_ .
nsier I

CONTROLE DE Sclerotinia sclerotiorum E Fusarium sp. COM OLEO
ESSENCIAL DE MELALEUCA

Gerusa Pauli Kist Steffen®, Joseila Maldaner!, Ricardo Bemfica Steffen?, Evandro
Luiz Missio!, Ricardo Mezzomo®

'pesquisador(a) Doutor(a) - Centro de Pesquisa em Florestas (DDPA/SEAPDR),
Santa Maria, Rio Grande do Sul — ge.pauli@yahoo.com.br
’Pés-doutorado em Ciéncia do Solo pela Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, Rio Grande do Sul
3Doutorado em Engenharia Florestal pela Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, Rio Grande do Sul

Recebido em: 04/10/2019 — Aprovado em: 30/11/2019 — Publicado em: 15/12/2019
DOIl: 10.18677/EnciBio_2019B14

RESUMO

Melaleuca alternifolia € uma espécie florestal originaria da Australia, com
abundante presenca de Oleo essencial de interesse econdmico devido as
reconhecidas propriedades bactericida e antifingica contra patégenos humanos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de concentracfes do 6leo essencial de
melaleuca sobre o crescimento in vitro de Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium sp,
fitopatdbgenos de relevante importancia agricola. Concentracfes crescentes de
0leo essencial de melaleuca (0; 0,1; 0,25; 0,5%) foram solubilizadas em meio de
cultura batata-dextrose-agar. Os meios foram vertidos em placas de Petri (90 mm
de didmetro), seguido da deposicdo de um disco de micélio fungico (9 mm de
didametro) dos fitopatégenos avaliados. As placas foram incubadas em temperatura
de 25+1 °C e fotoperiodo de 12 horas. O crescimento micelial foi avaliado através
da determinacéo do diametro médio das col6nias com auxilio de paquimetro digital,
decorridas 72 e 96 horas de incubacdo. A partir dos dados de crescimento,
determinou-se a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial. O 06leo
essencial de melaleuca apresentou efeito antifingico aos fitopatdgenos S.
slerotiorum e Fusarium sp. As concentracbes de 0,5% promoveram 100% de
inibicdo do crescimento de ambos os géneros fungicos. Considerando o0s
resultados obtidos neste trabalho, o 0leo essencial de melaleuca demonstrou
potencial para composicéo de bioprodutos destinados ao uso agricola.
PALAVRAS-CHAVE: Atividade antifangica, Melaleuca alternifolia, Metabolitos
secundarios.
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CONTROL OF Sclerotinia sclerotiorum AND Fusarium sp. WITH MELALEUCA
ESSENTIAL OIL

ABSTRACT

Melaleuca alternifolia is a forest species from Australia, with abundant presence of
essential oil with economic interest due to the recognized bactericidal and
antifungal properties against human pathogens. The objective of this article was to
evaluate the effect of melaleuca essential oil concentrations on the in vitro growth
of Sclerotinia sclerotiorum and Fusarium sp., phytopathogens of relevant
agricultural importance. Increasing concentrations of M. alternifolia essential oil
(0.1; 0.25; 0.5%) were solubilized in potato-dextrose-agar culture medium. The
culture medium were poured into Petri dishes (90 mm diameter), followed by the
deposition of a fungal mycelium disc (9 mm diameter) of the phytopathogens. Petri
dishes were incubated at 25+1 °C and photoperiod of 12 hours. Mycelial growth
was evaluated by determining the average diameter of the colonies with the aid of
a digital caliper after 72 and 96 hours of incubation. The percentage inhibition was
determined from the growth data. Melaleuca essential oil showed antifungal effect
to S. slerotiorum and Fusarium sp. Concentrations of 0.5% promoted 100% growth
inhibition of both fungal genera. Considering the results obtained in this study, the
melaleuca essential oil showed potential for the composition of bioproducts for
agricultural use.

KEYWORDS: Antifungal activity, Melaleuca alternifolia, Secondary metabolites.

INTRODUCAO

A simplificacdo da diversidade vegetal em ambientes agricolas impacta de forma
negativa a biodiversidade microbiolégica do solo, causando desequilibrio nas
cadeias alimentares das outras formas de vida que habitam o mesmo
agrossistema. O surgimento de pragas é um reflexo direto de desequilibrios
provocados pelos monocultivos, especialmente naqueles que né&o utilizam
sistemas de rotacdo de culturas. O uso continuo e intensivo de pesticidas na
agricultura € mais um fator que interfere negativamente sobre o ambiente, pois
embora apresente efeito imediato sobre a reducéo da populacdo de pragas nos
cultivos, possui efeitos negativos a meédio e longo prazo (MOORMAN, 2018;
BOUDH ; SINGH, 2019; JAISWAL et al., 2019). Isto porque a maioria dos
agrotoxicos atua nao somente nos organismos alvo, mas também sobre
organismos benéficos que atuam naturalmente no controle biolégico de pragas.
N&o obstante, o uso excessivo do controle quimico tem levado ao surgimento de
varias formas de resisténcia em insetos, fungos fitopatogénicos e plantas
invasoras, 0 que induz o aumento do numero de aplicacdes de diferentes tipos de
agroquimicos, elevando os custos de produgdo e promovendo contaminagdo do
solo, da agua, do homem e dos animais (BURIGO, 2016; LOPES ;
ALBUQUERQUE, 2018).

Diante desta preocupante realidade, verifica-se um interesse crescente por parte
da sociedade e dos setores ligados a agricultura, pela adocdo de estratégias e
tecnologias alternativas para o manejo de pragas, que além de eficientes, sejam
tecnicamente viaveis e ambientalmente seguras (RIBEIRO et al., 2016; SOUZA et
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al.,, 2018; NICOLODI-CAMERA et al.,, 2018). Dentre as alternativas que tem
conquistado destaque no cenario mundial, o0 uso de moléculas naturais extraidas
de plantas bioativas vem demonstrando resultados promissores (MAIA et al.,
2015).

Oleos essenciais de espécies vegetais sdo utilizados ha décadas no
controle alternativo de microrganismos patogénicos (POWERS et al., 2018). Sdo
formados por misturas complexas de compostos volateis, sendo constituidos
majoritariamente por terpenos ou seus derivados (FELIPE ; BICAS, 2017), que
apresentam reconhecida atividade antimicrobiana (MARTINO et al., 2015; LUTFI ;
ROQUE, 2014). Os compostos volateis presentes nos 6leos essenciais podem
atuar na mortalidade ou repeléncia de insetos, dificultando sua alimentagdo ou
reproducdo, além de impedir a proliferagcdo de fungos prejudiciais e controlar a
germinacgdo e crescimento de ervas daninhas competidoras (PETERS, 2016). O
fato de apresentarem atividades fungistéatica, inseticida e herbicida torna os Oleos
essenciais objeto de interessante investigacao e aplicacdo nos diversos setores da
agropecuaria.

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary e espécies do complexo Fusarium

Link ex Grey representam importantes fitopatdgenos responsaveis por perdas
significativas em variados cultivos agricolas (TAYLOR et al.,, 2018). A doenca
conhecida como mofo branco, podridao branca ou podriddo da haste de sclerotinia
€ causada pelo fungo S. sclerotiorum, um patdgeno inespecifico capaz de infectar
mais de 400 espécies vegetais, com destaque para os cultivos de soja, feijao,
fumo, girassol, canola, ervilha, bata e tomate (LEITE, 2005). Este fitopatégeno de
dificil controle no solo ocorre em diversos paises, principalmente em regides de
clima temperado e subtropical (BIANCHINI et al., 2005). Da mesma forma,
espécies do género Fusarium sdo associadas a doencas de importancia agricola,
tais como: murcha-de-fusario em soja, tomate e feijdo, podridao-radicular-
vermelha em soja, mal-do-panama em bananeira, podriddo do caule em café e
podridao-de-fusario em citros (MICHEREFF et al., 2005), causando reduc¢do no
percentual de emergéncia e tombamento de plantulas (MIGLIORINI et al., 2018).
A atividade antimicrobiana observada em diferentes 06leos essenciais esta
relacionada a determinados constituintes, tais como monoterpenos, compostos
fendlicos e terpenoides, sendo o potencial fungicida dependente das
concentracdes testadas (MAIA et al., 2015). A Melaleuca alternifolia Cheel é uma
espécie aromatica pertencente a familia Myrtaceae, comumente conhecida como
“arvore de cha” (Tea tree) originaria da Austrdlia, e com grande interesse
econbmico devido a presenca de Oleo volatii armazenado no tecido foliar
(MARTINS et al.,, 2011). Seu Oleo essencial apresenta grande importancia
medicinal, pois possui comprovada acdo bactericida e antifungica contra
patogenos humanos (HAMMER et al., 2004; PACKER ; LUZ, 2007; POWERS et
al., 2018).

Seu uso para finalidades agricolas ainda € pouco explorado, embora alguns
estudos ja tenham comprovado a acgéo fungicida do 6leo essencial de melaleuca
contra fitopatégenos (BARBOSA et al., 2015, FIALHO et al., 2015; SOUZA et al.,
2015). Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de concentracbes do
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6leo essencial de melaleuca sobre o crescimento in vitro de Sclerotinia
sclerotiorum e Fusarium sp.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados cinco tratamentos e quatro repeti¢cdes: controle (Agua destilada);
controle alcool; 0,1; 0,25; e 0,5% (v/v) do 6leo essencial de melaleuca diluido em
alcool. Para possibilitar a completa solubilizacdo do 6leo no meio de cultura,
realizou-se diluicdo em alcool etilico 99% (1:1 - v/v) antes da composicdo dos
tratamentos. O controle alcool foi estabelecido com a maior concentracdo de
alcool utilizada na diluicdo, a fim de se descartar o efeito deste componente nos
tratamentos.

O oleo essencial de M. alternifolia utilizado neste estudo foi fornecido pela
Empresa Vimontti — AgroindUstria Sdo0 Caetano Ltda®, extraido pelo método de
arraste a vapor. A analise da caracterizacdo dos compostos do Oleo essencial foi
realizada por cromatografia gasosa na central de analises do Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, RS.

As solucdes dos respectivos tratamentos foram adicionadas ao meio de
cultura batata-dextrose-agua (BDA) ainda liquido, apdés o processo de
esterilizacdo (25 minutos a 120°C e 1 ATM). Ap6és homogeneizacdo das
concentracdes do Oleo essencial ao meio de cultura, estes foram vertidos em
placas de Petri (90 mm de diametro). Decorrida a solidificagdo do meio de cultura,
discos de BDA (9 mm de didametro) contendo micélio fungico dos fitopatégenos
com sete dias de crescimento foram depositados no centro das placas de Petri, as
guais foram incubadas a temperatura de 25+1°C e fotoperiodo de 12 horas,
durante 96 horas. Os isolados fitopatogénicos de S. sclerotiorum e Fusarium sp.
(isolados T1R3 e T4R3) foram fornecidos pelo Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Santa Maria, RS.

As avaliagdes consistiram em medi¢cdes do diametro das colonias com
auxilio de paquimetro digital, decorridas 72 horas apds a incubacao e finalizadas
apos 96 horas, quando as coldnias fungicas do tratamento controle atingiram toda
a superficie do meio de cultura. A partir dos dados de crescimento, determinou-se
a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial através da férmula: PICM =
[(DTT - DT) /DTA] x 100, onde: PICM = porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial, DTT = didmetro no tratamento testemunha; DT= diametro do tratamento;
DTA = didametro no tratamento avaliado. Os dados obtidos foram comparados pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro com auxilio do software SISVAR
(FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram identificados 26 compostos no Oleo essencial de M. alternifolia
(Tabela 1). A composi¢cado e concentracdo dos compostos obtidos corroboram com
os descritos na literatura referentes a composi¢cdo de 6leos essenciais extraidos
de plantas do género Melaleuca (POWERS et al., 2018).
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TABELA 1 — Composic¢éao do 6leo de Melaleuca alternifolia. Santa Maria — RS,
20109.

Composto % Relativa* Composto % Relativa
Terpienen-4-ol 36,02 o-tujeno 0,74
y-terpineno 18,69 o-felandreno 0,69
4-careno 10,08 Mirceno 0,58
o-terpineno 6,43 B-pineno 0,54
1,8-cineol 4,16 Epi-biciclosesquifelandreno 0,46
0-cineno 3,46 a-gurjuneno 0,40
a-terpineol 3,06 Cariofileno 0,39
O-pineno 1,94 Ledol 0,38
B-terpineno 1,81 a-selineno 0,22
o-cadineno 1,56 Espatulenol 0,20
ledeno 1,53 Epiglobulol 0,20
Aromadendreno 1,31 B-cadineno 0,19
Globulol 1,24 Copaeno 0,14

*Teor do composto em relagdo ao total identificado.

O d6leo essencial de melaleuca apresentou acgdo antifungica sobre o
crescimento in vitro de S. sclerotiorum e Fusarium spp., inibindo totalmente o
desenvolvimento do micélio de ambos os fitopatdgenos na concentracdo de 0,5%
(Tabela 2).

Recente estudo comprovou a eficacia do Oleo essencial de M. alternifolia

em inibir o crescimento de alguns microrganismos patogénicos a humanos,
incluindo Escherichia coli Escherich, Staphylococcus aureus Rosenbach,
Pseudomonas aeruginosa Schroeter, Penicillium italicum Wehmer e Penicillium
digitatum Sacc (ZHANG et al., 2018).
No que se refere a patdbgenos que causam danos em cultivos agricolas, Barbosa
et al. (2015) observaram que 50 pL.L™ do 6leo essencial de melaleuca foi efetivo
no controle de Colletotrichum musae B. & M.A.C. Souza et al. (2015) reportaram
reducdo de 99% do crescimento micelial de Cercospora beticola Sacc. com 0 uso
de 1% de oleo essencial de melaleuca. Avaliando o efeito de controle in vitro do
6leo de melaleuca sobre Botrytis cinérea Pers. e Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Fr.)
Vuill, patégenos de importancia pds-colheita, Shao et al. (2013) observaram alta
atividade contra a germinacdo de esporos e o crescimento micelial de ambos os
microrganismos. Reducdo do crescimento micelial de Fusarium graminearum
Schw., F. culmorum (Wm.G.Sm.) Sacc. e Pyrenophora graminea S. Ito & Kurib.
também foi verificado por Terzi et al. (2007), utilizando concentracdes de 6leo
essencial de melaleuca a partir de 0,25 a 5%.
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TABELA 2 — Diametro médio da colonia (mm) de Sclerotinia sclerotiorum e dois
isolados de Fusarium sp. em meio de cultura contendo diferentes concentragbes
do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia apdés 72 e 96 horas de incubagéo.
Santa Maria — RS, 2019.

Diametro médio da colénia (mm) apos 72 hs

_ Fusarium sp.
Tratamentos S. sclerotiorum

T1R3 T4R3
Controle 58,84 d* 42,82 e 33,72 d
Controle alcool 51,49 ¢ 36,83 d 33,35d
0,1 % 14,03 b 23,84 c 25,09 ¢
0,25% 9a 15,01 b 14,16 b
0,5% 9a 9a 9a
CV (%)** 6,36 6,42 3,71

Diametro meédio da colbnia (mm) apos 96 hs

Fusarium sp.

Tratamentos S. sclerotiorum

T1R3 T4R3
Controle 85c 69,85 d 47,84 d
Controle alcool 85c 60,29 d 46,66 d
0,1 % 42,64 b 37,66 c 35,18 ¢
0,25% 9a 27,31 b 21,38 b
0,5% 9a 9a 9a
CV (%) 3,93 11,23 6,47

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
**Coeficiente de variacao.

Neste trabalho, foram observadas diferencas significativas das
concentracdes do 6leo essencial de melaleuca avaliadas sobre o percentual de
inibicdo de ambos os géneros de fitopatdgenos. Para S. sclerotiorum, as
concentracdes de 0,25 e 0,5% controlaram 100% o crescimento fangico (Tabela 3),
demonstrando potencial para uso agricola.

Observou-se que a adicdo de 4&lcool, necesséria para promover a
solubilizacdo do 6leo essencial no meio de cultura, também apresentou efeito de
inibicdo de S. sclerotiorum e de um dos isolados de Fusarium sp. No entanto, o
efeito inibitério do 6leo de melaleuca foi significativamente superior para todos os
isolados avaliados, mesmo na menor concentracao (0,1%) (Tabela 3).

Evidenciou-se comportamento semelhante de ambos os isolados de
Fusarium sp. em relagdo ao crescimento na presenca das diferentes
concentracdes de 6leo essencial de melaleuca, sendo que o percentual de inibicao
foi crescente com 0 aumento das doses avaliadas (Tabela 3). Os resultados deste
estudo corroboram com informacdes descritas na literatura. Packer e Luz (2007)
observaram atividade bacteriostatica e fungistatica do 6leo de melaleuca frente
aos microrganismos Staphylococcus aureus Rosenbach (ATCC 6538), Escherichia
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coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa Schroeter (ATCC 9027) e Candida
albicans Berkhout, destacando-se em relacdo aos 6leos de copaiba, alecrim,
andiroba e alho.

TABELA 3 — Percentual de inibigdo de crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum e dois isolados de Fusarium sp. em meio de cultura contendo
diferentes concentragdes do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia apos 96
horas de incubacdo. Santa Maria — RS, 2019.

Tratamentos S. sclerotiorum Fusarium sp.
T1R3 TAR3
Controle alcool Oc* 10,96 d 3,03d
0,1% 55,73 b 52,11 ¢c 32,59 ¢c
0,25% 100 a 69,40 b 68,12 b
0,5% 100 a 100 a 100 a
CV (%)** 3,64 11,73 5,98

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
**Coeficiente de variagéo.

As distintas atividades biologicas associadas aos Oleos essenciais
dependem da composi¢cdo, da concentracdo dos principais componentes e das
possiveis interacdes sinérgicas com componentes menores (POWERS et al.,
2018). Os odleos essenciais das plantas pertencentes a familia Myrtaceae, a
exemplo da melaleuca, goiabeira (Psidium guajava L.), goiaba-serrana (Acca
sellowiana O. Berg.) e das diversas espécies do género Eucalyptus, apresentam
uma classe de metabdlitos secundarios volateis farmacologicamente e
toxicologicamente eficazes, os quais sédo formados principalmente por terpenos e
compostos aromaticos (NOURI-GANBALANI et al., 2016).

Em trabalho realizado por Powers et al. (2018), foram apresentados 0s
componentes majoritarios de 60 espécies bioativas, dentre elas M. alternifolia.
Segundo os autores, o 6leo essencial de melaleuca apresenta terpinen-4-ol
(47,5%), y-terpinene (20,2%) e a-terpinene (8,6%). Estes compostos denominados
de terpenos e seus derivados possuem comprovado efeito antimicrobiano (LUTFI ;
ROQUE, 2014; MARTINO et al., 2015), o que explica os resultados observados no
presente trabalho, quanto ao controle dos fitopatdbgenos pela adicdo de 6leo
essencial de melaleuca.

A natureza lipossoluvel dos 6leos essenciais possibilita a interagdo com
estruturas celulares que possuem constituicdo lipidica, resultando no aumento da
permeabilidade das membranas e consequente desequilibrio eletrolitico e morte
celular (CAVALCANTI et al., 2011). A danificacdo da membrana citoplasmatica
das lipoproteinas provoca vazamento citoplasmatico, bem como esvaziamento e
murcha das hifas (SANTOS et al., 2013; MAIA et al., 2015). Hammer et al. (2004)
avaliaram a atividade antifungica do 6leo essencial de M. alternifolia sobre
Candida albicans, Candida glabrata (Anderson) Meyer & Yarrow e Saccharomyces
cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen. Os autores observaram alteracdo da
permeabilidade e da fluidez da membrana entre as concentragdes 0,25% e 1,0%
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do Oleo de melaleuca, sugerindo acdo antifingica pelo comprometimento das
funcdes e alteracdo das propriedades da membrana. Phongpaichit et al. (2004)
analisaram a morfologia celular de culturas fungicas através de microscopia
eletrbnica de varredura, e observaram ocorréncia de colapso e desnaturacdo
celular apds exposicdo a extratos de produtos naturais. Considerando estas
evidéncias, é provavel que o mecanismo de acdo dos Oleos essenciais frente a
microrganismos esteja relacionado com alteracdo da permeabilidade da
membrana citoplasmatica, cuja resultante é a morte celular.

Andlises de cromatografia em O6leo essencial de melaleuca indicam
terpenoides oxigenados como 0s principais componentes, dentre eles o terpinen-
4-ol é o mais efetivo, estando presente entre 30 a 40% da composicdo (CARSON
et al.,, 2006). O Terpinen-4-ol € o componente que detém a principal atividade
antimicrobiana do 6leo de melaleuca, pois induz perda da membrana, interferindo
na integridade e fisiologia bacteriana (OLIVEIRA et al., 2011).

Para otimizar a atividade antimicrobiana, a norma internacional ISO 4730
requer dois componentes caracteristicos do 6leo comercial de melaleuca e o
quimiotipo de terpinen-4-ol deve ter um teor minimo de terpinen-4-ol de 30% e um
teor maximo de 1,8-cineol de 15%. Yu et al. (2015) confirmaram que terpinen-4-ol
e 1,8-cineol, constituintes majoritarios do 6leo essencial de melaleuca, atuam
principalmente nas membranas celulares e organelas de Botrytis cinerea (De Bary)
Whetzel, respectivamente, e quando combinados sdo semelhantes ao Oleo
essencial de melaleuca na atividade antifiingica. Esses resultados vao ao encontro
dos resultados obtidos neste trabalho, auxiliando na compreensao do modo de
atuacdo do dleo de melaleuca no controle de fitopatdgenos e confirmando o
potencial deste componente natural para a composicdo de bioprodutos com
aplicacéo na agricultura.

CONCLUSAO

O o6leo essencial de Melaleuca alternifolia apresenta acao antifingica sobre
Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium sp.

A concentracdo de 0,25% do 6leo de melaleuca proporcionou 100% de
controle de S. sclerotiorum e aproximadamente 70% de controle dos isolados do
género Fusarium em condigdes in vitro.

O crescimento de S. sclerotiorum e Fusarium sp. foi inibido na concentracéo
de 0,5% do o6leo essencial de melaleuca, o que demonstra o potencial da espécie
para a formulacdo de biofungicidas destinados a agricultura.
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