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RESUMO

GOMES, Ediellen Mayara Corréa. Universidade Federal do Espirito Santo, setembro
de 2014. Atividade fungicida de triazois obtidos a partir de glicerol sobre
Colletotrichum gloeosporioides. Orientador: D. Sc. Waldir Cintra de Jesus Junior.
Co-orientadores: D. Sc. Adilson Vidal Costa e D. Sc. Vagner Tebaldi de Queiroz.

A antracnose € responsavel por significativos danos no pés-colheita em frutos de
mamao, ocasionando expressivas perdas aos produtores. Desta forma, objetivou-se
avaliar a eficiéncia de novas moléculas fungicidas do grupo dos triazbis obtidas a
partir de glicerol no manejo in vitro de Colletotrichum gloeosporioides. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
18x5+1 (17 moléculas inéditas de triazdis (T1 a T17), 1 fungicida comercial
(tebuconazol), cinco concentracbes e uma testemunha adicional, com cinco
repeticbes por tratamento. Para avaliar o efeito das moléculas no crescimento
micelial e esporulacdo do fungo foi empregado o método de incorporacédo de cada
molécula ao meio de cultura batata-dextrose-agar nas concentragfes de 1, 10, 100,
500 e 1000 ppm. Com base nos resultados obtidos foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos e concentragdes tanto para o crescimento micelial
guanto esporulacdo, sendo que quanto maior a concentracao testada maior o efeito
fungistatico e/ou fungicida dos compostos triazolicos. O efeito inibitério dos
fungicidas foi maior sobre a esporulacdo do que no crescimento micelial, sendo os
triazois T12 e T14 os mais eficazes, havendo inibicdo completa do patégeno a partir
das concentracfes de 414,17 e 393,79 ppm, respectivamente. E valido ressaltar que
além destes os triaz6is T11, T16 e T17 também apresentaram completa inibicdo do
patdgeno em concentracdes acima de 500 ppm, merecendo ser também estudados
em experimentos futuros in vivo. Os valores médios de ED50 e ED100 foram
menores para esporulacdo em relacdo ao crescimento micelial, demonstrando a
eficiéncia antiesporulante dos novos triazois sintetizados a partir do glicerol. Assim,
conclui-se que compostos com anel 1,2,3-triazol sintetizados a partir do glicerol
possuem atividade fungicida sobre C. gloeosporioides, sendo promissores para o
manejo da antracnose em mamoeiro.

Palavras-chave: Carica papaya, antracnose, controle quimico, fungicidas.



ABSTRACT

GOMES, Ediellen Mayara Corréa. University Federal of Espirito Santo, september
2014. Activity fungicidal triazoles obtained from glycerol on Colletotrichum
gloeosporioides. Advisor: D. Sc. Waldir Cintra Jesus Junior. Co-advisors: D. Sc.
Adilson Costa Vidal and D. Sc. Tebaldi Vagner Queiroz.

Anthracnose is responsible for significant damage in the post-harvest fruit papaya,
causing significant economic losses to producers. So, it was evaluated the efficiency
of new molecules triazole fungicides group derived from glycerol on in vitro handling
of Colletotrichum gloeosporioides. The experiment was conducted in a completely
randomized design in a factorial 18x5 + 1 (17 unreleased triazole molecules (T1 to
T17), 1 commercial fungicide (tebuconazole), five concentrations and an additional
treatment, with five repetitions for treatment. In order to evaluate the effect of the
molecules on fungal mycelial growth and sporulation was applied the method of
incorporation of each molecule to growth medium potato dextrose agar in
concentrations of 1, 10, 100, 500 and 1000 ppm. Based on the results obtained, it
was observed significant difference between treatments and concentrations for both
the mycelial growth and sporulation, the higher was the highest concentration tested
fungistatic effect and / or the fungicidal triazole compounds. The inhibitory effect of
fungicides on sporulation was higher than in mycelial growth, with the most effective
T12 and T14 triazoles, with complete inhibition of the pathogen from the
concentrations of 414.17 and 393.79 ppm, respectively. It is worth noting that the
addition of these T11, T16, T17 triazoles also showed complete inhibition of the
pathogen at concentrations above 500 ppm, also deserve to be studied in future in
vivo experiments. Mean ED50 ED100 and sporulation were lower relative to the
mycelial growth, demonstrating the efficiency of the new triazoles antisporulant
synthesized from glycerol. Thus, it is concluded that compounds with 1,2,3-triazole
ring synthesized from glycerol possess fungicidal activity of C. gloeosporioides, being
promising for the management of anthracnose on papaya.

Keywords: Carica papaya, anthracnose, chemical control, fungicides.
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1. INTRODUCAO

O Brasil encontra-se em posicao de destaque na producao mundial de
frutas, sendo o terceiro produtor mundial, atras apenas da China e da india
(FAO, 2014). Dentre as frutiferas mais exploradas no pais estd 0 mamoeiro,
sendo o Estado do Espirito Santo o segundo maior produtor nacional, o que
se deve, em parte, a elevada produtividade agricola de seus pomares e a
oferta de produtos de melhor qualidade ao consumidor (IBGE, 2014).

A fruta é usada como fonte importante de papaina, enzima proteolitica
de acdo semelhante a da pepsina e tripsina, empregada para 0s mais
variados usos nas industrias téxteis, farmacéutica, de alimentos e de
cosmeéticos. Das folhas, dos frutos e das sementes do mamoeiro é extraido
também um alcaléide denominado carpaina, utilizado como ativador
cardiaco. Além disso, o maméo é boa fonte de célcio e excelente fonte de
proé-vitamina A e de acido ascorbico (vitamina C), sendo que o teor deste
ultimo aumenta com a maturacéao do fruto (TRINDADE, 2000).

A maioria dos cultivos agricolas esta sujeita a diversas doencas
causadas por um conjunto amplo de patégenos. Neste aspecto, 0s
produtores de mamao necessitam superar uma série de problemas,
especialmente os de natureza fitossanitaria para obter maxima producéo e
possibilitar aumento das exportacbes (REZENDE; MARTINS, 2005;
TRIGIANO et al., 2010).

O mamao mesmo na fase péds-colheita necessita de tratamento
fitossanitario, principalmente os destinados a exportacao, tendo em vista o
controle de inumeras doencas, mas em especial a antracnose, a qual causa
significativos danos nesta fase. De acordo com o Incaper (2014) os
procedimentos de controle péds-colheita irdo depender das exigéncias
impostas pelos paises importadores, no entanto em geral o controle quimico
associado a outro método de controle € o mais usual no manejo tanto da
antracnose quanto das demais doencas.

Os agrotoxicos sao compostos amplamente utilizados no manejo de
doencas, possuindo acédo protetora, curativa e sistémica. Seu grande uso

deve-se ao efeito em curto prazo, quando utilizados de forma adequada.



12

Tendo em vista a importancia do manejo da antracnose, em funcao
dos danos e perdas resultantes do ataque a frutos, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a eficiéncia in vitro de novos produtos fungicidas a
base de triazol obtidos a partir da sintese do glicerol sobre o patdgeno

Colletotrichum gloeosporioides.

1.1 JUSTIFICATIVA

Com o aumento da populacdo mundial, a busca por tecnologias
inovadoras para o aumento da producdo de alimentos torna-se necessaria.
Tais tecnologias visam contornar alguns fatores limitantes a producéo
agricola, como por exemplo, as doencas, as quais sdo responsaveis por 30%
dos danos na producao agricola em nivel mundial, sendo estas maiores em
paises em desenvolvimento, onde grande parte da populacdo dedica-se a
exploracéo da agricultura (AGRIOS, 2005; PARREIRA; NEVES; ZAMBOLIM,
2009; AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011).

Das diversas doencas fungicas que acometem a cultura do mamoeiro,
a antracnose é uma das principais causas de danos e perdas econémicas,
principalmente na fase de péds-colheita. De maneira geral, por ser uma
doenca complexa, onde ha grande variabilidade entre isolados, o manejo
eficiente torna-se um desafio para produtores. Devido a isso, varios métodos
para o manejo desta doenca sao recomendados e o0 mais comum € o uso de
agrotoxicos que, comparado as outras estratégias de manejo, € na maioria
das vezes o mais eficiente.

O controle quimico comumente propicia resultados efetivos, porém, a
nao observancia de dosagens, o desrespeito ao periodo de caréncia € 0 uso
de principios ativos néo registrados para a cultura, propiciam risco de
surgimento de estirpes resistentes do patégeno que se deseja controlar,
além de risco a saude humana e prejuizos ao ambiente. Diante disso,
devem-se respeitar as normas estabelecidas pelo Ministério da Agricultura e
pelos fabricantes, observando-se os periodos corretos de aplicacdo dos

agrotoxicos.
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Dentre os fungicidas largamente utilizados para o manejo de doencas
em plantas tém-se os fungicidas organicos do grupo quimico dos triazdis
possuindo na maioria de seus compostos a acao sistémica acropetal, sendo
formados pela adicdo de diferentes radicais em sua estrutura lateral. Os
produtos pertencentes a este grupo quimico de fungicidas sdo eficientes no
manejo de inUmeras doencas devido seu grau de especificidade na célula
fungica e a inducdo de resisténcia no hospedeiro (ZAMBOLIM, 2008;
ZHANG, et al., 2014).

As caracteristicas dos triazois relatadas sinalizam o quanto ainda ha
de potencial a ser desenvolvido para este grupo de substancias, em vista de
estudos quimico-sintéticos e fitopatoélogicos. Novos compostos, mais ativos e
mais seletivos sdo temas importantes ainda a serem estudados. Neste
ambito, incluem-se os objetos de interesse desta dissertacdo. Sendo assim,
a sintese de novos fungicidas é de substancial importancia para aperfeicoar
0 controle quimico no manejo integrado de doencas em plantas.

O (glicerol, subproduto na sintese do biodiesel, € considerado sério
problema ambiental quando produzido em grande escala (SOUZA; SEABRA,
2014; COSTA et al., 2014). Desta maneira, € essencial buscar alternativas
para a utilizagcao desse excedente. Assim, uma das formas encontradas para
0 aproveitamento do glicerol, neste estudo, foi a sintese de novos fungicidas
do grupo quimico triazol, agregando valor ao subproduto.

Neste contexto, com o intuito de somar esforcos a destinacdo
adequada do glicerol e ao manejo da antracnose, hipotetizou-se a
possibilidade de avaliar o efeito de novos compostos fungicidas a base de
1,2,3-triazol sintetizados a partir do glicerol com a finalidade de controlar o
patébgeno C. gloeosporioides, agente causal da antracnose no mamoeiro,

visando futuramente o manejo da doenca.

1.2 HIPOTESE

Os compostos 1,2,3-triazol sintetizados a partir do glicerol possuirdo

atividade fungicida sobre Colletotrichum gloeosporioides.
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1.3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia in vitro de compostos 1,2,3-triazol obtidos a partir

do glicerol sobre o desenvolvimento de Colletotrichum gloeosporioides.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Buscar novos compostos fungicidas para o manejo da antracnose;

Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de fungicidas triazois;

Avaliar a atividade inibitoria de fungicidas triazéis sobre o crescimento
micelial do patdégeno;

Avaliar o efeito inibitério de fungicidas triazdis sobre a esporulacdo do
patégeno; e

Realizar o calculo da dose efetiva (ED).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS DA ESPECIE Carica papaya L.

A familia Caricaceae possui cinco géneros (Carica, Jacaratia,
Cylicomorpha, Jarilla e Horovitzia), que abrangem 35 espécies, nativas da
zona neotropical, sendo o mamoeiro (Carica papaya L.) a espécie mais
cultivada, devido suas caracteristicas comerciais (SIMAO, 1998; COSTA;
PACOVA, 2003).

O mamoeiro tem como centro de origem o noroeste da América do Sul,
vertente oriental dos Andes, mais precisamente a Bacia Amazonica Superior,
onde sua diversidade genética € maxima. Pertence a classe Dicotyledoneae,
subclasse Archichlamydeae, ordem Violales, subordem Caricineae, familia
Caricaceae e género Carica (DANTAS et al., 2003; COSTA; PACOVA, 2003;
VAN DROOGENBROECK et al, 2004). A cultura desenvolve-se
satisfatoriamente em locais com temperatura média anual de 25°C, com
limites entre 21°C e 33°C, e precipitacdo pluviométrica de 1.500 mm anuais
bem distribuida (SERRANO; CATTANEO, 2010).

Conforme o tamanho e a origem dos frutos, os mamoeiros gindico-
andromoicos (hermafroditas) podem ser classificados em dois grupos
distintos, sendo eles ‘Solo’ e ‘Formosa’, que abrigam as variedades
comerciais mais cultivadas. As cultivares do grupo ‘Solo’ sao
comercializadas no mercado interno e externo, enquanto as do grupo
‘Formosa’ apenas no mercado interno (COSTA; PACOVA, 2003; DIAS, 2007;
DIAS; OLIVEIRA; DANTAS, 2011; EMBRAPA, 2014).

2.2 IMPORTANCIA DA CULTURA DO MAMOEIRO

E considerada como uma das fruteiras mais cultivadas e consumidas
nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Seus frutos, conhecidos como
mamao ou papaya sao excelentes fontes de calcio, pro-vitamina A e vitamina
C (4cido ascorbico), por isso sdo amplamente utilizados em dietas
alimentares (MELO et al., 2007; SERRANO; CATTANEO, 2010).
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E valido ressaltar que a fruta pode ser consumida “in natura”, pré-
cortada, minimamente processada ou nas formas de doces, compotas,
geleias, fruta cristalizada, servindo ainda como matéria prima para diversos
produtos nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, o que permite
ao consumidor uma infinidade de produtos (FOLEGATTI; MATSUURA, 2003;
IBRAF, 2009).

A cultura foi plantada a nivel comercial em 65 paises no ano de 2013.
A participacao brasileira na producdo mundial de maméao é da ordem de
17,64%, com um volume aproximado de 1,8 milhdes de toneladas de frutos
por ano, o que torna o pais o segundo maior produtor mundial, ficando atras
somente da india, com cerca de 5,2 milhdes de toneladas, e o terceiro maior
exportador da fruta, com 28,9 milhdées toneladas, apresentando um valor da
producdo estimado em US$ 777 milhdes. O mamao é a sétima fruta “in
natura” mais exportada no Pais, sendo cultivado em aproximadamente 35 mil
ha, caracterizando-o como o terceiro maior em area cultivada e colhida, que
estdo concentradas nos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio Grande do
Norte e Ceara (IBGE, 2014; FAO, 2014).

Além de sua importancia econdmica, deve ser ressaltado o aspecto
social, como fonte de alimentacdo, geracao de produtos de alto valor
comercial, excelentes perspectivas de mercado interno e externo, sendo
gerador de empregos (direto e indireto) e renda, absorvendo méo de obra
durante o ano todo, pela constante necessidade de manejo, tratos culturais,
colheita e comercializacdo, efetuados de maneira continua nas lavouras,
pois os plantios sdo renovados, em média, a cada trés anos (QUEIROZ,
2009).

O mamoeiro vem se destacando como a principal frutifera cultivada no
Estado do Espirito Santo, tendo uma area de cerca de 7 mil ha e producao
de 484.645 toneladas, que fazem do Estado o segundo centro de producédo
desta cultura, atrds somente da Bahia com 12 mil ha e producédo de 683.474
toneladas. No entanto, € o maior exportador de frutos e primeiro na producao
do mamaéao formosa, respondendo por quase um terco da producao nacional
(IBGE, 2014).
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2.3 PRINCIPAIS DOENCAS DA CULTURA DO MAMOEIRO

As doencgas na cultura do mamoeiro destacam-se por acarretarem
severas perdas econdmicas na producéo, comercializacdo e exportacdo de
frutas in natura, podendo chegar, em alguns casos, a 100% (VENTURA,;
COSTA; TATAGIBA, 2003). As doencas causadas por fungos ocorrem em
diversas fases de desenvolvimento do mamoeiro e em diferentes 6rgaos da
planta. De acordo com Mendes e Urben (2012) em territério brasileiro ha
ocorréncia de 46 géneros de fungos causando doencas em mamoeiro.

As principais doencgas relatadas em literatura sao: antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides); variola ou pinta-preta (Asperisporium
caricae); oidio (Oidium caricae); deterioracao-interna-da-fruta (Cladosporium
sp., Fusarium sp., Penicillium sp.); mancha-de-alternaria (Alternaria
alternata); mancha-chocolate (Colletotrichum gloeosporioides); mancha-de-
guignardia (Guignardia sp.); mancha-de-stemphylium (Stemphylium
lycopersici); mancha-de-corynespora (Corynespora cassiicolla); podridao-
aquosa (Phomopsis sp.); podriddo-de-fusarium (Fusarium solani, Fusarium
spp.); podriddo-do-pé ou gomose (Phytophthora palmivora); podridées-
pedunculares (Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
spp., Lasiodiplodia theobromae, Phoma caricae-papayae, Phomopsis sp.,
Rhizopus stolonifer, Geotrichum sp.); estiolamento ou tombamento
(Phytophthora sp.; Pythium sp.; Fusarium sp.; Sclerotium rolfsii; Rhizoctonia
solani) (OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2000; CENCI; FONSECA; FREITAS-
SILVA, 2003; VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2003; DANTAS et al., 2003;
REZENDE; MARTINS, 2005; SUZUKI; ZAMBOLIM; LIBERATO, 2007,
VIVAS et al., 2013).

No Estado do Espirito Santo, os fungos de principal ocorréncia sao C.
gloeosporioides, A. caricae, Corynespora sp., Fusarium sp., Oidium sp.,
Ovulariopsis sp., P. caricae-papayae, Phomopsis sp., P. palmivora
(LIBERATO; COSTA; VENTURA, 1996; VENTURA et al., 2009).
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2.4 ANTRACNOSE DO MAMOEIRO

No Brasil, a primeira ocorréncia de antracnose em frutos de mamoeiro
foi relatada em 1895 por Hennings em Minas Gerais (LIBERATO;
ZAMBOLIM, 2002). Praticamente todas as culturas mundialmente cultivadas
(cereais, legumes, olericolas, frutiferas, etc.) sdo suscetiveis a uma ou mais
espécies desse género, sendo encontrado em zonas temperada, tropical e
subtropical. Portanto, apresentam ampla distribuicdo geografica, apesar de
nas regides tropicais e subtropicais haver maior incidéncia e severidade da
doenca (SILVA, 2006; GUPTA, 2010; BONETT et al., 2012).

A antracnose pode ser ocasionada por associacao entre espécies do
género Colletotrichum, como em plantios de mamé&o encontrados em
Trinidad, onde 79% eram causadas pela espécie C. gloeosporioides e 21%
por C. acutatum (RAMPERSAD, 2011), ou apenas pela espécie C.
gloeosporioides, como no Brasil, onde o agente causal da antracnose em
mamao tem sido associado apenas a este patdogeno (LIBERATO;
ZAMBOLIM, 2002; SUZUKI; ZAMBOLIM; LIBERATO, 2007; VIVAS et al.,
2013).

Dentre as doencas flngicas que ocorrem 0 mamoeiro, a antracnose €
uma das mais importantes por atacar os frutos e causar amarelecimento e
queda dos peciolos das folhas (GAYET et al., 1995; REZENDE; FANCELLI,
1997; CENCI; FONSECA; FREITAS-SILVA, 2003). Os frutos colhidos
atacados pela doenca tornam-se inviaveis ao consumo. Os sintomas podem
nado se manifestar no campo, e sim quando os frutos sao embalados,
transportados, comercializados ou quando amadurecem, sendo mais
frequentes nesta Ultima fase (OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2000;
CAPDEVILLE; SANTOQOS, 2005).

O desenvolvimento e producédo de esporos de C. gloeosporioides sao
favorecidos em ambientes com temperaturas préoximas a 28°C, variando
entre 20 a 30°C, e umidade relativa elevada (superior a 95%), especialmente
com chuvas abundantes. Chuvas menos intensas favorecem o progresso da
doenca dentro da planta ja infectada, enquanto que chuvas acompanhadas

de ventos tendem a disseminar o fungo para outras plantas. Em periodos de
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temperaturas mais baixas, a incidéncia e severidade da doencga diminuem,
sendo baixa sua intensidade nos meses de inverno, mesmo gue ocorram
chuvas (REZENDE; FANCELLI, 1997; TATAGIBA et al.,, 2002; VENTURA,;
COSTA; TATAGIBA, 2003; AGRIOS, 2005).

Em pesquisas realizadas pelo Incaper, verificou-se que os niveis de
incidéncia da antracnose mantiveram-se maiores que 70% de setembro a
fevereiro, e a maior incidéncia registrada nos meses de novembro (94,44%),
dezembro (97,22%) e janeiro (100%), sendo os meses de novembro e
dezembro os de maior pluviosidade. As condicbes ambientais desfavoraveis
a doenca ocorreram nos meses de abril a agosto, periodo tido como
relativamente seco e com temperaturas amenas (COSTA; VENTURA,;
TATAGIBA, 2002; TATAGIBA et al., 2002).

Os propagulos de C. gloeosporioides sao disseminados quando os
acérvulos se encontram umidos, favorecendo a liberacdo dos conidios desse
fungo por meio de respingo da chuva ou orvalho, correntes de ar, insetos,
ferramentas, entre outros (REZENDE; MARTINS, 2005; TAVARES; SOUZA,
2005).

Os esporos do fungo germinam e s&o capazes de penetrar na
epiderme das plantas, podendo, inicialmente, se estabelecer em flores,
penetrando pelo estigma e pelas cicatrizes deixadas pelas pétalas e,
principalmente, por ferimentos na superficie dos tecidos. Nos frutos, a
infeccdo pode ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento, ficando em
estado latente ou quiescente até o inicio do amadurecimento, podendo a
penetracdo ser de forma direta através de um peg de infeccdo ou por
ferimentos. Para que ocorra a infeccdo € necessario que haja a presenca de
agua livre, para a formacdo do tubo germinativo pelos conidios. Frutos
jovens (imaturos), quando infectados pelo fungo, cessam o0 seu
desenvolvimento, mumificam e caem (LIBERATO; ZAMBOLIM, 2002;
VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2003; REZENDE; MARTINS, 2005).

A penetracdo de forma direta ocorre quando os conidios, ao atingirem
o fruto, germinam (6-8h) na presenca de agua e logo em seguida produzem
0 apressorio (10-12h) que adere a cuticula do fruto e penetra diretamente o

tecido ndo lesionado do hospedeiro. A penetracdo do tecido é favorecida
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pela acdo de enzimas pectinoliticas excretadas no tecido do hospedeiro e
pela forca mecéanica exercida pelo apressoério sobre o peg de penetracéo.
ApoOs a penetracdo, as hifas crescem muito rapidamente tanto de forma
intercelular como intracelular e podem permanecer latentes por algum tempo
antes de as células comecarem a entrar em colapso e podriddao. O micélio
produz entdo acérvulos logo abaixo da cuticula, que rompem a cuticula e
liberam conidios que causam mais infec¢cbes. A agressividade do fungo
aumenta quando o fruto comeca a amadurecer e, por consequéncia, 0s
sintomas aparecem (VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2003; AGRIOS, 2005).

Quando os frutos infectados iniciam o processo de amadurecimento,
aparecem o0s primeiros sintomas visiveis e formam-se pequenas gotas
(beads) de latéx, que exsudam na superficie deles. As lesbes no fruto sao
inicialmente pequenas manchas de coloracdo roseo-alaranjada, néao
deprimidas, de aspecto seco e borda definida. Com o passar do tempo, as
lesbes tornam-se manchas circulares e deprimidas, que podem chegar a
medir 5 cm de didmetro. Com o aumento das lesbes observa-se o roseo
disposto em camadas concéntricas, de aspecto gelatinoso, o qual
posteriormente se torna escuro, produzindo conidios, na porcao central, que
sdo as estruturas reprodutivas do fungo. O tecido interno da area infectada é
firme (calose), de coloracdo branco acinzentado, tornando-se marrom ao
longo do tempo. As lesbes podem coalescer, formando uma grande &area
lesionada na superficie. Elas séo profundas e desprendem-se facilmente dos
tecidos sadios. Na auséncia ou uso inadequado de controle, ou em
condicbes climaticas altamente favoraveis, podem-se observar lesdes
mesmo em frutos nos primeiros estadios de maturacado, inclusive em campo
(LIBERATO; ZAMBOLIM, 2002; VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2003;
AGRIOS, 2005).

O fim da quiescéncia do fungo esta relacionado a acdo de compostos
antifungicos ou a producao de etileno na maturagdo dos frutos, favorecendo
a germinacao e formacao de apressorios. O mecanismo de quiescéncia
representa um caso de eco-evolucao do patossistema, trazendo vantagens o
patégeno e hospedeiro no ecossistema. Para o patdégeno representa a sua

adaptacao a fisiologia do hospedeiro, e para o hospedeiro, a resisténcia ao
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patégeno, paralisando a evolucdo da infeccdo dos tecidos dos frutos
(ARAUZ, 2000; VENTURA; COSTA; TATAGIBA, 2003).

O agente causal sobrevive na forma saprofitica em restos culturais
(ramos mortos, lesbes antigas, frutos e partes afetadas remanescentes no
chdo, sobre os quais esporula quando ha calor e umidade), no préprio
hospedeiro ou em outras plantas hospedeiras, de um periodo ambiental
favoravel para outro (AGRIOS, 2005).

2.5 CARACTERISTICAS DE Colletotrichum gloeosporioides

O fungo C. gloeosporioides € conhecido como um dos patdégenos
cosmopolitas mais importantes de plantas, pois infecta pelo menos 1000
espécies (PHOULIVONG et al.,, 2010). Em mamoeiro além de ser agente
causal da antracnose, o patdégeno ocasiona ainda podriddo-peduncular e
mancha-chocolate em frutos (UENO et al.,, 2001; VENTURA; COSTA;
TATAGIBA, 2003).

Pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Ascomycetes,
Ordem Phyllachorales, Familia Glomerellaceae, Género Glomerella
(Colletotrichum), Espécie: Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld e Schrenk,
tendo como estagio anamorfico a espécie C. gloeosporioides (Penz.) Penz.
Saac. (AGRIOS, 2005; MYCOBANK, 2014). E um patégeno facultativo,
podendo viver tanto como saproéfita na matéria organica degradada como no
hospedeiro vivo (NESHER et al., 2011).

As colbnias fungicas do patégeno apresentam-se bastante
heterogéneas quanto a coloracdo variando entre branco, salmao e tons de
cinza, sendo que a maioria de isolados fungicos apresentam, nos primeiros
dias, suas coldnias totalmente brancas, variando para as demais coloracdes
ao longo do seu crescimento (SUTTON, 1992; PHOTITA et al., 2005;
ANDRADE et al., 2007; BONETT et al., 2010). Possui micélio aéreo denso,
cotonoso a semi-cotonoso, com massa conidial de coloragcao alaranjada,
rosada a salmao palido (BONETT et al., 2010; SERRA et al., 2011).

Os conidios sao hialinos, unicelulares, cilindricos e/ou obclavados com

terminagcfes obtusas ou elipsoidais, havendo producdo de apressorios
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lobados ou fracamente lobados. Os conidios possuem dimensdes 7-20 x 2,5-
5 uym, séo liberados pelos conidiéforos formados em acérvulos irregulares de
aproximadamente 500 uym de didametro, com formacgao de setas de 4-8 x 200
MM, em uma massa mucilaginosa de coloracdo alaranjada, rosada, salmao a
creme. O seu teleomorfo, Glomerella cingulatta, pode apresentar formas
homotdlicas e heterotalicas, dando origem aos peritécios contendo ascos e
ascosporos unicelulares e hialinos. Esta espécie € muito heterogénea em
meio de cultura, especialmente quanto as caracteristicas miceliais
(ANDRADE et al., 2007).

2.6 MANEJO DA ANTRACNOSE

Por se tratar de uma doenca de poés-colheita, € recomendavel que
medidas de controle, visando a reducdo da incidéncia da antracnose em
mamao, sejam iniciadas no campo, evitando-se assim a contaminacao e
posterior aparecimento de podriddes na fase de comercializacdo dos frutos,
uma vez gue o patégeno, na maioria das vezes, inicia sua infeccdo durante a
ontogenia do fruto, mantendo-se em quiescéncia até a fase de maturacao
(VENTURA,; COSTA,; TATAGIBA, 2003; TAVARES; SOUZA, 2005).

Quando nao ha aplicacdo de um controle adequado e no tempo
correto, os danos causados pela antrachose podem chegar a ordem de 50 a
75% ou mais dos produtos comercializados (PAULL et al., 1997;
CAPDEVILLE; SANTOS, 2005). O manuseio incorreto causa danos aos
frutos, que facilitam o ataque do patdégeno, que afetard a qualidade do fruto,
reduzindo sua vida util (JANISIEWICZ et al., 2002).

N&o existe cultivares comerciais resistentes a antracnose, sendo a
cultivar Golden a que apresenta maior suscetibilidade ao patégeno em
relacdo as demais (ALVAREZ; NISHIJIMA 1987; RODRIGUES, 2001). O
manejo da antracnose no campo deve comecar pela escolha da area,
levando-se em consideragdo o histérico (VENTURA; COSTA; TATAGIBA,
2003).

Para melhor eficiéncia, medidas de controle da doenca devem ser

planejadas e executadas, por meio dos métodos cultural, quimico, fisico,
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biolégico e/ou alternativo. Sendo os métodos cultural e quimico mais
utilizados a campo e a associacdo entre os métodos fisico e quimico no poés-
colheita. No entanto, o método quimico vem sendo considerado o mais
eficaz no controle desse patossistema (NERY-SILVA et al., 2001; TATAGIBA
et al.,, 2002; REZENDE; MARTINS, 2005).

2.7 IMPORTANCIA DO CONTROLE QUIMICO

O controle quimico de doencas € uma das medidas mais empregadas
na agricultura, pelo fato de prevenir infeccoes de patdégenos que podem se
instalar na cultura e ou erradicar infec¢gfes ja instaladas nos tecidos da
planta hospedeira. Além disso, este tipo de controle atua rapidamente,
reduzindo a penetracdo e infeccdo do (s) patdégeno (s) no interior da planta.
Para muitas doencas o controle quimico tem sido a unica medida viavel em
curto prazo, sem o qual iniUmeras espécies de plantas cultivadas teriam seus
rendimentos reduzidos drasticamente, acarretando em prejuizos para 0s
produtores e para o Pais (ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007).

Os agrotoxicos sao utilizados pela agricultura brasileira como fator de
manutencdo da producao (SOUZA; DUTRA, 2003). De acordo com a FAO
(2014) os fungicidas sdo insumos importantes e imprescindiveis para a
producdo mundial de alimentos. Além de terem funcdo na manutengdo do
potencial produtivo das culturas, contribuem também para a manutencédo da
germinacao e do vigor das sementes, bem como para o prolongamento da
vida util de frutos no pés-colheita (ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR, 2008). Em
muitos casos, é considerada a unica medida eficiente e economicamente
viavel de garantir produtividade e qualidade visadas pela agricultura moderna
(KIMATI, 2011).

Segundo Conceicdo (2004), os produtos fitossanitarios (agrotoxicos)
devem ser utilizados e manuseados de forma adequada, a fim de se
preservar o meio ambiente, a saude dos trabalhadores e dos consumidores.

Indmeros fatores devem ser levados em consideracdo quanto a
utiizacdo de um defensivo quimico, dentre eles podemos destacar: a

diagnose correta do agente causal; modo de acdo do produto quimico
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(curativo, protetor, sistémico); local de plantio; adensamento de plantas;
clima; época de aplicacdo; dosagem correta; pH da calda fungicida;
tecnologia de aplicacdo; etc. E valido ressaltar que outras medidas de
carater cultural, bioldgico, resisténcia genética, nutricional, legislativa, fisica
ou de carater mecanico tornam-se necessarias para que o controle quimico
seja efetivo. Por exemplo, em sistemas de plantios densos forma-se um
microclima favoravel as doencas fungicas. Sem a realizacdo adequada de
uma poda periddica, a acdo do fungicida sera dificultada (CONCEICAO,
2001; ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007).

2.7.1 Controle quimico da antracnose

O controle quimico da antracnose deve ser iniciado no campo, ou entre
seis e oito meses apos o plantio, e nos periodos que antecedem a abertura
das flores, durante o florescimento e na frutificacdo. Faz-se necessario a
aplicacdo de fungicidas como tebuconazol, thiabendazol, tiofanato metilico,
procloraz, imazalil e chlorothalonil em mistura com tiofanato metilico ou
oxicloreto de cobre e demais registrados para a cultura (AGROFIT, 2014). O
intervalo de aplicacdo depende do monitoramento da doenca e das
condi¢cdes climéticas predominantes nas regides produtoras, variando de 7 a
14 dias, em periodos chuvosos, e 14 a 30 dias, em periodos secos
(TATAGIBA et al., 2002).

No entanto, sob condicdes climaticas altamente favoraveis a
ocorréncia da doenca e na presenca de alta quantidade de in6culo na area, o
intervalo de pulverizagdes deve ser reduzido para 7 ou 4 dias (cerca de duas
pulverizacbes semanais). E importante pulverizar principalmente flores e
frutos novos e/ou mais desenvolvidos, visando a reducdo da fonte de
in6culo. Dada a possibilidade de ocorréncia de resisténcia do fungo aos
fungicidas sistémicos, como ja verificado em alguns paises, faz-se
necessario o seu emprego de forma alternada com fungicidas protetores e
com préaticas culturais adequadas (KIMATI, 2011).

Na fase de pos-colheita, principalmente nos frutos destinados a
exportagdo, apos o tratamento hidrotérmico, € também utilizado o tratamento

a base de fungicidas quimicos com o objetivo de aumentar a eficiéncia no
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controle das doencgas fungicas. O uso combinado dos dois tratamentos
(hidrotérmico e quimico) é a alternativa mais vantajosa no controle da
antracnose em pos-colheita, respeitando-se sempre os limites minimos dos
residuos quimicos, nao devendo ser utilizado doses superiores as
recomendadas, para evitar a ocorréncia de fitotoxidez na superficie dos
frutos e desenvolvimento de resisténcia do patégeno ao fungicida
empregado (OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2000; VENTURA; COSTA;
TATAGIBA, 2003; KIMATI et al., 2011).

Para o controle da antracnose, Poltronieri et al. (2001) relataram que
aplicacbes de fungicidas protetores a base de mancozeb + cobre
(Cuprozeb), dependendo do regime de chuvas, reduzem o indice de
infeccdo. Também salientaram sobre o uso de fungicidas para o tratamento
dos frutos pés-colheita através de pulverizacdo ou imersdo, em casos
especiais de exportacao.

Ferreira et al. (2009) observaram que o tetraconazol foi eficiente tanto
na inibicdo do crescimento micelial como na germinacdo dos conidios ao
utilizar quatro fungicidas diferentes e em diferentes concentragdes em testes
in vitro sobre C. gloeosporioides.

O controle de doencas em poés-colheita pelo uso do prochloraz e
imazalil no Brasil tem sido destinado principalmente a frutas para exportacao,
sendo o limite maximo de residuo permitido no Brasil de 1 mg/Kg para
ambos o0s produtos e nos paises da Unido Europeia 5 e 0,05 mg/Kg,
respectivamente (AGROFIT, 2014; EC, 2014).

O guia da Agrofit (2014), pertencente ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) indica 22 fungicidas comerciais para o
controle da antracnose em mamao no Brasil (Tabela 1), sendo que para o
Estado do Espirito Santo, de acordo o Idaf (2014), apenas 14 estdo

registrados para este patossistema.
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Tabela 1 — Fungicidas registrados no Brasil para antrachnose no mamoeiro para o ano de 2014.

. : Intervalo de
Produto I(rgr[ledlentg A.t|vo Formulacédo Classe Seguranca Dose
po Quimico) Tox. Amb. (dias)
Amistar Top® azoxistrobina (estrobilurina) + difenoconazol (triazol) SC [l 1 3 500 mL/ha
Cobox oxicloreto de cobre (inorganico) WP v Il 7-14 200 g/100 L &gua
Cobre Atar BR* Oxido Cuproso (inorganico) WP v 1l 7-14 240 g/100 L 4gua
Cobre Atar MZ Oxido Cuproso (inorganico) WP v 1l 7-14 240 g/100 L 4gua
Comet* piraclostrobina (estrobilurina) EC I I 10-14 40 mL/100 L &gua
Constant* tebuconazol (triazol) EC Il I 14 1L/ha
CUPO001 oxicloreto de cobre (inorgénico) WP v 11 7-14 200 g/100 L 4gua
Dithane NT* mancozebe (alquilenobis(ditiocarbamato)) WP I I 3 200 g/100 L &gua
Elite tebuconazol (triazol) EC [l I 14 1L/ha
Folicur 200 EC* tebuconazol (triazol) EC [l I 7 1Ll/ha
Graster? famoxadona_ (oxaz_olid_ir}adiona) +mancozebe WG | I 7 120 g/100 L 4gua
(alquilenobis(ditiocarbamato))
Magnate 500 EC* imazalil (imidazol)® EC I Il 3 200 mL/100 L agua
hsﬂizr;;(xle b mancozebe (alquilenobis(ditiocarbamato)) WP Il I 15-20 200 g/100 L 4gu
Nativo® tebuconazol (triazol) + trifloxistrobina (estrobilurina) SC Il I 7-10 0,6 L/ha
Reconil* oxicloreto de cobre (inorgénico) WP v 11 7-14 400 g/100 L &gua
Recop* oxicloreto de cobre (inorganico) WP v 11 7-14 200 g/100 L 4gua
Rival 200 EC* tebuconazol (triazol) ) EC I I 7 1L/ha
Sportak 450 EC procloraz (imidazolilcarboxamida)® EC I I 1 75 mL/100 L 4gua
E%%; %%%zgl:e tebuconazol (triazol) EC I I 7-14 1L/ha
Tecto SC* tiabendazol (benzimidazol) SC Il 1] 10-14 100-400 mL/100 L agua
Triade tebuconazol (triazol) EC [l Il 7-14 1L/ha

Onde: 5C = suspenséo concentrada; WP = pé molhavel; EC = concentrado emulsionavel; WG = granulado dispersivel; Tox = classe toxicologica; Amb. =
classe ambiental; I = extremamente téxico ou produto altamente perigoso; II = altamente toxica ou produto muito perigoso; III = Medianamente tdxica ou
produto perigoso; IV = pouco téxico ou produto pouco perigoso; lFungicidas registrados para o Espirito Santo; 2Fungicidas registrados para o uso pos-
colheita. Fonte: Adaptado de Agrofit (2014) e Idaf (2014).
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De acordo com Mossler e Nesheim (2011), nos Estados Unidos, um
dos principais importadores do mamao brasileiro, alguns dos fungicidas
registrados para o controle da antracnose sado azoxistrobina, clorotalonil,
maneb e mancozeb. Sendo que tebuconazol, piraclostrobina e ciprodinil +

fludioxonil tém sido recomendados para controle da doenca.

2.8 TRIAZOIS

Os compostos heterociclicos sdo de significativa importancia em
quimica organica, podendo ser obtidos através de fontes naturais ou
sintéticas (EICHER; HAUPTMANN; SPEICHER, 2012). Muitos destes
compostos sado mundialmente consumidos, pois possuem atividades
biolégicas diversificadas, tais como: antiviral, antitumoral, antifingica, anti-
inflamatdria, analgésica antiprotozoaria, antimicrobiana (BARREIRO;
FRAGA, 2008; VICINI et al., 2003; SOUZA et al., 2005; MELO et al., 2006;
YADAV; DEVPRAKASH, SENTHILKUMAR, 2011; THOMAS; ADHIKARI;
SHETTY, 2011; DINGES; LAMBERTH, 2012; NARASIMHAN; SHARMA,;
KUMAR; 2012; BORGATI et al., 2013).

Dentre os compostos heterociclicos os triazéis tém despertado muito
interesse por possuirem ampla aplicabilidade tanto no setor farmacéutico
quanto na indastria de agroquimicos e explosivos (MELO, 2006;
FIANDANESE et al., 2009; AGALAVE et al., 2011; ZHOU; WANG, 2012). Em
relacdo aos agroquimicos, possui expressiva acao fungicida, atuando na
biossintese de esterol, a qual ocorre nas células de fungos (FRAC, 2014).

O processo de biossintese de esterdis envolve reacdes quimicas e
formacdo de compostos intermediarios que podem ser inibidos na presenca
de substancias téxicas. Tais substancias alteram a conformacdo e as
propriedades fisicas da membrana de diversos patdogenos (FORCELINI,
1994; MENEGOLA et al., 2006). Conforme o sitio de inibicdo, os fungicidas
inibidores da biossintese de esterol podem ser divididos em: inibidores de
reacdes de demetilagdo do C14 (DMls); inibidores de reacdes de A®’
isomerase e A' redutase, chamados de aminas (morfolinas); e os inibidores

da ceto-redutase (KRI). Sendo os fungicidas classificados como pirimidinas,
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piridinas, piperazinas, imidazois e os triazb6is pertencentes aos DMiIs
(LINHARES; GHINI, 2001; RODRIGUES, 2006; FRAC, 2014).

O nome triazol foi dado pela primeira vez ao carbono C,;N3zHz, um
sistema de anel de azoto, por Bladin em 1885. Os triazo6is sdo anéis de cinco
membros, que possuem em sua estrutura de cadeia aromatica trés atomos
de nitrogénio. Existem apenas dois tipos de anéis triazdlicos: 1,2,3-triazol e
1,2,4-triazol (Figura 1). Os triazdis sao subclassificados como vicinais (1,2,3-
triazol) ou simétricos (1,2,4-triazol), sendo que os Ultimos sdo os mais

investigados (POTTS, 1961; MELO et al., 2006).
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Figura 1 — Exemplo de estruturas das duas classes de triaz6is. Fonte: Melo et
al. (2006).

Os 1,2,3-triazol possuem um anel heterociclico aromatico com trés
atomos de nitrogénio, dispostos nas posicoes 1, 2 e 3 de um anel de cinco
membros, podendo ou ndo serem substituidos em um dos atomos de
nitrogénio. Sao compostos estaveis comparados com outras substancias que
contenham trés atomos de nitrogénios adjacentes. Os isbmeros 1,2,3-triazol
podem ser divididos em trés grandes grupos: 1,2,3-triazol monociclicos,
benzotriazdis e sais 1,2,3-triazolium (MELO, 2006; ZHANG, 2007;
FERREIRA, 2008; SILVA et al., 2013).

Os 1,2,4-triazol possuem um anel heterociclico aromético contendo
trés atomos de nitrogénio dispostos nas posi¢coes 1, 2 e 4 de um anel de
cinco membros. O interesse nos complexos contendo este ligante iniciou-se

em meados de 1965, quando as propriedades magnéticas de varios
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complexos foram estudadas. A partir de entdo este anel triazdlico é o mais
estudado, por ser a base dos produtos antifingicos modernos, contido em
farmacos e agroquimicos mundialmente conhecidos. Os isbmeros 1,2,4-
triazol sdo divididos de acordo com seu complexo ligante. Dentre estes
podemos destacar o aminotriazol e derivados; 4-alquilo e aril-triazoles e
derivados; 3,4,5-alquilo; doadores em quelantes substituintes, etc. (POTTS,
1961; HAASNOOT, 2000; MELO et al., 2006; DEEPA; JAIN; PIYUSH, 2011,
BORGATI et al., 2013).

Como ndo podem ser encontrados naturalmente, os anéis triazoélicos
podem ser sintetizados por diversos métodos, dentre eles a ciclizagédo do tipo
[2N +1N] intramolecular de hidrazonas ou semicarbazidas, adicdes de
enolatos em azidas, reacfes de aromatizacdo de triazolinas através de
reacdes de oxidacao ou eliminagcdo, ou ainda por meio da transformacao de
outros heterociclicos, reagdes de “click chemistry”, entre outros
(FERGUSON, 1991; EL KHADEM, 1998; KRIVOPALOV; SHKURKO, 2005;
MELO, 2006; HO; DAI; SU, 2009; STABE; BLAQUIERE, 2010; FREITAS et
al., 2011; HAJIPOUR; ABRISHAMI, 2011; CREARY et al., 2012; WANG et
al., 2013).

2.9 MODO DE ACAO DE FUNGICIDAS TRIAZOIS

O principal lipidio componente da membrana plasmatica de fungos € o
ergosterol (Figura 2) e sua sintese é realizada através da acao catalitica da
acetil-CoA. Uma reducdo na disponibilidade de ergosterol resulta no
rompimento da membrana e no extravasamento de solutos iénicos. A sintese
do ergosterol € uma caracteristica da maioria dos fungos superiores
(Ascomycotas, Basidiomycotas e Fungos Mitospdricos), mas é ausente em
alguns cromistas (Oomycotas) que suprem suas necessidades diretamente
do substrato através das hifas. Esta diferenca € a base de seletividade dos
compostos inibidores da biossintese de esterdis (RODRIGUES, 2006; FRAC,

2014).
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Figura 2 — Estrutura quimica do ergosterol. Fonte: Santos et al. (2008).

Os triaz6is agem inibindo a passagem do lanosterol para 4,4-dimetil-
colesta-8,14,24-trienol (ergosterol). No caso dos esterdis formados em
fungos causadores de ferrugens e oidios € o 24-metilenodihidrolanosterol. O
passo seguinte, em ambos 0s casos, € a demetilacdo na posicdo C14, que é
catalizada pelo citocromo P-450 (enzima esterol-C1l4 demetilase). Os
fungicidas mencionados inibem esse citocromo, impedindo a demetilacdo. O
processo biossintético de formacao de esterdis continua, mas o resultado é
que ndo ha formacdo de ergosterol e outros esterdis demetilados, e sim
compostos metilados (RODRIGUES, 2006).

Os esterdis metilados cumprem algumas funcdes na constituicdo das
membranas, mas ndo executam outras funcdes especificas, o que leva a um
desequilibrio entre os lipidios das membranas, com inibicdo de fosfolipidios e
acumulo de acidos graxos livres, que chegam a niveis toxicos para os fungos
(RODRIGUES, 2006; ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007).

A falta de acbBes especificas dos esterdis demetilados, mais o
desequilibrio lipidico, levam os fungos a morte. O nivel de inibicdo pelo
citocromo P-450 é variavel de composto a composto. Por isso o grau de
eficiéncia dos diversos fungicidas contra diversas espécies de fungos é
também variavel (RODRIGUES, 2006; ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA,

2007; FRAC, 2014).
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2.10 FUNGICIDAS COMERCIAIS DO GRUPO DOS TRIAZOIS

De acordo com a base de dados intercional do FRAC (2014) estao
cadastrados 25 principios ativos pertencentes ao grupo dos triazadis:
azaconazol; bitertanol; bromuconazol; cyproconazol; difenoconazol;
diniconazol; epoxiconazol; etaconazol; fenbuconazol; fluquinconazol;
flusilazol; flutriafol; hexaconazol; imibenconazol; ipconazol; metconazol;
myclobutanil; penconazol; propiconazol; simeconazol; tebuconazol;
tetraconazol; triadimefon; triadimenol; triticonazol (Figura 3).

Dentre estes, de acordo com a base de dados on-line Agrofit (2014),
pertencente ao Ministério da Agricultura, estdo cadastrados para uso em
territério  brasileiro 18 principios ativos: bitertanol; bromuconazol;
cyproconazol; difenoconazol; epoxiconazol; fluquinconazol; flutriafol,
hexaconazol; imibenconazol; ipconazol; metconazol; myclobutanil;
propiconazol; tebuconazol; tetraconazol; triadimefon; triadimenol; triticonazol.
Para a cultura do mamoeiro estdo registrados 3, sendo que destes, apenas
tebuconazol para o patossistema antracnose do mamoeiro, sendo que o
difenoconazol esta registrado associado com a azoxistrobina (estrobilurina).

E valido ressaltar, que todos os principios ativos mencionados sdo a
base de 1,2,4-triazdis.
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Figura 3 — llustracdo das moléculas de ingredientes ativos de fungicidas
comerciais do grupo triazéis. Fonte: Adaptado de FRAC (2014).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE EXECUCAO DOS EXPERIMENTOS

A sintese dos compostos contendo o anel 1,2,3-triazol e os ensaios de
inibicdo in vitro de C. gloeosporioides foram conduzidos nos laboratérios do
Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico em Manejo
Fitossanitario de Pragas e Doencas (NUDEMAFI) do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidad

e Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), situado na cidade de Alegre
(20°45' S, 41°29' W), localizada ao sul do Estado do Espirito Santo.

3.2 OBTENCAO DO ISOLADO DE Colletotrichum gloeosporioides

A obtencdo do isolado deu-se a partir de tecidos lesionados de frutos
de mamoeiro apresentando sintomas tipicos de antracnose, adquiridos no
CEASA da cidade de Vitoria, ES, a partir do qual foram retirados pequenos
fragmentos dos tecidos sintoméaticos e, apds assepsia dos mesmos,
procedeu-se, em camara de fluxo laminar, a sua deposicdo em meio de
cultura BDA sintético (batata-dextrose-agar), contido em placas de Petri de 8
cm de diametro.

As placas foram mantidas em camara de crescimento de demanda
bioquimica de oxigénio (BOD) em temperatura de 25 + 1°C, com fotoperiodo
de 12h.

Apoés 48 horas, o isolamento foi efetuado com a retirada de discos de
micélios das extremidades das colbnias fungicas crescidas dos fragmentos
vegetais. Para isto, utilizou-se al¢a de platina, transferindo-se os discos para
outras placas de Petri, contendo o meio BDA. As placas contendo o fungo
foram posteriormente mantidas em estufas BOD, com temperatura de 25°C +

1°C, sob fotoperiodo 12h claro/12h escuro (Figura 4).
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Assepsia dotecido vegetal

Disco de micélio retirado da
extremidade da coldnia de
C. gloeosporioides

B.OD.: 25°C + 1°C com
fotoperiodode 12 horas

Figura 4 — llustracdo da obtencdo do isolado de C. gloeosporioides. CCA-UFES,
Alegre, ES, 2014.

Para a obtencado da cultura monospdrica utlizou-se a técnica descrita
por Serra, Coelho e Menezes (2008), onde foi obtida uma suspensédo de
esporos, seguida da sua diluicdo para concentracées de 10 conidios.mL™.
Posteriormente procedeu-se a deposicdo de aliquotas de 1 mL da
suspensdo em placas de Petri contendo meio agar-agua, a qual foi
espalhada com o emprego de alca de Drigalsky, seguido de incubacao a
temperatura de 25 +£1°C, sob fotoperiodo de 12 horas. Depois de 24 horas,
mediante lupa estereoscopica, procedeu-se a analise da germinacgao conidial
e remocao de hifas, seguido da sua deposicdo em meio BDA contido em
placas de Petri, que foram colocadas em estufa BOD, com temperatura de
25 + 1°C sob fotoperiodo de 12h. Apds crescimento micelial, e assegurada a
identificacdo do isolado, procedeu-se a repicagem para tubos de ensaio
contendo BDA. Apés o crescimento do fungo, as colénias foram recobertas
com oO6leo mineral estéril, seguido de armazenamento em refrigerador a
temperatura aproximada de 5°C.
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3.3 OBTENCAO DOS COMPOSTOS TRIAZOLICOS

A obtencdo dos derivados triazodlicos foi realizada utilizando a “reacao
Click® por meio de transformacdes de grupos funcionais do material de
partida, o glicerol. A caracterizacdo das estruturas dos compostos
sintetizados foi obtida pela analise dos espectros no IV, massas e RMN de
1H e de 13C. O nucleo béasico dos compostos € um anel heterociclico
aromatico de cinco membros contendo trés atomos de nitrogénio, dispostos
nas posicdes 1, 2 e 3 que diferiram entre si em funcdo das caracteristicas
quimicas da cadeia lateral (grupo R). Neste trabalho, os 17 compostos

inéditos foram identificados por designacdes T1 a T17.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 18 x 5 + 1, (17 moléculas de triazoéis, 1 fungicida
comercial, cinco concentracdes e uma testemunha adicional) composto de

cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por uma placa de Petri.

3.5 SENSIBILIDADE DO CRESCIMENTO MICELIAL AOS TRIAZOIS

A sensibilidade de C. gloeosporioides a diferentes fungicidas foi
avaliada segundo metodologia de Edgington, Khew e Barron (1971) e
Rampersad e Teelucksingh (2012), com modificacdbes, em ensaios
incorporando-se as solucdes de moléculas fungicidas ao meio de cultura.
Nestes ensaios, as solucdes do fungicida comercial (tebuconazol) e dos
triazois (T1 a T17) em dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionadas ao meio
BDA fundente (45°C - 50°C) e homogeneizados para obtencéo das
concentracgdes de 1; 10; 100; 500 e 1000 ppm de cada composto. O solvente
DMSO foi testado puro e nao apresentou efeito no crescimento micelial de C.
gloeosporioides.

Em seguida, o meio contendo os compostos foram vertidos em placas

de Petri. ApGs solidificagdo do meio de cultura, discos de 5 mm de diametro



36

foram retirados do meio de cultura contendo micélio do fungo com o auxilio
de uma alca de platina e colocados no centro das placas de Petri com
fungicidas. As placas foram incubadas em camara de crescimento, a 25 *
1°C, com fotoperiodo de 12 horas.

A avaliacdo do experimento teve inicio 24h apOs sua instalacéo,
medindo-se diariamente o crescimento micelial por meio do diametro em dois
sentidos, perpendicularmente, usando uma régua graduada em centimetros
(cm), durante 7 dias, sendo considerado o diametro corrigido (diametro
médio radial menos o comprimento do bloco de agar).

Para o calculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial
(PIC) (EDGINGTON; KHEW; BARRON, 1971), aplicou-se a formula:

M -CM
PIC = C testegu;;a C tratamento x100 (eq 1)

testemunha

Em que,
PIC: porcentagem de inibicdo do crescimento micelial;

CM,semunna - Valor do crescimento micelial da testemunha (controle); e

CM, 2iamento - Valor do crescimento micelial de cada tratamento.

3.6 SENSIBILIDADE DA ESPORULACAO AOS TRIAZOIS

Apo6s a avaliagcdo do crescimento micelial realizou-se a contagem de
esporos. Para isso, foi preparada uma suspensdo de esporos para cada
tratamento através da adicdo de 10 mL de agua destilada as placas de Petri.
Com o auxilio de uma al¢ca de Drigalsky, realizou-se uma leve friccdo da
colbnia fungica, de modo que fossem liberadas as estruturas reprodutivas do
fungo do meio de cultura. A suspenséo obtida foi filtrada em um béquer, com
auxilio de um funil de vidro e camada de gaze, possibilitando a passagem da
suspensao aquosa contendo os esporos, mas retendo os demais materiais,
como as hifas. A suspenséao foi homogeneizada e em seguida, quantificado o
niamero de conidios com o auxilio de um hemacitbmetro (camara de
Neubauer) (CRUZ et al., 2014).
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Para o célculo da porcentagem de inibicdo da esporulacdo (PIE)

(EDGINGTON; KHEW; BARRON, 1971), aplicou-se a férmula:

3.7

PIE = ESp.testemunha _Esp-tratamento x100 (eq 2)

ES p ‘testemunha

Em que,
PIE : porcentagem de inibicdo da esporulacéo;

ESP.estemunna - V&lOr da esporulagéo da testemunha (controle); e

ESP .yaamento - Valor da esporulagéo de cada tratamento.

ANALISE DA DOSE EFETIVA (ED) E EFICIENCIA

Os valores de PICs e PIEs foram utilizados para determinar a ED50 e

ED100 (concentracéo do ingrediente ativo do fungicida necesséaria para inibir

em 50% e 100% do crescimento micelial e esporulacdo do patégeno)
(TAVARES; SOUZA, 2005; RAMPERSAD et al.,, 2012; BAMPI et al. 2013)
por meio do ajuste das equacOes de regressdao obtido com auxilio do

programa estatistico R versdo 3.1 e do programa Polo-PC.

Apés o calculo do ED50, os fungicidas foram classificados quanto a

eficiéncia, segundo a escala de Edgington, Khew e Barron (1971), em que:

ED50 < 1 ppm: alta eficiéncia (AE);
ED50 1-10 ppm: moderada eficiéncia (ME);
ED50 10 - 50 ppm: baixa eficiéncia (BE); e
ED 50 > 50 ppm: insensibilidade (I).

O isolado de C. gloeosporioides foi classificado em 4 categorias de

sensibilidade aos fungicidas (EDGINGTON; KHEW; BARRON, 1971), em

que:

ED50 < 1 ppm: alta sensibilidade (AS);

ED50 1-10 ppm: moderada sensibilidade (MS);
ED50 10-50 ppm: baixa sensibilidade (BS); e
ED50 > 50 ppm: insensibilidade (1).
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3.8 ANALISE DE DADOS

Os dados do crescimento micelial e da esporulagcédo foram submetidos
a andlise de variancia e quando significativos a nivel de 5% de probabilidade
o fator quantitativo (concentracdes) foi avaliado por meio de andlise de
regressao e o fator qualitativo (fungicidas) pelo teste de agrupamento de
médias Scott-Knott. A analises foram realizadas com auxilio do programa

estatistico R versao 3.1. e Polo-PC.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SENSIBILIDADE DO CRESCIMENTO MICELIAL AOS TRIAZOIS

Os resultados obtidos nas avaliacbes com os diferentes ingredientes
ativos do grupo quimico de fungicidas inibidores da sintese de esterois
(triazdis) nas concentracbes testadas, sobre a inibicdo do crescimento

micelial de C. gloeosporioides, estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores médios do crescimento micelial (cm) de C. gloeosporioides sob a
acao de fungicidas triazéis. CCA-UFES, Alegre, ES, 2014.

Concentracdes (ppm)

Fungicida 1 10 100 500 1000
T1 5.39f 5.36e 5.01le 4.02d 1.74e

T2 5.72e 5.53e 5.29d 3.86e 2.64c

T3 5.75e 5.73d 5.65¢c 4.88b 2.33d

T4 5.93d 5.90c 4.92e 3.72e 1.66e

T5 6.15¢c 6.15c 5.27d 4.07d 1.05f

T6 6.17c 6.10c 5.97b 1.50j 0.46h

T7 6.57b 6.19c 5.63c 2.86h 0.85¢g

T8 6.06¢c 6.18c 5.64c 3.27g 1.22f

T9 6.34c 5.77d 5.56¢ 3.58f 2.79¢c

T10 6.62b 6.54b 6.14b 2.94h 0.869g

T11 6.47b 6.37b 5.77c 1.84i 0.00i
T12 5.96d 5.20f 2.00h 0.00l 0.00i
T13 6.43b 6.02c 4.69f 4.28c 3.80b
T14 6.01d 6.01c 1.52i 0.00l 0.00i
T15 5.57f 5.45e 4.47f 1.42j 0.82¢g
T16 5.56f 5.46e 3.21¢g 0.60k 0.00i
T17 5.56f 2.199 2.00h 0.72k 0.00i
Tebuconazol 1.83g 0.30h 0.00j 0.00I 0.00i
Testemunha 7,14a 7,14a 7,14a 7,14a 7,14a

Médias seguidas pela mesma letra em coluna ndo diferem entre si, a nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste Scott-knott.

A interagcdo entre os fatores estudados foi significativa a 5% de

probabilidade e todos os tratamentos com os fungicidas a base de triazéis
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diferiram do tratamento controle (testemunha), sendo que a resposta de
sensibilidade do patégeno variou de acordo com o fungicida testado.

O coeficiente de variacdo (CV%) encontrado neste estudo foi da ordem
de 24,89%. A analise qualitativa dos dados realizada por meio do teste de
agrupamento de médias Scott-Knott resultou na formagdo de 7, 8 e 10
grupos para as concentracdes de 1, 10 e 100 ppm, respectivamente. Para as
concentracbes de 500 e 1000 ppm foram verificados os melhores efeitos
fungicidas havendo formacéao de 12 e 9 grupos de médias, respectivamente.

Os triazdis sintetizados a partir do glicerol mais eficientes foram T11,
T12, T14, T16 e T17, os quais nao permitiram crescimento micelial (O cm de
diametro radial médio), igualando-se ao triazol comercial tebuconazol. Os
triazéis menos eficientes foram T9 e T13 apresentando 2,79 e 3,80 cm
quando submetidos a maior concentracao testada.

A sintese de novos compostos triazdlicos tem sido realizada em
diversas pesquisas e 0s resultados dos testes de eficiéncia demonstram que
tais fungicidas possuem acao inibitéria para o crescimento de uma ampla
gama de espécies, incluindo algumas do género Colletotrichum, como C.
capsici (DESAI et al.,, 2013), C. gossypii (CAO et al., 2008) e C. falcatum
(POCHAMPALLI et al., 2012; SINGH; PANDEY; SENGUPTA, 2012).

Para a espécie C. gloeosporioides sdo escassos estudos que
envolvam sintese de novos compostos para seu manejo. Dentre os estudos
encontrados destaca-se o0 realizado por Bassyouni et al. (2014), que
observaram que 0s compostos que possuiam anel triazdlico em sua
estrutura apresentaram boa capacidade de inibicdo micelial de C.
gloeosporioides.

Os resultados quantitativos obtidos por meio da andlise de regressao,
demonstraram que o0 comportamento da maioria das concentracdes
avaliadas foi melhor ajustado pelo modelo linear de regressao (Figura 5).
Para todos os tratamentos utilizados, foi verificada inibicdo no crescimento
vegetativo do patdgeno, observando-se que quanto maior a concentracao
testada maior o efeito fungistatico e/ou fungicida.



120 A
110 A
100 ~

Inibi¢ao do crescimento micelial (%)

V=23, 742+0.040%
R2=0.08

120
110
100

Inibi¢ao do crescimento micelial (%)

100 200 300 400 500 600 700 800 9001.000
Concentragdes (ppm}-T1

120 A
110 A
100 ~

Inibi¢ao do crescimento micelial (%)

¥=16.937+0.046x%
R2=0.02

V=19.419+0.057%

R2=0,07

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1.000

Concentragdes (ppm}-T4

120 A
110 A
100 ~

Inibi¢ao do crescimento micelial (%)

100 200 300 400 500 600 700 800 9001.000
Concentragdes (ppm} -T2

Inibi¢ao do crescimento micelial (%)

V=14 677+0.070%

R2=0,09

0

100 200 300 400 500 600 700 800 9001.000
Concentragdes (ppm}-T5

Inibi¢ao do crescimento micelial (%)

120 A
110~
100 ~

41

V=17.159+0.048%
R2=0.00

0

120~
110~
100 ~

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1.000
Concentragdes (ppm}-T3

¥=19.205+0.078x
R2=0,88

0

100 200 300 400 500 600 700 800 9001.000
Concentragdes (ppm) - T6

Figura 5 — Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides submetidos a diferentes concentracdes de seis
fungicidas inéditos do grupo quimico triazois. CCA-UFES, Alegre, ES, 2014.
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Figura 5 — Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides submetidos a diferentes concentracdes de seis
fungicidas inéditos e um fungicida comercial (Tebuconazol) do grupo quimico triazois. CCA-UFES, Alegre, ES, 2014.
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Dos novos triazbis sintetizados a partir do glicerol, os que
apresentaram maior inibicdo foram os denominados T12 e T14, que inibiram
100% do crescimento micelial a partir da concentracdo de 500 ppm, no
entanto, é valido ressaltar que os triaz6is T1ll, T16 e T17 impetraram o
mesmo efeito somente na concentracdo de 1000 ppm, onde pode ser
observada a morte do patégeno, sendo que o triazol comercial utilizado
(tebuconazol) apresentou 0 mesmo resultado a partir das concentracfes de
100 ppm.

O melhor efeito dos triazdis T12 e T14 pode ser explicado por meio de
sua estrutura quimica e tamanho da cadeia lateral (R funcional),
conseguindo melhor eficiéncia na demetilacdo da enzima P45014¢.gm da
molécula de esterol, atuando assim com maior eficacia nas funcbes
especificas dos esterdis na constituicdo da membrana celular fungica, que
de acordo com o FRAC (2014) leva a um desequilibrio entre os lipideos da
membrana, promovendo desorganizacdo da estrutura celular, o que pode
levar o fungo a morte.

Com concentragdes elevadas de fungicidas observa-se o dano direto
sobre a membrana assim como alteracbes morfolégicas, que se
caracterizam por inchamento das células, vacualizacdo excessiva, septacao
incompleta, aparecimento de vesiculas e a formacdo de inclusdes
membranosas (ZAMBOLIM, VENANCIO E OLIVEIRA, 2007). De acordo com
os autores, o nivel de inibicdo da P450 é varidvel de composto para
composto, de modo que o grau de eficiéncia dos diversos fungicidas é
variavel.

Os demais triazo6is avaliados apresentaram efeito fungistatico, ou seja,
retardaram o crescimento e desenvolvimento do fungo, no entanto, nao
causaram completa inibicdo do patégeno, chegando a apresentar, em alguns
casos (T6, T7, T10 e T15), na concentracdo mais elevada testada (1000
ppm) valores bem proximos a 100% de inibicéo.

Estudos tém demonstrado a eficiéncia de fungicidas triazdis no
controle do género Colletotrichum, corroborando assim com os resultados

encontrados neste estudo.
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Dentre estes estudos, Fischer et al. (2012) analisaram o fungicida
tebuconazol, verificando que o mesmo apresenta de moderada a alta
eficacia na reducdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides e C.
acutatum em goiaba. Para este ultimo patdgeno, este fungicida foi o Unico
que inibiu totalmente o crescimento micelial na dose de 100 mg.L™. Os
autores ainda constataram diferencas na sensibilidade dos fungicidas
testados entre isolados destas mesmas espécies, 0 que sugere haver certa
resisténcia aos produtos. Por certos patdgenos virem a tornarem-se
resistentes a determinadas moléculas quimicas, faz-se necessario alternar
ou trocar os compostos no manejo das doencas.

Ferreira et al. (2009) avaliando os fungicidas triazdlicos tetraconazol e
triadimenol no controle in vitro de C. gloeosporioides verificaram que com o
aumento da concentracdo diminuia-se o crescimento, o que corrobora com
0os resultados obtidos neste estudo, sendo que os fungicidas inibiram o
crescimento micelial a partir das concentracbes de 25 e 500 mg.L™,
respectivamente, tendo o fungo alta sensibilidade ao tetraconazol.

Gopinath, Radhakrishnan e Jayaraj (2006) analisaram o efeito de
triazdis no controle da antracnose do pimentdo causada por C. capsici, e
relataram que o fungicida propiconazol propiciou o mais alto nivel de inibigao
do crescimento micelial deste fungo, seguido do triazol difenoconazol. Os
autores ainda relatam que o propiconazol na dose de 5 pg.mL™* paralisou
completamente o crescimento deste fungo.

Os valores da ED50 e ED100 calculadas a partir dos modelos obtidos
na andlise de regressao, demonstraram que para o crescimento micelial o
fungicida T13 foi o que apresentou a maior ED50 984,07 ppm e T17 exibiu a
menor (10,14 ppm). Quanto a ED100 foi verificado que T13 apresentou a
maior, necessitando 2.587,15 ppm para inibir 100% do crescimento de C.
gloeosporioides, ja T14 foi o fungicida que apresentou a menor ED100, com
393,79 ppm. Para o tratamento com o fungicida comercial tebuconazol foram

verificados os menores valores de ED50 e ED100 (Tabela 3).
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Tabela 3 — Concentracéo inibitéria de 50% (ED50) e 100% (ED100) do crescimento
micelial de C. gloeosporioides. CCA-UFES, Alegre, ES, 2014.

Fungicida EDs, (ppm) ED1q0 (Ppm) = S°

T1 529,50 1.537,77 I I

T2 715,72 1.798,08 I I

T3 682,63 1.721,94 I I

T4 529,94 1.396,40 I I

T5 502,20 1.213,07 I I

T6 394,80 1.035,83 I I

T7 496,02 1.091,26 I I

T8 519,76 1.248,41 | I

T9 661,69 1.829,91 I I

T10 471,86 1.100,37 I I

T11 290,58 981,09 I I
T12 18,14 414,17 BE BS

T13 984,07 2587,15 I I
T14 20,83 393,79 BE BS

T15 319.79 1.044,53 I I
T16 25,71 858,59 BE BS
T17 10,14 965,8 BE BS
Tebuconazol 0,26, 35,32 AE AS

Onde: "Eficiéncia dos fungicidas, em que: AE= alta eficiéncia; ME= moderada eficiéncia; BE= baixa
eficiéncia; e 1= insensibilidade. *Sensibilidade de C. gloeosporioides aos fungicidas, em que: AS= alta
sensibilidade; MS= moderada sensibilidade; BS= baixa sensibilidade; e 1= insensibilidade.

Neste estudo, foi observado que a maioria dos novos triazois testados
mostraram para o0 crescimento micelial valores de ED50 maiores que 50
ppm, constatando a insensibilidade dos fungicidas e do patdbgeno de acordo
com a classificagdo Edgington, Khew e Barron (1971). Isto pode ser
explicado pelos grupos funcionais ligados ao anel 1,2,3-triazol, denotando
que os fungicidas sintetizados a partir do glicerol devem conter grupos
funcionais mais eficientes, capazes de inibir o crescimento do patégeno em
concentragdes abaixo de 50ppm.

Trabalhando com o mesmo patossistema Tavares e Souza (2005)
verificaram que dentre os fungicidas inibidores da sintese de esterdis 0s
triaz6is comerciais propiconazol e tebuconazol demonstraram alta eficiéncia
com ED50 calculada menor que 1 ppm, corroborando com os resultados
encontrados para tebuconazol neste estudo, sendo a ED100 chamada pelo
autor de CMI (concentracdo minima inibitéria) estimada entre 1 e 10 ppm

diferindo dos valores encontrados no presente estudo.
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Tal diferenca pode ser explicada pela variabilidade genética
encontrada na espécie estudada (GUPTA et al., 2010; KAMLE et al., 2013;
GAUTAM, 2014).

Sartori e Maringoni (2008) avaliando o efeito de fungicidas no
crescimento micelial de isolados de C. lindemuthianum, observaram alta
sensibilidade deste patdogeno ao triazol propiconazol. Dos vinte isolados
avaliados, dezenove apresentaram ED50 menor que 1 ppm e somente um
com ED50 entre 1 e 10 ppm.

Contudo, embora os resultados bem-sucedidos quanto a eficiéncia dos
triazdis na inibicdo do crescimento micelial e esporulacdo de inUmeros patdgenos,
sdo demonstrados também em estudos que os resultados nem sempre sdo
promissores. Sumida et al. (2014) trabalhando com testes de inibicdo in vitro de
Sclerotinia sclerotiorum utilizando diversos fungicidas, dentre eles o triazol
tebuconazol, verificaram que este nado foi eficiente tanto no crescimento quanto
esporulacdo do patogeno.

Zancan et al. (2012) estudando o patossistema Sclerotinia sclerotiorum em
feijoeiro observaram que fluquinconazol, triazol comumente utilizado no tratamento
de sementes, ndo inibiu completamente, em nenhuma das concentracdes testadas
(5, 10, 50, 100 e 500 ppm), os dois isolados de S. sclerotiorum estudados,
demonstrando somente efeito fungistatico sobre as estruturas do patégeno.

Spolti et al. (2014) avaliando a sensibilidade de Fusarium graminearum ao
fungicida tebuconazol concluiram que os isolados do patégeno apresentaram
resisténcia ao triazol estudado.
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4.2 SENSIBILIDADE DA ESPORULACAO AOS TRIAZOIS

Os fungicidas avaliados no presente ensaio in vitro diferiram
significativamente da testemunha, havendo interacdo significativa a 5% de
probabilidade entre os fatores estudados. Os tratamentos avaliados
reduziram significativamente a producado de esporos de C. gloeosporoioides
(Tabela 4).

O teste qualitativo de agrupamento de médias Scott-Knott resultou na
formacado de 13 grupos para as concentracdes de 1, 10 e 100 ppm, e para as
concentracdes de 500 e 1000 ppm houve formacdo de 7 e 5 grupos de
média, respectivamente. O coeficiente de variacdo (CV%) encontrado para a

esporulacdo neste estudo foi da ordem de 25,98%.

Tabela 4 — Valores médios de esporos.mL™ de C. gloeosporioides sob a acéo de
fungicidas triazois. CCA-UFES, Alegre, ES, 2014.

Concentracdes (ppm)

Fungicida 1 10 100 500 1000
T1 148,28b 145,33b 78,78b 37,40b 18,61b
T2 145,15b 125,40c 71,61c 37,66b 17,51b
T3 128,30c 99,06d 45,69¢g 37,04b 19,83b

T4 102,16e 85,48e 66,66d 13,79 2,49d
T5 114,46d 74,599 58,13e 28,10c 19,00b

T6 112,30d 79,54f 49,54f 19,34d 4,68c

T7 86,72f 46,18j 30,28i 12,26e 2,99d

T8 83,049 74,419 41,609 10,20e 3,45¢c

T9 66,56i 53,29i 35,39h 18,60d 1,45d

T10 72,74h 54,16i 49,15f 14,39¢ 1,53d

T11 71,76h 39,51k 30,55i 1,96f 0,00e
T12 81,71g 46,26j 10,88k 0,009 0,00e

T13 34,45| 25,65l 21,34] 15,04e 9,63c

T14 55,73] 42,48k 8,36k 0,009 0,00e

T15 56,71] 38,59k 34,06h 18,88d 6,21c

T16 66,30i 63,03h 4,50l 0,289 0,00e

T17 42,26k 25,66l 1,90l 0,699 0,00e
Tebuconazol 9,35m 3,28m 0,00m 0,009 0,00e

Testemunha 206,70a 206,70a 206,70a 206,70a 206,70a

Médias seguidas pela mesma letra em coluna n&o diferem entre si, a nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste Scott-knott.
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Com base nos resultados verificou-se que o efeito dos fungicidas sobre
a esporulacao foi maior do que sobre crescimento micelial, evidenciando
assim o bom desempenho antiesporulante dos fungicidas estudados. Este
fato pode ser explicado pela elevada acdo antiesporulante que os triazois
possuem, uma vez que estes fungicidas tém como principais caracteristicas:
penetracao e translocacao rapidas, acdo curativa sobre infec¢des ja iniciadas
e acao toxica sobre a esporulacdo e germinacédo de esporos (FORCELINI,
1994; ZAUZA et al., 2008).

Os triazbis que possuiram maior eficacia na inibicdo da esporulacao do
patégeno foram T11, T12, T14, T16 e T17, apresentando nas concentracées
mais elevadas total inibicAo da esporulacdo, igualando-se ao triazol
comercial tebuconazol. Os fungicidas menos eficientes foram T1, T2, T3 e T5
com 18,61; 17,51; 19,83; 19,00 esporos.mL™, na maior concentracdo
testada, quando comparados com o controle.

A curva de porcentagem de inibicAo da esporulacdo de C.
gloeosporioides (Figura 6) mostra que o comportamento das concentracoes
avaliadas foi melhor ajustado pelo modelo logaritmico de regressdo. Para
todos os tratamentos utilizados, foi verificada inibicdo da reproducao do
patdbgeno em relacdo ao controle, observando-se que quanto maior a
concentracao testada maior o efeito fungistatico e/ou fungicida assim como o
observado para o crescimento micelial, ou seja, as concentracdes de 500 e
1000 ppm foram as que possuiram maior efeito inibitério em todos os
fungicidas avaliados.
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Dentro do grupo quimico triazol existem diferencas na eficiéncia entre
os ingredientes ativos sobre crescimento micelial e esporulacéo, fato este
observado por Ferreira et al. (2009) para os fungicidas tetraconazol e
triadimenol. De acordo com os autores, com o aumento da concentracao dos
fungicidas ha maior inibicdo dos conidios sendo que para o tetraconazol a
concentracao de 25 ppm inibiu 100% dos conidios de C. gloeosporioides em
cafeeiro, quanto que para triadimenol o mesmo ocorreu na concentracao de
500 ppm. Tavares e Souza (2005) verificaram o mesmo efeito para
tebuconazol e propiconazol sobre C. gloeosporioides em mamao, o que pode
explicar a diferenca de inibicdo encontrada neste estudo.

A eficiéncia dos triazéis em reduzir o esporulacdo in vitro também foi
comprovada por Chen et al. (2014), que trabalhando com a sintese de
dezoito novos compostos contendo anel 1,2,3-triazol verificaram que estes
possuiram atividade fungicida moderada contra Colletotrichum lagenarium,
inibindo 61% da reproducdo do patdbgeno em concentracdo de 200 ppm.
Silva et al. (2013) também trabalhando com sintese de novos 1,2,3-triazol a
partir de ciclizagbes 1,3-dipolares intermediarios aril azidas e alcinos,
verificaram que estes possuem atividade fungicida contra Aspergillus niger.

Thomas, Adhikari e Shetty (2010) também sintetizaram uma série de
derivados contendo o esqueleto triazdlico. Como estratégia de sintese, os
pesquisadores reuniram dois heterociclicos biologicamente ativos, como o
1,2,3-triazol e a quinolina, em um unico composto, a fim de obter derivados
ainda mais ativos que o0s precursores isolados. Dentre os derivados
sintetizados, 1.3, 1.4 e |.5 apresentaram atividade antibacteriana e antifungica
maior que os fungicidas padrdes utilizados. Estes resultados demonstram a
importancia dos grupos funcionais e misturas de compostos no controle de
patégenos.

Os resultados da ED50 e ED100 obtidos por meio das equacdes de
regressao para a esporulacdo (Tabela 5) foram menores dos que os
observados para o crescimento micelial, sendo que o fungicida T1 foi o que
apresentou a maior ED50 (21,48 ppm) e T13 exibiu a menor (0,00002 ppm).

Para a ED100 foi verificado que T1 apresentou o maior valor (1.439,60

ppm), ja T14 foi o fungicida que apresentou a menor ED100 (390,79 ppm),
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seguido do T12 (400,09 ppm). Para o tratamento com o fungicida comercial
tebuconazol foram verificados os menores valores de ED50 e ED100, assim

como o observado para o crescimento micelial.

Tabela 5 — Concentracao inibitéria de 50% (ED50) e 100% (ED100) da esporulacdo
de C. gloeosporioides. CCA-UFES, Alegre, ES, 2014.

Fungicida EDs, (ppm) ED1q0 (ppm) = s?
T1 21,48 1.439,60 BE BS

T2 14,45 1.384,10 BE BS

T3 4,97 1.425,83 ME MS

T4 0,98 1.048,40 AE AS

T5 2,41 1.425,00 ME MS

T6 10,70 1.112,17 BE AS

T7 0,44 1.069,37 AE AS

T8 0,83 1.098,15 AE AS

T9 0,16 1.023,94 AE AS
T10 0,29 1.016,99 AE AS
T11 0,29 800,18 AE AS
T12 0,64 400,09 AE AS
T13 0,00002 1.268,59 AE AS
T14 0,20 390,79 AE AS
T15 0,01 1.234,53 AE AS
T16 0,49 556,78 AE AS
T17 0,07 568,89 AE AS
Tebuconazol <1 13,71 AE AS

Onde: "Eficiéncia dos fungicidas, em que: AE= alta eficiéncia; ME= moderada eficiéncia; BE= baixa
eficiéncia; e 1= insensibilidade. *Sensibilidade de C. gloeosporioides aos fungicidas, em que: AS= alta
sensibilidade; MS= moderada sensibilidade; BS= baixa sensibilidade; e 1= insensibilidade.

As classificacbes de eficiéncia dos fungicidas e sensibilidade do
patdbgeno demonstraram que a maioria dos novos triazois foram altamente
eficientes na inibicdo da esporulacdo. Os triazdis T1, T2 e T6 apresentaram
baixa eficiéncia, T3 e T5 moderada eficiéncia e os demais triazdis foram
altamente eficientes, com valores de ED50 menores que 1lppm. A reducao
da esporulacdo de um patégeno é de grande importancia, uma vez que a
inibicdo ou morte dessas estruturas esta diretamente ligada a reproducao da
espécie e sua disseminacdo, afetando assim sua propagacao e ciclo
reprodutivo.

Deste modo, ao relacionar a eficiéncia dos fungicidas avaliados neste
estudo com o momento de aplicagcdo no ciclo do patdbgeno pode-se inferir

que o periodo mais adequado para a aplicacdo dos fungicidas é durante a
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producado do in6culo inicial, uma vez que os produtos apresentaram melhor
eficacia sobre a esporulacdo de C. gloeosporioides.

Podendo alterar desta forma, o ciclo primario da doenca que se inicia a
partir de estruturas de sobrevivéncia do agente causal ou ainda a partir da
fase saprofitica desenvolvida em restos de cultura ou matéria organica do
solo, visto que o patégeno, na maioria das vezes, inicia sua infeccdo durante
a fase de frutificacdo, mantendo-se em quiescéncia até a fase de maturacao
dos frutos.

A aplicacdo do fungicida no indculo inicial podera evitar ou alterar
ainda o ciclo secundario da doenca que se desenvolve a partir do in6culo
produzido no fim do ciclo primario, sendo responsavel pelo aumento da
intensidade da doenca, isto €, aumento do numero de lesdes nos 6rgaos
afetados, que esta diretamente ligado a severidade da doenca.

Pesquisas tém demonstrado a importancia do poder antiesporulante de
diversos fungicidas pertencentes ao grupo quimico triazol, assim como
mencionado abaixo. Holb e Schnabel (2007) verificaram que a sensibilidade
de Monilinia fructicola frente aos fungicidas tebuconazol, propiconazol e
fenbuconazol, sendo tebuconazol e fenbuconazol os mais eficientes no
controle do patégeno, com valores médios de ED50 entre 0,018-0,023 ppm.

Bampi et al. (2013) analisaram os triazéis comerciais tebuconazol,
propiconazol, epoxiconazol, tetraconazol, metconazol e ciproconazol no
manejo da mancha-de-macrospora, causada pelo fungo Stenocarpella
macrospora, concluindo que tais produtos possuem atividade fungitoxica
altamente eficiente com concentracéao inibitoria de 50% (ED50) entre 0,040 a
0,063 ppm e concentracao inibitéria de 100% entre 1 a 10 ppm.

Kokkonen, Magan e Medina (2014) trabalhando com F.
sporotrichioides e F. langsethiae em aveia constataram para o tebuconazol
que os valores ED 50 variaram de 0,34 a >1.0 ppm, no caso de F.
sporotrichioides. Para F. langsethiae, esses valores foram de 0,31 a >1.0
ppm.

Schmitz et al. (2014) estudaram a sensibilidade de Phakopsora
pachyrhizi a fungicidas, dentre eles os triazdis ciproconazol, metconazol,

epoxiconazol e tebuconazol, verificando valor médio de ED50 de 0,01 ppm,
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sendo os isolados do patégeno classificados como altamente sensiveis aos
fungicidas, demonstrando assim a alta eficiéncia dos fungicidas triazoéis
pertencentes ao grupo dos DMIs.

De acordo com Reis, Reis e Carmona (2010) uma substancia quimica
para ser fungicida n&o precisa necessariamente inibir completamente o
crescimento do fungo, podendo apenas inibir o crescimento micelial ou a
esporulagcédo, sendo chamadas de substancias “fungistaticas” e
“antiesporulantes”. Este enfoque é de significativa importancia, uma vez que
produtos que exibem alto poder toxicoldégico contra patdbgenos podem
apresentar sintomas de fitotoxidez em diversos 6rgdos da planta, sendo
estes mais intensos nas doses mais elevadas, impossibilitando seu uso no
caso de manejo poés-colheita em mamoeiro a exportacdo de frutos. Diante
disso, mesmo que alguns fungicidas avaliados neste estudo nao tenham tido
alta eficiéncia, estes devem ser estudados em testes in vivo para
confirmacao de sua acdo sob o patdgeno, levando em consideracdo analises

de fitotoxidez e efeito residual.
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5. CONCLUSOES

Os compostos com anel 1,2,3-triazol sintetizados a partir do glicerol
possuiram atividade fungicida sobre C. gloeosporioides, sendo promissores
para o manejo de C. gloeosporioides em mamoeiro;

Quanto maior a concentracdo testada maior o efeito fungistatico e/ou
fungicida dos compostos triazélicos;

O efeito inibitério dos fungicidas triazdis sobre a esporulacdo foi mais
eficiente em relacdo ao crescimento micelial;

Os triazb6is T1l2 e T14 apresentaram a maior inibicdo (tanto do
crescimento micelial quanto da esporulacdo) de C. gloeosporioides. E valido
ressaltar que além destes os triazdis T11, T16, T17 também apresentaram a
completa inibicdo do patdbgeno em concentracfes acima de 500 ppm,
merecendo ser também estudados em experimentos futuros; e

Os valores médios de ED50 e ED100 foram menores para esporulacao
em relacdo ao crescimento micelial, demonstrando a eficiéncia

antiesporulante dos novos triazois sintetizados a partir do glicerol.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo traz avancos significativos para o manejo da
antracnose do mamoeiro e sintese de novos produtos fungicidas, além de
ser um dos primeiros estudos que aborda o aproveitamento do glicerol,
subproduto do biodiesel, o qual € considerado sério problema devido a sua
producao em larga escala, acarretando diversos danos ao meio ambiente. O
estudo é inovador e os resultados obtidos no mesmo podem contribuir em
programas de manejo integrado na cultura do mamoeiro.

Ensaios in vivo e a campo deverdo ser realizados para confirmar a
acao fungicida dos novos compostos sintetizados, devendo-se levar em
consideracdo a sintese e avaliacdo de compostos com grupos laterais mais
eficazes e a mistura de compostos elevando assim, o poder fungicida das
substancias sintetizadas a partir do glicerol no controle de C.
gloeosporioides.

E importante enfatizar, que devido aos poucos produtos registrados
para o manejo da antracnose e o risco de desenvolvimento de resisténcia
por parte do patégeno aos fungicidas, a sintese de novos compostos é
primordial para o manejo da doencga.
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