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Atividade antifungica de extratos de Momordica charantia L. sobre
Colletotrichum musae
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RESUMO: Os objetivos do presente trabalho foram avaliar os efeitos de extratos de Momordica
charantia sobre o crescimento micelial e a germinagéo de conidios de Colletotrichum musae, e a
eficiéncia destes extratos no controle da antracnose, causada por C. musae, em bananas. Extratos
aquoso e hidroetandlico, obtidos de folhas e ramos, na concentracdo de 50% em relagdo ao
volume adicionado, em meio s6lido, proporcionaram 71 e 65% de inibicdo do crescimento micelial,
respectivamente, enquanto que em meio liquido, a inibicao do crescimento micelial foi de 86 e
81%, respectivamente. Somente o extrato aquoso e o tiofanato metilico, nas concentracdes de
50% e 1000 ng mL respectivamente, proporcionaram 100% de inibicdo da germinacéo de esporos
de C. musae. Os extratos metandlico e aquoso inibiram em 80 e 70%, respectivamente, 0
desenvolvimento das lesdes em bananas, quando aplicados até dois dias antes da inoculagéo do
fungo. Estes resultados foram semelhantes ao tratamento com tiofanato metilico, que inibiu 80%
do desenvolvimento das lesdes. Confirma-se a presenca de substancia antifingica nos extratos
de M. charantia e outros estudos devem ser realizados para viabilizar seu uso no controle da
antracnose da banana.

Palavras-chave: Musa spp., meldo-de-séo-caetano, antracnose, extratos vegetais, controle
alternativo

ABSTRACT: Antifungal activity of Momordica charantia L. extracts against Colletotrichum
musae. The aims of the present work were to evaluate the effects of Momordica charantia extracts
on mycelial growth and conidial germination of Colletotrichum musae, as well as the efficiency of
these extracts in controlling anthracnose caused by C. musae in bananas. Water and hydroethanol
extracts were obtained from leaves and branches at 50% concentration relative to the added
volume. In solid medium, extracts led to 71 and 65% mycelial growth inhibition, respectively,
whereas in liquid medium the mycelial growth was inhibited at 86 and 81%, respectively. Only
water extract and thiophanate-methyl, at 50% and 1000 ng mL?, respectively, resulted in 100%
inhibition of C. musae spore germination. Methanol and water extracts inhibited by 80 and 70%,
respectively, the development of lesions in bananas when applied until two days before fungal
inoculation. These results were similar to those of the treatment with thiophanate-methyl, which
inhibited 80% development of lesions. The presence of antifungal substance was confirmed in M.
charantia extracts. Future studies must be performed to make its use viable for the control of
anthracnose in bananas.

Key words: Musa spp., bitter melon, anthracnose, plant extracts, alternative control

INTRODUCAO

As doencas de pés-colheita da banana (Musa et al., 2005). As lesBes de antracnose originam-se
spp.) sdo de grande importancia, principalmente para de duas formas distintas: lesdes originadas de
os frutos destinados & exportacao, destacando-se a infeccBes que ocorrem em frutos verdes,
antracnose causada por Colletotrichum musae (Berk. permanecendo latentes até o amadurecimento;
& Curtis) Arx. (Bastos & Albuquerque, 2004; Cordeiro lesbes oriundas de infeccdes ocorridas em poés-
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colheita, decorrente de ferimentos na superficie dos
frutos, resultando em lesdes néo latentes (Cordeiro
etal., 2005). Esta doenca diminui a vida de prateleira
e a atracdo do consumidor pelo fruto, afetando assim,
a qualidade e quantidade de banana disponivel para
exportacdo e consumo local (Khan et al., 2001,
Anthony et al., 2004).

Para o controle da doenca vém sendo
utilizados tratamentos quimicos e praticas culturais,
com a finalidade de reduzir a quantidade de in6culo
no campo. Em pés-colheita, os fungicidas imazalil
tiabendazol estdo registrados para o uso, por meio
de imerséo ou pulverizacdo dos frutos e do engaco
(Brasil, 2010), associado ao sistema de embalagem
e transporte em condi¢cbes de refrigeracédo (Cordeiro
et al., 2005). Entretanto, a restricdo ao uso destes
produtos, devido a problemas de efeitos residuais,
espectro de agdo e resisténcia pelo patdégeno, tem
levado a procura de métodos alternativos de controle
tais como, uso de biofungicidas, extratos de plantas
e Oleos vegetais (Khan et al., 2001; Bastos &
Albuquerque, 2004; Thangavelu et al., 2004; Peres et
al., 2009), que minimizem o uso de fungicidas
convencionais (Anthony et al., 2004; Sponholz et al.,
2004; Silva et al., 2008).

Momordica charantia L. (Cucurbitaceae),
conhecida popularmente como meldo-de-séo-
caetano, é considerada planta daninha e medicinal.
Na medicina popular € utilizada no tratamento de
coceiras, sarnas e impinge (Lorenzi & Matos, 2002).
Na medicina tradicional vem sendo estudada para o
tratamento da diabete (Batran et al., 2006) e da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (Ng
etal., 1992). Recentemente, comecou a ser estudada
no controle de doencas de plantas (Celoto et al., 2008)
e nematoides (Batista et al., 1999).

Os objetivos do presente trabalho foram
avaliar os efeitos de extratos de Momordica charantia
sobre o crescimento micelial e a germinacdo de
conidios de Colletotrichum musae, e a eficiéncia
destes extratos no controle da antracnose, causada
por C. musae, em bananas.

MATERIAL E METODO

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia, da Faculdade de
Engenharia, da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” - UNESP, em Ilha Solteira, SP, no
periodo de janeiro a junho de 2005.

A partir de folhas e ramos secos de M.
charantia, coletados na regido de llha Solteira, SP,
foram obtidos os extratos aquoso e hidroetandlico,
como descrito por Celoto et al. (2008). Foi depositada
exsicata do material de M. charantia no Herbério de
llha Solteira/lUNESP, sob o nimero de registro 7510.
Os extratos metanolico e hidrometandlico foram

obtidos no Laboratério de Quimica Organica do
Instituto de Quimica, da Universidade Estadual
Paulista, em Araraquara, SP, pelo processo de
maceracdao das folhas e ramos, que permaneceram
em contato com o solvente por sete dias. Apés a
extracao, o solvente foi filtrado em papel pregueado,
concentrado em rotaevaporador até a obtencdo dos
extratos secos. Os extratos foram mantidos em
refrigerador a 10°C.

A partir de frutos de bananeira, oriundos de
supermercado do municipio de llha Solteira, SP, com
sintomas de antracnose, foi realizado isolamento
direto do fungo em meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA). Pelo aspecto da col6nia e dos esporos
obtidos o fungo foi identificado como C. musae. As
colénias obtidas foram preservadas em tubos de
ensaio com solucéo salina (Castellani, 1939) e
mantidas em refrigerador a 10°C.

Foram realizados dois ensaios in vitro para
avaliar o efeito dos extratos de M. charantia em
diferentes concentracdes, sobre o crescimento
micelial e a germinacao dos conidios de C. musae.
Aliquotas dos extratos foram adicionadas aos meios
BDA e Batata-Dextrose (BD) antes da autoclavagem
e vertidos em placas de Petri e frascos de vidro (347
mL) para as concentracdes finais de 5, 15, 25 e 50%
dos extratos aquoso ou hidroetandlico e de 1, 10,
100 e 1000 pug mL* dos extratos metandlico e
hidrometandlico. Foi utilizado o fungicida tiofanato
metilico, do grupo quimico dos benzimidazéis, como
um tratamento padrdo para comparagdo com 0s
tratamentos dos extratos, uma vez que 0 mesmo é
relatado como eficiente no controle de C. musae
(Ventura & Hinz, 2002). O tiofanato metilico foi
incorporado aos meios BDA e BD, fundentes, nas
concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 ung mL*. No
tratamento testemunha foi utilizado apenas meio BDA
e BD sem adicao de extrato ou fungicida. Cada placa
de Petri e frasco de vidro receberam um e dois discos
de 0,5 cm de didmetro, retirados da borda de coldnias
do fungo, respectivamente. Em seguida, as placas
foram incubadas em camara de crescimento a 25°C,
sob fotoperiodo de 12 h, e os frascos de vidro foram
mantidos em temperatura ambiente de 25 + 3°C, sob
fotoperiodo de 12 h e agitacdo constante em agitador
orbital (40 rpm). Apés seis dias, mediu-se o diametro
do crescimento micelial do fungo desenvolvido nas
placas de Petri e o peso seco do micélio do fungo
nos frascos de vidro.

Para o teste de germinacao, foi preparada
uma suspensao de conidios, com seis dias de idade,
calibrada em 4 x 10° esporos mL*. Em cada célula
da placa de Elisa (“Enzime-linked immunosorbent
assay”), foram colocadas 50 puL de suspenséo de
esporos e 50 pL de extrato ou fungicida, de modo a
obter as concentracbes desejadas. Essas placas
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foram incubadas por 48 horas em camara Umida a
25°C. No tratamento testemunha, foi adicionada agua
destilada esterilizada. Em microscopio 6tico realizou-
se a contagem de 100 esporos em cada célula,
considerando-se como esporo germinado aqueles que
apresentaram tubo germinativo igual ou maior que a
largura.

O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro repeticdes,
sendo cada parcela constituida por uma placa de Petri,
um frasco de vidro ou duas células da placa de Elisa.

A partir dos resultados obtidos foram
determinadas as percentagens de inibicbes do
crescimento micelial (PIC) e da germinacdo de
esporos (PIG) para cada tratamento, em relacéo ao
tratamento testemunha, conforme Celoto et al. (2008).
Em seguida, os dados foram submetidos a analise
de variancia pelo teste F, comparando-se as médias
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando
o software SAS (SAS Institute, 2002).

A concentragcéo efetiva para inibicdo do
crescimento micelial em 50% (EC, ) e a dose letal
para inibicdo de 50% da germinacdo dos esporos
(DL,,) foram estimadas por meio de regresséo linear.

No teste in vivo foram utilizados frutos de
bananeira da variedade Missouri colhidos no estadio
de maturagdo, com a casa ainda verde, na Fazenda
de Ensino e Pesquisa da FE/UNESP, no municipio
de Selviria, MS. Os frutos foram lavados em solucao
de hipoclorito de sédio 0,5% (v/v) e em &gua corrente.
Para a inoculacdo, em cada fruto foi realizado
ferimento superficial (0,5 cm de didmetro) e colocados
disco de 0,5 cm de diametro de BDA mais
crescimento flngico, retirados de col6nias do fungo.
Foram avaliados seis tratamentos: 1) extrato aquoso
sem dilui¢do; 2) extrato hidroetandlico sem dilui¢éo;
3) extrato metandlico a 1000 ug mL*; 4) extrato
hidrometandlico a 1000 ug mL; 5) tiofanato metilico
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a 1000 pg mL*e 6) testemunha adicional (sem
aplicacdo). As aplicacdes foram feitas 1, 24, 48 e 72
horas antes da inoculacédo e 24 e 48 horas ap0s a
inoculagdo. Apds as inoculagdes, os frutos foram
acondicionados em camara Umida por 48 horas e a
seguir, mantidos em condic¢des de laborat6rio (25 +
3°C), dispostos em prateleiras, inteiramente
casualizados, por 11 dias, até a maturagdo. As
avaliacbes foram efetuadas mediante ao
desenvolvimento da antracnose por meio de medidas
do didmetro das lesdes.

No ensaio in vivo os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial, com cinco
tratamentos e seis épocas de aplicacédo (1, 24,48 e
72 horas antes da inoculacao e 24 e 48 horas apés a
inoculacdo) e a testemunha adicional com quatro
repeti¢des, sendo cada repeti¢éo constituida por dois
frutos de bananeira.

RESULTADO E DISCUSSAO

De acordo com os resultados referentes ao
efeito dos extratos de M.charantia na inibicdo da
germinagdo de conidios e no crescimento micelial
de C. musae (Tabela 1), observa-se que o extrato
aquoso e o fungicida tiofanato metilico proporcionaram
100%, de inibicdo da germinacao dos conidios,
diferindo significativamente dos demais extratos. O
fungicida inibiu 100% do crescimento micelial do
patdgeno e o extrato aquoso 71%. O extrato aquoso
provavelmente apresentou menor efeito no
crescimento micelial devido a autoclavagem do
extrato. Celoto et al. (2008) observaram que extrato
aquoso de M. charantia ndo autoclavado, inibiu 91,6%
do crescimento micelial de C. gloeosporioides a 20%,
e 61,4% quando foi submetido a autoclavagem.

O ajuste das equacbes de regresséao foi
significativo para as diferentes concentracdes dos

TABELA 1. Médias das percentagens de inibicao do crescimento micelial (PIC), em meios sélido e liquido e da
germinacao de esporos (PIG) de Colletotrichum musae por extratos de Momordica charantia e tiofanato metilico.

Ilha Solteira, SP. 2005.

Tratamento e dose FIC PIG
Meio Sélido  Meio Liquido
Extrato Aquoso - 50" 71b 86b 100 &
Extrato Hidroetandlico - 50 65 c 8lc od
Extrato Metandlico - 10007 54 d 55 d 57b
Extrato Hidrometanélico - 10002 36e 44 e 42 ¢
Tiofanato Metilico - 1000° 100 a 97 a 100 a
CV (%) 1,13 2,69 234

! Valor da dose em %; 2 Valor da dose em pg mL?; * Médias seguidas por letras distintas, nas colunas, diferem entre si

(Tukey 5%).
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extratos de M. charantia, demonstrando o efeito linear
das concentragdes sobre a inibicdo do crescimento
micelial e germinacgéo de conidios de C. musae, ou
seja, com 0 aumento da concentragcdo dos extratos
foi verificada maior inibico do crescimento micelial e
da germinacdo de esporos (Tabela 2). Segundo
Thangavelu et al. (2004), o grau de inibicdo in vitro
esta diretamente correlacionado com a concentragao
de extratos de plantas em BDA. Ao testarem extratos
de Solanum torvum, em diferentes concentracfes
contra C. musae, os autores observaram inibic&o
micelial completa quando utilizaram as maiores
concentracdes de extratos (25 e 50%).

O fungicida tiofanato metilico inibiu
completamente o crescimento micelial e agerminacdo
de conidios de C. musae para todas as concentracfes
avaliadas (Tabela 2). Na classifica¢éo dos niveis de
toxidez para fungos, proposta por Edgington et al.
(1971), composto com EC,, < 1 pg mL* possuem
alta eficiéncia.

O extrato hidroetandlico apresentou valores
de EC_, sobre o crescimento micelial, em meio solido
e liquido, abaixo da menor concentragdo testada
(5%), porém nao apresentou efeito sobre a germinagéo
dos conidios do patdégeno (Tabela 2). Ao avaliar o
extrato aquoso, verificaram-se valores de EC,,
estimados em 23 e 13% sobre o crescimento micelial
em meio solido e liquido, respectivamente. O valor
da DL, sobre a inibicdo de germinacéo de esporos
de C. musae para o extrato aquoso foi estimado em
22%, confirmando a presenca de substancias com
atividade antifungica (Tabela 2).

Os resultados referentes ao efeito dos
extratos no controle da antracnose in vivo, estédo
apresentados na Tabela 3. Todos os tratamentos
diferiram significativamente da testemunha, indicando
a presencga de substancias antifungicas nos extratos
de M. charantia (Tabela 3). O tiofanato metilico
apresentou maior efeito na reducdo da antracnose
diferindo significativamente dos demais tratamentos.

TABELA 2. Equacéo de regressao linear (ERL), concentracdo efetiva para inibicdo de 50% do crescimento
micelial (EC,;), em meio BDA e BD, e dose letal para inibicdo de 50% da germinagéo dos conidios (DL,,) de

Colletotrichum musae. llha Solteira, SP, 2005.

Tratamentos Crescimento micelial
Germinagao de esporos
BDA BD

ERL R® ECso ERL R EGw ERL R® DLso
Aquoso y=100x+2507 063 23 y=123x+3375 071 13’ y=21% +217 090 22
Hidrometandlico y=0,32x+5035 083 <5 y=043x+6130 090 <5 ns . .
Metanélico y=005x+006 099 999° y=005x+339 095 932 y =003x+2699 069 767
Hidrometandlico y=004x-129 099 >1000° y=004x+017 099 >1000° y=003x+1725 0,53 >1000°
Tiofanato metilico ns - - ns - - ns - -

! Valores estimados a partir da equagéo de regressao linear, em %; 2 Valores estimados a partir da equacgdo de regressao
linear, em pg mL*; "™ N&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade; *Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 3. Média dos diametros das lesdes (cm), causadas por Colletotrichum musae em bananas da variedade
Missouri tratadas com extratos aquoso, alcodlico, metandlico e hidrometandlico de Momordica charantia e com
tiofanato metilico aos 11 dias ap0s a instalagao do experimento. Ilha Solteira, SP, 2005.

Aplicacdo doextrato antes da inoculagcio

Aplicagiao do extrato
apos ainoculacdo

Tratamentos - pg mL” Médias
72 h 48 h 24 h 1h 24 h 48 h
Aquoso 100’ 1,61 bA’ 2,21aA 0,88 cAB 0,85cC 1,44 bB 1,41 bAB 1,40 C
Hidroetandlico - 100" 190 aA 1,94aAB 1,18 bA 1,32 bB 1,30 bBC 1,24bB 1,48 BC
Metandlico - 1000° 1,73 aA 1,34 aC 0,60 bB 0,65 bC 1,58 aAB 1,74 aA 127D
Hidrometandlico - 1000° 157 bA  1,72abB 0,52cB 2,02aA 1,94abA 1,60bAB 156 B
Tiofanato Metilico - 10002 0,75 bcB 0,62 cD 0,61cB 0,62cC 1,07 bC 1,77 aA 090 E
Testemunha - - - - - - 302 A
CV (%) 11,16

! Valor da dose em %; 2 Valor da dose em g mL*; * Médias seguidas de mesma letra, mindscula na linha e maidscula
na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Rev. Bras. PI. Med., Botucatu, v.13, n.3, p.337-341, 2011.



Ao avaliar os tratamentos observa-se que 0s
melhores periodos de aplicacdo foram 1 e 24 h antes
da inoculagéo do fungo, proporcionando os maiores
efeitos na reducéo da antracnose, confirmando a acéo
protetora dos extratos e do tiofanato metilico. O
tiofanato metilico inibiu mais de 80% do didmetro das
lesdes, em relagao a testemunha, quando aplicado 1
e 24 h antes da inoculagdo do fungo. O extrato
metandlico proporcionou redugéo da antracnose igual
ao fungicida, quando aplicado 1 e 24 h antes da
inoculacdo do fungo, reduzindo 79 e 83%,
respectivamente, o didmetro das lesbes. Nestes
mesmos intervalos de aplicagdo o extrato aquoso
também apresentou reducéo significativa da
antracnose, com mais de 70% do didmetro das lesdes,
iguail ao tiofanato metilico e ao extrato metandlico.

A utilizacdo dos extratos de M. charantia abre
uma nova perspectiva de controle alternativo de fungos
fitopatogénicos, especialmente a antracnose da
banana, pois a presenc¢a de substancias antifungicas
nos extratos desta planta foi confirmada no presente
trabalho. Portanto, mais estudos necessitam ser
realizados, como a determinacao da(s) substancia(s)
antifingica(s) presente(s), a demonstragdo da
eficiéncia dos extratos no controle da doenga em
condicdes de campo, a adequacao da producéo de
extrato e a formulag&o do extrato para uso em larga
escala, as doses a serem utilizadas e a determinagéo
datoxicologia dos extratos ao ambiente e ao homem.
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