DETECCAO DOS FUNGICIDAS METIL-TIOFANATO, BENOMYL
E TRIADIMEFON EM EXTRATOS DE FOLHAS DE SERINGUEIRA!
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RESUMO - Em plantas de viveiro de Hevea brasiliensis com gema apical recém-entumescida, pesqui-
sou-s¢, mediante cromatografia de camada fina e bioautografia, a persisténcia e a translocagfo dos fun-
gicidas metil-tiofanato, triadimefon e benomyl. Em nenhum dos trés foi detectada uma translocagio
na diregdo dos foliolos novos aos 7, 14 ¢ 21 dias apds pulverizagdo das folhas do pentiltimo langamen-
to. Nestas folhas, triadimefon ndo foi detectado a partir do sétimo dia, enquanto que se detectou
metil-tiofanato até os quatorze dias e benomyl até os 21 dias. Sugere-se levar em consideragio este
efeito de persisténcia no controle do “mal-das-fothas™,

Termos para indexagdo: translocagdo, mal-das-folhas, fungicida sistémico.

DETECTION OF THE FUNGICIDES THIOPHANATE MENTHYL, BENOMYL
AND TRIADIMEPHON IN EXTRACTS OF RUBBER TREE THROUGH THIN LAYER
CHROMATHOGRAPHY AND BIOAUTOGRAPHY

ABSTRACLT - Translocation of the fungicides thiophanate metyl, benomyl and triadimephon was
followed by thin layer chromategraphy and bicautography in nursery plants of Hevea brasiliensis in
stage of apical budding burst. It was found out that any of the three fungicides may be detected in the
new emerging leaves at 7, 14 and 21 days old after the spray application on the botton flush leaves.
Triadimephon was not detected on the seventh ‘day after spray application; while thiophanate methyl
was detected on the seventh and fourteenth days. Benomy! was detected on the seventh, fourteenth
and twenty-first days after the spray application. Both, triophanate methyl and benomyl were
detected on the last botton flush leaves but not on the young leaves, as was expected. It is suggested
that this persistence effect may be important in controlling the South American leaf blight in the

rubber tree.

Index terms: translocations, South American leaf blight, systemic fungicides.

INTRODUGAD

A doenga conhecida pele nome de “mal-das-fo-
lhas™, provocada pelo fungo Microcyclus ulei (P.
Henn) v. Arx, tem causado bastante prejuizo i
heveicultura sul-americana.

Os esforgos realizados para controlar este mal
tém sido concentrados principalmente na obtengio
de clones resistentes ao fungo e no controle quimi-
co da doenga.

A resisténcia aoc M. ulei estd relacionada como
maior ou menor tempo de suscetibilidade dos fo-
lfolos jovens. No material mais suscetivel, nos pri-
meiros doze dias de idade das folhas, em cada lan-
gamento, o desenvolvimento do fungo deve ser
bloqueado pela agdo de fungicidas {Mango 1967).
Deste ponto de vista, o éxito no controle da rela-
¢do M. ulei - seringueira, em favor desta Gltima,
vai depender tanto do tipo de tratamento (fungi-
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cida, concentragio e intervalos de aplicagio Rocha
et al. 1978), quanto dos perfodos de ano de maior
ocorréncia de infestagbes (Medeiros 1976), coinci-
dentes com os perfodos de maior pluviosidade,

Em geral, nas plantas adultas, verifica-se a troca
da folhagem anualmente. Exceto nos casos de lan-
gamentos esporddicos, apenas nessa fase de reenfo-
lhamento ocorre o estigio suscetivel.

Em plantas juvenis, até o terceiro ano de idade,
o crescimento é intermitente, com fluxos sucessi-
vos, especialmente ne periodo chuvoso. Assim, o
conjunto das plantas de viveiro e jardim clonal es-
tio constantemente apresentando foliolos susceti-
veis, o que implica na necessidade de pulverizagGes
semanais para a prote¢do dos novos fluxos,

Ultimamente, tém sido aplicados fungicidas co-
mo benomyl e metil-ticfanato, que sio considera-
dos sistémicos, e, mais recentemente, triadimefon
(Silva 1979}, com a expectativa de translocagdo
para os novos langamentos das plantas jovens com
gema apical em infcio de atividade. No entanto, a
maior parte da informagio sobre translocagio de
fungicidas sistémicos em seringueira tem sido infe-
rida pelo maior ou menor grau de surto epidémico
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das folhas e nio através de evidéncias mais diretas
sobre seu transporte.

O presente trabalho descreve, preliminarmente,
os resultados, obtidos mediante cromatografia de
camada fina e bicautografia, da persisténcia e da
translocagdo do metil-tiofanato (MT), (1,2 bis -
{ 3-metoxicarbonil 2 - tiureido } - benzeno); do be-
nomyl (metil - 1{ butil-carbamil} - 2-benzimidazo-
le - carbamato) ¢ do triadimefon, (1{ 4 - clorofeno-
xil 3,3dimetil} - 1{ 1-H-1, 2, 4-triazol 1 21} -2 bu-
tanon), recomendados no campo agrondmico pela
sua ag¢do fungitdxico-sistémica.

MATERIAL E METODOS
No campo

O presente experimento foi conduzido em Manaus, no
Campo Experimental do Centro Nacional de Pesquisa de
Seringueira (CNPSe), situado no km 28 da rodovia AM-
010, durante o periodo de 21 de novembro a 21 de de-
zembro de 1978, em plantas de viveiro de Hevea brasilien-
sis (Muel.) Arg., de nove meses de idade, de altura seme-
Ihante, e com gemas apicais recém-entumescidas, porém
préximas a um novo langamento, Foram aplicadas, por
uma hnica vez, 6,3 g de metil-tiofanato, 1,5 g de benomyl
e 0,75 g de triadimefon por trés litros de 4gua, respectiva-
mente, mais espathante adesivo, mediante pulverizador
costal motorizado Hatsuta. O jato pulverizador, a 2m de
disténcia, foi dirigido as folhas do fitimo langamento du-
rante dez segundos. O experimento teve duas repeti¢Ges,
sendo que em cada uma delas foram usadas 20 plantas,
das quais cinco foram distribuidas para cada um dos fun-
gicidas, e cinco para o controle.

Os dados climatoldgicos foram registrados diariamen-
te, durante todo o periodo de experimentagdo. As médias
correspondentes ao término dos primeiros quinze dias fo-
ram: 27°C, 73 mm de precipitagdo (seis dias com chuvas)
e 81% de umidade relativa (UR) do ar.

No laboratbrio

Com ligeiras modificagGes, a persisténcia e a transloca-
¢80 nos fungicidas foram detectadas pela técnica bioauto-
grifica usada por Peterson & Edgington (1969).

No estudo da persisténcia, a cada sete dias, e por um
perfodo de 28 dias, apds a pulverizagdo das plantas, foram
coletadas ao acaso, do primeiro ou do segundo foliolo, no
sentido acrdpeto, 5 g de peso fresco de folhas do pentilti-
mo langamento que tinham recebido cada um dos diferen-
tes fungicidas. Entretanto, a translocagio foi pesquisada
aos 7, 14 e 21 dias nas folhas do 0Itimo langamento. Aos
sete dias, coletou-se, aleatoriamente, 1 g delas, e nos ou-
tros dias, 5 g.

Na preparagio dos extratos, as folhas foram pesadas ¢
lavadas em 4gua bidestilada; em seguida, foram secas com
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papel-toalha, e, depois, trituradas num almofariz, até ob-
ter-se uma massa homogénea, Foram preparados quatro
extratos, correspondentes ac controle ¢ aos fungicidas,
Tanto os extratos das folhas do controle quanto os das fo-
lhas tratadas com metil-tiofanato e benomyl foram feitos
com clorofdrmio, enquanto o triadimefon foi feito.com
metanol - dgua 50% (v/v). A seguir, os extratos foram se-
paradamente filtrados em funis contendo cinco camadas
de gases. A 45°C, os filtrados foram submetidos a evapori-
zador rotativo sob pressio reduzida e o residuo re-suspen-
dido com 5 ml de cloroformio ou de metanol 50%.

Para a realizagdo da cromatografia, feita em placas de
silica-gel com 20 cm X 20°cm & 0,25 mm de espessura de
camada, foram colocados 10 microlitros de cada um dos
extratos. Previamente, as placas foram secas em estufas a
105°C, durante 30 minutgs, e esfriadas em dessecador de
sflica-gel (Valarezo 1963). A separagio cromatogrifica foi
feita em acetona, e, apds 30 minutos aproxirnadamente,
quando a frente do solvente atingiu 16 <m, as placas fo-
ram retiradas das cubas e postas a secar i temperatura am-
biente. Fizeram-se, também, ensaios cromatogrificos com
solugdes-padrdes de metil-tiofanato, benomyl e triadime-
fon em concentragio de 0,035% (ingrediente ativo), a pat-
tir de suas respectivas formulagdes comerciais, na forma
de p6 molhdvel.

Para a aplicagdo dos esporgs nos cromatogramas, 50
ml de uma suspensio (4,5 x 10* esporos/ml} do fungo As-
pergillus niger, mantido em BDA (batata, dextrose e 4gar),
foram adicionados a uma mistura de 14 g de farinha de
trigo, 7 g de celulose e 5 g do concentrado protéico-dieté-
tico Bionorm (Merck), finamente moido. A pasta formada
foi espalhada horizontalmente na supericie de uma placa
cromatogrifica, com auxilic de um bastonete de vidro.
Depois, ela foi colocada em uma cdmara Gmida & tempera-
tura ambiente ¢ ali conservada até a germinagio dos espo-
r0s, que ocorret em aproximadamente 48 horas, dnotan-
do-se, em cada caso, os Ry das dreas fungitoxicas.

RESULTADOS

Em relagdo A translocagdo, aos 7, 14 e 21 dias
apds a pulverizagio das plantas, nio foram obser-
vadas zonas de inibigio do crescimento do fungo
nos cromatogramas {Fig. 1); portanto, nfo houve
diferengas entre as amostras e o controle. Estes re-
sultados estdo de acordo com o fato de que, em ge-
ral, no viveiro, as folhas do dltimo langamento das
plantas sob tratamento foram severamente ataca-
das pelo M. ulei, ao ponto de apresentar, acs 30
dias, abundantes quantidades de lesges e estromas
(Fig. 2 e 3), além de desfolhamento. Semelhantes
caracterfsticas foram observadas também nas teste-
munhas, Fazem excegdo a esta descri¢io apenas
uns 30% das plantas tratadas com metilticfanato,
que njo apresentaram sintomas de doengas; nio
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obstante, nos 70% restantes, a incidéncia de ataque
estendeu-se até a queda foliar.

Na persisténcia, nas dreas das placas correspon-
dentes ao triadimefon, nio foram observadas zonas
de inibi¢do ao desenvolvimento do fungo aos 7,
14, 21 e 2B dias; entretanto, foram detectadas nas
faixas relativas ao metil-tiofanato (até aos quatorze
dias} e benomyl (até aos 21 dias) (Fig: 4 e 5), apre-
sentando, em média, ambos os compostos, um R¢
de 0,71, enquanto que nas solugdes-padrdes o Rf
dos trés fungicidas, em média, foi de 0,75,

DISCUSSAO

Os resultados obtidos referentes i translocacio
{Fig. 1) sugerem que nio houve uma sensivel trans-
feréncia dos fungicidas para as folhas do topo das
plantas. A julgar pela intensidade da epidemia aos
30 dias (Fig. 2 e 3), inferese que as condigdes am-
bientais dos primeiros quinze dias estimularam a
propagagio do fungo (liberagio de ascédsporos),
aumentando o potencial de indculo nas folhas no-
vas. A proximidade das plantas no viveiro, a impot-

RN
e,

FIG. 1. Cromatograma com extrato de folhas do Oltimo
langamento aos 7 dias. Auséncia de manchas fun-
gitdxicas. Similares cromatogramas foram obti-
dos acs 14 e 21 dias.

FIG. 2 & 3. Folhas do dltimo langamento de planta tratada com benomyl (E} e triadimefon (D},
apoés 30 dias. Presenca de lesSes e estromas.
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tincia das chuvas na remogio dos ascdsporos
{Chee 19771 ¢ a falra de protegdo dos folioles no-
vos resultaram no alasrramento de “queima foliar”
dos langamentos. Chee (1978 nioc cncontrou evi-
déncia na mobilidade de metil-tiofanato e benomyl
ein seringueira; no entanto, Van Alfen & Walton
i(1974; verificaram uma fruca translocagio do be-
nomyl no sistema vascular de Ulmns aniericana, ao
passo que as evidéncias fornecidas por Hardison
i1971) sobre a mobilidade de metiltiofanato, po-
dem scr consideradas circunstanciais. Estes antece-
dentes estio de acordo com o fato de que metil-
-tiofanato ¢ benomyl, ou entio metil-2-benzimida:
zal-carbamato, MBC (Sijpesteijn 1972] persistiram
na folha durante duas e trés semanas, respectiva-
mente {Fig. 4 e 5). A proximidade entre os Ry
{071 - 0.75) ¢ as dreas toxicas para A, niger supor-
tam a cvidéncia da presenga destes compostos nas
folhas do pentdltimo langamento. A Fig. 0 sugere
que este desdobramento rambém pode acontecer
num solvente orginico, fendmeno ji descrito por
outros pesquisadores {Peterson & Ldgington 1969,
Kirkpatrick & Sinclair 1973},

Do pento de vista da hipdtese do fluxo massal,
caberia esperar uma translocagio destes soluros e
resposta ao gradiente de concentragio fonte-drenu
{tolhas do pentileimo ¢ Gltimo langamento respec-
tivamente). Com base nos resultados de Alvim &
Machado (1967, é possivel supor que as rafzes
tenhanizse comportade como um dreno mais pode-
roso, tavorecendo a mobilidade de metil-tiofanatn
ap0s os quatorze dias, ¢ a de benomyl, apds 21
dius, no sentido preferentemente basipeto cm Ju-
gar do acrdpeto. No caso de Triadimeton, pode sci
que isso tenha acontecido antes dos sete dias.
motivo pclo quul nio foi detectado nos cromato-
gramas. Em virtude das diferentes taxas de transio-
cagio dos solutos no flaema, causadas presumivel-
mente pela dificuldade de eatrar nos tubos criva.
dos {Leopold & Kriedemann 1975), esta suposigio
pode ser vilida. Em discrepincia com este ponto
de vista, Peterson & Edgington (1970) verificaram
em Phaseolus vulgaris que a presenga do MBC no
floema devia-se a uma transferéncia lateral desde o
xilema ¢ ndo a uma translocagdo desde cima.

Uma outra alternativa, admitida por Dekker
(1972) e Brown (1974}, refere-se a inativagio, no
tecido, do principio ativo do fungicida, com a con-
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comitante perda da atividade fungitdxica. Nesta
perspectiva o triadimefon seria o mais suscetivel,
enquanto que os outros seriam mais estiveis, Con-
tudo, é clara uma paulatina diminuigio nas dreas
tOxicus dos cromatogramas, o que pode ser inter-
pretado como uma diluigdo das suas concentragdes
nas folhas (Fig. 4 e 5). Sims et al. (1969) verifica-
ram que o MBC estava presente, ainda, quatro se-
manas apés a aplicagio de benomyl em algodociro.
Considerando que a eficiéncia no controle dependa
ainda, de outros fatores, sugere-se levar em conta
esse efeito de persisténcia na programagdo de con-
trole da doenca, pois entre outras razaes, segundo
Swinburne 1975, os derivados benzimidazélicos
podem reduzir a atividade da fenilalanina amo-
nilfase, enzima esta considerada chave na formagio
de compostos aromdticos, muitos dos quais apre-
sentam uma efetiva agdo fungitdxica {fitoalexina).
Contudo, uma anica aplicagdo de triadimefon po-
deria ter sido insuficiente para sua penetragdo na

folha, considerandose que a cuticula constitui

FIG, 4. Cromatograma com extratos de folhas do pendlti-
mo langamento, aos 7 dias. Presenga de manchas
fungitoxicas correspondentes a metil-tiofanato
(E) e benomyl {D); e aus@ncia de zonas de inibi-
¢3o para triadimefon e testemunha.
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FIG. 5. Cromatograma com extratos de folhas do penuiti
mo langamento, aos 14 dias. Presenga de man-
chas fungitdxicas correspondentes a metil-tiofa-
nato (E} & benomyl (D}, e auséncia de zonas de
inibigdo para triadimefon e testemunha. Aos 21
dias, o cronograma registrou apenas mancha cor-
respondente a benomyl,
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FIG, 6. Cromatograma das solugdes-padrées dos fungici-
das a e A: triadimefon; b: benomyl; c: metil-tiofa-
nato; e d: testemunha.
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importante barreira a difusio de certos compos-
tos. Por outro lado, a natureza nio anfiestomdtica
da folha de seringueira (Bobilioff 1923) dificulta-
ria, ainda mais, esta penctragio.

Uma conseqiiéncia direta da ndo-aplicagio dos
fungicidas nas folhas-testemunhas foi 2 nio-visuali-
zagdo, pela bicautografia, de zonas de inibi¢do no
crescimento do fungo. Este fato pode ser um refle-
xo da “aptiddo” destas plantas para serem coloni-
zadas pelo Microcyclus ulei, cuja interagdo, -4 luz
dos atuais conceitos sobre lectinas efou fitoalexi-
nas na problemitica do mecanisma de resisténcia a
doenca (Callow 1977) -, nio tem sido suficiente-
mente pesquisada.

CONCLUSGOES

1. Nio houve uma sensivel translocagio dos
fungicidas testados na diregio dos novos langa-
mentos.

2. A fitotoxicidade encontrada nas placas suge-
re a presenga de metil-tiofanato ¢ benomyl, ou en-
tio um composto relacionado com eles, nas folhas
do peniltimo langamenta.

3. Em ordem decrescente, a persisténcia dos
fungicidas nas folhas foi: benomyl, metil-tiofanato
e triadimefon.

4, Um bom controle sobre a doenga pode ser
conseguido levando-se em consideragdo este efeito
de persisténcia,
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