the germination nor the appressoria formation were
affected by treatment with BTH.

KEY WORDS: Hemileia vastatrix, induced resistance, BTH, Coffea arabica.

INTRODUCAO Atualmente, a ferrugem atinge todas as regifes
cafeicultorasdoBrasi| esendofor devidamentecontrolada
pode causar queda na producdo de até 45% (MATIELLO,

1991). O controle quimico da ferrugem tem se mostrado

A cafeicultura representa um importante papel na
economia nacional constituindo cerca de 6,18% da

receita das exportacfes. Apesar da reducdo da area
caf eicolanasultimasdécadas, o Brasil aindaocupauma
posi ¢c&o dominante no mercado mundial como produtor
(contando com 2,410 milhdes de hectares plantados) e
como exportador (20%) (ANUARIO EsTATisTICO DO CAFE,
1997). O potencial competitivo do pais, no entanto,
podera crescer aindamais com areducéo de custos de
producdo através do aumento da produtividade.
Doengas e pragas constituem fatores restritivos para
0 acance de uma producdo ideal. Entre outras esta a
ferrugem alaranjada do cafeeiro, causada pelo fungo
biotréficoHemileilavastatrixBerk. et Br. (MATiELLO, 1991).

2 Syngenta., Séo Paulo, SP

eficienteeecondmico, porém, démderepresentar 10a20%
do custo total daproducéo (MaTieLLo et al., 1985; VEGrO
& FEeRrREIRA, 2000), pode levar a0 agravamento de outras
doencasepragasdo cafeeiro, pel o seu efeito namicrobiota,
eliminandoinimigosnaturais, aléndepossibilitar, por pres-
s80 de selecdo, 0 surgimento de ragas resistentes aos
fungicidas aplicados.

Um dos maiores desafios para os pesquisadores tem
sido determi nar métodoseficientes, porém debaixoimpac-
to ambiental. Uma das abordagens consiste na utilizag&o
de cultivares resistentes para o controle da ferrugem do
cafeeiro (BErGAMIN FiLHO, 1976; CARVALHO, 1982). Existe
aindaaperspectivapromissorado controledadoencapela
ativacao dos mecanismos de defesainerentes das plantas
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através daaplicacdo, préviaainocul agdo com patégenos,
de produtos bi 6ti cos ou abi 6ticos, ndo toxicos, que atuam
como indutoresderesisténcia (MARTINS, 1991; MORAES,
1992; RvaLs et al., 1996). Inducdo de resisténcia em
plantasdecafésuscetivei saferrugem podeser obtidapelo
tratamento com filtrado de suspenséo de urediniosporos
de H. vastatrix inativados termicamente (Moraes et al .,
1976); polissacarideosextracel ularesricosem p-mananas,
provenientes de urediniosporos de H. vastatrix (Guzzo et
al., 1987); bactérias e fungos ndo patogénicos ao cafeeiro
(MarTINS et al., 1985); Thuricide-HP (Bacillus
thuringiensis, Sandoz) (RoveraTTi etal., 1989); extratode
levedura (MaRrTINS €t al., 1986); exopolissacarideos de
células bacterianas de Xanthomonas campestris pv.
manihotis e X. campestris pv. campestris ou com goma
xantana(Guzzoetal., 1993).

O compostoderivadodobenzotiodiazol (BTH) (aciben-
zolar-S-methyl) temsido citadocomoumagenteativador dos
mecanismosde defesade plantas, protegendo-assistemica
mente contra uma larga gama de doencas causadas por
fungos e bactérias, sem mostrar efeito toxico direto e signi-
ficativo contra estes fitopatdgenos (Ruess et al., 1995). O
BTH namaioriados casos estudados ndo apresentaativida
deantimicrobianadiretasobreopatdgeno, oquepraticamen-
teeliminao risco de selecdo deragasres stentesao produto.
Alémdisso, éum composto debaixoimpacto poisapresenta
baixatoxicidade(DL  ord emratos>2.000mg/kg), enenhum
efeito carcinogénico, mutagénico ou teratogénico (Ruess et
al., 1996). Nestetrabalhofoi verificadaaagdo do composto
benzo[1,2,3]tiodiazol-7-acidocarbotidico-S-metil éster (BTH)
como indutor de protec@o em cafeeiros contraferrugem.

MATERIAL EMETODOS

Planta e patdgeno

Plantas de café (Coffea arabica cv. Mundo Novo),
obtidas a partir de sementes fornecidas pela Cooperativa
GARCAFE, Garga, SP, foramutilizadasquando atingiram
8 pares de fol has total mente expandidas.

UrediniosporosdeHemilelavastatrixBerk. et Br., raca
I1, foram col etadosapartir deplantasdecafénaturalmente
infectadas, peneirados e mantidos em nitrogénio liquido
até o uso.

Preparo do indutor de protegdo e do indculo

Solugdes aquosas do produto comercial,
benzo[1,2,3]tiodiazol - 7-&cido carboti6ico S-metil éster
(acibenzolar-S-methyl, BTH), que contém 50% do prin-
cipio ativo, foram utilizadas nos testes biol 6gicos.

Urediniosporos de H. vastatrix, retirados do nitrogé-
nioliquido, foram submetidosaum choquetérmico (40°C,
10 min) e misturados com agua destilada (2 mg/mL). A
suspensado, agitadapor 10minesubmetidaaultra-som (50
Hz, 30 s), foi mantida sob agitacdo constante durante a
inoculagdo das plantas.

Inducdo de protecdo local e sistémica

Osexperimentosforam realizadosem condi¢esde
casa de vegetacdo, utilizando-se grupos de 10 plantas
por tratamento. Para avaliacéo do efeito do BTH na
inducdo de protecdo local de plantas de café contra a
ferrugem, solugbes aquosas do produto nas concen-
tracbes de 10, 50, 100, 200 e 400 ppm do produto
comercia foram aspergidas nas superficies abaxiais
dos 2%, 3% e4*paresdefolhasapartir do dpice, 0,5mL
de solucéo por folha, usando como propelente, nitro-
génio gasoso (0,20 bars). As plantas-controle foram
aspergidas com &guadestilada. Apds 72 h, os mesmos
pares de folhas foram aspergidos com a suspenséo do
inéculo. As plantas inoculadas foram mantidas no
escuro (24 °C, UR 85%) por 48 h e, em seguida,
transferidas paracasade vegetagéo até o aparecimento
de sintomas.

O efeito sistémico do produto e/ou seu possivel efeito
indutor de resisténcia a distancia do ponto de aplicagéo,
foram avaliados aspergindo-se, em outro lote de plantas,
solugBes aquosas do BTH nas concentragdes de 10 e 400
ppm do produto comercial, nos 3> paresdefolhasapartir
do dpice. Os2*e4* paresdefolhasforam protegidoscom
papel dealuminio parando receberem o produto. Olotede
plantas-controlefoi tratadocomagua. Apds72h, 0s2%, 3%
e4>paresdefolhasdasplantastratadasecontroles, foram
inoculados com o patdgeno. Apds ainocul acdo, todas as
plantas foram submetidas as mesmas condi¢des ambien-
tes descritas anteriormente.

O tempo de persisténciado efeito protetor do produto
foi verificadoaspergindoumasol ugdo aquosadeBTH (400
ppm) nos 2%, 3% e 4% pares de folhas de cafeeiro, nos
interval osdetempo de1a10 semanasantesdainocul agdo
com o patégeno.

A avaliacdo dos sintomas em todos os experimen-
tosfoi feita21-24 dias apdsainocul acdo, determinan-
do-seamédiado nimero delesdespor 10 cm?defolha.
A protecéo foi calculada como reducéo do nimero de
lesbes por folha e expressa como porcentagem do
controle (MoraEset al., 1976). A porcentagem de area
esporulante foi avaliada 60 dias ap6s a inoculagdo
segundo uma escal a diagramatica variando de 0 a100
%.

Efeito do BTH sobre a germinagéo e formagdo de

apressorios in vivo de H. vastatrix

O efeito biocida do produto foi verificado sobre a
germinagéo eformagao deapressoriosdosurediniosporos
de H. vastatrix, 16 h apds ainoculagéo do patdégeno em
folhas de plantas de café previamente tratadas com as
diferentes concentrages do BTH (10, 50, 100, 200 e 400
ppm). O produtofoi aspergido nassuperficiesabaxiaisdos
3sparesdefolhaseapds 72 hasmesmasforaminocul adas
com o patogeno. As folhas permaneceram no escuro por
16 h. Assuperficiesabaxiaisdasfol hasforam ent&o asper-
gidas com formaldeido 37% e logo apds a evaporagéo
deste, discosdefol hasforamretiradoseosuredini osporos
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coradoscomdietanol fluorocromo (MarTINs€tal., 1988).
Em microscopi o defluorescénciaforam avaliadas aspor-
centagens de germinacéo e de tubos germinativos apre-
sentando apressorios.

RESULTADQOS

PlantasdecafétratadascomBTH, 72hantesdainoculacdo
do patégeno, apresentaram menor nimero de lesdes de
ferrugem alaranjadado cafeeiro do que asplantas-controle.
TodasasconcentragbesdeBTH utilizadas, de10a400 ppm
(24-950uM), foram efetivasem promover essareducéo no
nuimero delesdes. Naconcentragdo de 10 ppmareducofoi
de66,5% eapartir de50 ppmficou acimade86%, atingindo
97% naconcentracdo de400 ppm (Figs.1 e2).

O ndmero delesdesde H.vastatrix nosparesdefolhas
imediatamente acimae abaixo dasfolhasquereceberamo
tratamento com BTH, 72h antes da inoculagdo dos
urediniosporos, tambémfoi reduzido em comparagéo com
0s respectivos pares de folhas das plantas-controle. Essa
reducaofoi respectivamente92 e 94 % naconcentragdo de
400 ppm e 82 e 88% naconcentracdo de 10 ppm (Fig. 3).

Na concentragédo de 400 ppm, a aplicagéo do produto
até 10 semanas antes da inoculagéo do patdgeno induziu
uma reducéo significativa do nimero de lesdes da ferru-
gememrelacdoaocontrole, variandode86a93%(Fig. 4).
A reducdo da &rea foliar com lesdes esporulantes em
relacdo ao controle, apds osintervalos de 1 a 6 semanas
entre a aplicagdo do produto e ainoculagéo do patdgeno,
foi daordem de99%. Quando 7 semanasdecorreramentre
aaplicacdo do BTH eainoculagdo do fungo, areducéo de
lesBes esporulantes foi de 94%, nos intervalos de 8 a9
semanas ficou na ordem de 75% e no intervalo de 10
semanas caiu para50% (Figs. 4 e5).

Nenhum efeitofitotdxiconostecidosfoliaresfoi obser-
vado, nascondic¢Besexperimentaisutilizadas(Figs. 2e5).

EmtodasasconcentracbesdoBTH utilizadas, agermi-
nacg&o dos urediniosporosde H. vastatrix eaformagdo de
apressoriosforamsignificativamentesemel hantesateste-
munha(Figs. 6e7).

DISCUSSAOECONCLUSOES

Todas as plantas possuem um potencial genético
para resisténcia a fitopatdgenos e a diferenca entre
resi sténciae suscetibilidade estanavel ocidade e mag-
nitude de expressdo desse potencial. Foi demonstrada,
experimentalmente, a possibilidade da expresséo des-
ses genes ser manipulada alterando o estado de
suscetibilidade para resisténcia por vérios agentes
bi éti cosou abi 6ticos (K uc, 1995), fendmeno conhecido
por RSA (resisténcia sistémicaadquirida) (SticHER et
al.,1997).

Os dados apresentados neste trabalho demonstram
que o BTH conferiu protecdo local e sistémicaatamente

significativas (97 % e 94%, respectivamente, para uma
concentracdode950 pM) contraaferrugemdocafeeiroem
plantas previamente tratadas. Protecdo com o referido
produto também foi obtidaem plantasdefumo (70a97%
paraumaconcentragdo de 1200 pM) contraovirusTMV,
osfungosCercosporanicotianae, Peronosporatabacina,
Phytophthora parasitica e a bactéria Pseudomonas
syringae(FrieoricH et al., 1996); em plantasdetrigo (87 %
paraumaconcentracdode300 pM) contraofungo Erysiphe
graminisf.sp. tritici (GorLAcH et al., 1996).

Como verificado para essas outras interaces acima
citadas, 0 BTH conferiu, também paracafeeiro-Hemileia
vastatrix, protecdo sistémica, isto €, efeito protetor a
distancia do ponto de aplicagdo do produto, a niveis
estatisticamente iguais & protecdo conferida no local de
aplicacdo do produto (teste Tuckey, 5%). Esse fato pode
ser devido a difusdo equitativa do produto a partir do
ponto de aplicacdo e/ou pela ativagdo de mecanismos de
defesadaplanta (RSA- resisténcia sistémicaadquirida).

Em plantas de trigo (GorLAcH et al., 1996), fumo
(FriEDRICH et Al., 1996) eArabidopsis(LawTonetal., 1996)
foi observado que o BTH induz as mesmas alteracfes
bioguimicas que caracterizam aresisténciasistémicaad-
quirida(RSA) ativadas por agentes bi 6ti cos ou abi6ticos,
como o acimulo de mRNAs de proteinas relacionadas &
patogénese (FrRIEDRICH €t al., 1996) ou alteracBes estrutu-
rais, como o depdsito de cal ose nas paredes celulares nos
sitiosdepenetracdo do patégeno (BENHAMOU & BELANGER,
1998).

O fato do efeito protetor do BTH em cafeeiro contra
ferrugem alaranjada persistir, a niveis de 90%, até 10
semanas apos sua aplicacgdo, revela um potencia de uso
prético do produto no manejo daferrugem do cafeeiro, o
gue requer ensaios sob condi¢des de campo para ser
confirmado.

Experimentosem camposdecenteio etrigomostraram
gueoBTH conferiuprotecdo significativacontraErysiphe
graminis por um periodo de 4 e 10 semanas, respectiva-
mente, apds um Unico tratamento (Ruess et al., 1996).
Contra outros patbgenos como Septoria spp. e Puccinia
Spp., o efeito protetor em plantagdes de trigo foi menos
acentuado, promovendo um retardamento no desenvol vi-
mento das doencas (Ruess et al ., 1996).

O produto néo inibiu o desenvolvimento do fungo
H. vastatrix, nas fases de pré-penetracéo (germinagéo
e formagao de apressorios), porém, mesmo assim a
infecc8o foi quase total mente suprimida, decrescendo
mai s de 95%, em relagao as plantas néo tratadas, para
asmaioresdosagensdo BTH. Essefato indicaapossi-
bilidade do efeito protetor ter sido conseqiiéncia da
ativagéo do mecanismo deresisténciainduzida (RSA)
daplanta. E conhecido que agentes indutores de RSA
ndo apresentam acdo antimicrobiana direta sobre
patégenos, mas induzem a expressdo de genes de defesa
das plantas, ativando, nas mesmas, a producdo de com-
postosqueimpedem oudificultam o estabel ecimentoe/ou
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Fig. 1 - Efeito de diferentes concentracBes de BTH na protec@o de mudas de café contra H. vastatrix. Controle: 0 ppm de BTH. Médias seguidas
por letras distintas diferem significativamente entre s pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % (C.V. = 32,03 %; D.M.S. = 10,83).
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Fig. 3 - Protegcéo local e sistémica de folhas de cafeeiro contra H.
vastatrix, apés o tratamento com BTH (0, 10 e 400 ppm). O produto
foi aplicado nas superficies abaxiais dos 3°¢ pares de folhas, 72 h antes
dainoculag&o com o patégeno nos 2°5, 3°s e 4° pares defolhas. Médias
seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5 %. 2° Par: C.V. = 33,32 %; D.M.S. =
1,92; 3° Par: C.V. = 22,11 %; D.M.S. = 1,03; 4° Par: C.V. = 27,33
%; D.M.S. = 1,82.

Fig.2- Redugdo, acima de 90%, do numero de lesdes de H.
vastatrix em plantas de café “Mundo Novo” protegidas pela
aplicacdo prévia de BTH, em relagdo as plantas-controle
aspergidas com H,0, 72hs antes da inoculagdo do patégeno.
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Fig. 4 - Persisténcia do efeito protetor do BTH (400 ppm) em mudas de café contra H. vastatrix. O produto foi aplicado nos intervalos
de tempo de 1 a 10 semanas antes da inoculagcdo com o patégeno. Controle: plantas ndo aspergidas com BTH (0 semanas). Médias
seguidas por letras distintas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 %. Lesdes/10 cm? C.V. = 31,36
%; D.M.S. = 11,05; porcentagem de area esporulante: C.V. = 24,53 %; D.M.S. = 11,25.
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Fig.5- Persisténcia do efeito protetor do BTH em plantas de café “Mundo Novo”. A- Aplicagdo do produto 5 semanas antes da inoculagdo
do patégeno. Setas indicam lesdes nao esporulantes nas folhas tratadas e lesbes esporulantes nas folhas da planta-controle. B- Aplicacdo
do produto 8 semanas antes da inoculagdo do patégeno. Setas indicam lesdes esporulantes nas folhas tratadas e nas folhas da planta controle.
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Fig. 6 - Efeito de diferentes concentragdes do BTH na germinagéo
de urediniosporos de H. vastatrix e no desenvolvimento de
apressorios. Controle: 0 ppm de BTH. Porcentagem de tubos
germinativos: médias dos tratamentos ndo diferem significativa-
mente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % (C.V. = 17,89
%; valor de F =1,13). Porcentagem de apressorios: médias dos
tratamentos ndo diferem significativamente entre s pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5 % (C.V. = 23,24 %,; valor de F = 0,33).

o desenvolvimento de patdgenos. Assim, 0 BTH aplicado
emplantasdecafé 72 hantesdainocul agdo como patégeno,
pode ter ativado esses genes e, dessa forma, suprimido a
infecco.

O BTH é comprovadamente um produto de baixa
toxicidade(Ruesset al., 1996). Experimentosrealizadosin
vitro demonstraram que o BTH e seus metabdlitos, na
concentracdo de1,4mM, néo af etam significativamenteo
desenvolvimento dos fungos: Alternaria brassicae, A.
brassicicola, Botrytis cinerea, Ceratocystis ulmi,
Cladosporium cucumerinum, Fusarium culmorum,
Helminthosporium oryzae, H. teres, Mucor hiemalis,
Penicillium digitatum, P. expansum, P. italicum,
Phytophthora infestans, Pyricularia oryzae, Rhizoctonia
solani, Septoria nodorum, Ustilago maydise Verticillium
dahliae (FriEDRICH et al ., 1996). Entretanto, foi verificado
um efeitofungistaticoinvitrodoBTH em Colletotrichum
graminicola (PascHoLATI et al., 1998).

Fig. 7 - Germinag&o e formag&o de apressorios de urediniosporos de
H. vastatrix em folhas de cafeeiro previamente tratadas com 950
UM (400 ppm do produto comercia) de BTH. AP = apressorio; TG
= tubo germinativo, ES = urediniosporo.

Foi demonstrado queo BTH érapidamente absorvido
etransocado através das plantas de trigo e ativa o meca-
nismo deresisténciadasmesmas, interferindo nosdiferen-
tes estégios do ciclo de desenvolvimento do fungo
Erysiphe graminis f.sp. tritici. A taxa de penetraggo do
fungo, bem como aformag&o de haustériosforam signifi-
cativamenteinibidas, sendo queagerminagdo eaformacéo
deapressoriosndoforamalteradas(GorLAcH et al., 1996).

Esse composto parece atuar como um classico indutor
do conhecido fenémeno da RSA (GorLAcH et al. 1996;
Ruessetal., 1996; FriebricH et al ., 1996), noqual oestado
de suscetibilidade das plantas é alterado, decorrido um
interval o de tempo apos o contato com o agente indutor,
tornando-as temporariamente resistentes a um grande
espectro de patdgenos (Kuc, 1995; Ryats et al., 1996;
SricHeretal., 1997). O BTH também apresentaum efeito
sinergistico, quando utilizado com diferentes fungicidas
(MoLina etal., 1998; Ruessetal.,1996).
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