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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do composto sintético Tiazolidina-2,4-diona
sobre o desenvolvimento “in vitro " de Monasporascus cannonballus. agente causal do colapso do meloeiro, e de
Trichoderma sp., agente biocontrolador do referido patogeno. O estudo foi realizado por meio da condugio de dois
experimentos. No primeiro foram avaliadas diferentes concentragoes do composto 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175
pwg.ml ' utilizando quatro isolados de M. cannonballus. As variaveis analisadas foram inibigao do crescimento
micelial (ICM), taxa de crescimento micelial (TCM) ¢ area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM). No
segundo experimento, o efeito das mesmas concentragoes do composto foram testadas em relagdo a um isolado de
Trichoderma sp. No primeiro experimento, houve interagao significativa entre concentragdes ¢ isolados. As curvas
de progresso das variaveis em fungio das concentragdes do composto foram ajustadas por equagdes polinomiais. A
concentracio mais eficiente foi 75 pg.mbL-', pois inibiu o crescimento total dos fungos até o final do experimento,
exceto para 0 Mc4 que apresentou TCM de 2,36, Em relagao aos demais isolados, Mc 3 foi 0 menos resistente, pois
na concentragio 50 pg.ml' apresentou TCM de 4.97. enquanto que o Mecl, Me2 e Me4 apresentaram
respectivamente uma maior taxa de crescimento, sendo 8,48; 8,08 e 8.97. A dose recomendada do composto para
inibicao do desenvolvimento de M. cannonballus, quando mensurado in vitro ¢ de 153 pg.mL ', Nenhuma das
concentragoes influenciou o desenvolvimento micelial de  Trichoderma sp.. pois ndo diferiu da testemunha
(P=0,05), demonstrando o potencial de utilizagdo desta molécula como uma forma complementar de controle de M.
cannonballus, junto ao Trichoderma sp.

Palavras-Chave : Cucumis melo, controle quimico, patdgeno radicular, inibigao do crescimento micelial.

Monosporascus cannonballus CONTROL BY THIAZOLIDINE-
2.4-DIONE AND EFFECT ON THE BIOLOGICAL CONTROL
AGENT Trichoderma spp.

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effect of the synthetic compound Thiazolidines-2.4-
dione on the “in vitro” development of Monosporascus cannonballus, the causal agent of the melon sudden wilt
(vine decline) and Trichoderma sp., the biocontroller agent of the referred pathogen. The work was done through
two experiments. In the first experiment the following concentrations of the composition were used: 0, 25, 50, 75,
100, 125, 150, 175 pg.mL", combined with four isolates of M. cannonballus. The cvaluated variables were mycelial
growth inhibition (MGI), mycehal growth rate (MGR) and area below myeelial growth curve (ABMGC). In the
second experiment the effect of the same concentrations of the synthetic compound were analyzed regarding a
Trichoderma sp isolate. In the first experiment, there was a significant interaction between concentrations and
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isolates. High correlation coefticients confirmed the agreement of combination among the variables. The progress
curves of the variables. according to compound concentrations, were adjusted by polynomial models. The most
efficient concentration was 75 pgmL ", for inhibiting the mycelia growth until the experiment end, except for the
Mc4 that showed TCM of 5.07. Regarding other isolates. Me 3 was the least resistant. as with concentration of 50
gmL 'showed TCM of 2.36, while Mcl. Mc2 and Mcd presented a higher growth rate, being 8.48: 8.08 and 8.97,
respectively. The recommended dosage of the compound for the inhibition of M. cannonballus development when
measured in vitro is 153 ug.mL Neither concentrations influenced the mycelial development of Trichoderma sp..as
it didn’t differ from control (P=0.03). demonstrating the potential of this synthetic compound as a complementary
form of Monosporascus cannonballes control, logether o the Trichoderma spp.

Key-words: Cucumis medo, chemical control. root pathogen, mycelial growth inhibition.

INTRODUCAO

() Nordeste brasileiro ocupa posi¢io de
destaque na fruticultura tropical tendo em vista a
combinagao adequada de condigoes edafo-
climaticas tais como alta temperatura ¢
luminosidade, baixa umidade relativa do ar e
presenca de solos férteis que garantem a
possibilidade de obtencdo de alta produtividade.
Com o advento da fruticultura irrigada que,
segundo Cavalcanti & Ferreira (2002) surgiu no
Rio Grande do Norte na mesma epoca de declinio
da cotonicultura. tem propiciado aos agricultores
obterem mais de uma safra  por ano,
uniformizando a oferta, permitindo assim o
melhor aproveitamento dos mercados internos e
externos (SOUZA, 2005).

O cultivo comercial de meloeiro (Cucumis
melo L.), principal olericola produzida no semi-
arido  nordestino, representa atividade de
destaque no setor primério, em particular para o
estado do Rio Grande do Norte. considerado o
mator produtor nacional em 2002 (LOPES et al,
2003).

De acordo com  Procopio  (2001), a
fruticultura ¢ responsavel por 46,9% das
exportagdes do Rio Grande do Norte e o nlicleo
de produgdo situa-se no agropolo Assu/Maossoro,
base produtiva responsavel por 92% da
exportagdo brasileira de melao. Entretanto. a
pratica continua e intensiva da monocultura,
associada as constantes mudangas nas préticas
culturais e auséncia de rotacdo de culturas tem
resultado no aumento em niimero e severidade de
doencas.

Dentre os agentes infecciosos indutores de
doencas o fungo Monosporascus cannonballus
Pollack & Uecker (1974) destaca-se como um
dos principais fitopatogenos envolvidos na
complexa sindrome do colapso do meloeiro
(BRUTON, 1998). A presen¢a do referido
patdgeno tem limitando a exploragio comercial
de meloeiro em regioes produtoras no Brasil e no
mundo (MARTYN & MILLER, 1996; SALES et
al.. 2003: 2004).

Os sintomas de infecccdo causada por M.

cannonballus sdo facilmente observados em
plantas de meloeiro, ainda que em momentos
proximos a colheita. Isso  se deve ao
apodrecimento do sistema radicular que. ao
perder a funcionabilidade, ndo supre as
necessidades hidricas da cultura. ocasionando a
murcha  generalizada. Tambem  pode  ser
observada a presenca de peritécios no tecido
radicular apodrecido (MERTELY et al.. 1991
SALES er al., 2001; 2002), facilitando a
identificacdo do agente causal da doenga no
campo.

Apesar da importincia de M. cannonballus
para a cultura do meloeiro, poucos trabalhos
evidenciam a importincia do controle quimico
como alternativa de controle. Ainda que esta s¢ja
uma das estratégias mais utilizadas na supressao
de fungos fitopatogénicos (COHEN er af.. 1999).
Atualmente, apesar da restrigio, o brometo de
metila ¢é utilizado para o controle de M.
cannonballus e outros patogenos radiculares
(UCKO et al., 1992: STANGHELLINI et al.,
2003). Nao obstante. a busca de outras
alternativas, como a utilizagao de porta-enxertos
resistentes (EDELSTEIN e af., 1999), a
solarizacfio do solo e a obtencdao de moleculas
fungicidas eficientes, somados ao controle
biologico, (REUVENI ef af.. 1983; MARTYN &
MILLER, 1996) vém sendo estudadas.

Algumas espécies de Trichoderma tém sido
utilizadas como agentes biocontroladores  de
fitopatégenos, devido a sua capacidade
competitiva, seja pelo rapido crescimento
miscelial ou ao antagonismo direto, envolvendo
enrolamento e penetragdo de hifas. somado a
secrecdo de antibioticos  deletérios  ao
fitopatogeno (JEFFRIES & YOUNG, 1994)
Porém. a agio ¢ inibida quando da utilizagao de
fungicidas de amplo espectro. Sendo assim,
pesquisas para o desenvolvimento de moléculas
com acdo fungicida seletiva representariam uma
importante linha de pesquisa a ser desenvolvida
pelo fato de atuarem especificamente sobre o
agente patogénico atuando conjuntamente com o
agente biocontrolador.
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Moleculas como trehazolin estio sendo microscopia optica.

comercializadas e usadas para o controle da
Rhizoctonia solani, a 100 ppm. (ANDO et al,
1991). Da mesma forma, derivados tiazolidinicos
vem sendo estudados, por apresentar atividades
farmacologica, inseticida, herbicida ¢ fungicida
(LIU er al, 2000).

Xu et al (2004) sintetizaram nove novos
derivados phenilimino-tiazolidinas e avaliaram a
eficiéncia in vitro obtendo resultados satisfatorios
em relagdo a fungos de importancia agricola,
como  Phytophthora capsici L., Pyricularia
orvzae C., Fusarium spp. e Rhizoctonia solani K.

Portanto, o presente trabalho teve como
objetivos  sintetizar a Tiazolidina-2.4-diona e
avaliar o efeito de diferentes concentracoes do
referido composto in vitre em relagdo a quatro
isolados  de M. cannonballus ¢ um de
Trichoderma sp.

MATERIAL E METODOS

0
H,0 N—H

CICH,COH + CS(NHp), -~ /&
S Yo

Figura 1. Rota sintética de Tiazolidina-2 4-diona

Sintese de Tiazolidina-2.4-diona

A obten¢do de wazolidina-2.4-diona foi
realizada no laboratorio de Produtos Naturais e
Sintéticos da UFPE, pela condensacdo do acido
monocloroacético e a tiouréia em agua, segundo
Liberman. (1948).

O composto  obtido  foi  purificado por
recristalizacao em dgua. A pureza foi verificada
por cromatografia de camada fina ¢ pelo ponto de
fusdo. Sua estrutura quimica foi confirmada
através de analises de ressondncia magnética
nuclear proténica, infravermelho e
espectrofotometria de massas.

Eficiéncia da Tiazolidina-2,4-diona no controle
in  vitro de diferentes isolados de
Monosporascus cannonballus

Para avahar a eficiéncia Tiazolidina-2.4-
diona, foram utilizados quatro isolados de M.
cannonballus, coletados em fazendas produtoras
de meldo situadas no municipio de Mossord e
localidades vizinhas, no estado do Rio Grande do
Norte e identificados sob os codigos Mcl, Mc2,
Mc3 e Mc4. Os isolados foram obtidos a partir de
raizes de meloeiro que apresentavam sintomas
caracteristicos da infeccio causada pelo referido
fungo, cujos diagnosticos foram confirmados por

Os efeitos de Tiazolidina-2,4-diona sobre o
crescimento micelial dos quatro isolados fungicos
foram determinados pelo método descrito por
Martinez-Ferrer e al. (1991) no qual diferentes
aliquotas da solu¢do aquosa do composto foram
adicionadas separadamente ao meio de cultura
batata-dextrose-dgar (BDA) a 45°C. Os meios
contendo as diferentes concentragdes de
Tiazolidina-2.4-diona foram vertidos em placas
de Petri de 9 em. O volume das aliquotas do
produto utilizadas  foi  determinada  pelas
concentracoes a testar: 0 (testemunha), 25, 50,
75, 100, 125, 150, 175 peml!' Culturas de
micélios de quatro isolados de M. cannonballus,
com |5 dias de crescimento, foram semeadas na
superficie de BDA, contendo as referidas
concentragoes do produto, em forma de discos de
6 mm de diametro. As placas foram mantidas em
B.O.D. a 27 °C e fotoperiodo de 12h de
alternancia de luz.

O experimento foi conduzido segundo
delineamento do tipo inteiramente casualizado
em arranjo fatorial 8 = 4 (oito concentragoes de
Tiazolidina-2,4-diona = quatro isolados de M.
cannonballus), com quatro repeti¢oes.

As wvariaveis analisadas foram inibi¢ao do
crescimento micelial (1CM), obtida pela formula
de Abbott: ICM(%) = (T-t)*100/T. na qual T
corresponde ao didmetro da colénia no
tratamento  testemunha e t o didmetro das
colonias nos demais tratamentos: taxa de
crescimento  micelial  (TCM), obtido pela
medic¢ao do diametro do halo de crescimento (em
milimetro) e area abaixo da curva de crescimento
micelial (AACCM), utilizando a formula;
AACCM = ? ((yi *+ yi=1)2dy), onde yi e yjy sao
os valores de crescimento da colénia observados
em duas avaliacdes consecutivas e d;; o intervalo
entre as avaliagoes. Os dados originais foram
transformados em v(x+0.5) e submetidos a
analise de variancia .Com base nos resultados
obtidos, os dados foram entio submetidos as
andlises de regressdo, tendo como varidvel
independente as concentragoes de Tiazolidina-

2,4-diona testadas. As equagdes foram
selecionadas com base no coeficiente de
determinacio (R°) e na significancia  dos

coeficientes ¢ significancia da regressdo. Os
pontos de maximo foram obtidos derivando-se a
equagao.

Efeito do composto sintético Tiazolidina-2.4-
diona no desenvolvimento in vitro de
Trichoderma spp.
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Para avaliar a eficiencia Tiazolidina-2 4 -diona
sobre o desenvolvimento de Trichoderma sp. foi
utilizado  um isolado obtido  da
Ecofértil®  comercializado  como

cmpresa
agente de
controle hiologico. O biocontrolador foi repicado
¢ deixado para crescer em placa de Petri, durante
[5 diasa 27°C.

Os efeitos de Tiazolidina-2 4-diona sobre o
crescimento micelial do isolado de Trichoderma
sp. foi determinado de forma semelhante aquele
utilizado no experimento anterior em relagio ao
efeito do produto sobre o crescimento de M.
cannonballus. Assim como as concentracoes de
Tiazolidina-2.4-diona adicionadas em BDA.

O experimento  foi conduzido segundo
delineamento inteiramente casualizado com oito
tratamentos, representados pelas concentragoes
de Tiazolidina-2.4-diona adicionadas ao meio
BDA (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 pg.mL "),
com quatro repetigoes. Os resultados foram
obtidos da mesma forma que no experimento
anterior, porém por um periodo de trés dias.
intervalo de tempo no qual a testemunha ocupou
toda a placa.

As variaveis analisadas foram as mesmas
consideradas no experimento anterior e os
resultados avaliados por meio da analise de
varidncia, ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto obtido pela sintese tleve a
constituigao  confirmada  por
magnética nuclear protonica. infravermelho e
espectofotometria de  massa. O espectro
apresentou bandas de absor¢do correspondentes
as vibragoes de deformagdo das carbonilas, na
regido entre 1735-1670 ¢m-1. Fol observada uma
fregiiencia de absorcdo na regido de 3300-3050
cm-1, referente a deformagdo axial do grupo NIL
Os protons metilénicos aparecem com singlete
em 4. 11 ppm e proton do grupo NI, singlete de
12,00 ppm.

Houve interacio significativa entre as doses e
isolados em todas as variaveis testadas. Em
relaciio aos isolados, o que se apresentou mais
resistente for o Mc 4, uma vez que , gquando
combinado com a concentragio 75 pg.mL-'.
apresentou TCM  de 2,36 (Figura 2). Ao
contrario, o Mc 3 fo1 0 menos resistente, pois na
concentragdao 50 pg.ml'apresentou TCM de
497, enquanto que o Mecl, Mc2 e Mecd
apresentaram maiores taxa de crescimento, 8.48;
8.08 e 8,97, respectivamente. Bruton er al.,
(2000) ao testarem a mesma varidvel também
detectaram ocorréncia de variabilidade no que diz

ressonancia
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Figura 2. Modelos polimoniais da influéncia de dife-
rentes concentragdes de Tiazolidina-2.4-diona sobre a
mibigao do crescimento micelial (ICM) de quatro iso-
lados de Monosporascus cannonballus. com os dados
transformados em v(x+0.5)

respeito a isolados de M. cannonballus.

Os modelos  polinomiais que melhor se
ajustaram em descrever a variacdo sofrida por
TCM. ICM e AACCM (Figura 2, 3 e 4) em
funcio das concentragdes de Tiazolidina-2.4-
diona no meio apresentaram coeficientes de
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Figura 3. Modelos polimoniais da influéncia de diferentes concentragdes de Tiazolidina-2.4-diona sobre a taxa de crescimento
micelial (TCM) de quatro isolados de Monosporascus cannonballus com os dados transformados em v(x +0,5)
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Figura 4. Modelos polimoniais da influéneia de diferentes concentragoes de Tiazoliding-2 4-diona sobre 4 drea abaixo da curva
de crescimento micelial (AACCM) de quatro isolados de Monosporascus cannonballus, com os dados transformados em v
(x+0,5)

Yo, 90% a altamente significativa (¢ = 0.05). As menores

determinagdo variando de 83% a 91%,
95% e de 8BS a 92%, respectivamente. concentragdes que obtiveram maxima inibigio do

A inibicdo do crescimento micelial de M. crescimento micelial foram 184, 129, 133 ¢ 165
cannonballus  por Tiazolidina-2 4-diona  toi respectivamente para os isolados Mcl, Me2, Mc3
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¢ Mc4.

A concentragio 75 pg.mL' foi a menor
concentragdo testada que permitiu o maior
controle para os 1solados Mel, Me2 e Mec3,
inibindo totalmente o crescimento, durante todo o
experimento, exceto para Mc4 que foi totalmente
inibido apenas na concentracdo 100 pg.mL"".

Resultados similares foram obtidos por Xu ef
al (2004) no qual analisaram o crescimento
micelial “in vitro” de P capsici, P. orvzae,
Fusarium spp. e R. solani. quando tratados com
derivados tiazohdinicos. Os referidos autores
obtiveram melhores resultados & 100 pg.mL'.
Em estudos prévios a sintese de derivados tais
como 2-(4-metilfenilimino)-tetrahidro-
tiazolidinico,2-fenilimino-tetrahidro-tiazolidinico
e 2-(2-fluorofeniliminotetraidro -tiazolidinicos
ndo apresentaram atividades fungicas para os
mesmos microrganismos (LI et al., 2001).

0O efeito das concentracoes do composto
sintético  Tiazolidina-2,4-diona sobre o
desenvolvimento do fungo benéfico Trichoderma
spp. ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativa, ao nivel de 5%.

[sso demonstra que 0 composto ndo afeta o
crescimento ¢ desenvolvimento do  fungo
benéfico, podendo ser utilizado como uma
alternativa complementar de controle, junto a
Trichoderma spp.

CONCLUSOES

O composto sintizado Tiazolidina-2.4-diona
foi comprovadamente eficiente no controle de M.
cannonballus;

A dose recomendada do Tiazolidina-2.4-
diona para inibicao do crescimento micelial,
quando mensurado in vitro € de 153 ug.m.

O composto estudado ndo interferiu no
desenvolvimento in vitro de Trichoderma spp.
Este composto apresenta-se  promissor no
controle de M. cannonballus nio apenas pela
eficéncia. mas também por apresentar efeito
seletivo tendo em vista ndo ter interferido no
desenvolvimento de Trichoderma spp.
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