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RESUMO
Melaleuca alternifolia é uma espécie florestal originária da Austrália, com
abundante presença de óleo essencial de interesse econômico devido às
reconhecidas propriedades bactericida e antifúngica contra patógenos humanos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de concentrações do óleo essencial de
melaleuca sobre o crescimento in vitro de Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium sp,
fitopatógenos de relevante importância agrícola. Concentrações crescentes de
óleo essencial de melaleuca (0; 0,1; 0,25; 0,5%) foram solubilizadas em meio de
cultura batata-dextrose-ágar. Os meios foram vertidos em placas de Petri (90 mm
de diâmetro), seguido da deposição de um disco de micélio fúngico (9 mm de
diâmetro) dos fitopatógenos avaliados. As placas foram incubadas em temperatura
de 25±1 °C e fotoperíodo de 12 horas. O crescimento micelial foi avaliado através
da determinação do diâmetro médio das colônias com auxílio de paquímetro digital,
decorridas 72 e 96 horas de incubação. A partir dos dados de crescimento,
determinou-se a porcentagem de inibição do crescimento micelial. O óleo
essencial de melaleuca apresentou efeito antifúngico aos fitopatógenos S.
slerotiorum e Fusarium sp. As concentrações de 0,5% promoveram 100% de
inibição do crescimento de ambos os gêneros fúngicos. Considerando os
resultados obtidos neste trabalho, o óleo essencial de melaleuca demonstrou
potencial para composição de bioprodutos destinados ao uso agrícola.
PALAVRAS-CHAVE: Atividade antifúngica, Melaleuca alternifolia, Metabólitos
secundários.
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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.

INTRODUÇÃO
A simplificação da diversidade vegetal em ambientes agrícolas impacta de forma
negativa a biodiversidade microbiológica do solo, causando desequilíbrio nas
cadeias alimentares das outras formas de vida que habitam o mesmo
agrossistema. O surgimento de pragas é um reflexo direto de desequilíbrios
provocados pelos monocultivos, especialmente naqueles que não utilizam
sistemas de rotação de culturas. O uso contínuo e intensivo de pesticidas na
agricultura é mais um fator que interfere negativamente sobre o ambiente, pois
embora apresente efeito imediato sobre a redução da população de pragas nos
cultivos, possui efeitos negativos a médio e longo prazo (MOORMAN, 2018;
BOUDH ; SINGH, 2019; JAISWAL et al., 2019). Isto porque a maioria dos
agrotóxicos atua não somente nos organismos alvo, mas também sobre
organismos benéficos que atuam naturalmente no controle biológico de pragas.
Não obstante, o uso excessivo do controle químico tem levado ao surgimento de
várias formas de resistência em insetos, fungos fitopatogênicos e plantas
invasoras, o que induz o aumento do número de aplicações de diferentes tipos de
agroquímicos, elevando os custos de produção e promovendo contaminação do
solo, da água, 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 à agricultura, pela adoção de estratégias e
tecnologias alternativas para o manejo de pragas, que além de eficientes, sejam
tecnicamente viáveis 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 cenário mundial, o uso de moléculas naturais extraídas
de plantas bioativas vem demonstrando resultados promissores (MAIA et al.,
2015).

Óleos essenciais de espécies vegetais são utilizados há décadas no
controle alternativo de microrganismos patogênicos (POWERS et al., 2018). São
formados por misturas complexas de compostos voláteis, sendo constituídos
majoritariamente por terpenos ou seus derivados (FELIPE ; BICAS, 2017), que
apresentam reconhecida atividade antimicrobiana (MARTINO et al., 2015; LUTFI ;
ROQUE, 2014). Os compostos voláteis presentes nos óleos essenciais podem
atuar na mortalidade ou repelência de insetos, dificultando sua alimentação ou
reprodução, além de impedir a proliferação de fungos prejudiciais e controlar a
germinação e crescimento de ervas daninhas competidoras (PETERS, 2016). O
fato de apresentarem atividades fungistática, inseticida e herbicida torna os óleos
essenciais objeto de interessante investigação e aplicação nos diversos setores da
agropecuária.

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary e espécies do complexo Fusarium
Link ex Grey representam importantes fitopatógenos responsáveis por perdas
significativas em variados cultivos agrícolas (TAYLOR et al., 2018). A doença
conhecida como mofo branco, podridão branca ou podridão da haste de sclerotinia
é causada pelo fungo S. sclerotiorum, um patógeno inespecífico capaz de infectar
mais de 400 espécies vegetais, com destaque para os cultivos de soja, feijão,
fumo, girassol, canola, ervilha, bata e tomate (LEITE, 2005). Este fitopatógeno de
difícil controle no solo ocorre em diversos países, principalmente em regiões de
clima temperado e subtropical (BIANCHINI et al., 2005). Da mesma forma,
espécies do gênero Fusarium são associadas a doenças de importância agrícola,
tais como: murcha-de-fusário em soja, tomate e feijão, podridão-radicular-
vermelha em soja, mal-do-panamá em bananeira, podridão do caule em café e
podridão-de-fusário em citros (MICHEREFF et al., 2005), causando redução no
percentual de emergência e tombamento de plântulas (MIGLIORINI et al., 2018).
A atividade antimicrobiana observada em diferentes óleos essenciais está
relacionada a determinados constituintes, tais como monoterpenos, compostos
fenólicos e terpenoides, sendo o potencial fungicida dependente das
concentrações testadas (MAIA et al., 2015). A Melaleuca alternifolia Cheel é uma
espécie aromática pertencente à família Myrtaceae, comumente conhecida como
“árvore de chá” (Tea tree) originária da Austrália, e com grande interesse
econômico devido à presença de óleo volátil armazenado no tecido foliar
(MARTINS et al., 2011). Seu óleo essencial apresenta grande importância
medicinal, pois possui comprovada ação bactericida e antifúngica contra
patógenos humanos (HAMMER et al., 2004; PACKER ; LUZ, 2007; POWERS et
al., 2018).

Seu uso para finalidades agrícolas ainda é pouco explorado, embora alguns
estudos já tenham comprovado a ação fungicida do óleo essencial de melaleuca
contra fitopatógenos (BARBOSA et al., 2015, FIALHO et al., 2015; SOUZA et al.,
2015). Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de concentrações do
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óleo essencial de melaleuca sobre o crescimento in vitro de Sclerotinia
sclerotiorum e Fusarium sp.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram avaliados cinco tratamentos e quatro repetições: controle (água destilada);
controle álcool; 0,1; 0,25; e 0,5% (v/v) do óleo essencial de melaleuca diluído em
álcool. Para possibilitar a completa solubilização do óleo no meio de cultura,
realizou-se diluição em álcool etílico 99% (1:1 - v/v) antes da composição dos
tratamentos. O controle álcool foi estabelecido com a maior concentração de
álcool utilizada na diluição, a fim de se descartar o efeito deste componente nos
tratamentos.

O óleo essencial de M. alternifolia utilizado neste estudo foi fornecido pela
Empresa Vimontti – Agroindústria São Caetano Ltda®, extraído pelo método de
arraste a vapor. A análise da caracterização dos compostos do óleo essencial foi
realizada por cromatografia gasosa na central de análises do Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, RS.

As soluções dos respectivos tratamentos foram adicionadas ao meio de
cultura batata-dextrose-água (BDA) ainda líquido, após o processo de
esterilização (25 minutos a 120ºC e 1 ATM). Após homogeneização das
concentrações do óleo essencial ao meio de cultura, estes foram vertidos em
placas de Petri (90 mm de diâmetro). Decorrida a solidificação do meio de cultura,
discos de BDA (9 mm de diâmetro) contendo micélio fúngico dos fitopatógenos
com sete dias de crescimento foram depositados no centro das placas de Petri, as
quais foram incubadas à temperatura de 25±1ºC e fotoperíodo de 12 horas,
durante 96 horas. Os isolados fitopatogênicos de S. sclerotiorum e Fusarium sp.
(isolados T1R3 e T4R3) foram fornecidos pelo Laboratório de Fitopatologia da
Universidade Federal de Santa Maria, RS.

As avaliações consistiram em medições do diâmetro das colônias com
auxílio de paquímetro digital, decorridas 72 horas após a incubação e finalizadas
após 96 horas, quando as colônias fúngicas do tratamento controle atingiram toda
a superfície do meio de cultura. A partir dos dados de crescimento, determinou-se
a porcentagem de inibição do crescimento micelial através da fórmula: PICM =
[(DTT - DT) /DTA] x 100, onde: PICM = porcentagem de inibição do crescimento
micelial, DTT = diâmetro no tratamento testemunha; DT= diâmetro do tratamento;
DTA = diâmetro no tratamento avaliado. Os dados obtidos foram comparados pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro com auxílio do software SISVAR
(FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Foram identificados 26 compostos no óleo essencial de M. alternifolia

(Tabela 1). A composição e concentração dos compostos obtidos corroboram com
os descritos na literatura referentes à composição de óleos essenciais extraídos
de plantas do gênero Melaleuca (POWERS et al., 2018).
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TABELA 1 – Composição do óleo de Melaleuca alternifolia. Santa Maria – RS,
2019.

Composto % Relativa* Composto % Relativa
Terpienen-4-ol 36,02 α-tujeno 0,74

γ-terpineno 18,69 α-felandreno 0,69
4-careno 10,08 Mirceno 0,58

δ-terpineno 6,43 β-pineno 0,54
1,8-cineol 4,16 Epi-biciclosesquifelandreno 0,46
0-cineno 3,46 α-gurjuneno 0,40

α-terpineol 3,06 Cariofileno 0,39
α-pineno 1,94 Ledol 0,38

β-terpineno 1,81 α-selineno 0,22
δ-cadineno 1,56 Espatulenol 0,20

ledeno 1,53 Epiglobulol 0,20
Aromadendreno 1,31 β-cadineno 0,19

Globulol 1,24 Copaeno 0,14
*Teor do composto em relação ao total identificado.

O óleo essencial de melaleuca apresentou ação antifúngica sobre o
crescimento in vitro de S. sclerotiorum e Fusarium spp., inibindo totalmente o
desenvolvimento do micélio de ambos os fitopatógenos na concentração de 0,5%
(Tabela 2).

Recente estudo comprovou a eficácia do óleo essencial de M. alternifolia
em inibir o crescimento de alguns microrganismos patogênicos 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 patógenos que causam danos em cultivos agrícolas, Barbosa
et al. (2015) observaram que 50 μL.L-1 do óleo essencial de melaleuca foi efetivo
no controle de Colletotrichum musae B. & M.A.C. Souza et al. (2015) reportaram
redução de 99% do crescimento micelial de Cercospora beticola Sacc. com o uso
de 1% de óleo essencial de melaleuca. Avaliando o efeito de controle in vitro do
óleo de melaleuca sobre Botrytis cinérea Pers. e Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Fr.)
Vuill, patógenos de importância pós-colheita, Shao et al. (2013) observaram alta
atividade contra a germinação de esporos e o crescimento micelial de ambos os
microrganismos. Redução 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 concentrações de óleo
essencial de melaleuca a partir de 0,25 a 5%.
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TABELA 2 – Diâmetro médio da colônia (mm) de Sclerotinia sclerotiorum e dois
isolados de Fusarium sp. em meio de cultura contendo diferentes concentrações
do óleo essencial de Melaleuca alternifolia após 72 e 96 horas de incubação.
Santa Maria – RS, 2019.

Diâmetro médio da colônia (mm) após 72 hs
Fusarium sp.

Tratamentos S. sclerotiorum
T1R3 T4R3

Controle 58,84 d* 42,82 e 33,72 d
Controle álcool 51,49 c 36,83 d 33,35 d

0,1 % 14,03 b 23,84 c 25,09 c
0,25% 9 a 15,01 b 14,16 b
0,5% 9 a 9 a 9 a

CV (%)** 6,36 6,42 3,71

Diâmetro médio da colônia (mm) após 96 hs
Fusarium sp.

Tratamentos S. sclerotiorum
T1R3 T4R3

Controle 85 c 69,85 d 47,84 d
Controle álcool 85 c 60,29 d 46,66 d

0,1 % 42,64 b 37,66 c 35,18 c
0,25% 9 a 27,31 b 21,38 b
0,5% 9 a 9 a 9 a

CV (%) 3,93 11,23 6,47
*Médias seguidas de letras iguais nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
**Coeficiente de variação.

Neste trabalho, foram observadas diferenças significativas das
concentrações do óleo essencial de melaleuca avaliadas sobre o percentual de
inibição de ambos os gêneros de fitopatógenos. Para S. sclerotiorum, as
concentrações de 0,25 e 0,5% controlaram 100% o crescimento fúngico (Tabela 3),
demonstrando potencial para uso agrícola.

Observou-se que a adição de álcool, necessária para promover a
solubilização do óleo essencial no meio de cultura, também apresentou efeito de
inibição de S. sclerotiorum e de um dos isolados de Fusarium sp. No entanto, o
efeito inibitório do óleo de melaleuca foi significativamente superior para todos os
isolados avaliados, mesmo na menor concentração (0,1%) (Tabela 3).

Evidenciou-se comportamento semelhante de ambos os isolados de
Fusarium sp. em relação ao crescimento na presença das diferentes
concentrações de óleo essencial de melaleuca, sendo que o percentual de inibição
foi crescente com o aumento das doses avaliadas (Tabela 3). Os resultados deste
estudo corroboram com informações descritas na literatura. Packer e Luz (2007)
observaram atividade bacteriostática e fungistática do óleo 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 relação aos óleos de copaíba, alecrim,
andiroba e alho.

TABELA 3 – Percentual de inibição de crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum e dois isolados de Fusarium sp. em meio de cultura contendo

diferentes concentrações do óleo essencial de Melaleuca alternifolia após 96
horas de incubação. Santa Maria – RS, 2019.

Fusarium sp.Tratamentos S. sclerotiorum
T1R3 T4R3

Controle álcool 0 c* 10,96 d 3,03 d
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 não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
**Coeficiente de variação.

As distintas atividades biológicas associadas aos óleos essenciais
dependem da composição, da concentração dos principais componentes e das
possíveis interações sinérgicas com componentes menores (POWERS et al.,
2018). Os óleos essenciais das plantas pertencentes à família Myrtaceae, a
exemplo da melaleuca, goiabeira (Psidium guajava L.), goiaba-serrana (Acca
sellowiana O. Berg.) e das diversas espécies do gênero Eucalyptus, apresentam
uma classe de metabólitos secundários voláteis farmacologicamente e
toxicologicamente eficazes, os quais são formados principalmente por terpenos e
compostos aromáticos (NOURI-GANBALANI et al., 2016).

Em trabalho realizado por Powers et al. (2018), foram apresentados os
componentes majoritários de 60 espécies bioativas, dentre elas M. alternifolia.
Segundo os autores, o óleo essencial de melaleuca apresenta terpinen-4-ol
(47,5%), γ-terpinene (20,2%) e α-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 fitopatógenos pela adição de óleo
essencial de melaleuca.

A natureza lipossolúvel dos óleos essenciais possibilita a interação com
estruturas celulares que possuem constituição lipídica, resultando no aumento da
permeabilidade das membranas e consequente desequilíbrio eletrolítico e morte
celular (CAVALCANTI et al., 2011). A danificação da membrana citoplasmática
das lipoproteínas provoca vazamento citoplasmático, bem como esvaziamento e
murcha das hifas (SANTOS et al., 2013; MAIA et al., 2015). Hammer et al. (2004)
avaliaram a atividade antifúngica do óleo essencial de M. alternifolia sobre
Candida albicans, Candida glabrata (Anderson) Meyer & Yarrow e Saccharomyces
cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen. Os autores observaram alteração da
permeabilidade e da fluidez da membrana entre as concentrações 0,25% e 1,0%
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do óleo de melaleuca, sugerindo ação antifúngica pelo comprometimento das
funções e alteração das propriedades da membrana. Phongpaichit et al. (2004)
analisaram a morfologia celular de culturas fúngicas através de microscopia
eletrônica de varredura, e observaram ocorrência de colapso e desnaturação
celular após exposição a extratos de produtos naturais. Considerando estas
evidências, é provável que o mecanismo de ação dos óleos essenciais frente a
microrganismos esteja relacionado com alteração da permeabilidade da
membrana citoplasmática, cuja resultante é a morte celular.

Análises de cromatografia em óleo essencial de melaleuca indicam
terpenoides oxigenados como os principais componentes, dentre eles o terpinen-
4-ol é o mais efetivo, estando presente entre 30 a 40% da composição (CARSON
et al., 2006). O Terpinen-4-ol é o componente que detêm a principal atividade
antimicrobiana do óleo 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 característicos do óleo comercial de melaleuca e o
quimiótipo de terpinen-4-ol deve ter um teor mínimo de terpinen-4-ol de 30% e um
teor máximo de 1,8-cineol de 15%. Yu et al. (2015) confirmaram que terpinen-4-ol
e 1,8-cineol, constituintes majoritários do óleo essencial de melaleuca, atuam
principalmente nas membranas celulares e organelas de Botrytis cinerea (De Bary)
Whetzel, respectivamente, e quando combinados são semelhantes ao óleo
essencial de melaleuca na atividade antifúngica. Esses resultados vão ao encontro
dos resultados obtidos neste trabalho, auxiliando na compreensão do modo de
atuação do óleo de melaleuca no controle de fitopatógenos e confirmando o
potencial deste componente natural para a composição de bioprodutos com
aplicação na agricultura.

CONCLUSÃO
O óleo essencial de Melaleuca alternifolia apresenta ação antifúngica sobre

Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium sp.
A concentração de 0,25% do óleo de melaleuca proporcionou 100% de

controle de S. sclerotiorum e aproximadamente 70% de controle dos isolados do
gênero Fusarium em condições in vitro.

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