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RESUMO

SILVA, Marcia Varela, Universidade Federal do Espirito Santo. Setembro de 2014.
Atividade fungicida de novos triazois sintetizados a partir do glicerol sobre
Fusarium guttiforme. Orientador: D. Sc. Waldir Cintra de Jesus Junior.
Coorientadores: D. Sc. Adilson Vidal Costa e D. Sc. Vagner Tebaldi de Queiroz.

O patégeno Fusarium guttiforme ocasiona muitos prejuizos a cultura do
abacaxizeiro. A principal estratégia de manejo da doenca € a utlizacdo de
variedades resistentes e pulverizacdo com fungicidas, no entanto existem poucos
produtos comerciais disponiveis, o que tem dificultado esse manejo. Além disso, ha
relato da resisténcia do patdégeno a determinados fungicidas. Desta forma, objetivou-
se avaliar a eficiéncia de moléculas fungicidas, do grupo dos triazéis, obtidas a partir
de glicerol, na reducéo do crescimento micelial e esporulacdo do fungo causador da
fusariose. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 18x5+1 (17 moléculas novas de triazois (T1 a T17), 1 fungicida
comercial (tebuconazol), cinco concentragbes e uma testemunha adicional), com
cinco repeti¢cdes por tratamento. Para avaliar o efeito das moléculas no crescimento
micelial e na esporulacdo do fungo foi empregado o método de incorporagdo de
cada molécula ao meio de cultura batata-dextrose-agar nas concentracfes de 0, 1,
10, 100, 500 e 1000 ppm. Com base nos resultados obtidos foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos e as concentracdes tanto para o0 crescimento
micelial quanto esporulagdo. Houve diferenga significativa de inibicdo do
crescimento radial e esporulacdo nos tratamentos T12 e T17, na concentracdo de
1000ppm, inibindo completamente o desenvolvimento do fungo, e no tratamento
T12, na concentracdo de 500ppm, apresentando limitacdo do crescimento radial e
esporulacdo, evidenciando a acdo fungistatica das moléculas de triazdis sobre o
patdgeno. Assim, conclui-se que as moléculas séo promissoras para o manejo de F.
guttiforme.

Palavras-chave: Ananas comosus var. comosus, fusariose, controle quimico.



ABSTRACT

SILVA, Marcia Varela, Universidade Federal do Espirito Santo. September, 2014.
New activity fungicidal triazoles synthesized from glycerol on Fusarium
guttiforme. Advisor: D.Sc. Waldir Cintra Jesus Junior. Co-advisors: D.Sc.
Adilson Costa Vidal and D.Sc. Tebaldi Vagner de Queiroz.

The pathogen Fusarium guttiforme causes various damage to the culture of
pineapple. The main strategy of disease management is the use of resistant varieties
and spraying with fungicides, however there are few commercial products available,
which has hindered this management. Furthermore, there are reports of resistance of
the pathogen to certain fungicides. Thus, we aimed to evaluate the efficiency of new
molecules of fungicides, triazole group, obtained from glycerol, the in vitro handling of
fusarium. The experiment was conducted in a completely randomized design in a
factorial 18x5 + 1 (17 new molecules triazoles (T1 to T17), 1 commercial fungicide
(tebuconazole), five concentrations and a treatment), with five replicates per
treatment. To evaluate the effects of molecules on mycelial growth and sporulation
was employed the method of incorporation of each molecule to the culture medium
potato dextrose agar at concentrations of 0, 1, 10, 100, 500 and 1000 ppm. Based on
the results significant difference between treatments and concentrations for both
mycelial growth and sporulation was observed. There was a significant difference in
inhibition of radial growth and sporulation in treatments T12, and T17 at a
concentration of 2000ppm, completely inhibiting fungal growth and the treatment T12
at a concentration of 500ppm, with limitation of radial growth and sporulation,
indicating a fungistatic action triazoles of molecules of the pathogen. Thus, it is
concluded that the new triazoles are promising for the management of F. guttiforme.

Keywords: Ananas comosus var. comosus, fusarium, chemical control.
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1. INTRODUCAO

A cultura do abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr. var. comosus) € uma
das mais importantes dentre as frutas. Hoje € encontrada em quase todas as
regides tropicais e subtropicais do mundo (VENTURA; ZAMBOLIM, 2002).

O Brasil, ocupando a posicao de quarto maior produtor mundial de
abacaxi, tem na cultura relevante possibilidade de expansao, apresentando
também grande importancia socioecondmica, pois envolve um elevado
namero de agricultores e ainda, indiretamente, abrange um amplo
contingente de pessoas (SANTA-CECILIA et al, 2007).

Um dos fatores que limitam a obtencdo de maiores rendimentos da
cultura esta relacionado as doencas, que podem reduzir drasticamente a
producao. Estudos visando o melhoramento genético na busca por materiais
tolerantes e resistentes a patdgenos tém tido consideraveis avancgos, no
entanto algumas doencas ainda sao fatores limitantes da producdo e da
qualidade do abacaxi.

A fusariose, também conhecida pelas designa¢cfes de gomose ou
resinose-fungica, causada pelo fungo Fusarium guttiforme, entre todas as
doencas que ocorrem em lavouras de abacaxi, € a mais importante, devido
ao prejuizo causado a produtividade da cultura no Brasil (VENTURA e
ZAMBOLIM, 2002). De acordo com Ventura et al. (2009), danos sao
estimados em 30 a 40% dos frutos e de até 20% das mudas, e as variedades
tradicionalmente plantadas sdo suscetiveis a doenca. Quando a floracédo e
frutificacdo se dado em periodos chuvosos, com baixa temperatura, com
danos podendo chegar a até 80% dos frutos (ROCHA, 2013).

Para prevencado da fusariose o mais recomendado é a utilizacdo de
material propagativo sadio e de variedades resistentes (PLOETZ, 2006). No
entanto, quando nao for possivel lancar mdo dessas medidas, se torna
necessario adotar estratégias de manejo, que assim inclui a utilizacado de
fungicidas.

Os fungicidas sao substancias quimicas que podem ser de origem
natural ou sintética, e s&o utilizados para a protecdo de plantas contra a

penetracdo e/ou desenvolvimento de fungos fitopatogénicos. Uma
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substancia quimica para ser fungicida ndo necessariamente precisa extinguir
o fungo, podem apenas inibir o crescimento micelial ou a esporulacédo deste,
sendo entdo apontados como substancias “fungistaticas” e “antiesporulantes”
ou “genestaticas” (REIS, 2007).

Para a producédo de alimentos, em nivel mundial, os fungicidas séao
insumos indispensaveis, que tém funcdo de manter o potencial produtivo de
diversas culturas, contribuir na manutencdo da germinacdo e no vigor de
sementes, além de estender o tempo de prateleira de frutos em pds-colheita
(ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR, 2008). No entanto, o uso indiscriminado de
fungicidas pode gerar inUmeros problemas, como contaminar solos e lengois
freaticos, causar intoxicacoes ao homem, alterar a microbiota dos solos em
numero e diversidade. E ainda, segundo Jesus Junior e Zambolim (2007),
cultivos pulverizados constantemente com fungicidas sistémicos do grupo
dos triazbis, como tebuconazol, tém aumentada a possibilidade de geracao
de fungos resistentes.

Na producéo de biodiesel, que tem tido grande enfoque e aumento da
producado, é gerado um subproduto que se torna um residuo, o glicerol. A
cada 90 m® de biodiesel produzido pela reacdo de transesterificacdo de
6leos vegetais sdo gerados 10 m® de glicerol (APOLINARIO, 2012). Esse
subproduto principal da producdo de biodiesel, disponivel com custos
minimos e em grandes volumes, tem ganhado importancia nos dltimos anos,
pois desenvolvendo novas metodologias e utilizando protocolos alternativos,
se tem um processo simples e eficiente para a sintese de derivados de
triazol pela reciclagem da glicerina (NARSAIAH, GHOGARE, BIRADAR
(2011)).

Percebeu-se que a composicao quimica do glicerol € muito préxima a
dos triazbis ja utilizados na agricultura, e que a partir desse processo de
reciclagem ¢é possivel chegar a substancias similares aos fungicidas
conhecidos comercialmente.

Com intencao de valorizar o glicerol, que tem se acumulado devido a
grande producao de biodiesel, e considerando que ha poucos fungicidas
atualmente registrados no pais para o controle da fusariose do abacaxizeiro,

que tem prejudicado consideravelmente o rendimento da cultura, torna-se



14

necessario a realizacdo de pesquisas para determinar possiveis usos
alternativos para o subproduto, avaliando se tal aplicacdo é funcional e
viavel, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade fungicida de novos

triazois sintetizados a partir do glicerol sobre Fusarium guttiforme.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a acao fungicida de compostos 1,2,3-triazol sobre F. guttiforme,

agente causal da fusariose em abacaxizeiro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade fungicida de 17 moléculas de novos triazois
derivadas do glicerol, residuo do biodiesel, sobre o crescimento micelial e

sobre a esporulacédo do fungo F. guttiforme.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO ABACAXIZEIRO

O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merr. var. comosus) pertence a
subclasse das monocotiledoneas e a familia Bromeliaceae, que contém,
aproximadamente, 46 géneros e cerca de 1,7 mil espécies. E uma planta
tipica de regides tropicais e subtropicais, tendo como seu centro de origem a
América do Sul (CRESTANI, 2010).

A propagacao do abacaxizeiro é realizada de forma vegetativa, com
possibilidade de utilizacdo de diversas partes da planta adulta, tais como
coroa (brotacdo do apice do fruto), filhote (brotacdo do penduculo), filhote-
rebentdo (brotacdo na insercdo do pedunculo no caule ou talo) e rebentao
(brotacdo do caule). O ciclo da cultura do abacaxizeiro dura cerca de 18
meses, e em regides de clima mais quente e umido, as mudas sao maiores e
assim menores os ciclos de producgao.

O abacaxi € uma fruta com grande demanda no mercado e seu
consumo se da de diferentes maneiras, porém, a forma in natura é a mais
indicada, em virtude do alto valor dietético da infrutescéncia. No entanto,
para a agroindustria o abacaxi também tem relevante papel. Sendo muito
utilizado para suco, néctar, sorvete, geleia, compota e doces diversos
(CAVALCANTE, 1988).

A variedade mais cultivada no Brasil € a Pérola, a qual vem sendo
destinada principalmente para o consumo in natura pela sua qualidade de
sabor (CUNHA, 2007). A ‘Smooth Cayenne,” por apresentar padréao
internacional, é a variedade mais utilizada para a indastria (CUNHA, 2007;
CRESTANI, 2010).

A ampliagdo dos cultivos de abacaxi permitiu aumentar a produtividade
da fruta, no entanto, plantas com desequilibrio nutricional e variacdes das
condi¢des climéaticas, como elevada temperatura e umidade, favorecem a
ocorréncia de diversas doencas. E essas doencas estdo entre os principais
fatores que limitam a obtencdo de altos rendimentos na cultura do

abacaxizeiro.
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O abacaxi é alvo de diversas doencas em diferentes regides
produtoras do mundo, tanto nas lavouras, quanto na pés-colheita da fruta.

De todas as doencas que afetam o abacaxizeiro no Brasil, a fusariose,
causada pelo fungo F. guttiforme € a mais preocupante, estimulando danos
significativos na producao de frutos (MATOS ET AL., 2009; ZACARONI ET
AL., 2009).

3.2 FUSARIOSE DO ABACAXIZEIRO

A doenca é causada pelo fungo, inicialmente, identificado e
caracterizado como Fusarium subglutinans classificado como Fungo
Mitosparico, antiga divisdo Deutoromycota, classe dos Fungos Mitosporicos,
ordem Moniliales e familia Tuberculariaccae. Posteriormente, baseado em
diferencas de patogenicidade (capacidade de causar doenca), o fungo foi
classificado como Fusarium guttiforme, (Gibberella fujikuroi (Saw.) Wr. var.
subglutinans Fusarium subglutinans Nelson et al. = F. moniliforme Sheld. var.
subglutinans Wr. & Rg.)), e é capaz de infectar todas as partes da planta
(KIMATI, 2005) .

O agente etioldgico, F. guttiforme (sin: Fusarium subglutinans f. sp.
ananas), recebeu esse nome devido ao seu formato de “gota” do
microconidio. Essas espécies foram consideradas sinbnimas por ndo existir
caracteristicas morfoloégicas suficientes para distinguir uma da outra. Estudos
recentes demonstraram a especificidade de F. guttiforme ao abacaxi
cultivado (CASTRO, 2010). Esse fungo foi exposto como o0 agente etiolégico
da fusariose por Nirenberg & O’Donnel (1998), por meio de caracterizagao
filogenética e morfolégica. O primeiro relato de ocorréncia do patégeno se
deu no Estado de Sao Paulo, se propagando para todos os Estados
produtores de abacaxi do Brasil (CRESPO, 2010).

E a doenca mais importante da cultura do abacaxi no Brasil, sendo
encontrada em quase todas as regides produtoras. Pode provocar grandes
perdas na producao de frutos, chegando a atingir indices maiores que 80%,

caso a floracdo e a frutificacdo ocorram em periodos chuvosos e de
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temperaturas mais frias. As principais variedades cultivadas no Brasil
(‘Pérola’, 'Smooth Cayenne' e 'Jupi') e outras ('Gold' e 'Gomo de Mel') sao
suscetiveis a esta doenca (CUNHA, 2007).

A doenca acomete praticamente todas as partes da planta, com
destaque para a inflorescéncia, a infrutescéncia e o material propagativo.

Na planta jovem é decorrente do plantio de mudas infectadas e os
sintomas sao folhas amareladas, reducao no tamanho das folhas, presenca
de resina ou goma na base das folhas, proxima ao caule, e curvatura da
planta (CUNHA, 2007). No talo as lesdes geralmente ficam restritas a base
da planta, tanto em plantas adultas como em mudas ainda aderidas a planta-
mae. As plantas originadas de mudas infectadas, ou que foram infectadas
apos o plantio, podem apresentar sintomas de encurtamento do talo, morte
do apice, enfezamento e clorose. Os tecidos infectados do talo exalam odor
caracteristico de bagaco de cana em fermentacdo (BOLKAN et al., 1979;
VENTURA et al., 1981; KIMATI, 2005).

Na infrutescéncia os sintomas podem ser observados em abacaxis
ainda verdes, apresentando exsudacdo de goma na sua superficie (KIMATI,
2005). Com a evolucéo da doencga, as partes lesionadas internas dos frutos
perdem a rigidez, encolhendo-se, causando deformagédo da fruta. O sintoma
pode ser confundido com o causado pela broca dos frutos (Thecla basilides),
cuja exsudacdo gomosa se da normalmente entre os frutilhos, ja a fusariose,
os sintomas sao visiveis no orificio de cada gomo. Em estadios mais
avancados de desenvolvimento e maturacdo, as areas externas
correspondentes aos tecidos infectados apresentam coloracdo parda a
marrom. No estadio final, o ataque pode ser parcial ou total, causando
rigidez e mumificacdo, com surgimento até de sinais do fungo, que é o seu
crescimento nos tecidos mais externos de coloracdo rosada (KIMATI, 2005;
PISSARRA et al., 1979). Pode ocorrer auséncia ou reducdo no
desenvolvimento de raizes, e até mesmo a morte da planta.

Em plantac6es comerciais a propagacao do indculo pode se dar pela
acao do vento, da chuva e disseminacao por insetos e acaros, ao visitar as
inflorescéncias. O patégeno utiliza aberturas naturais (flores abertas,

rachaduras nos frutos em crescimento) ou artificiais (ferimentos, lesdes por
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insetos) para causar doenca. Assim, o patégeno entra na planta, por meio de
aberturas naturais nas inflorescéncias e rachaduras nos frutos, ou ferimentos
causados pelo ataque de pragas. A doenca pode ainda ser disseminada a
longas distancias, com o transporte de mudas doentes. A infeccdo, no
entanto, acontece principalmente pelas inflorescéncias, onde a penetracao
do patdgeno ocorre através do canal estilar e dutos nectarios durante a
antese (KIMATI, 2005).

Por se tratar de uma doenca de elevada gravidade, que acarreta em
grandes danos e perdas, a fusariose deve ser manejada antes de se iniciar o
plantio. A utilizacdo de variedades resistentes, a exemplo da 'Vitoria', € uma
opcao para se evitar problemas com a doenca, mas para adocdo dessa
alternativa se depende que haja disponibilidade de mudas, adaptabilidade da
variedade e da aceitacdo pelo mercado consumidor. Quando a utilizagcdo de
variedades suscetiveis a fusariose é indispensavel, um conjunto de medidas

deve ser adotado para o controle da doenca (INCAPER, 2014).

3.3 MANEJO DA FUSARIOSE

A qualidade do abacaxi dependera da tecnologia utilizada na pré-
colheita, colheita e pds-colheita. Durante o seu cultivo e apds o corte, O
abacaxi esta sujeito ao ataque de doencas e pragas (CARVALHO; ABREU;
GONGCALVES, 2006).

O manejo integrado da fusariose consiste na integracdo das seguintes
praticas: 1) utilizacdo de mudas sadias; 2) monitoramento e erradicacdo das
plantas sintométicas; 3) cultivo de variedades resistentes a exemplo dos
abacaxis ‘BRS Ajuba’, ‘BRS Imperial’, ‘Fantastico’ e ‘BRS Vitoria’; 4)
protecdo das inflorescéncias em desenvolvimento mediante aplicacdo de
fungicidas registrados para este fim. Estas acdes sdo complementadas com
a eliminacao dos restos culturais e de plantios abandonados, principalmente
aqueles onde ocorreu elevada incidéncia da fusariose (MATOS, 1987,
GOMES et al., 2003; MATOS et al. 2011).
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Até ao momento ndo existem resultados de pesquisa em nivel de
campo que permitam recomendar a utilizagcdo de fungos e bactérias para
controle bioldgico da doenca (GOMES, 2003).

No entanto, dependendo do nivel de severidade da doenca o controle
quimico é, em muitos casos, a Unica medida eficiente e economicamente
viavel para garantir produtividade satisfatéria (MICHEREFF, 2008; KIMATI,
2011).

De acordo com Agrofit (2014), apenas 9 fungicidas estdo registrados
para 0 manejo da fusariose no abacaxizeiro, dentre estes apenas um
principio ativo a base de triazol. Devido a importancia dos defensivos
quimicos para o controle da doenca, aos poucos produtos registrados para o
patossistema e aos riscos de desenvolvimento de resisténcia por parte do
patégeno a sintetizacdo de novos compostos torna-se imprescindivel para o
manejo integrado da doenca.

Na Tabela 1 estdo demonstrados os produtos registrados no Ministério

da Agricultura para o manejo da fusariose do abacaxizeiro.
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Tabela 1 — Fungicidas registrados no Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para uso na cultura do
abacaxizeiro no controle da fusariose.

Produto Ingrediente Ativo(Grupo Quimico) Formulacéo Classe
Tox. Amb.
Cercobin 700 WP tiofanato-metilico (benzimidazol (precursor de)) WP - P6 Molhavel I Il
Constant tebuconazol (triazol) EC - Concentrado Emulsionavel i Il
Elite tebuconazol (triazol) EC - Concentrado Emulsionavel i Il
Folicur 200 EC tebuconazol (triazol) EC - Concentrado Emulsionavel i Il
Rival 200 EC tebuconazol (triazol) EC - Concentrado Emulsionavel I I
Tecto SC tiabendazol (benzimidazol) SC - Suspenséo Concentrada i I
TOPSIN 700 tiofanato-metilico (benzimidazol (precursor de)) WP - P6 Molhéavel I I
Triade tebuconazol (triazol) EC - Concentrado Emulsionavel i I
Viper 700 tiofanato-metilico (benzimidazol (precursor de)) \Y 1]

Fonte: Adaptado de Agrofit (2014).
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3.4 TRIAZOIS

Os triaz0is comerciais s8o anéis aromaticos de cinco membros
contendo trés atomos de nitrogénio na posicdo 1,2,4-triazol, no entanto
existem 1,2,3-triazol que até o momento ndo se tém registro para 0 manejo
de doencas em plantas (MELO et al., 2006; ZAMBOLIM, 2008; FRAC, 2014).

Os fungicidas sdo compostos quimicos de amplo uso no manejo de
doencas de plantas. Alguns com acao protetora e outros curativos e
sistémicos. Dentre os fungicidas os pertencentes ao grupo quimico dos
triazbis estdo entre os mais utilizados atualmente, sendo que a maioria
destes possuem somente acao sistémica acropetal, formados pela adicao de
diferentes radicais quimicos a uma molécula de 1,2,4-triazol (LINHARES;
GHINI, 2001; SOUZA; DUTRA, 2004; ZAMBOLIM, 2008).

Em FRAC (2014) estao cadastrados 25 principios ativos pertencentes
ao grupo dos triazdis para o manejo de doencas em plantas: 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.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 18x5, sendo 17 moléculas novas de triazois, 1
fungicida comercial e cinco concentragdes (1, 10, 100, 500 e 1000 ppm)
totalizando 86 tratamentos, com cinco repeticbes, sendo cada repeticao
constituida por uma placa de petri contendo o meio de cultura BDA (batata-

dextrose-agar), no qual os triazdis foram adicionados em suas respectivas
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concentragcO0es e avaliado o efeito fungicida dessas substancias sobre o
crescimento micelial e numero de esporos do fungo F. guttiforme.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e o efeito das
diferentes concentracfes no indice de crescimento micelial e na reducéao da
esporulacdo foi analisado por analise de regressédo e pelo teste de Scott
Knott, em 5% de probabilidade. Todas as andlises foram feitas com auxilio

do programa estatistico R.

4.2 LOCAL DE EXECUCAO DOS EXPERIMENTOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia do Nucleo
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico em Manejo Fitossanitario de
Pragas e Doencas (NUDEMAFI), do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo — UFES.

4.3 OBTENCAO DO ISOLADO DE Fusarium guttiforme

O patogeno isolado foi proveniente da micoteca do laboratério de
Fitopatologia do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extenséo Rural (Incaper).

Da cultura pura do isolado, identificado como E-203, foram retirados
discos de 5 mm de diametro, com vasador, e depositados no centro de cada
placa de Petri com 20 mL de BDA. Todas as placas foram mantidas em

incubadora, a 25 °C + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas.

4.4 OBTENCAO DAS MOLECULAS NOVAS DOS TRIAZOIS

A sintese das moléculas contendo o grupo quimico Triazol foi realizada
no Laboratério de Fitoquimicos e Sintese de Novos Compostos
(NUDEMAFI/CCA-UFES). Na figura 1, encontra-se representado o nucleo
basico destes compostos que diferem entre si em funcdo das caracteristicas

quimicas da cadeia lateral (Grupo R). Neste trabalho, os 17 compostos
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novos foram identificados por designacdes variando entre T1 e T17. Maiores
detalhes sobre as condicbes de sintese e a férmula estrutural destes
compostos ndo foram revelados visto que este processo se encontra em fase

de registro de patente.

Figura 1 — Nucleo basico dos compostos com potencial atividade fungicida

utilizados neste trabalho. R = Grupo substituinte.

4.5 AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Fusarium guttiforme
in vitro SOB ACAO DE TRIAZOIS

A avaliacdo do crescimento micelial de F. guttiforme foi realizada
segundo Edgington; Khew; Barron, (1971) e Rampersad; Teelucksingh
(2012), com modificagcdes. A sensibilidade de F. guttiforme a diferentes
moléculas foi avaliada em ensaios incorporando-se as solucfes de
moléculas fungicidas ao meio de cultura. Neste ensaio, as solu¢cbes do
fungicida comercial (tebuconazol) e dos Triazéis (T1 a T17) em
Dimetilsulfoxido (DMSQO) foram adicionadas ao meio BDA fundente (45°C-
50°C) e homogeneizadas para obtencdo das concentragcfes 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 F. guttiforme.

Em seguida, o meio contendo os compostos foi vertido em placas de
Petri de 8 cm de diametro. Apods solidificagcdo do meio de cultura, discos de 5
mm de diametro foram retirados do meio de cultura contendo micélio do

fungo, com o auxilio de uma al¢ca de platina e colocados no centro das
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placas de Petri com meio + fungicida. As placas foram incubadas em camara
de crescimento, a 25°C + 1°C, com fotoperiodo de 12 horas, durante 7 dias.
A avaliacdo do experimento iniciou-se 24 horas apOs sua instalacao,
realizando-se medicdes do diametro micelial (medicbdes perpendiculares em
centimetros), registradas para cada coldénia e o didametro corrigido (diametro
micelial médio menos o comprimento do bloco de BDA).

A avaliacdo do crescimento micelial consistiu da leitura, a cada 24
horas, do diametro da coldnia em dois sentidos diametralmente opostos, com
auxilio de uma régua milimetrada, calculando-se em seguida a média das
leituras. As leituras foram concluidas quando o crescimento da colbénia cobriu
completamente o didmetro da placa na testemunha, aos 7 dias apés a
inoculacéao.

Para o calculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial
(PIC) (BASTOS, 1997; TAVARES e SOUZA, 2005; RAMPERSAD e
TEELUCKSINGH, 2012), aplicou-se a formula:

PIC = CMtestegt;\n/rlwa — CMiatamento %100 (eq. 1)

testemunha

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

CM : valor do crescimento micelial da testemunha (controle); e

testemunha*

: valor do crescimento micelial de cada tratamento.

tratamento -

CM

4.6 AVALIACAO DA ESPORULACAO DE Fusarium guttiforme in vitro SOB
ACAO E TRIAZOIS

Apoés a avaliacdo do crescimento micelial de F. guttiforme, foi realizada
a contagem de esporos. Para isso, foi preparada uma suspensao de
esporos, para cada tratamento, através da adicdo de 10 mL de agua
destilada as placas de Petri. Com o auxilio de uma alca de Drigalsky, com
uma leve friccdo da colonia fungica, de modo que fossem liberadas as

estruturas reprodutivas do fungo do meio de cultura. A suspenséao obtida foi
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filtrada em copo tipo becker, com auxilio de um funil de vidro e uma camada
de gaze, possibilitando a passagem da suspensao aquosa contendo o0s
esporos, mas retendo os demais materiais, como as hifas. A suspensao foi
homogeneizada e em seguida, quantificado o nimero de conidios com o

auxilio de uma camara de Neubauer com 4 repeticoes (CRUZ et al., 2014).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O modo de acéo dos fungicidas triazois esta na inibicdo da sintese do
ergosterol. Eles atuam na posicao C-14, passagem lanosterol para 4,4-
dimetil-colesta-8,14,24-trienol, sendo o lanosterol um  composto
intermediario, um dos percussores da sintese do ergosterol. As células
fangicas quando entram em contato com os fungicidas acumulam esterois
como o 4,4-dimetil e 0o 4a-metil, este processo deve-se a ocupacao do
fungicida em sitios que deveriam ser ocupados pela enzima 1,4a-demetilase
no citocromo P-450, que é o primeiro passo no processo da demetilacdo até
a sintese completa do ergosterol (RODRIDUES, 2006; ZAMBOLIM, 2008;
FRAC, 2014).

A auséncia do ergosterol e o aumento de compostos intermediarios
promovem uma desorganizacdo da estrutura celular fangica, induzindo a
formacdo de membranas alternativas, com as doses elevadas de fungicidas
observa-se dano direto sobre a membrana assim como alteracoes
morfolégicas. Essas alteracdes caracterizam-se por dilatacdo das células,
vacuolizacdo excessiva, septacdo incompleta, aparecimento de vesiculas
entre as membranas e formacdes de inclusbes membranosas, originando
alterac6es morfolégicas resultando em necrose e morte celular (ZAMBOLIM
2008; RICHARDSON; WARNOCK, 2012).

5.1 AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE Fusarium guttiforme in vitro
SOB ACAO DE TRIAZOIS

Os triaz0is testados apresentaram indices variaveis de inibicdo do
desenvolvimento micelial para o isolado E-203 de F. guttiforme, em relacéo
ao fungicida comercial tebuconazol (Tabela 1).

Nas concentracbes de 1, 10 e 100 ppm houve pouco efeito dos
tratamentos na reducao do crescimento micelial (Tabela 2). A 1000 ppm os

tratamentos T12 e T17 inibiram completamente o crescimento micelial (cm)
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equiparando-se ao efeito do fungicida tebuconazol e a 500 ppm apenas o
T12 se assemelhou ao tebuconazol.

Tabela 2 — Porcentagem de inibicdo de crescimento dos halos miceliais (cm) de
Fusarium guttiforme E-203 , isolado de abacaxi, em resposta ao emprego de
diferentes concentracdes (ppm) de novas moléculas de triazois obtidas a partir do
glicerol. CCA-UFES, Alegre, ES, 2014.

Concentracdes (ppm)

Fungicidas 1 10 100 500 1000
T1 26,60 c 20,59 e 28,88 ¢ 36,50d 77,41 c

T2 3,08d 2,67 f 2,67d 401f 19,65 f

T3 3329c  2941e 3061c  3971d  57.76d

T4 9,49d 9,36 f 7,76d 22,06 e 59,49 d

TS5 2055¢ 3075 46,79 b 5441c 52544

T6 2059d  38,50d 2781c  41,84d  5802d

T7 4559 b 37,57d 9,49d 54,68 c 41,04 e

T8 2340c  27.27e 2113¢  3409d 4853 d

T9 468 d 23,80 e 29,01 c 64,30 b 61,23 d
T10 13,24d 8,29 f 35,67 c 69,65 b 70,05 c
T11 4,41 d 5,611 17,65 d 6524b  87,03b
T12 361d 21,53 e 28,21 c 88,37 a 100,00 a
T13 695d  4599c 26,07 ¢ 1952e 3289
T14 32,75c¢ 3,07 f 56,55 b 76,47 b 89,71 b
T15 25,40 c 57,62 Db 46,66 b 58,56 c 72,46 c
T16 201d  6297b 2353c  6845b  87.03b
T17 49,60 b 14,71 f 10,03 d 72,19 b 100,00 a
Tebuconazol 67,25 a 89,84 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a

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

Ao observar a Figura 2 percebe-se a reducédo do crescimento micelial
de F. guttiforme em funcdo do aumento das concentracdes (1, 10, 100, 500 e
1000 ppm) para a maior parte das moléculas fungicidas. Todas as moléculas
de triaz6is estudadas foram significativas, em relacdo as analises de

regressao.
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Figura 2 — Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (cm) ‘in vitro’ do isolado

E-203 de Fusarium guttiforme submetido as concentragcbes crescentes (1, 10, 100,
500 e 1000 ppm) de 17 moléculas novas de triazbis. CCA-UFES, Alegre, ES, 2014.

Os triazo6is sao fungicidas organicos que em sua acao curativa, faz

com que o desenvolvimento do crescimento micelial no interior dos tecidos

do hospedeiro seja inibido (FORCELINI, 1994). A limitacdo do crescimento

micelial observada no presente trabalho se da, possivelmente, em nivel
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celular devido a inibicdo da biossintese do ergosterol. A molécula de triazol
se liga & enzima responsavel pela demetilacdo do lanosterol, impedindo que
ocorra a sintese do ergosterol, ocorrendo entdo a morte da célula do
patégeno (RODRIGUES, 2006).

Estudos foram realizados para avaliar a acdo dos triazdis sobre
importantes patdégenos de plantas. Fisher et al. (2006) consideraram positivo
o efeito do tebuconazol a 100 e 1000 ppm sobre F. guttiforme. A acao de
triazdis causando inibicdo do desenvolvimento sobre fungos também foi
observada por outros autores.

Rodrigues (2006) observou que o fungicida tebuconazol (1000 pg
i.a/mL), inibiu o crescimento micelial de Fusarium sp ‘in vitro’. A inibicédo de
100% do crescimento micelial do fungo Amphobotrys ricini nas
concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 puL/L foi alcancada utilizando
tebuconazol.

Chagas et al. (2014) perceberam que houve inibicdo do crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides nas concentragdes de 10, 100,
500 e 1000 ppm de tebuconazol (TAVARES; SOUZA, 2005). Souza et al.
(2006) obtiveram inibicdo do crescimento micelial de Monilinia fructicola
(Wint) Honey, nas concentragdes de 10, 100 e 1000 ppm de tebuconazol e

metconazole.

5.2 AVALIACAO DA ESPORULACAO DE Fusarium guttiforme in vitro SOB
ACAO DE TRIAZOIS

Nas concentracbes de 100, 500 e 1000 ppm de tebuconazol a
esporulacdo do fungo foi completamente inibida, jA que nao houve
desenvolvimento do fungo. Nas concentracdes de 1 e 10 ppm, apesar de
apresentar esporulacao, nao houve diferenca significativa das concentracdes
superiores, confirmando assim a eficiéncia do tebuconazol no manejo de F.

guttiforme (Tabela 2).

Tabela 3 — Porcentagem de inibicdo do desenvolvimento de esporos de Fusarium

guttiforme isolado E-203, obtidos a partir de abacaxi, com sintomas de fusariose, em
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resposta ao tratamento com diferentes concentracdes (ppm) de moléculas novas de
triazois. CCA-UFES, Alegre, ES, 2014.

Fungicidas Concentracdes (ppm)
(Triazdis) 1 10 100 500 1000
T1 59,59 ¢ 68,91 b 62,72 b 66,61 c 86,86 a
T2 98,67 a 96,63 a 93,16 a 98,07 a 84,09 a
T3 71,20 b 69,05 b 63,46 b 64,80 c 69,75 b
T4 77,77 Db 93,22 a 93,76 a 95,23 a 70,34 b
T5 36,33d 38,48 c 73,26 b 58,85 ¢ 54,85 b
T6 46,90 d 68,76 b 49,15 c 55,76 ¢ 78,36 b
T7 80,93 b 87,12 a 98,09 a 78,50 b 74,40 b
T8 76,45 b 78,61 a 62,96 b 71,66 C 71,66 b
T9 51,30d 62,56 b 75,13 b 96,06 a 81,73 b
T10 74,87 b 79,62 a 94,00 a 99,72 a 92,39 a
T11 64,93 c 86,22 a 90,47 a 94,04 a 92,75 a
T12 76,03 b 87,66 a 69,45 b 97,12 a 100,00 a
T13 65,88 c 87,99 a 86,00 a 57,87 c 67,53 b
T14 64,82 c 96,33 a 99,71 a 82,64 b 91,78 a
T15 77,78 b 98,81 a 92,36 a 83,69 b 93,36 a
T16 50,74 d 89,78 a 75,46 b 88,94 b 96,46 a
T17 84,77 b 74,67 b 44,67 c 96,61 a 100,00 a
Tebuconazol 92,20 a 94,75 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a

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

Para inibicdo da esporulacédo foram eficientemente equivalentes ao
fungicida comercial na concentracdo de 1 ppm apenas o T2, na
concentracdo de 10 ppm os T2, T4, T7, T8, T10, T11, T12, T13, T14, T1l5 e
T16, na concentracao de 100 ppm os T2, T4, T7, T10, T11, T13, T14 e T15,
na concentragao de 500 ppm os T2, T4, T9, T10, T11, T12 e T17, e na
concentracao de 1000 ppm, os T1, T2, T10, T11, T14, T15 e T16, pois ndo
houve diferenca significativa entre esses tratamentos e o tebuconazol em

cada concentragéo (Figura 3).
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Figura 3 — Porcentagem de inibigdo da esporulagdo ‘in vitro’ do isolado E-203 de
Fusarium guttiforme submetido as concentragdes crescentes (1, 10, 100, 500 e 1000

ppm) de 17 moléculas novas de triazdis. CCA-UFES, Alegre, ES, 2014.

Utilizando os fungicidas propiconazol e tebuconazol nas concentractes
de 50 e 100 ppm, se alcancou inibicdo de 100% de germinacédo dos esporos
de Colletotrichum gloeosporioides para controle da antracnose do mamoeiro
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(TAVARES; SOUZA, 2005). Tofoli et al. (2003) obtiveram inibicdo de 100%
da germinacdo de esporos de Alternaria solani com tebuconazol,
difenoconazol e metconazol, em concentragéo de 100 pg.mL™.

No que se refere ao manejo de fungos, a reducao de esporos assume
uma importadncia muito grande, uma vez que essas Sao0 suas estruturas
reprodutivas, constituindo a unidade propagativa da espécie (GUERRERO;
SILVEIRA, 2003). Isso destaca a importancia dos resultados obtidos na
presente pesquisa.

Os tratamentos provavelmente reduziram o0 numero de esporos
fangicos por terem entrado em contato com as novas moléculas de triazais,
houve a inibicdo da biossintese de esterdis, mais especificamente do
ergosterol (MIZUBUTI, 2007).

Os triaz0is 12 e 17 a 1000 ppm, desenvolvidos a partir do glicerol,
mostraram-se mais promissores por inibir totalmente o crescimento micelial,
em testes in vitro, assim como eliminar completamente os esporos de
Fusarium guttiforme isolado E-203 . Além disso, vale ressaltar também o
efeito de outros triazdis que apresentaram efeito satisfatorio para inibicdo da
esporulagcdo, que sdo os triazéis: 1, 2, 10, 11, 14, 15 e 16 para a
concentragcao de 1000 ppm, 2, 4, 9, 10, 11, 12 e 17 em 500 ppm, 2, 4, 7, 10,
11, 13, 14 e 15 em 100 ppm, 2, 4, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16 em 10

ppm e 2 na concentracdo de 1 ppm.

Para o manejo da fusariose é de suma importancia que novos estudos
que envolvam o controle deste agente sejam realizados, assim como testes
para verificar o efeito das novas moléculas de triazdis ‘in vivo’, em casa de
vegetacao, e a campo, para avaliar além do seu efeito fungitoxico, também
sua fitotoxicidade.

Esses ensaios devem ser realizados para confirmar a acao fungicida
das novas moléculas de triazbis sintetizadas a partir do glicerol, que é um
residuo gerado com a producdo de biodiesel, dando assim, destinagcdo

adequada para esse subproduto.
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6. CONCLUSAO

Verifica-se que algumas dessas moléculas novas de triazdis sao
promissoras no manejo de Fusarium guttiforme. Sendo necessario que as
moléculas que aqui apresentaram melhores resultados sejam testadas em
outras concentragcdes, bem como, com possibilidade de combinacdo das
moléculas mais promissoras para avaliar se ha melhor resultado para o

manejo da doenca em questao.
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