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RESUMO

Trés isolados de Colletotrichum gloeosporioides Penz., de seringueira .(Hevea
brasiliensis Muell-Arg.), cajueiro (Anacardium occidentale L.) e mangueira (Mangifera indica
L.) foram estudados quanto ao efeito do extrato bruto de Momordica charantia L. no seu
crescimento e esporulagdo. O extrato vegetal foi obtido de folhas e ramos da planta, utilizando-
se como substdncia extratora o etanol. O extrato obtido foi submetido a camara de ventilagdo
para evaporagdo do extrator, e esterilizado sob ldmpada germicida. O extrato foi adicionado ao
meio BDA (Batata-dextrose-agar) nas concentragdes de 1%, 5%, 10%, 15%, 20% e 25%. Os
tratamentos foram colocédos em placa de Petri de 90 mm de didmetro, e incubado em
temperatura de 26 a 28°C, e a avaliagdo da taxa de crescimento micelial foi determinada a
intervalos de 24 horas, até o periodo de 192 horas. A esporulagdo foi determinada em cdmara
de Neubauer sob microscopio composto, objetiva de 40x. Foi determinado também, no final do
periodo de incubagio, a percentagem de inibi¢do do patdogeno nas diferentes concentragdes. Os
resultados obtidos indicam que o crescimento micelial de C. gloeosporioides foi inibido na
propor¢ao que a concentragdo do extrato bruto vegetal foi aumentando. Nas concentragdes de
20% e 25% os isolados do patogeno provenientes de mangueira e seringueira ndo cresceram. O
isolado de cajueiro cresceu até a concentragdo de 20% de extrato vegetal no meio. De forma
geral, as diferentes concentragdes inibiram o crescimento do fungo em diferentes percentuais,
geralmente crescente com o aumento da concentragéo do extrato. O extrato bruto vegetal ndo
teve influéncia marcante na esporulagdo de C. gloeosporioides, mostrando que os resultados os
resultados dependem da inibigdo do crescimento. O extrato bruto vegetal de meldo-de-sdo-
caetano apresenta potencial de controle “in vitro” de C. gloeosporioides, e pode ser utilizado
em futuros estudos que permitam desenvolver formulagdo para aplicagdo sob a forma de

pulverizagdo foliar na prevengéo e controle do patogeno.



1. INTRODUCAO

-~

As doengas causadas por patogenos foliares estdo entre os fatores que mais
contribuem para a queda de produgdo entre as espécies frutiferas tropicais. Sdo causas
determinantes de seu aparecimento: as condi¢des altamente favoraveis a disseminagido e ao
desenvolvimento de fitopatogenos associados a doengas da parte aérea, e as condigdes de alta
umidade relativa do ar, que combinadas com altas temperaturas, caracteristicas das condigdes
climaticas predominantes no tropico umido, proporcionam os meios ideais de proliferagdo de
doengas. Outros fatores abioticos e edaficos também contribuem para o aparecimento de
doengas em fruteiras tropicais, entre eles, a umidade e a fertilidade dos solos.

Entre as doengas que atacam as fruteiras tropicais e que se apresenta como um
fator limitante a produgdo, destaca-se a antracnose. Essa doenga afeta folhas, frutos,
inflorescéncias, ramos e tecidos novos. O fungo causador da doenga tem carater polifago,
parasitando um grande nimero de espécies botanicas tropicais, sejam arboreas, hérbaceas,
cultivadas ou esséncias florestais cultivadas e nativas, como a seringueira (Hevea brasiliensis
Muell-Arg.).

Os sintomas da antracnose se manifestam de varias formas, e dependem da
suscetibilidade do hospedeiro, da patogenicidade do agente, do oOrgdo afetado e,
principalmente, das condi¢des ambientais favoraveis. Nas folhas, o patdégeno determina
crestamento e encarquilhamento do limbo foliar, resultando em diminuigdo da area
fotossintética. Nas inflorescéncias, o patogeno causa necrose e queda de flores. Nos frutos
novos, o fungo necrosa e posteriormente causa a queda dos mesmos. Nos frutos em estagio de
maturagdo, o patogeno induz podriddes moles e secas, as vezes delimitadas e originarias de

infecgOes latentes, ocorridas durante o manuseio dos frutos na colheita e no transporte. Essas



infecgdes sO irdo se manifestar por ocasido do amadurecimento do fruto, como lesdes
necréticas deprimidas que, ao coalescer, resultam na completa podridio do fruto.

Entre as espécies comumente cultivadas em nossa regido, identificadas como
hospedeiras do fungo, encontram-se: mangueira (Mangifera indica L.), cajueiro (Anacardium
occidentale L.), seringueira (H._brasiliensis Muell-Arg.), araga-boi (Fugenia stipitata Mac
Vaugh.), mamoeiro (Carica papaya L.), goiabeira (Psidium guajava L.), pupunheira (Bactris
gasipaes Kunth.).

O controle de doengas de plantas através de agentes bioldgicos tem se
constituido, nos ultimos anos, motivo de inimeras pesquisas com resultados extremamente
promissores. A pesquisa de substancias alternativas de origem vegetal no controle de
fitopatogenos, se justifica plenamente na medida que a regido amazdnica comporta a maior €
mais diversificada floresta tropical do planeta, constituindo-se, por tanto na mais rica fonte de
pesquisa sobre a questdo. Os principios ativos contidos em toda essa imensa diversidade
floristica podem ser selecionados, investigados, identificados e utilizados ndo somente no
tratamento de patologias humanas e animais- na area médico-farmacéutica, mas também no
combate a pragas e no controle de doengas importantes que afetam um grande numeros de
plantas cultivadas e esséncias florestais nativas e introduzidas. A selegdo de agentes com
atividade antagonica a patogenos do solo causadores de podriddes radiculares em diversas
plantas cultivadas é hoje uma realidade. Sao exemplos os efeitos antibidticos e de parasitismo
de algumas bactérias e fungos sobre fitopatogenos como Pseudomonas spp., Streptomyces spp,
Trichoderma spp e Verticillium spp., etc. (BAKER, 1974, COOK & BAKER, 1989).

Estudos envolvendo variados agentes etiologicos causadores de doengas em
plantas mostram que o controle desses agentes fitopatogénicos por principios ativos contidos
no extrato bruto de plantas com principios ativos antifingicos e antibacterianos tem amplo
potencial de eficiéncia e podem substituir os defensivos quimicos com vantagens e beneficios
para o homem, para as plantas e para o meio ambiente. Segundo ASHRAFUZZMAN (1991),
varios trabalhos experimentais recentes, em diferentes laboratorios tém relatado as
propriedades antimicrobianas de extratos de plantas superiores. Esses extratos, na sua opinido,
sdo baratos e de facil prepara¢do, mesmo em condi¢Oes rurais. Dessa forma, assegura, desde
que os resultados indiquem a eficiéncia dos extratos de plantas contra fitopatogenos, devera ser
feita uma sele¢do extensiva desses extratos, e depois o potencial de controle devera ser

explorado utilizando somente os materiais eficientes.



Este trabalho teve como objetivo testar, o efeito do extrato bruto de meldo-
de-sdo-caetano (Momordica charantia L.), no controle do agente etiologico de antracnose

(Colletotrichum gloeosporioides Penz.) em mangueira, cajueiro e seringueira.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral &

Avaliar o efeito do extrato bruto do meldo-de-sdo-caetano (Momordica
charantia L.), no controle de antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz.) em

mangueira, cajueiro e seringueira.

2.2. Especificos

Estudar a influéncia do extrato bruto do meldo-de-sdo-caetano na inibigdo do
crescimento micelial, e esporulagdo “in vitro” de C. gloeosporioides

- Determinar o indice de inibi¢do do extrato e a concentragdo minima, em
termos percentuais, de extrato vegetal que inibe o crescimento do patogeno.

- Determinar a concentragdo minima, percentual, do extrato vegetal no meio
que inibe o crescimento e a esporulagdo do patogeno.

- Obter a curva de crescimento de C. gloeosporioides em diferentes niveis de

concentragao de extrato bruto de meldo-de-sdo-caetano.



3. REVISAO DE LITERATURA

<

3.1. Definicéo e sintomas da doenca

O termo “antracnose” vem do grego “antrac”, carvdao + “ose”, moléstia,
significando em Fitopatologia, doengas caracterizadas por apresentarem lesdes pretas e
profundas (VIEGAS, 1979). Essas doengas também, sao conhecidas por “black spot” ou
“anthracnose”, em inglés, “anthracnose”, em alemdo;, “antracnosis”, em espanhol e
“l,anthracnose”, em francés (KRANZ et al., 1978).

Segundo AGRIOS (1988), as antracnoses sao doengas que atacam a folhagem,
os ramos os frutos, produzindo sintomas de pequenas e grandes manchas escuras, ou lesoes
levemente deprimidas e bordas salientes. Além de manchas foliares, a antracnose, segundo o
autor, tem um prolongado estagio de laténcia na infecgdo de frutos, podendo causar morte de
ponteiros (dieback) e brotos. Além disso, afirma, a doenga ¢ muito séria em fruteiras cultivadas
e os sintomas sao diversos, de acordo com a parte da planta atacada.

Os sintomas iniciais da antracnose em seringueira manifestam-se nas folhas
novas, brotagdes e frutos. Nas folhas as lesdes sdo diminutas, com 1 a 3 mm de diametro,
geralmente numerosas e dispersas no limbo. Nos frutos, as lesdes causam rachaduras e
apodrecimento na casca. Nos ramos verdes, as infecgdes geralmente ocorrem nas suas
inser¢des com o galho. Em geral, nas lesdes de C. gloeosporioides, podem ser observadas
massas roseas, provenientes de abundante esporulagdo conidial do patogeno que sai dos

acérvulos.



A antracnose desenvolve-se na parte aérea, provocando lesdes necroticas nos
ramos terminais, em talos, folhas, estruturas florais e frutos em diversos estagios de
desenvolvimento. Nos ramos, os sintomas aparecem primeiramente nos mais novos, com o
aparecimento de manchas escuras e necrdticas que, com o tempo determinam seca
descendente. Na folhas os sintomas da doenga se apresentam como manchas de cor marrom,
com formato oval ou irregular. As lesdes podem confluir e determinar crestamento em todo o
limbo foliar. Na inflorescéncia os sintomas se apresentam como pequenas manchas escuras
sobre as flores que com o tempo podem coalescer, resultando na sua queda. (CAVALCANTE,
1981). Segundo o autor, a antracnose € a mais importante doenga da cultura do cajueiro
(Anacardium occidentale L.), atacando a planta em todos os seus estagios de desenvolvimento,
porém, os principais sintomas sdo evidenciados nas folhas (manchas e crestamentos),
inflorescéncias (seca e quedas de flores) e frutos (lesdes deprimidas).

ALEXOPOULOS & MIM (1979), citam que as antracnoses sao causadas por
fungos que produzem seus esporos assexuais, os conidios, dentro de corpo de frutificagdo
escuros chamados acérvulos que se apresentam de forma agrupada ou escassa. Os fungos
imperfeitos que produzem conidios dentro de acérvulos estdo classificados na ordem
Melanconilaes, sendo que nessa ordem estdo alguns dos fungos fitopatogénicos mais
importantes, pertencentes ao género Colletotrichum, no qual esta incluida a espécie
Colletotrichum gloeosporioides, estagio imperfeito do ascomiceto Glomerella cingulata,
agente causal de antracnose em plantas tropicais e subtropicais em todo o mundo.

BALMER (1980) afirma que a antracnose da mangueira, de modo geral, € uma
doenga importante em nosso meio. Segundo o autor, em condigdes favoraveis, a doenga pode
causar prejuizos sérios, afetando ramos e folhas, destruindo inflorescéncias e causando
podriddes em frutos. O agente causal da doenga pode atacar tanto frutos novos, frutos em
desenvolvimento, como frutos maduros. Nesses os sintomas se apresentam como manchas
negras, de formato variado, que podem ser deprimidas ou revelando o rompimento da casca.
Em frutos verdes, o agente determina manchas em forma de “gotas em lagrimas”. Varias
medidas sdo recomendadas para o controle da doenga, entre elas poda de limpeza durante o
periodo de repouso, pulverizagdes com fungicidas ciapricos, ou produtos a base de maneb,

zineb ou tiofanato metilico.



3.2. Ocorréncia e gama de hospedeiros

Segundo OGLE er al (1986), espécies do grupo Colletotrichum
gloeosporioides comumente ocorre nas regides tropicais e subtropicais no mundo. O
organismo ataca uma grande gama de hospedeiros, ocorrendo formas parasiticas e saprofitas.

SUTTON (1980) relata que ha, no herbarium da Commonwealth Mycological
Institute, somente C. gloeosporioides foi representado por 470 diferentes géneros de
_hospedeiros. Mais de 600 sinonimias existe para este fungo, sendo que a separagdo dessas
espécies foi feita com base nas caracteristicas dos conidios, como tamanho, coloragdo niumero
de septos, etc. Segundo o autor C. gloeosporioides compreende as espécies que produza
conidios retos, obtusos no apice, com 9-24 x 3-4, 5um e apressorio de 6-20 x 4-12um, clavado
ou morfologicamente regular.

A antracnpse ¢ uma doenga cosmopolita que afeta inimeras espécies botanicas
tropicais e subtropicais, entre elas frutiferas e esséncias florestais, como cajueiro (4.
occidentale L.), mangueira (Mangifera indica L.), e seringueira (H. brasiliensis Muell-Arg.)
(BALMER, 1980; GASPAROTTO et al., 1990). Os autores citam também que esta doenga €
constatada praticamente em todos os paises onde a seringueira € cultivada. No Brasil, ocorre
com maior severidade nos estados da regidao Norte, causando lesdes foliares, desfolhamento e

mortalidade de ramos e galhos.

3.3. Etiologia e caracteristicas representativas

KULSHRESTHA et al. (1976) afirmam que Colletotrichum gloeosporioides
Penz é o estagio imperfeito de Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. & Skhr. Os autores
descrevem as caracteristicas reprodutivas do patogeno, afirmando que o mesmo produz
acérvulos simples ou em grupos, as vezes assemelhando-se a picnidios, emergindo de manchas
cinza-escuras. Conidios em massa de cor alaranjada, porém individualmente apresentam-se
hialinos.

O género Colletotrichum Cda. (Corda 1831) sdo fungos imperfeitos
caracterizados por produzirem setas escuras, conidios e conidioforos dentro de corpo de
frutificagdo chamado acérvulos. Os conidios podem ser hialinos, unicelulares, falcados ou

retos (COX & IRWIN, 1988).



Segundo Von ARX (1974) o género Colletotrichum produz acérvulos com
setas escuras nas extremidades e marrom-escuro na base. Produz conidios hialinos sobre

conidioforos pequenos e apressorios.

3.4. Epidemiologia

O fungo ¢ favorecido por altas temperaturas e tempo umido. Os conidios sdo
liberados e disseminados somente quando os acérvulos absorvem agua, sendo essa

disseminagdo feita pelos respingos de chuva e pelo vento.

3.5. Controle

Segundo BERGAMIN FILHO & CARDOSO (1980), normalmente a
antracnose da seringueira ndo exige o emprego de medidas de controle. Nos casos onde a
doenga ocorre com elevada incidéncia e severidade, em viveiros, os autores recomendam a
aplicag@o de fungicidas cupricos em pulverizagdes.

O controle biologico consiste na redugido da densidade de in6culo ou parasita
em seu estado ativo ou dormente, por um ou mais organismo, ou através de manipulagdo do
ambiente, hospedeiro antagonico, ou pela introdugdo de um ou mais antagonicos (MENEZES,
1987).

Da mesma forma, o controle biologico pode ser feito com extratos vegetais, os
quais representam bom potencial para controle de fungos benéficos e virus (ASHRFUZZAN,

1991).

3.6. Extratos vegetais no controle de microrganismos

As pesquisas sobre extratos vegetais no combate as pragas e no controle de
algumas doengas de plantas, de importancia econdmica tomaram impulso a partir dos Gltimos
10 anos, em consequéncia dos problemas decorrentes a aplicagdo dos produtos quimicos, que
vao desde o aumento dos pregos dos produtos agricolas até os riscos de contaminag@o do meio
ambiente, dos alimentos, recursos hidricos e a propria saide do homem e de suas criagdes.
Varias plantas ja foram selecionadas e identificadas por suas propriedades fungicidas e
fungistaticas, porém, as etapas de purificagdo dos ingredientes ativos e suas formulagdes para
aplicagdo via pulverizagdes ainda ndo estdo bem pesquisados, embora possam ser encontradas

8



no mercado formulagGes biologicas a base de varios produtos (toxinas, acidos organico, fendis,
etc) elaborados por antagdnicos das mais diversas espécies. Um exemplo sdo as formulagdes
com Metarrizhium anisopliae, utilizado no controle de cigarrinha das pastagens, que causa
danos a cana de agucar. Neste caso o proprio fungo € o agente de controle do inseto. No campo
da fitopatologia tem sido utilizados muitos fungos saprofitas como biocontroladores de
patogenos que causam importantes doengas em plantas cultivadas, como pode ser relatada no
caso de Trichoderma viride x Macrophomina phaseolina (parasitismo de hifas), COOK &
BAKER (1989).

O uso de extratos vegetais no controle de doengas de planta é relatado por
diversos pesquisadores. VALARINI ef al. (1991) estudaram a inibigdo de fitopatogenos por
extrato de plantas supe}iores. No estudo, usaram extrato de folhas, cascas e raizes na inibi¢dao
“in vitro” do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotiium rolfsii, Fusarium
moniliforme, Rhizoctonia solani, e atividade antibacteriana contra Pseudomonas syringae pv.
Tomato. De acordo com os resultados obtidos, os autores citam as plantas Quassia sp. Simaba
cedron, Pterocaulon balansae, Sambucus nigra, Simaruba amana e  Chenopodium
ambrosioides, como as que possuem maiores potenciais no controle dos fitopatogenos. A
espécie botanica M. charantia L. é relatada como espécie potencial no controle de alguns
fungos e bactérias fitopatogénicos do solo, de maneira que pesquisa, a nivel regional, no
controle de doenga foliar importante para frutiferas, como a antracnose, se justifica
(ASHRAFUZZAMAN, 1991).

O efeito de oito extratos de plantas sobre duas viroses foi estudado por
ALEXANDRE et al. (1987), mostrando-se altamente eficiente no controle de Virus do
Mosaico do Tabaco (TMV-Leg), e do Mosaico Dourado do Feijoeiro (BGMYV), refor¢ando a
idéia de que plantas da ordem Caryophyllales constituem material apropriado para estudos
sobre inibidores naturais.

De acordo com FERRACINI & MELO (1990) o extrato etanolico de
Chenopodium ambrosoides inibiu o crescimento micelial e a germinagdo de esclerodios de
Sclerotium rolfsii, com os patogenos apresentando, porcentagem de sobrevivéncia de
esclerodios de zero quando tratados até a diluigdo de 1: 100 (v/v). Também VALARINI ef al.
(1991) testou o efeito do extrato etandlico de C. rolfsii, chegando a resultados de controle
similares aos encontrados pelos autores citados.

ASHRAFUZZAMAN (1991) pesquisou as propriedades de extrato de plantas
contra Rhizoctonia solani, Xanthomonas campestris pv. oryzae e Erwinia carotovora pv.
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caratovora, agentes causais da “Queima da bainha” do arroz, “Queima bacteriana” do arroz, e
“Podriddo mole” da batata (Solanum tubedrosum L.), respectivamente. O estudo demonstrou
que, o crescimento micelial de Rhizoctonia solani foi inibido até certo ponto pelo extrato bruto
das espécies Duranta plumeri, Polygonum hidropiper, Momordica charantia e Hydrocotyl
asiatica. Halo de inibigdo de crescimento de X. Campestris pv. oryzae foi obtido com extratos
de Piper nigran e Hibiscus rosa sinensis e de E. Carotovora pv. carotovora por extrato de
Physalis heterophylla, Eclipta prostrata, Ipomoea aquatica e Sesasum indicum. O autor relata
ainda, que varios trabalhos experimentais recentes em diferentes laboratorios tém demonstrado
as propriedades antimicrobianas de extratos de plantas superiores. Esses extratos, na sua
opinido, sdo baratos e de facil preparagdo, mesmo no meio rural. Dessa forma, recomenda que,
desde que os resultados indiquem a eficiéncia dos extratos de plantas contra fitopatogenos,
devera ser feito uma selegido extensiva desses extratos, e depois o potencial de controle devera
ser explorado utilizando materiais mais eficientes.

SADI et al. (1990) estudaram a influéncia de varios extratos vegetais no
controle de fungos. Encontraram resultados promissores de controle do extrato metanoélico de
folhas de Quassia sp sobre Fusarium moniliforme e Rhizoctonia solani; outros resultados de
controle fungicos foram obtidos com extrato metanoélico da raiz de Simaba cedron, e o extrato
aquoso em Sclerotium sclerotiorum; extrato acetonico foliar de Simaruba amara em R. solani
e S. sclerotiorum; utilizaram também o extrato metanoélico (parte aérea) e acetato de etila, tanto
para F. moniliforme como em R. solani e S. sclerotiorum. VALARINI et al. (1991)
encontraram resultados semelhantes no controle de S. sclerotiorum, F. moniliforme e R. solani
utilizando diversos extratos de plantas superiores, inclusive cascas, folhas e raizes de Quassia
sp. , S. cedron, Pterocaulon balansae, S. amara as mesmas espécies que foram eficientes no
trabalho dos autores citados.

CATARINO et al. (1990) pesquisaram os efeitos dos extratos cloroformico de
folhas de Tagetes minuta e etanolico de folhas de Vernonia condensata sobre a germinag@do de
uredinosporos de Hemileia vastatrix os resultados obtidos foram bastante promissores, sendo
que no extrato de V. condensata as porcentagens de inibi¢do de uredinosporos de H. vastatrix
chegou até 96%, para o extrato de 7. minuta alcangou-se também porcentagem de até 96% de
inibigao.

NORONHA et al. (1990) estudaram varios extratos vegetais no controle de
infecgdo viral. Os extratos foram preparados a partir de folhas de Alternathera amoena, A.

brasiliana, A. ficoidea, Amaranthus viridis, Bongainvillea spectabilis, Chenopodium
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amaranticolor, C. guinos, Iresine herbstii, Mirabilis jalapa e Phitolacca thirsiflora. Observou-
se que todos os extratos experimentados foram capazes de inibir a infecgdo sistémica TMV-
leg. Em Phaseolus vulgaris “Rico 23”. Extratos de B. spectabilis, M. jalapa e P. thirsiflora
inibiram os sintomas sistémicos de PVx e PVy da batata em Nicotina tabacum “White Burley”
e os sintomas do virus do vira-cabe¢a do tomateiro (TSWV), em Lycopersicon sculetum
“Kada”. A eficiéncia desses extratos, na inibi¢do da infecg¢do sistémica, pode estar ligada a
indugdo de resisténcia ou a produgdo de fatores antivirais nas plantas tratadas.

CATARINO et al. (1990) avaliaram os efeitos dos extratos cloroféormico de
folhas de Tagetes minuta e hexanico das folhas de Vernonia polyanthes a 1% da concentragdo
em BDA sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides, Botrytes cinera e
Trichoderma sp. , o extrato de V. polyanthes inibiu o crescimento micelial de C.
gloeosporioides em 36,3 e 54,3% e de B. cinera em 23,3 e 38,5%, respectivamente. O extrato
de 7. minuta inibiu em 38,0 e 48,0% o crescimento micelial de C. gloeosporioides em 18,3 e
14,7% o de B. cinera, respectivamente. Os extratos na concentra¢do estudada, ndo inibiram o
crescimento micelial de 7richoderma.

NETO et al. (1990) testaram os extratos etilicos e aquosos das espécies
vegetais Simaruba amara, Cyperus rothundus, Synphytum officinale, Lonchocarpus sp. , Melia
azedarach, Chenopodium anthelmintium, Ruta graveolens, Spathodea campanulata,
Cnidoscolus urens no controle de Plutella xyslostella, conhecida vulgarmente por traga das
cruciferas, quando do ano de utilizagdo do extrato, ndo ocorreu incidéncia da praga no local do
experimento.

Ha na literatura inumeras referéncias (CHALTON & CARVALHO a, 1987,
CHALTON & CARVALHO b, 1987, ALEXANDRE et al., 1987), sobre trabalhos de
pesquisas tratando do controle de patogenos de plantas e de insetos fitofagos através do extrato
bruto de plantas. Todos sdo unanimes em enfatizar o potencial de controle de patogenos e
insetos através do extrato bruto de plantas.

As pesquisas em controle biologico que utilizam fungos hiperparasitas,
principalmente os Hyphomycetes, o controle de doengas de plantas através do extrato bruto de
vegetais superiores, abre um campo vasto e interessante de trabalho no ramo dos produtos
naturais no controle de patogenos de plantas economicamente importantes.

A importancia de doengas como a antracnose, incidindo sobre plantas de valor
econdmico, sejam frutiferas, hortaligas ou esséncias florestais nativas e cultivadas, assim como

as dispendiosas e até certas vezes ineficientes medidas de controle tradicionais, tem levado
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muitos pesquisadores a buscarem métodos alternativos, mais eficientes e mais identificados

com a realidade ecologica, econdmica e social dos agricultores que atuam nessa regiao.
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4. MATERIAL E METODOS

O traballio foi desenvolvido nos laboratorios de Fitopatologia do Centro de
Pesquisa Agroflorestal da Amazonia Ocidental (CPAA/EMBRAPA), e do Instituto Nacional
de Pesquisa da Amazonia (INPA), em Manaus no periodo de 09 de junho a 17 de junho de
1998.

4.1.’Obten§:ﬁo dos isolados fiingicos

Os isolados de Colletotrichum gloeosporioides foram obtidos a partir de folhas
de seringueira (H. brasiliensis Muell-Arg.), cajueiro (4. occidentale 1.) e mangueira (M.
indica 1.) apresentando lesdes tipicas de antracnose no campo. Os materiais foram coletados
no campo experimental da EMBRAPA e em pomares da periferia do municipio de
Manaus/AM.

4.2. Isolamento dos patogenos fliingicos

Em ambiente asséptico (camara de fluxo laminar), fragmentos de tecido foliar
das trés espécies botanicas, com aproximadamente 2,5 a 3,5 mm de diametro foram retirados
da area de transig@o entre o tecido sadio e o tecido necrosado, com auxilio de lamina de bisturi
flambado.

Os fragmentos foram colocados em vidro de relogio e a seguir passados em
solugd@o de alcool a 70%, durante 30 segundos, com a finalidade de quebrar a tensdo superficial

e facilitar o contato dos fragmentos (12 para cada espécie) com a solug@o esterilizante, em
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seguida os fragmentos foram desinfetados superficialmente numa solugdo de hipoclorito de
sodio (NaClO), preparada na proporgdo de trés partes de agua destilada e esterilizada para uma
parte do produto comercial (agua sanitaria a 2% do ingrediente ativo (i.a.), por 1,5 minutos. A
desinfetagdo superficial teve por objetivo a eliminagdo de microrganismos secundarios e
possiveis saprofitas presentes no material.

As secgdes de tecido foliar foram a seguir lavadas em duas porgdes de agua
destilada e esterilizada, a fim de remover o excesso da solugdo desinfetante. Apos esse
procedimento, o material tratado foi submetido a camara umida, formada por placa de Petri
contendo camada dupla de papel de filtro qualitativo esterilizado, que foi umedecida com agua
destilada e esterilizada, com a finalidade de induzir a esporulagdo do fungo na superficie do
tecido lesionado. A incubagdo foi feita a temperatura ambiente (28° + 2), sob luminosidade
natural (12h de claro/ 12h de escuro).

Apos a pérmanéncia do material em camara imida durante 72 horas, a area das
lesGes apresentava-se coberta de conidios do patogeno. Com auxilio de binocular
estereoscopica (40 X) e estilete flambado, transferiu-se alguns desses conidios (de cada
espécie), em condigdes assépticas, para cada meio BDA contido em placas de Petri e tubos de
ensaio. Para obtengdo de cultura monosporica, foi preparada, a partir de coldnias crescidas em
BDA, uma suspensdo padrdao de conidios em solugdo esterilizada de Tween-80 a 1%. Essa
suspensdo foi diluida 3 vezes ( 10” , 102 e 10” ) e uma aliquota de 0,2 ml da ultima diluigdo
foi colocada na placa de Petri e espalhada sobre o meio agar. Apos 24 horas, conidios
germinados individualmente foram coletados, juntamente com fragmentos de meio, € a seguir,
transferidos, em condi¢es assépticas e isoladamente, para placas de Petri contendo meio
BDA.

Tubos de ensaio com coldnias derivadas de culturas monospdricas (isolados
das trés espécies), foram armazenados em geladeira a 4°C para serem utilizados nos trabalhos

subsequentes.

4.3. Preparo do extrato vegetal alcodlico

O extrato vegetal bruto foi obtido a partir de folhas e ramos de meldo-de-sdo-
caetano, os quais foram coletados e lavados em agua corrente e depois em agua destilada e
esterilizada. Uma amostra de 200g foi pesada e colocada em gral de porcelana (capacidade de

dois litros) juntamente com 200ml de etanol, substancia extratora dos componentes foliares. O
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material ficou completamente submerso no extrator permanecendo assim por 24 horas. Depois
foi filtrado em gaze dupla esterilizada e colocado em capela com limpada ultravioleta e sob
ventilagdo por 24 horas, visando a evaporagdo do alcool e a esterilizagdo do extrato vegetal.

Em seguida foi colocado em Erlenmeyer estéril, e a seguir armazenado em geladeira.

4.4. Preparo e esterilizacio do meio de cultura (BDA)

O meio de cultura utilizado foi o Batata-Dextrose-Agar (BDA), preparado da
seguinte forma:
200 gramas de batatas descascadas e cortadas em fatias foram colocados para decocgdo em 500
ml de agua destilada, por 15 minutos, 20 gramas de agar foram fundidos em banho-maria, a
parte, em 500 ml de agua destilada contida em becker com capacidade de 1000 ml. Depois do
agar fundido, foi acresc:entado 20 gramas de dextrose (fonte de C). O conteudo dos dois
recipientes foram misturado e distribuido em tubos de ensaio para posterior inoculagdo do
patogeno. O meio de cultura (BDA) foi colocado em Erlenmeyer com capacidade de 1000 ml e
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos, juntamente com os tubos tamponados com
algoddo, contendo o mesmo meio. Depois da esterilizagdo os tubos foram inclinados 45° e
armazenados em geladeira a 4°C.

Componentes do meio BDA

Batatas descascadas e fatiadas........................cooooeiiiiinii 200g
ABAT. o 20g
RVORETOIBE ... oo i s i A A 5 A3 R U B A X STV 20g
Agua destilada e esterilizada...................o.coccocooooiiieieeie. 1000ml

4.5. Concentracao dos tratamentos

T1 - Testemunha- BDA

T2- 1% = 2,4ml de extrato bruto vegetal para 240ml de BDA
T3- 5% = 12ml de extrato bruto vegetal para 240ml de BDA
T4- 10% —>24ml de extrato bruto vegetal para 240ml de BDA
T5- 15% = 36ml de extrato bruto vegetal para 240ml de BDA
T6- 20% = 48ml de extrato bruto vegetal para 240ml de BDA
T7- 25% = 60ml de extrato bruto vegetal para 240ml de BDA

15



4.6. Plaqueamento e inocula¢io dos meios

O meio de cultura (BDA) foi distribuido em placas de Petri, na quantidade de
20 ml por placa, a temperatura de 45°C. Apos o resfriamento, em condigdes assépticas, foram
transferidos para o centro de cada placa 4 discos de agar contendo estruturas do patogeno. As
melhores colonias foram selecionadas para a inoculagdo dos 6 diferentes tratamentos contendo
extrato vegetal nas concentragdes de 1%, 5%, 10%, 15%, 20% e 25% em meio BDA. O pH foi
ajustado para 5,8.

A testemunha foi representada pelo tratamento sem o extrato, isto é, disco de

micélio + BDA.

4.7. Incubacio das placas .

As placas foram incubadas em ambiente de laboratorio de 25-26°C, em regime

de alternancia luminosa (12 h claro/12 h escuro), pelo periodo de 192 horas.

4.8. Determinacio do crescimento dos isolados

As leituras de crescimento diario dos isolados nos diversos tratamentos foram
 feitas com o auxilio de régua milimetrada, em diametro opostos, estabelecendo-se uma meédia
de crescimento para cada repeti¢do, a partir do disco de indculo de 5 mm de diametro.

Apos 192 horas de incubag@o, foi feita a leitura final para o crescimento, € os 7
tratamentos, testados para cada um dos isolados nas 4 repeti¢des, foram submetidos a analise
estatistica, aplicando o delineamento inteiramente casualizado, e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, para efeito da concentragdo do extrato bruto da planta
no meio (extrato x isolados), no crescimento do fungo obteve-se também o indice de inibigdo
pela formula “(T2R1 x 100)/TIR1 = y de crescimento”, “% de inibigdo = 100 — y de
crescimento” e a taxa de crescimento diaria nos diversos tratamentos, no decorrer do periodo
de incubagdo. No final do periodo de incubagdo as placas de Petri foram abertas e as colonias
representando os tratamentos foram identificadas e fotografadas. O significado das variaveis da
formula sdo:

T = tratamento;

R = repetigdo,

y = porcentagem de crescimento.
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4.9. Determinacio da esporulacio

A determinac¢do da esporulagdo foi feita ao final do periodo de incubagio,
através da média da estimativa do nimero de conidios nos dois campos da cimara de
Neubauer.

Adicionou-se a cada placa contendo a colonia do fungo, 20 ml de uma
suspensdo de agua estéril de Tween-80, na propor¢ao de uma gota do espalhante para cada 100
ml de agua destilada e esterilizada. O espalhante confere melhor distribuigdo e
consequentemente melhor uniformidade dos conidios nas areas de contagem da camara de
Neubauer. A seguir foi feita a raspagem superficial da colonia com pincel de pélos finos, e o
material obtido foi filtrado em gaze dupla esterilizada. A partir da suspensdo de conidios
obtida foi determinada a esporulagdo mediante o emprego da camara de Neubauer sob objetiva
de 40X de microscopio composto. As médias do numero de conidios nas duas areas de leituras
foram obtidas para cada repeti¢do, e posteriormente para os tratamentos. Obteve-se assim a

estimativa do numero de conidios/ml para cada tratamento. Os dados de esporulagdo foram

transformados em +/x +1, para efeito de analise estatistica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Crescimento e inibigio de C. gloeosporioides

Os resultados médios obtidos para crescimento micelial (mm) de C.
gloeosporioides, nas diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L., e para cada
um dos trés isolados e para todos os intervalos do periodo de incubagdo, encontram-se nas
tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. Estas demonstram que nenhum dos trés isolados foi capaz de
crescer na concentragdo de 25% de extrato bruto no meio. Os isolados de seringueira e de
mangueira cresceram até a concentragdo de 15% de extrato no meio, enquanto o isolado de
cajueiro cresceu até a concentragao de 20%.

Apesar do isolado de cajueiro ter apresentado menor crescimento na
testemunha, em relag@o aos outros dois isolados, foi ele que apresentou maior crescimento na
concentragdo de 15% do extrato, no final do periodo de incubagdo. Isto demonstra que para o
crescimento, o isolado de cajueiro foi o menos sensivel ao extrato bruto de M. charantia L.,

para C. gloeosporioides.
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Tabela 1.

Médias para efeito de crescimento micelial (mm), de

Colletotrichum
gloeosporioides (Isolado seringueira), em diferentes concentragdes de extrato
bruto de Momordica charantia L. Manaus — AM, 1998.

Periodo de Tratamentos

incubacio T1 T2 T3 T4 TS Té6 T7
24 Horas 2,25 1,25 0 0 0 0 0
48 Horas 15,50 9,38 3,63 2,38 0 0 0
72 Horas 28,28 17,00 8,00 6,13 2,25 0 0
96 Horas 39,88 25,88 13,00 10,88 4,75 0 0
120 Horas 49,13 34,50 18,00 15,75 7,25 0 0
144 Horas 55,50 41,75 2238 20,00 9,38 0 0
168 Horas 61,88 . 49,25 27,63 25,38 12,38 0 0
192 Horas 65,75 54,50 32,63 30,25 15,63 0 0

De acordo com os resultados da tabela 1, o isolado de seringueira de C.

gloeosporioides cresceu nas concentragdes de 1%, 5%, 10% e 15%. Nas concentragdes de 20 e

25% ndao houve crescimento. Apds 24 horas de incubagdo, o fungo cresceu apenas na

concentra¢do de 1%. C. gloeosporioides apresentou crescimento decrescente a medida que a

extrato da planta.
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Tabela 2. Médias para efeito de crescimento micelial (mm), de Colletotrichum
gloeosporioides (Isolado cajueiro), em diferentes concentragdes de extrato bruto
de Momordica charantia L. Manaus — AM, 1998.

Periodo de Tratamentos

incubacio T1 T2 T3 T4 TS T6 T7
24 Horas 3,38 2,63 3,00 2,50 1,13 0 0
48 Horas 10,00 9,50 8,00 6,25 6,00 225 0
72 Horas 16,13 14,25 12.38 9,25 6,13 4,63 0
96 Horas 22,88 18,63 17,38 12,13 9,55 6,25 0
120 Horas 28,00 22,38 21,88 15,38 12,25 8,38 0
144 Horas 32,75 26,25 27,63 18,00 14,63 10,13 0
168 Horas 36,50 29,00 35,25 20,38 17,00 12,25 0
192 Horas 41,13 32,00 40,32 22,88 19,25 14,38 0

Na tabela 2, o isolado de cajueiro de C. gloeosporioides cresceu até a

concentragdo de 20% do extrato bruto no meio. Na concentragdo de 25%, ndo houve

crescimento do fungo em todos os intervalos de tempo testados. Estes resultados indicam que o

isolado de C. gloeosporioides foi o Gnico que cresceu até a concentragdo de 20% diferente dos

demais. Fica evidenciado também, que a partir de 144 horas de incubagdo, o C.

gloeosporioides cresceu mais na concentragdo de 5% do extrato do que na de 1%, sendo este o

Unico caso em que o crescimento do fungo ndo decresceu com o aumento da concentragdo de

extrato.
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Tabela 3. Médias para efeito de crescimento micelial (mm), de Colletotrichum
gloeosporioides (Isolado mangueira), em diferentes concentragdes de extrato
bruto de Momordica charantia L. Manaus — AM, 1998.

Periodo de Tratamentos

incubacio T1 T2 T3 T4 TS T6 T7
24 Horas 6,13 4,75 2,63 2,13 0,75 0 0
48 Horas 17,38 10,13 7,25 5,00 1,25 0 0
72 Horas 28,75 16,88 12,13 8,88 3,75 0 0
96 Horas 41,25 22.5 17,13 13,25 6,13 0 0
120 Horas 52,38 31,75 21,88 17,63 8,00 0 0
144 Horas 62,63 38,25 26,63 21,88 10,75 0 0
168 Horas 73,00 + 44,50 31,63 26,88 13,50 0 0
192 Horas 80,00 . 50,25 36,00 31,13 16,00 0 0

-

A tabela 3, mostra que o C. gloeosporioides, isolado de mangueira, so foi capaz
de crescer até a concentragdo de 15% do extrato bruto no meio, resultado semelhante ao obtido

para o isolado de seringueira
Os resultados para taxas médias de crescimento micelial (mm) de C.

gloeosporioides em todos os intervalos do periodo de incubagdo podem ser melhor

visualizados nas figuras 1, 2 e 3.
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Figura 1. Média de crescimento micelial (mm) de C. gloeosporioides (isolado seringueira), em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L. Manaus — AM, 1998.
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Figura 2. Média de crescimento micelial (mm) de C. gloeosporioides (isolado cajueiro), em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L. Manaus — AM, 1998.

22



Crescimento (mm)

90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

120h
Periodo de Incubacao

144h

168h

.J¢hhhhh

192h

BTo
BT1%
OT5%
OT10%
mT15%
@T20%
BT25%

.

Figura 3. Média de crescimento micelial (mm) de C. gloeosporioides (isolado mangueira), em

diferentes concéntragdes de extrato bruto de M. charantia L. Manaus — AM, 1998.

As figuras 4, 5 e 6 mostram o crescimento médio (mm) de C. gloeosporioides

nas diferentes concentragdes do extrato bruto, para cada um dos trés isolados testados, no final

do periodo de incubagdo de 192 h.
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Figura 4. Média de crescimento micelial (mm) de C. gloeosporioides (isolado S), em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L., no periodo de 192
horas de incubagdo. Manaus — AM, 1998.
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Figura 5. Média de crescimento micelial (mm) de C. gloeosporioides (isolado C), em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L., no periodo de 192
horas de incubag@o. Manaus — AM, 1998.
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Figura 6. Média de crescimento micelial (mm) de C. gloeosporioides (isolado M), em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L., no periodo de 192
horas de incubagdo. Manaus — AM, 1998.

Os resultados para inibigdo de crescimento percentual (%) de C.

gloeosporioides no final de 192 horas de incubagéo, encontram-se nas tabelas .4, 5 € 6.
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Tabela 4. Percentagem de inibigdo do crescimento de Colletotrichum gloeosporioides (Isolado
seringueira), em diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica charantia
L., no periodo de 192 horas. Manaus — AM, 1998.

B T ]
— ]

Tratamentos Percentagem de Inibiciio’

T1 0

T2 17,11

T3 50,37

T4 53,99

T5 76,26

T6 100,00

T7 100,00

"Médias de 4 repetigdes’

Tabela S. Percentagem de inibi¢do do crescimento de Colletotrichum gloeosporioides (I1solado
cajueiro), em diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica charantia L.,
no periodo de 192 horas. Manaus — AM, 1998.

Tratamentos Percentagem de Inibiciio’

T1 0

T2 22,20

T3 1,82

T4 4437

TS 53,20

T6 65,04

T7 100,00

#
Médias de 4 repeticdes
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Tabela 6. Percentagem de inibigdo do crescimento de Collefotrichum gloeosporioides (Isolado
mangueira), em diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica charantia
L., no periodo de 192 horas. Manaus — AM, 1998.

Tratamentos Percentagem de Inibigdo’

Tl 0

T2 37,19

T3 55,00

T4 61,09

T5 80,00

T6 100,00

T7 100,00

Os resultados para inibigdo indicam que houve inibigdo crescente de C.
gloeosporioides a medida que o percentual de concentracdo do extrato no meio aumentou,
alcangando indices de até 100% de inibi¢do, na concentragdo de 25%, para os trés isolados, €
também de 100% na concentragdo de 20% para os isolados de seringueira e mangueira. A
Unica excegdo foi para o isolado de caju, na concentragdo de 5% de extrato vegetal, onde se
verificou que o fungo cresceu mais que na concentragdo de 1%. A inibi¢do do crescimento,
medida pela percentagem de inibigdo, foi relativamente menor para o isolado de caju, visto que
o extrato bruto vegetal ndo inibiu o fungo até a concentragio de 20%, ao contrario dos isolados
de seringueira e mangueira, que sO conseguiram crescer até a concentragdo de 15% do extrato
no meio de cultura.

Os percentuais de inibigdo para cada isolado nas diversas concentragdes

podem ser melhor visualizados nas figuras 7, 8 € 9.
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Figura 7. Percentagem de inibigdo de crescimento de C gloeosporioides (isolado S), em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L., no periodo de 192
horas de incubag¢@o. Manaus — AM, 1998.
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Figura 8. Percentagem de inibigdo de crescimento de C gloeosporioides (isolado C), em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L., no periodo de 192
horas de incubagdo. Manaus — AM, 1998.
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Figura 9. Percentagem de inibi¢do de crescimento de C gloeosporioides (isolado M), em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L., no periodo de 192
horas de incubagido. Manaus — AM, 1998.

A médias para efeito de crescimento (mm) de C gloeosporioides, em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L., no final do periodo de incubagdo

(192 h) encontram-se nas tabelas 7, 8 € 9.

Tabela 7. Médias para efeito de crescimento (mm) de C gloeosporioides (isolado S), em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L., no periodo de 192
horas de incubag@o. Manaus — AM, 1998.

Tratamentos Crescimento micelial (mm)’
T1 65,75 a
T2 54,50 a
T3 32,63 b
T4 30,25 b
TS 15,63 c
T6 0,00d
T7 0,00d

DMS (5%) = 14,21
CV=21,66

! Médias de quatro repetigdes.
* Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Tabela 8. Médias para efeito de crescimento (mm) de C gloeosporioides (isolado C), em
diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia L., no periodo de 192
horas de incubagdo. Manaus — AM, 1998.

isssssosos - ——— __________________________]

Tratamentos Crescimento micelial (mm)’
T1 41,13 a
T3 40,38 a
T2 32,00 ab
T4 22,88 be
TS5 19,25 ¢
T6 14,38 ¢
T7 0,00d
DMS (5%)=12,41 °
Cv=2213 .

_
Médias de quatro repeti¢des.
* Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de

5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 9. Médias para efeito de crescimento (mm) de C gloeosporioides (isolado M), em
diferentes concentra¢des de extrato bruto de M. charantia L., no periodo de 192
horas de incubagdo. Manaus — AM, 1998.

Tratamentos Crescimento micelial (mm)1
o T1 80,00 a
T2 50,25b
T3 36,00 ¢
T4 31,13 ¢
T5 16,00 d
T6 0,00 e
T7 0,00 e

DMS (5%) = 8,42
Cv=1196

#
"' Médias de quatro repetigdes.
* Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Os resultados contidos na tabela 7, mostram que houve diferenga significativa
entre os tratamentos do isolado de seringueira. Os tratamentos T6 (20%) e T7 (25%), ndo
diferiram entre si, e foram superiores aos demais no controle de C. gloeosporioides. O
tratamento T2 (1%), ndo diferiu estatisticamente da testemunha (T1), porém, diferiu dos
demais.

Os tratamentos T3 (5%) e T4 (10%), ndo diferiram estatisticamente entre si, e
foram superiores aos tratamentos T1 e T2. O tratamento T5 (15%), diferiu estatisticamente dos
demais tratamentos, sendo superior aos tratamentos T1, T2, T3 e T4.

Para o isolado de C. gloeosporioides, da seringueira, o extrato bruto vegetal de
M. charantia L., apresentou indice de 100% de controle “in vitro”, nas concentra¢des de 20 e
25% do extrato do meio de- cultura, sendo superiores aos demais tratamentos, com
concentragdo de extratoé menores.

O extrato bruto vegetal na concentragdo de 15% no meio de cultura, foi mais
efetivo no controle “in vitro” do C. gloeosporioides, do que os tratamentos com menores
concentragoes.

O extrato bruto vegetal de M. charantia L., nas concentragdes de 5 e 10% no
meio de cultura, ndo apresentou diferencas significativas no controle “in vitro” de C.
gloeosporioides, porém, essas concentragdes tiveram melhor efeito no controle do fungo em
relagdo a testemunha e o extrato vegetal bruto na concentragdo de 1% no meio.

O extrato vegetal bruto de M. charantia L., na concentragdo de 1%, s6 foi
superior a testemunha.

O controle de C. gloeosporioides “in vitro” foi proporcional ao aumento da
concentrag@o percentual do extrato bruto de M. charantia L. no meio, sendo que o fato de ndo
ter havido diferencga significativa entre a testemunha e o extrato bruto a 1%, representa que a
concentragdo foi ineficiente no controle do fungo, uma vez que em concentragdes maiores, de
5 e 10%, o controle foi eficiente.

Os resultados contidos na tabela 8, mostram que o tratamento T7, apresentou
performa-se de redugdo de crescimento de 100%, sendo superior aos demais.

Os tratamentos T5 e T6, ndo diferiram entre si e foram superiores a T4, T3 e
T2,

Os tratamentos T2 e T3 ndo diferiram estatisticamente do testemunha, contudo,

o T2 ndo diferiu estatisticamente de T4.
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Os tratamentos T2, T3, T4, T5, T6 e T7 tiveram efeito crescente com a
concentrag@o de extrato no controle do crescimento de C. gloeosporioides, exceto o tratamento
T2 que apresentou maior redugdo do crescimento do fungo, embora ndo tenha em relagio a T3,
diferido estatisticamente deste.

Nas concentragdes de 1 € 5% o extrato bruto ndo teve efeito no controle de C.
gloeosporioides, levando em consideragdo que ndo houve diferenga estatistica na redu¢do do
crescimento, em relagdo a testemunha.

A partir do tratamento T4, o controle de C. gloeosporioides, pelo extrato bruto,
ja se mostrou eficiente, diferindo estatisticamente da testemunha.

O tratamento T7, foi o unico que proporcionou 100% de redugdo no
crescimento de C. gloeosporioides.

Os resultados contidos na tabela 9, mostram que todos os tratamentos T2, T3,
T4, T5, T6 e T7, diferiram estatisticamente da testemunha, no entanto, os tratamentos T6 e T7,
foram superiores aos demais e ndo diferiram estatisticamente entre si.

Os tratamento T3 e T4 ndo diferiram estatisticamente entre si, o tratamento TS5
diferiu estatisticamente dos demais tratamentos, sendo superior a T2, T3 e T4 e inferior a T6 ¢
T7.

A redugdo do crescimento de C. gloeosporioides, isolado de mangueira, foi
proporcional ao aumento de concentragido de M. charantia L..

As concentragdes de 20 e 25% do extrato bruto no meio de cultura,
proporcionaram os melhores resultados de controle “in vitro” de C. gloeosporioides,
apresentando uma taxa de 100% na redug@o do crescimento micelial do patogeno.

Utilizando a testemunha como padréo, todas as concentragdes de extrato bruto
testadas, tiveram efeito na redug@o do crescimento do C. gloeosporioides.

Entre as concentragdes de 5 € 10% do extrato bruto de M. charantia L., ndo se

verificou diferenga significativa, na redug@o do crescimento do C. gloeosporioides.

5.2. Esporulacio de Colletotrichum gloeosporioides

Os resultados médios obtidos para a esporulagdo de C. gloeosporioides, nas
diferentes concentra¢des de M. charantia L., no periodo de 192h de incubagao, encontra-se nas

tabelas 10, 11 e 12 respectivamente.
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Tabela 10. Média da esporulagdo transformada (+/x+1) de Colletotrichum gloeosporioides,

(Isolado S), em diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica charantia
L., no periodo de 192 horas. Manaus — AM, 1998.

Tratamentos Esporulag::'lo1
T1 1,00
T2 1,10
T3 1,00
T4 1,81
15 1,31
T6 1,00
T7 1,00

-

Os resultados da tabela 10, mostram que a concentragdo de 10% do extrato
bruto no meio, propiciaram maior esporulagdo de C. gloeosporioides, seguido das

concentragdes de 1 e 15%.
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Tabela 11. Média da esporulagio transformada (+/x+1) de Colletotrichum gloeosporioides,

(Isolado C), em diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica charantia
L., no periodo de 192 horas. Manaus — AM, 1998.

Tratamentos Esporulag:a'lol
T1 9,33
T2 5,73
T3 5,85
T4 3,59
T5 2,44
T6 2,47
T7 1,00

Meédias de 4 repetigdes
Os resultados da tabela 11, demonstram que a testemunha proporcionou maior
esporulagdo do patégeno, seguida das concentragdes de extrato bruto de 1, 5, 10, 15 e 20%. A

tabela mostra também que na concentragido de 25% ndo houve esporulag@o.

Tabela 12. Média da esporulagio transformada (v/x+1) de Colletotrichum gloeosporioides,

(Isolado M), em diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica charantia
L., no periodo de 192 horas. Manaus — AM, 1998.

Tratamentos Esporulaciio’
T1 1,64
T2 1,41
T3 7,57
T4 8,81
T5 4,54
T6 1,00
T7 1,00

Médias de 4 repeticdes

Nos resultados da tabela 12, fica evidenciado que a concentragdo de 10% de
extrato bruto no meio, propiciou maior esporulagio, seguido das concentragdes de 1, 5 e 15%,

sendo que a esporulagdo na testemunha foi inferior a observada nas concentragdes de 5, 10 e
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15%. Os resultados mostram também que nas concentragdes de 20 e 25%, ndo houve
esporulagao.

Os resultados podem ser melhor visualizados nas figuras 10, 11 e 12.
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Figura 10. Média da esporulagdo transformada (+/x +1) de Colletotrichum gloeosporioides,
(isolado S), em diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica charantia
L., no periodo de 192 horas de incubag@o. Manaus — AM, 1998..

6 4

4

2-‘ . . I

0 _BEA

T1% T5% T10% T15% T20% T25%

No. de Esporos

Tratamentos

Figura 11. Média da esporulagio transformada (+/x +1) de Colletotrichum gloeosporioides,
(isolado C), em diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica charantia
L., no periodo de 192 horas de incubag@o. Manaus — AM, 1998.
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Figura 12. Média da esporulagdo transformada (+/x +1) de Colletotrichum gloeosporioides,
(isolado M), em diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica charantia
L., no periQdo de 192 horas de incubagdo. Manaus — AM, 1998.

As médids para efeito da esporulagdo de Collefotrichum gloeosporioides, em
diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica charantia L., no final do periodo de

192 horas de incubagio, encontram-se nas tabelas 13, 14 e 15.

Tabela 13. Médias para efeito das diferentes concentragbes de extrato bruto de Momordica
charantia L., na esporulagdo de Colletotrichum gloeosporioides, (isolado S), no
periodo de 192 horas de incubagdo. Manaus — AM, 1998.

R e R R T e fat i
Esporulacio’ (Conidios/ml 5 x 10%)

Tratamentos
T4 1,81 a
T5 1,31a
T2 1,10a
T1 1,00 a
T3 1,00 a
T6 1,00 a
T7 1,00 a

DMS (5%) = 1,53
CV =56,20%

Meédias de 4 repetigdes por tratamento.
* Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo difere entre si ao nivel de 5% de

probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Os tratamentos T7, T6, TS, T4, T3 e T2 ndo diferiram estatisticamente entre si e
da testemunha. Nos niveis de concentragdo de extrato bruto utilizados (1%, 5%, 10%, 15%,
20% e 25%) ndo houve diferenga significativa na esporulagdo C. gloeosporioides, entre
tratamentos e testemunha.

As concentragdes de 10%, 15% e 1%, em ordem decrescente foram superiores
as demais concentragdes testadas (5%, 20% e 25%), na esporulagdo de C. gloeosporioides,
embora nao tenha havido diferenca significativa entre todas as concentragdes utilizadas.

Apesar de ndo ter havido diferenga estatistica entre tratamentos, as médias dos
tratamentos demonstram que a concentragdo de 10% do extrato no meio apresentou o melhor
resultado em termos de esporulagéo.

As concentragdes de extrato bruto de 5%, 20% e 25% ndo permitiram
esporulagdo de C. gloeosporioides, o mesmo acontecendo a testemunha.

A esporulagdo do C. gloeosporioides, ndo seguiu um padrdo normal, em fungao
da concentragdo do extrato. Nas concentragdes onde ndo se observou o crescimento,
obviamente o fungo também n3o esporolou. Porém, nas concentragdes de 1%, 10% e 15% o
fungo esporulou, tendo média superior na concentragdo de 10% de extrato no meio. Ja para a

testemunha e na concentragio de 5% de extrato bruto no meio, ndo houve esporulagio.
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Tabela 14. Médias para efeito de diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica
charantia L. na esporulagdo de Colletotrichum gloeosporioide, (isolado C), no
periodo de 192 horas de incubag@o. Manaus — AM, 1998.

Tratamentos EsporulaQ;sflo1 (Conidios/ml 5 x 10%)
T1 932a
T3 585a
T2 5,73 a
T4 3,59a
T6 2,47 a
TS 243 a
T7 1,00 a

DMS (5%) = 8,46 .
CV =8432% .
_
Meédias de 4 repetigdes por tratamento.
* Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo difere entre si ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

Os tratamentos T2, T3, T4, T5, T6 e T7, ndo diferiram entre si e da testemunha.
As concentragdes de 5%, 1%, 10%, 20% e 15% em ordem decrescente, proporcionaram
melhor esporulagio de C. gloeosporioides, porém foram inferior a testemunha, apesar de ndo
diferirem entre si.

Apesar de ndo ter diferido estatisticamente, a concentragdo de 25% ndo
proporcionou esporulagdo de C. gloeosporioides.

A melhor esporulagdo foi obtida na testemunha, sem a presenca do extrato bruto
de M. charantia L., apesar de ndo diferir estatisticamente dos tratamentos com extrato bruto de
M. charantia L.

O patogeno esporulou melhor no meio BDA sem extrato bruto de M. charantia.

A concentragio de 5% de extrato bruto no meio propiciou a melhor
esporulagdo, depois da testemunha, mesmo ndo tendo diferido estatisticamente das demais
concentragdes testadas.

O melhor resultado em termos de inibi¢do da esporulagio de C. gloeosporioides

foi obtida na concentragio de 25% em consequéncia da inibigdo total do crescimento do fungo.
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Tabela 15. Médias para efeito das diferentes concentragdes de extrato bruto de Momordica
charantia L., na esporulagdo de Colletotrichum gloeosporioides, (isolado M), no
periodo de 192 horas de incubagdo. Manaus — AM, 1998.

Tratamentos Esporulaciio’ (Conidios/ml 5 x 10%)
T4 8,80 a
T3 7,57 a
T5 4,54a
T1 1,64 a
T2 1,41 a
T6 1,00 b
T7 1,00 b

DMS (5%)=7,68 -
CV =89,65%
Meédias de 4 repetigdes por tratamento.

* Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo difere entre si ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

Os tratamentos T6 e T7 ndo diferiram entre si, e foram superiores aos demais,
inclusive a testemunha, propiciando taxa de inibigdo de 100% na esporulagio de C.
gloeosporioides.

Os tratamentos T4, T3, T5 e T2 ndo diferiram estatisticamente entre si € nem da
testemunha. As concentra¢des de extrato bruto de T2, TS5, T3 e T4, na ordem, foram mais
eficazes na inibi¢do da esporulagdo de C. gloeosporioides, embora a concentragéo de 1% tenha
ficado abaixo da testemunha. Os melhores indices de inibi¢do foram observados nas
concentra¢des de 20% e 25% de extrato bruto no meio. A concentragdo de 10% do extrato
permitiu maior esporulagdo do patogeno, consequentemente pior desempenho na inibi¢do da
fase reprodutiva de C. gloeosporioides.

Houve maior esporulagdo na testemunha em relagdo a concentragdo de 1% de
extrato bruto, porém menor esporulagdo em relagdo as concentragdes de 5%, 10% e 15% do
extrato bruto no meio.

A efetividade de um extrato de planta no controle de fitopatogenos depende das
substancias fungistaticas/fungicidas contidas neste extrato, dos extratores utilizados, da
concentragdo do extrato, de condi¢des do meio e, principalmente, da habilidade do patogeno
em produzir substancias como enzimas, que poderdo inativar os principios toxicos contidos no
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extrato. Acredita-se que as concentragdes de extrato bruto de M. charantia L. utilizadas
poderiam ter melhor efeito na inibi¢do do crescimento de C. gloeosporioides se a solugdo
matriz estivesse mais concentrada, isto €, com menor teor de agua, que no caso funcionou
como diluente dos possiveis principios ativos antifungicos, diminuindo assim, a eficiéncia do
extrato como substdncia inibidora do fungo. M. charantia ¢ uma planta da familia
Cucurbitaceae, caracterizada por possuir altos teores de agua nas folhas e nos ramos, acima de
95%, e a eliminagdo desta poderia aumentar a eficiéncia de controle do patogeno. Por outro
lado, Colletotrichum gloeosporioides, como também a maioria dos fungos, € capaz de
produzir varias enzimas durante o seu processo de crescimento e reproducdo. Essas enzimas
sao difundidas a partir das extremidades das hifas e desdobram varios substratos que, dessa
forma, tornam-se disponiveis para absor¢do, podendo ser incorporados ao tecido vegetativo do
fungo, uma vez que esses agentes sdo seres heterotroficos (COCHRANE, 1958). E possivel
que a variabilidade de €. gloeosporioides, evidenciada neste experimento através das
diferencas entre isolados, em relag@o a capacidade de crescimento em diferentes concentragdes
do extrato bruto de M. charantia, esteja ligada a produgdo de enzimas especificas que atuariam
nos principios ativos, diminuindo sua eficiéncia.

Por outro lado, a substdncia extratora pode ter influéncia preponderante na
eficiéncia do extrato no controle de patogenos. No experimento, a sele¢do do extrator ndo foi
feita segundo testes preliminares de eficiéncia. O etanol foi utilizado como substdncia
extratora, havendo duvidas se esta substancia seria a mais adequada para esse proposito. SADI
et al. (1990) afirmam que ha varios extratores, entre eles o etanol, o metanol, éter, acetona,
acetato de etila, etc.

O isolado de cajueiro conseguiu crescer em quase todas as concentragdes
testadas, e a concentra¢do de 25% do extrato bruto de M. charantia L. no meio, que inibiu o
seu crescimento, parece ser muito alta, levando-se em consideragdo que os demais isolados
(seringueira e mangueira) cresceram somente até a concentragdo de 15%. O fato pode ter sido
ocasionado tanto pela baixa concentragdo do principio ativo no extrato, como também, pela
habilidade enzimatica do patéogeno, em especial, o isolado do cajueiro, em degradar as
substancias toxicas contidas no extrato.

O meio de cultura utilizado no experimento pode ter influenciado o crescimento
de C. gloeosporioides. Varios autores afirmam que o meio de cultura é essencial no
crescimento dos fungos, pois, dependendo da sua composi¢do e das relagdes entre seus

constituintes, o fungo pode ter um desempenho menor ou maior (HAWKER, 1950). O mesmo
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ja ndo acontece em relagdo a esporulagdo, visto que os requisitos nutricionais para crescimento
sdo diferentes dos requisitos para esporulagdo. O meio de cultura BDA, utilizado no
experimento com diferentes concentragdes de extrato bruto de M. charantia, apresentou
diferencas marcantes em termos de crescimento e esporulagio nos trés isolados de
Colletotrichum gloeosporioides testados na testemunha, mostrando que a taxa de crescimento
dos isolados em BDA ¢ bastante variavel. Isso pode ter influenciado na inibigdo do
crescimento nas diferentes concentragdes de extrato bruto, entre isolados revelando diferengas
também nesse parametro. Em relagdo a testemunha (somente BDA), o isolado de mangueira
apresentou melhor crescimento, seguido do isolado de seringueira e cajueiro.

Acredita-se que a esporulagdo ndo tenha sofrido tanto a influéncia dos fatores
descritos para o crescimento. Isso porque a esporulagdo depende do crescimento do fungo, isto
¢, ele primeiro precisa‘desenvolver sua estrutura vegetativa para depois se reproduzir, sob
estimulos diferentes. Nas-ultimas concentragdes (20% e 25%), os isolados de seringueira e
mangueira nao esporularam possivelmente porque ndo houve crescimento. A esporulagdo em
cajueiro foi diferente, havendo caso em que o extrato em maior concentragdo permitiu maior
esporulagdo do fungo, como por exemplo, a concentragdo de 20% de extrato, que propiciou
maior esporulagdo do que a concentragdo de 15%., revelando que o extrato teve pouco efeito

sobre a reprodug@o do fungo.

5.3. Caracteristicas culturais

Com relagdo as caracteristicas culturais do patogeno, foram consideradas na
descri¢@o, o aspecto da coldnia, tendo como base os parametros de superficie de contorno, cor

do micélio (aéreo e submerso), pigmentagdo do meio, zonas concéntricas de esporulag@o,

bordas, etc., conforme descrito no anexo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nestes experimentos, nos permitem formular as seguintes

conclusdes:

O extrato bruto de M. charantia L. foi efetivo na inibigdo do crescimento de C.
gloeosporioides Penz. em todas as concentragdes testadas (1%, 5%, 10%, 15%, 20% e 25%)
sendo que nas duas ultimas concentragdes a taxa de inibigdo atingiu 100%, com exce¢do do

isolado de cajueiro, que apresentou leve crescimento.

As respostas de C. gloeosporioides as diferentes concentragdes de extrato no meio, em
relagdo ao crescimento, tiveram resultados positivos com o aumento da concentragdo, exceto

para um dos niveis de concentragdo num isolado de cajueiro.

O extrato bruto de M. charantia L. ndo apresentou efeitos consistentes em relagido a
esporulagdo de C. gloeosporioides, havendo variagdes que permitiram concluir que as

condigdes ideais para a esporulagido do fungo diferem totalmente daquelas para crescimento.
Algumas concentragdes de extrato bruto de M. charantia L. chegaram até a estimular a

esporulagdo do patogeno, superando a testemunha, o que confirma efeito pouco significativo

do extrato para esse parametro.
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As taxas de inibi¢do de crescimento do fungo pelo extrato bruto de M. charantia L.
podem ser potencializadas, melhorando-se as técnicas de extragdo (selegdo de extratores) e

reduzindo-se o teor de agua na solug@o.

A sensibilidade de C. gloeosporioides ao extrato bruto de M. charantia L. variou com
os isolados (seringueira, cajueiro e mangueira) demonstrando haver variabilidade genética

entre os isolados, quanto a capacidade/habilidade de crescimento em meio hostil.

O extrato bruto de M. charantia L. nas condi¢des do experimento e pelo desempenho
demonstrado na inibigdo “in vitro” de M. charantia L. apresenta potencial para ser usado no

controle de antracnose, em pulverizagdes foliares.

‘

Mais estudos conparativos sobre a eficiéncia de controle do extrato bruto devem ser
realizados no laboratério € no campo, e se possivel utilizando fungicidas para avaliagdo dos

parametros de eficiéncia.
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8. ANEXOS
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Anexo 1.

Caracteristicas culturais de C. gloeosporioides, em diferentes concentragdes de extrato bruto
de M. charantia L.

m

Tratamentos Isolados Descri¢ao das caracteristicas culturais da colonia

Isolado de seringueira Coldnia de aspecto feltroso, castanho escura, com areas
escuras (setores) no centro e nas extremidades. As
bordas sdo esfiapadas, e as extremidades no geral
brancas. Micélio aéreo frouxo ndo apresentando area

de esporulagdo. Micélio submerso escuro.

Testemunha Isolado.de cajueiro  Coldnia de aspecto aveludado, coloragdo vermelho-
(BDA) marrom, bordas esfiapadas. Micélio aéreo compacto,
superficie do contorno livre, margem marrom

esbranquicada. Zona de esporulagio em toda a

superficie.

Isolado de mangueira Colonia compacta, ocupando toda a area da colonia, de
coloragdo branco-acizentada, com centro escuro.
Margem de contorno esfiapada. Micélio aéreo

abundante e o submerso preto.

Isolado de seringueira Colonia de colaragdo cinza esbranquigada, superficie
de contorno esfiapada, bordas lisas, colonia com
tamanho médio. Micélio aéreo escasso, micélio

submerso escuro, sem pigmentacgao.

BDA + T1% Isolado de cajueiro  Colonia pequena, de bordas irregulares, de coloragdo
rosa-lilas, extremidade de contorno esfiapada meio
extremamente pigmentado de vermelho. Micélio aéreo

compacto, rosa em massa, € submerso marrom-escuro.

Isolado de mangueira Colonia média, de aspecto feltroso, esbranquigada,

homogénea, de centro mais escuro e bordas de
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Tratamentos

Isolados

Descri¢cio das caracteristicas culturais da colonia

BDA +T1%

contornos esfiapadas. Faixa da extremidade mais
escura, e faixa central clara. O micélio aéreo abundante
na faixa clara; micélio submerso escuro, sem
pigmentagdo do meio. Ponto de esporulagdo no circulo

central menor da coldnia.

BDA + T5%

Isolado de seringueira

Isolado de cajueiro

Isolado de mangueira

Colonias pequenas, de aspecto feltroso, coloragdo
marrom-escuro, com maior intensidade no centro e
bordas esbranquigadas; em extremidade de contorno
homogéneo, esfiapada, com micélio aéreo escasso;
micélio submerso escuro, sem zonas concéntricas de

esporulagdo nem pigmentagdo do meio.

Colonias pequenas, de coloragdo rosa na faixa central,
esbranquigada nas extremidades. Extremidade de
contorno esfiapada e homogénea. Micélio aéreo
escasso;, micélio submerso marrom-escuro, sem a
presenga de zonas de esporulagdo e sem pigmentagdo

do meio.

Coldnias pequenas, de aspecto feltroso, de coloragido
cinza-escura, com centro mais escuro e bordas
esbranquicadas, de contornos homogéneos, bordas
esfiapadas. Micélio submerso escuro, sem pigmenta¢ao

do meio e sem zonas concéntricas de esporulagao.

BDA + T10%

Isolado de seringueira

Colonias pequenas, homogéneas, de aspecto feltroso,
coloragdo marrom-acizentado, com centro mais escuro
e bordas esfiapadas, mais claras. Micélio aéreo
escasso; micélio submerso, marrom-escuro, sem
pigmentagdo do meio e sem zonas concéntricas de

esporulagdo.
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Tratamentos

Isolados

Descri¢do das caracteristicas culturais da colonia

BDA + T10%

Isolado de cajueiro

Isolado de mangueira

Colonias pequenas de aspecto homogéneo coriaceo,
coloragdo rosa no centro e rosa-esbranquicada nas
bordas. Micélio aéreo escasso. Micélio submerso
marrom-escuro, sem zonas concéntricas de esporulag@o

e sem pigmentagdo do meio.

Colonias pequenas, homogéneas, de aspecto feltroso,
coloragdo escura, com bordas mais claras,
extremidades de contorno esfiapada; micélio aéreo
escasso, micélio submerso escuro, sem presenga de
zonas concéntricas de esporulagdo sem pigmentagdo do

meio.

BDA + T15%

Isolado de seringueira

Isolado de cajueiro

Isolado de mangueira

Colonia diminuta, homogénea, de aspecto feltroso, de
coloragdo cinza a cinza-escuro, com faixa central mais
escura, seguida por faixa cinza esbranquigada e anel
em circulo escuro, separando borda de contorno de
coloragdo creme. Micélio aéreo denso; superficie de
contorno lisa; micélio submerso de coloragdo escura,
sem pigmentagdo do meio e sem zonas concéntricas de

esporulagdo.

Colonias diminutas, homogéneas, de aspecto coriaceo,
de coloragdo nitidamente rosa, mais pronunciado no
centro. Superficie de contorno lisa, extremidade de
bordas esfiapadas; micélio aéreo escasso e micélio
submerso marrom-escuro;, zonas concéntricas de

esporulagdo ausentes, bem como pigmentagio do meio.

Colonia diminuta, homogéneas, de aspecto feltroso,
coloragdo cinza-escura, mais pronunciada na faixa

central e mais clara nas proximidades das bordas.
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Tratamentos Isolados Descri¢ao das caracteristicas culturais da colonia

Superficie de contorno lisa, extremidade de contorno
esfiapada; micélio aéreo escasso, micélio submerso
0, o~ e % .
BDA + T15% escuro, nao apresentando pigmentagdo do meio e sem

zonas concéntricas de esporulagio.

Isolado de seringueira Nao houve desenvolvimento de colonias (crescimento

micelial).

Isolado de cajueiro  Colonia de crescimento diminuto, homogénea, aspecto
coriaceo, de coloragio nitidamente esbranquicada,
superficie de contorno lisa, extremidades das bordas
BDA + T20% . esfiapadas; micélio aéreo escasso (quase inexistente),
micélio submerso de coloragdo creme, sem zonas
concéntricas de esporulagdo e sem pigmentagdo do

meio.

Isolado de mangueira NZ#o houve desenvolvimento de colonia (crescimento

micelial).

Isolado de seringueira Nao houve desenvolvimento de colonia (crescimento

micelial).

BDA + T25% Isolado de cajueiro  Nao houve desenvolvimento de colonia (crescimento

micelial).

Isolado de mangueira Nio houve desenvolvimento de coldnia (crescimento
micelial).

#
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Anexo 2.

Aspecto cultural da colonia de Colletotrichum gloeosporioides em diferentes concentragdes de

extrato de Momordica charantia L.

52



53



54



55



56



57



