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RESUMO

RESUMO - No presente trabalho foi analisada a capacidade de inibicao de germinacéo dos esporos de Hemileia vastatrix utilizando ésteres
sintetizados por meio da reacdo de esterificacdo de Steglich. Os ésteres foram sintetizados mantendo-se fixo como produto de partida o tirosol
e variando os acidos carboxilicos, resultando em diferentes produtos. Posteriormente, os produtos sintetizados foram testados in vitro quanto a
sua capacidade de inibir a germinacédo dos esporos de Hemileia vastatrix.
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Introducéo
A ferrugem do café, causada pelo fungo Hemileia vastatrix, é

considerada um dos principais fatores bidticos limitantes a
produtividade da cultura cafeeira, podendo causar perdas severas e
grandes prejuizos econdmicos e sociais (1). Atualmente, o principal
meio para o controle da ferrugem ¢ através do uso de fungicidas
quimicos de contato, utilizados para prevencdo da infec¢do da planta
pelo fungo, ou fungicidas sistémicos para o tratamento da doenca ja
instalada. Ambas as categorias de fungicidas apresentam efeitos
toxicos a organismos ndo alvo. O uso excessivo dos fungicidas de
contato, a base de cobre, pode resultar em acimulo de niveis tdxicos
de cobre no solo, enquanto os fungicidas sistémicos utilizados
possuem efeitos hepatdxicos, genotoxicos e neurotdxicos (2,3). Uma
alternativa considerada para obtencdo de agroquimicos eficientes e
com melhores perfis ecotoxicoldgicos tem sido o uso de compostos
naturais bioativos como materiais de partida. No presente trabalho,
compostos foram produzidos por esterificacdo do tirosol com acidos
organicos naturais com cohecida atividade antifingica (&cido
benzdico, acido p-anisico, &cido cindmico e &cido nicotinico) e
alguns derivados halogenados. O tirosol € um composto fendlico
amplamente distribuido na natureza e que apresenta diversas
atividades bioldgicas de interesse médico e agricola (4). Os
compostos foram testados in vitro quanto a capacidade de inibir a
germinacdo de urediniosporos de H.vastatrix.

Experimental

Sintese dos ésteres

Os ésteres foram sintetizados utilizando a reacdo de esterificacdo de
Steglich. Para cada reagdo, foram misturados o &cido carboxilico, o
DCC (diciclohexilcarbodiimida), o DMAP (4-dimetilaminopiridina)
e 6 mL de diclorometano (DCM) anidro, a reacdo foi deixada em
agitacdo por 30 minutos e entdo foi adicionado o tirosol. A mistura
reacional foi agitada por 24 horas em temperatura ambiente. Os
produtos foram isolados por cromatografia em coluna e
caracterizados por escpectrometria de massas de alta resolugéo,
espectroscopia no 1V ( VARIAN 660-IR equipado com acessorio
PIKE Gladi®) e espectroscopia de *H RMN e *C RMN ( Varian
Mercury 500 ).

Testes biologicos

10 pL de suspensdo de uredinoesporos de H.vastatrix a 1x10°
esporos/mL contendo tween 20 a 1% (m/v) e 10uL de solucdo dos
ésteres a 1 mmol Lt em tween 20 a 1% (m/v) foram depositadas em
lamina de vidro e misturadas com auxilio de micropipeta. As laminas
foram acondicionadas em caixas do tipo Gerbox® forrada com papel
toalha umedecido e deixada em incubacdo no escuro a 22 + 1 °C, por
um periodo de 6 horas. Solucdo aquosa de Tween 20 a 1% (m/v) e
oxicloreto de cobre foram usados como controles negativo e positivo,
respectivamente. A porcentagem de germinacdo dos urediniésporos
foi determinada utilizando o microscopio éptico olympus CX 41 e
resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo de
germinacdo em relagdo ao controle negativo. Os tratamentos foram
comparados utilizando o teste de Scott-Knot (p < 0,05).



Resultados e Discussao

As reacdes levaram a obtencdo de produtos formados pela
esterificagdo de ambas as hidroxilas (alcodlica e fendlica) do tirosol
(Esquema 1, série b) e de produtos formados pela esterificagdo
apenas da hidroxila alcodlica (Esquema 1, série a). Com excessao do
comoposto 4a, que ndo foi obtido, os produtos monoesterificados
foram produzidos com rendimentos entre 33 e 64% e os produtos
diesterificados foram obtidos com rendimentos entre 16 e 55%.
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Esquema 1. Sintese de ésteres do tirosol. Tirosol (2 mmol), &cidos
organicos (1,2 eq), DCC (1,2 eq), DMAP (0,3 eq), DCM anidrdo (6
mL), agitacdo, 30 min.

Nos testes de atividade bioldgica, em relagdo ao controle negativo, o
tirosol inibiu em 30% a germinacdo dos urediniosporos de H.
vastatrix. De modo geral, os efeitos produzidos pelos compostos
diesterificados ndo diferem estatisticamente do efeito produzido pelo
tirosol ou apresentaram atividade apenas ligeiramente superior.
Todos os compostos monoesterificados, foram mais ativos que 0s
analogos diesterificados, 0 que mostra claramente a participacdo da
hidroxila fendlica livre na atividade biolégica dos compostos. Os
compostos la, 2a e 6a foram os mais ativos, inibindo a germinagédo
dos urediniosporos de H. vastatrix em pelo menos 78%, acima do
valor produzido pelo oxicloreto de cobre (67%) utilizado como
controle positivo. O composto la foi obtido a partir do acido
benzdico, comnposto natural com atividade fungicida reportada para
outras espécies de fungos fitopatogénicos. Os dois outros, 2a e 2b,
sdo ambos derivados do &cido benzdico, diferindo estruturalmente
entre si pelo tipo de grupo substituinte na posicdo 4 do anel
benzénico, em que o composto 2a possui um grupo doador e o
composto 6a um grupo retirador de densidade eletrénica.
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Tabela 1. Porcentagem de inibicdo de germinacdo do H. vastatrix
produzido pelos compostos a 1,0 mmol L.

Composto Germinacéo Composto Germinagédo
(%) (%)
Tirosol 30,75+5,08 ¢ 5a 16,11+ 151e
la 506+8,11f 5b 36,91 +169c
1b 37,48+6,01c 6a 0,00 £ 0,00 f
2a 00+00f 6b 42,99 +8,44b
2b 36,31+1,04c 7a 3359+271c
3a 23,12+ 7,26d 7b 44,31 £4,58b
3b 4539+£3,79b CP* 13,17+ 466¢e
4b 36,48 +5,32¢ CN** 83,25+6,35a

* controle positivo, ** controle negativo.

Figura 2. Fotos (obtidas em microscépio 6ptico) das laminas de teste
de atividade inibitéria sobre a germinacdo de urediniosporos de H.
vastatrix. CN, controle negativo.

Conclusoes

Os ésteres obtidos pela esterificacdo da hidroxila alcodlica do tirosol,
conservando a hidroxila fendlica livre, apresentaram atividade
inibidora da germinacdo de urediniosporos de H. vastatrix
significativamente maior do que o tirosol. Dois ésteres derivados do
acido benzoico apresentaram atividade superior a do oxicloreto de
cobre, fungicida de contato utilizado para prevenir infecgdo de
lavoura por H. vastatrix. Esses resultados indicam que 0s compostos
sintetizados possuem potencial para o controle da ferrugem do café,
necessitando-se de estudos in vivo para a continuidade das
investigacdes.
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