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RESUMO 

 

Apesar da espécie (Vigna unguiculata [L.] Walp.) constituir uma das principais ocorrências 

fitopatológicas nos campos cultivados. Diversas causas têm sido levantadas para explicar esse 

comportamento, entre elas destacam-se as doenças fúngicas, sobretudo aquelas cujos patógenos 

são transmitidos por sementes. Visando fornecer um produto ambientalmente seguro para o 

controle dessas doenças, objetivou-se com este trabalho avaliar potencial fungitóxico do óleo 

essencial de melaleuca sobre o crescimento micelial de Alternaria alternata in vitro e no 

tratamento de sementes de feijão ‘Caupi’. No experimento in vitro o óleo essencial foi 

incorporado ao meio de cultura e vertido em placas de Petri. Os tratamentos consistiram em 

diferentes concentrações do óleo (0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0%), a 

testemunha negativa (0,0%) e a testemunha positiva suplementado com fungicida comercial 

(Tiram). Discos de meio de cultura com micélios do fungo foram inoculados no centro das 

placas que furam incubadas por 7 dias a 27±2 ºC. O crescimento foi mensurado e calculados a 

porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC) e o índice de velocidade de crescimento 

micelial (IVCM). No experimento in vivo, as sementes foram tratadas com diferentes 

concentrações do óleo (0; 0,2; 0,5; 1 e 5%), uma testemunha negativa (0,0%) e uma testemunha 

positiva (Tiram 1 ml). Após os tratamentos, foi realizada a inoculação artificial em colônias do 

fungo, e posteriormente a isso foi realizado o teste de sanidade nas sementes. Foi avaliada a 

porcentagem de sementes infectadas pelo fungo 7 dias após os tratamentos. Em condições in 

vitro, o óleo essencial de melaleuca reduziu o crescimento micelial de A. alternata em todas as 

concentrações testadas. A partir da concentração de 0,2% houve inibição total do crescimento 

fúngico. No tratamento das sementes, o óleo essencial não exerceu controle significativo na 

porcentagem de sementes infectadas.  

 

Palavras-chave: Alternaria alternata, Controle alternativo, Fungos fitopatogênicos, Patologia 

de sementes. 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

ABSTRACT 

 

The cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) has great importance for agriculture in northern 

and northeastern regions of Brazil. The physiological quality of seeds plays an essential role in 

crop yield, decreasing the occurrence of diseases in the field. This study aimed to evaluate the 

fungitoxic potential of Melaleuca essential oil on the mycelial growth of Alternaria alternata 

under in vitro condition and the treatment of cowpea beans. In the in vitro experiment, the 

essential oil was incorporated into the culture medium and poured into Petri dishes. The 

treatments consisted of different concentrations of the oil (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.25, 

0.50, 0.75, and 1.0%), a negative control (0%), and a positive control (Tiram). Discs of culture 

medium with fungal mycelia were inoculated in the center of the plates and incubated for seven 

days at 27 ±2ºC. Growth was measured to calculate the percentage of inhibition of mycelial 

growth (PIC) and mycelial growth rate index (IVCM). In the in vivo experiment, seeds were 

immersed in solutions with different concentrations of oil (0.0, 0.2, 0.5, 1.0, and 5.0%), a 

negative control (0.0%), and a positive control (Tiram). After the treatments, seeds were 

artificially inoculated with colonies of the fungus, and after that, we performed the seed sanity 

test. The percentage of seeds infected by the fungus was assessed seven days after the 

treatments. Under in vitro conditions, all concentrations of melaleuca essential oil reduced the 

mycelial growth of A. alternata. The oil reached complete inhibition of fungal growth from 

0.2% concentration and above. In the cowpea treatment, the essential oil had no significant 

control over the percentage of infected seeds. 

Keywords: Alternaria alternata, Alternative control, Mycelial growth, Phytopathogenic fungi. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O feijão-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), popularmente conhecido como feijão-de-

corda ou feijão-macassar, constitui-se em fonte de proteínas e alimento básico para grande parte 

da população das regiões Norte e Nordeste do Brasil, sendo assim uma das culturas mais 

importantes do país (NEVES et al., 2011). Conforme a CONAB (2019), o Brasil ocupa a 

terceira posição na produção mundial de feijão, com uma área de cultivo de aproximadamente 

um milhão de hectares, sendo as regiões Norte e Nordeste as responsáveis por cerca de 90% da 

área cultivada (SANTOS et al., 2017). 

O cultivo do feijão-caupi apresenta custo de produção bastante competitivo, fator que 

tem feito aumentar o interesse dos produtores pela cultura. Além disso, a produção brasileira é 

de alta qualidade, possibilitando que o produto tenha boa aceitação em todos os integrantes de 

sua cadeia produtiva (FREIRE FILHO et al., 2011). 

No entanto, as doenças representam um fator limitante à expansão dos rendimentos. Os 

fungos são os principais fitopatógenos causadores de perdas econômicas na cultura do feijão. 

Quando presentes na semente, eles podem causar danos mais frequentes como abortos, 

deformações e descoloração da casca, o que sempre leva a redução do potencial germinativo e 

vigor das sementes, e quando alocadas no campo resultarão em estandes de plantas 

desuniformes com baixa ou nenhuma produção (MACHADO, 2012). 

Dentre os fungos que apresentam um maior impacto econômico em sementes de feijão-

caupi destacam-se: Macrophomina phaseolina (ATHAYDE SOBRINHO, 2005), Fusarium 

spp. (RODRIGUES; MENEZES, 2002), Rhizoctonia solani (NECHET; VIEIRA, 2006), 

Curvularia spp., Trichoderma spp. (SINHA et al., 1999), Alternaria spp. (MARQUES et al., 

2006), além dos diversos fungos de armazenamento, como Aspergillus sp. e Penicillium sp. 

(TORRES; BRINGEL, 2005).  

Considerando as práticas de controle de patógenos que acometem o feijão, o tratamento 

químico tem sido uma medida convencionalmente utilizada. Porém a utilização desses insumos 

tem sido associada a danos significativos à saúde humana e ao meio ambiente devido à sua alta 

toxicidade (CANDIDO E SILVA; MELO, 2013; PERINA, 2014), além de contribuir para o 

surgimento de cepas resistentes destes fitopatógenos (HILLEN et al., 2012).  

Neste cenário, é necessário a utilização de produtos alternativos aos defensivos 

químicos que apresentem efeito similar, porém que não sejam nocivos à saúde humana e ao 

meio ambiente. Entre os produtos estudados destaca-se os óleos essenciais extraídos de plantas 
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aromáticas que têm apresentado propriedades fungitóxicas sobre fitopatógenos evidenciadas 

em diversos estudos (ABDEL-KADER; EL-MOUGY; LASHIN, et al., 2011; SILVA et al., 

2014; SANTOS et al., 2014). 

O óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) tem sido estudado há alguns anos 

e a sua atividade antimicrobiana tem sido bem documentada. Os principais componentes do 

óleo essencial são: terpineol, cineol, terpeneno, cimeno, limoneno e sabineno (CARSON; 

HAMMER; RILEY, 2006). A maioria dos compostos possui atividade inibitória contra fungos 

e bactérias (SAGAVE, 2014). Dentre estes, o terpineol é o principal constituinte antifúngico 

(VIEIRA et al., 2004). No controle de fitopatógenos o seu uso tem mostrado resultados 

promissores no controle fúngico do Cercospora beticola Sacc (SOUZA et al., 2015), A. 

alternata, A. niger, M. phaseolina, Penicillium sp. e S. sclerotiorum (MARTINS et al., 2010) 

em diferentes concentrações do óleo de melaleuca observaram que este reduziu o crescimento 

micelial, o que demonstra uma altíssima atividade antimicrobiana desse óleo, para os patógenos 

em questão. 

Os óleos essenciais, quando utilizados no controle de fitopatógenos, apresentam 

vantagens em relação aos defensivos químicos utilizados, e o sucesso destes óleos está 

relacionado à sua capacidade de dissolver-se em meio lipídico, permitindo que haja uma 

harmonia entre o óleo e os componentes lipídicos presentes nas células dos patógenos, causando 

modificações na estrutura dos mesmos (BRUM, 2012). O uso de óleos essenciais vem 

mostrando-se como uma boa alternativa, estes, por sua vez, apresentam uma baixa toxidade, 

rápida degradação pelo meio ambiente e são seguros a saúde humana (SILVA et al., 2018). 

Desta forma, objetivou-se avaliar o potencial fungitóxico do óleo essencial de melaleuca sobre 

o crescimento micelial de Alternaria alternata in vitro e no tratamento de sementes de feijão-

caupi.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Cultura do feijão-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) 

 

O feijão-caupi tem origem africana e foi introduzido no Brasil por colonizadores 

portugueses no início de XVI, inicialmente no estado da Bahia e posteriormente em todo o país 

(OLIVEIRA, 2008). Este feijão constitui um dos principais ingredientes alimentares das 

populações rural e urbana das regiões Norte e Nordeste do Brasil, devido a sua riqueza em 

proteínas, aminoácidos essenciais, carboidratos, vitaminas, minerais e fibras. Sua 

comercialização nessas regiões ocorre na forma de grãos secos e verdes, normalmente nas cores 

marrom, sempre-verde e branco (BASTOS, 2017) 

O feijão-caupi pertence ao gênero Vigna, da família Fabacae, o qual é composto por 

mais de 200 espécies, das quais cerca de 20 espécies são típicas das regiões tropicais. As 

espécies de maior importância econômica e nutricional são Vigna unguiculata (L.) Walpers, V. 

radiata (L.) Wilczek e V. mungo (L.) Hepper. No Brasil, V. unguiculata é conhecida por 

diferentes nomes populares, tais como feijão-caupi, feijão-de-corda, feijão-fradinho, feijão-

frade, feijão-miúdo ou feijão-macassar. A expansão desta cultura ocorreu, especialmente, 

devido à sua tolerância à seca, podendo ser cultivada em diferentes condições de clima e solo 

(NEVES et al., 2011). 

De acordo com FAO (2018), os maiores produtores mundiais de feijão são Myanmar, 

Índia, Brasil, Estados Unidos, México e Tanzânia, responsáveis por 15,3 milhões de toneladas 

anuais, o que representa 56,99% do total produzido no mundo. A produtividade média no Brasil 

dessa cultura é considerada ainda muito baixa. No ano de 2015, essa cultura ocupou uma área 

cultivada de mais de 1 milhão de hectares, com produtividade média de 419 kg ha-1 

(EMBRAPA, 2018). O rendimento da cultura varia muito entre as diferentes regiões do País 

em virtude das variações climáticas e da utilização de genótipos pouco produtivos (FREIRE 

FILHO, 2011). Os rendimentos também podem ser afetados pela incidência de doenças (HALL, 

1994; BIANCHINI et al., 2005) e ainda pelos diferentes manejos do sistema solo-água-planta, 

que interferem na prevalência ou não de doenças (REIS et al., 2005).  

Dentre os principais fatores que afetam a produção do feijão-caupi no Brasil encontram-

se patógenos que interferem no rendimento de grãos e que prejudicam a qualidade e quantidade 

de sementes, sendo que os vírus e fungos agrupam o maior número de espécies nocivas a essa 

cultura (FERNANDES, 2005). Entre as principais podridões de raiz/caule observadas em 
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feijão-caupi, destacam-se, por serem mais severas, a podridão de Pythium (Pythium sp.), a 

rizoctoniose (Rhizoctonia solani Kuhn), que causa a morte de plantas adultas em reboleira, a 

podridão cinzenta do caule [Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid], a murcha de esclerócio 

(Sclerotium rolfsii Sacc.) e a podridão-fusariana (Fusarium spp.) (ATHAYDE SOBRINHO et 

al., 2005). 

 

2.2 Qualidade fisiológica de sementes 

 

A qualidade da semente é um fator de extrema importância para que se obtenha a 

produtividade esperada, e o armazenamento é prática fundamental para o controle da qualidade 

fisiológica das sementes, sendo um método por meio do qual pode-se preservar a viabilidade 

das sementes e manter o vigor em nível razoável no período decorrido entre a colheita e o 

plantio (AZEVEDO et al., 2003). 

De acordo com França-Neto et al. (2010), a semente possui atributos de qualidades 

genética, física, fisiológica e sanitária, o que lhe confere a garantia de um elevado desempenho 

agronômico, que é a base fundamental do sucesso para uma lavoura tecnicamente bem 

instalada. 

Se bem que, o armazenamento é uma prática muito utilizada pelos produtores no período 

de entressafra, com o objetivo de preservar a qualidade fisiológica da semente e realizar a 

semeadura na próxima safra, obtendo uniformidade e melhor produção na lavoura. A qualidade 

fisiológica das sementes está associada à capacidade de germinação, vigor e longevidade delas. 

No entanto, durante o processo de armazenamento as principais pragas que atacam o feijão-

caupi em armazenamento são: Traça e Caruncho-do-feijão-caupi, porém vem do campo, 

conhecido como infestação cruzada. A infestação se dar por meio de ovos, lavas ou adultos que 

com as vagens, grãos ou sacarias, chegam ao armazenamento (SILVA; CARNEIRO; 

QUINDERÉ, 2005). 

 

2.3 Doenças em sementes de feijão 

 

O cultivo do feijão é uma das principais atividades agrícolas do país. Um dos fatores 

que limita a produtividade da cultura é a ocorrência de doenças, o que pode causar perdas 

superiores a 50% na produção ou até mesmo perdas totais, caso não seja empregado o manejo 

adequado. A obtenção de sementes com elevada qualidade depende da identificação precisa do 
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momento ideal da colheita, o qual corresponde frequentemente à época em que a maturidade 

fisiológica é atingida, coincidindo também com o momento de máximo acúmulo de massa seca, 

elevado vigor e alto potencial de germinação (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). 

No Brasil, os fungos constituem um importante grupo de fitopatógenos portadores das 

mais severas enfermidades associadas às sementes, os quais apresentam influência negativa na 

produtividade e na qualidade da produção. Entre esses patógenos destacam-se os fungos, que 

possuem ampla diversidade de espécies. Nos casos de infecção, os fungos normalmente se 

encontram como micélio dormente no pericarpo e no endosperma da semente, o que lhes 

garante maior eficiência na sobrevivência e na transmissão para plântulas (CASA, 2005). 

Os fungos presentes nas sementes são tradicionalmente divididos em fungos de 

armazenamento e fungos fitopatogênicos. Os principais representantes do primeiro grupo de 

fungos são Aspergillus sp. e Penicillium sp. (TORRES; BRINGEL, 2005; RODRIGUES; 

MENEZES, 2002). Dentre os fungos detectados em sementes de feijão-caupi que apresentam 

um maior impacto econômico encontram-se Rhizoctonia sp., Macrophomina phaseolina, 

Fusarium sp., Colletotrichum lindemuthianum, Curvularia sp., Trichoderma sp., Alternaria sp. 

e Phoma sp. (MARQUES et al., 2006). 

 Segundo Queiroga et al. (2012), vários estudos estão sendo realizados no tratamento de 

sementes com o uso de produtos vegetais, que se caracteriza como uma proposta praticamente 

inofensiva ao meio ambiente, utilizando-se de óleo, pós e extratos vegetais, e como forma de 

aplicação o contato, fumigação e impregnação. Tais produtos podem causar repelência, alterar 

o crescimento, prolongar o desenvolvimento, afetar a reprodução e ocasionar a mortalidade dos 

insetos-praga. Existem alguns métodos de controle para essas pragas, principalmente, o 

controle químico que apresenta os inconvenientes de elevado custo e impacto negativo ao meio 

ambiente, é fato que o uso deste tipo de controle de forma indiscriminada no combate as pragas, 

coloca em risco o meio ambiente e a saúde dos aplicadores. No entanto, a grande preocupação 

com o meio ambiente tem levado inúmeros pesquisadores a buscarem alternativas viáveis, 

efetivas e seguras no controle de insetos-praga. Assim, o uso de compostos químicos extraídos 

de plantas, é uma alternativa viável por ter baixo custo, ser de fácil preparação e aquisição. 

 

2.4 Gênero Alternaria 

 

O gênero Alternaria spp., descrito em 1819 por Ness, é composto por fungos 

anamórficos que apresentam conídios de forma variável, geralmente individuais e raramente 
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catenulados, retos ou ligeiramente curvos, com corpo oblongo ou elipsoidal que se afina em 

direção ao ápice, formando um bico comprido, sinuoso e ocasionalmente ramificado (TÖFOLI 

et al., 2015). São conhecidos por causarem graves perdas a várias culturas e caracterizam-se 

por infectar sementes, plântulas, folhas, caules, hastes, flores, síliquas e frutos 

(WOUDENBERG et al., 2013). 

As alternarioses estão entre as doenças fúngicas mais comuns e destrutivas do mundo 

(VERMA; SAHARAN, 1994).  O fungo do gênero Alternaria tem sido detectado em sementes 

de feijão e em sementes de diversas culturas, como o trigo (CONAB, 2015), a soja (GOULART, 

2004), o arroz (MACEDO, 2002), o coentro (NASCIMENTO et al., 2006), o algodoeiro 

(PIZZINATTO et al., 2005).  

Muitas doenças já foram descritas no Brasil, porém, as de ocorrência mais comum e que 

têm causado maiores danos à cultura são: a antracnose, a mancha-de-alternaria também 

conhecida como mancha-parda e a mancha-angular (PAULA JR. et al., 2004).  

 

2.4.1 Alternaria alternata 

 

A Alternaria alternata é um fungo comumente encontrado infestando ou/e infectando 

sementes. Essa associação pode ocorrer através de infecções das inflorescências, resultando na 

maioria dos casos, em morte das sementes ou na infecção posterior em plântulas. Mesmo sendo 

considerado um patógeno fraco, pode produzir grandes prejuízos, pelo fato de ser transmitido 

por semente (NEERGAARD, 1979). Jajor et al. (2012), relata que esta espécie tem capacidade 

de produzir micotoxinas, as quais podem afetar a qualidade do produto (óleo vegetal) a partir 

das sementes contaminadas.  

No feijoeiro a mancha de Alternaria é uma doença considerada de importância 

secundária, porém tem se mostrado bastante destrutiva em algumas áreas de cultivo intensivo 

sob pivô. Pode ser causada por mais de uma espécie de Alternaria, sendo a semente uma das 

principais fontes de inóculo da doença. (MENEZES,1995). 

 

2.5 Óleos essenciais  

 

Os óleos essenciais são constituídos por substâncias voláteis presentes em várias partes 

das plantas que desenvolvem papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores. 

De um modo geral, classificam-se como misturas complexas, que podem ser denominadas 
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quanto à composição lipofílica, geralmente odorífera e líquida. Quimicamente, em sua maioria 

são constituídos de terpenóides e derivados fenilpropanóides. Na composição de óleos voláteis, 

podem ser encontrados em diferentes concentrações os seguintes grupos químicos: 

hidrocarbonetos insaturados, álcoois, aldeídos, cetonas, lactonas, tropolonas, entre outros. 

Alguns derivados terpenóides são: linalol, geraniol, α-pineno, mentol e carvona. Enquanto 

alguns derivados fenilpropanóides são: o eugenol e o aldeído cinâmico (SIMÕES, 2007). 

Os óleos essenciais estão presentes em diversas partes das plantas, como por exemplo: 

raízes, rizomas, folhas, flores, frutos, sementes e cascas. Dependendo da planta a extração pode 

ser um processo demorado e custoso (BIZZO, 2013). É necessária a preparação do solo, plantio 

em época e local de clima adequado, e tratos culturais cuidadosos até a extração. Por essa razão, 

o processo e consequentemente o óleo obtido pode ter um custo elevado. 

Segundo Silva et al., (2009), a busca pela utilização dos óleos essenciais é considerada 

uma fonte natural para o desenvolvimento de novos produtos. E, nos últimos tempos, vem sendo 

descoberto novos compostos químicos de diferentes plantas, capazes de controlar o 

desenvolvimento de fitopatógenos. Com isso, o uso indiscriminado desses produtos químicos, 

empregados no tratamento de sementes, além de contaminar o meio ambiente, acarretando 

riscos para a sociedade, tem provocado falhas de controle decorrente do surgimento de 

microrganismos resistentes. Dessa forma, o uso de óleos essenciais na agricultura ainda requer 

muitos estudos, mas constitui reflexo da preocupação ambiental, bem como com a saúde 

pública e, portanto, o seu emprego no tratamento de sementes surge como alternativa ao uso de 

produtos químicos (GONÇALVES; MATTOS; MORAIS, 2009)  

Deste modo, tem-se o trigo (Triticum aestivum L.) (RODRIGUES et al., 2006), a soja 

(Glycine max L.) (GONÇALVES et al., 2009; SILVA et al., 2012), o milho (Zea mays L.), o 

feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) (HILLEN et al., 2012) e o sorgo (Sorghum bicolor L. 

Moench) (FLÁVIO et al., 2014).  

 

2.5.1 Óleo de Melaleuca alternifolia 

 

A melaleuca é uma espécie arbórea da família Myrtaceae denominada cientificamente 

de Melaleuca alternifolia. Esta árvore é nativa da Austrália, mas que cultivada no Brasil 

apresentando as mesmas características da australiana (VIEIRA et al., 2004). Popularmente 

conhecida como “árvore de chá” (do inglês Tea Tree), a melaleuca floresce principalmente em 

áreas de pântano, próximas de rios. O seu principal produto é o óleo essencial, o qual possui 
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uma grande importância, devido a seu efeito antimicrobiano e anti-inflamatório (BENELLI et 

al., 2013).  

Segundo Martins et al. (2010), a constituição química do óleo essencial de melaleuca é 

rica em α–terpineno, γ–terpineno, 1,8-cineol e terpinen-4-ol. Onde o terpinen-4-ol é o principal 

responsável pelas propriedades medicinais do óleo, especialmente as antimicrobianas, 

apresentando concentração acima de 30% (SIMÕES et al., 2002; GARCIA et al., 2009; 

CARSON et al., 2006) conforme (tabela 1). Em relação à dosagem de fabricação, a composição 

do óleo é regulamentada pela ISSO 4730 (MARTINS et al., 2010).  

Foi obtido pela primeira vez em 1925 por Arthur Penfold, curador do Museu Australiano 

de Artes e Ciências Aplicadas, que o destilou e avaliou suas propriedades germicidas com 

ampla ação bacteriana e antifúngica (HAMMER et al., 2006). Durante a segunda guerra 

mundial, os soldados Australianos utilizavam o óleo de melaleuca em grandes quantidades 

como agente antisséptico de forma tópica para o tratamento de feridas. O óleo de melaleuca é 

empregado como agente antimicrobiano ou preventivo tanto em cosméticos quanto em 

fármacos (OLIVEIRA et al., 2011). 

Os métodos de obtenção de óleos essenciais variam de acordo com a matriz da qual será 

extraído o óleo, e os mais comuns são: destilação por arraste de vapor, enfloração, extração 

com solventes orgânicos, CO2 supercrítico e prensagem (SIMÕES; SPTIZER, 2004). 

Pode ser apresentado na forma hidrossolúvel e lipossolúvel. Hidrossolúvel é a 

característica dos produtos que podem ser dissolvidos em água. Assim, o óleo essencial de 

melaleuca pode ser desenvolvido para formulações límpidas por se tratar de uma microemulsão 

aquosa sob a forma de gel antiacne, sabonete líquido antibacteriano ou gotas. Já a versão 

lipossolúvel, por se tratar de substância altamente solúvel na presença de lipídeos e gorduras, 

além da indicação para o tratamento da acne, pode ser utilizada como antisséptico e antifúngico 

na forma de sabonete e loção (DE SANTI, 2003).  

Este tipo de composto apresenta uma extensa gama de vantagens no controle de 

fitopatógenos quando comparados com produtos sintéticos quimicamente formulados. Dos 

produtos alternativos, o óleo de melaleuca (Melaleuca alternifolia Cheel) tem merecido atenção 

especial pelos pesquisadores (LEMOS et al., 2012), devido a sua eficiência no controle de 

fitopatógenos (MARTINS et al., 2010; HOYOS et al., 2012), por meio da sua atividade 

bacteriostática e fungistática frente aos microrganismos. 

 

 Tabela 1. Principais componentes do óleo de Melaleuca  
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Componente 

Composição (%) 

ISO 4730a Composição típica 

Terpinen-4-ol =30b 40,1 

γ-Terpineno 10-28 23,0 

α-Terpineno 5-13 10,4 

1,8-Cineole =15c 5,1 

Terpinoleno 1,5-5 3,1 

ρ-Cymene 0,5-12 2,9 

α-Pinene 1-6 2,6 

α-Terpineol 1,5-8 2,4 

Aromadendrene Mínimo-7 1,5 

δ-Cadinene Mínimo-8 1,3 

Limoneno 0,5-4 1,0 

Sabineno Mínimo-3,5 0,2 

Globulol Mínimo-3 0,2 

Viridiflorol Mínimo-1,5 0,1 
a ISO 4730, Organização Internacional para Padronização. b Nenhum limite superior está 
definido, embora 48% seja o proposto. c Nenhum limite inferior está definido. 

Fonte: Carson et al. (2006). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Local dos experimentos e obtenção dos materiais 

 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Fitopatologia do Centro de Ciências e 

Tecnologia Agroalimentar (CCTA), da Universidade Federal de Campina Grande, Campus de 

Pombal. Os experimentos foram realizados no período de fevereiro de 2018 a fevereiro de 2019. 

Para a realização dos experimentos, utilizamos o isolado fúngico 0878 de Alternaria 

alternata cedido pela coleção de cultura de fungos fitopatogênicos Profa. Maria Menezes da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), o qual foi preservado até a realização do 

ensaio em água destilada estéril pelo método Castellani (CASTELLANI, 1967).  

O óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) foi comprado em uma loja de 

produtos naturais. As sementes de feijão-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), utilizadas no 

experimento in vivo, foram adquiridas no comércio local do município de Patos, Paraíba. 

 

3.2 Efeito do óleo essencial de melaleuca sobre Alternaria alternata in vitro 

 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 11 

tratamentos em quatro repetições cada. Os tratamentos consistiram no meio de cultura 

suplementado com óleo essencial de melaleuca em nove concentrações (0,0125; 0,025; 0,1; 0,2; 

0,5; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0%); uma testemunha negativa (meio de cultura sem suplementação = 

0,0%), e uma testemunha positiva (meio de cultura suplementado com 1 mL L-1 com o fungicida 

Thiram, que é a dose recomendada pelo fabricante). As concentrações do óleo essencial foram 

estabelecidas a partir de uma concentração baseada na literatura (CONCHA et al., 1998; 

MARTINS et al., 2010), e então reduzidas gradativamente até que a adição de óleo não fosse 

mais capaz de impedir o crescimento fúngico. 

Os diferentes tratamentos foram incorporados ao meio de cultura BDA (Batata Dextrose 

Ágar) fundente à temperatura de 46-48ºC. Após o resfriamento, o meio foi vertido em placas 

de Petri em condições assépticas. Discos de meio de cultura com 1 cm de diâmetro contendo 

micélios do fungo foram transferidos para o centro de cada placa contendo cada um dos 

tratamentos. Em seguida, as placas foram envolvidas em plástico filme e incubadas durante sete 

dias em estufa do tipo B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) à temperatura de 27±2°C (Figura 

1). 
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Figura 1. Procedimentos de incorporação dos tratamentos ao meio de cultura e inoculação de 

Alternaria alternata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Fonte: Autoria própria 

 

O crescimento das colônias foi mensurado diariamente até que a colônia tomasse toda a 

superfície do meio de cultura em uma das placas da testemunha negativa. As medições diárias 

do diâmetro das colônias consistiram na média de duas medidas perpendiculares realizadas com 

o auxílio de régua graduada. Com o resultado das medidas, foram calculados a porcentagem de 

inibição micelial (PIC; BASTOS, 1997) e o índice de velocidade de crescimento micelial 

(IVCM; OLIVEIRA, 1991), de acordo com as fórmulas (1) e (2): 

 ��� = ሺ௦�௧ ௗ� ௧௦௧௨ℎ�−௦�௧ ௗ ௧�௧�௧ሻ×ଵ௦�௧ ௗ� ௧௦௧௨�               (1) 

 

 ���� =  ∑ �â௧ éௗ� �௧௨�−�â௧ éௗ� �௧��ú ௗ ௗ��௦ ��௦ � �௨�çã                        (2) 

 

A concentração mínima inibitória foi considerada como sendo a menor concentração do 

óleo capaz de inibir em 100% o crescimento micelial de Alternaria alternata. 
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3.3 Efeito do óleo essencial de melaleuca sobre Alternaria alternata em sementes de feijão-

caupi 

 

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado (DIC) com 6 

tratamentos em 10 repetições cada. Os tratamentos que consistiram em soluções à base de água 

destilada esterilizada foram suplementados com o óleo essencial de melaleuca em 4 

concentrações (0,2; 0,5; 1,0 e 5,0%), uma testemunha negativa (0.0%) e uma testemunha 

positiva (fungicida comercial Thiram na dose de 1 mL L-1). As concentrações utilizadas foram 

determinadas com base no teste in vitro. Para permitir a emulsão entre óleo e a água, empregou-

se o Tween 80 (1 mL L-1) em todos os tratamentos (SANTOS, 2018). 

As sementes de feijão-caupi foram desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio a 

2% durante cinco minutos, lavadas em água destilada estéril duas vezes, e secas em temperatura 

ambiente. Após a secagem, realizou-se a inoculação artificial com o fungo Alternaria alternata, 

a qual foi realizada através da deposição das sementes tratadas sobre colônias com 7 dias de 

idade. O tempo de contato entre as sementes e as colônias fúngicas foi de 48 horas em estufa 

do tipo B.O.D à temperatura de 27±2°C, com fotoperíodo de 12 horas (SILVA; SILVA, 2000). 

Após o tratamento e inoculação, as sementes foram submetidas ao teste de sanidade pelo 

método de papel filtro com congelamento (LIMONARD, 1966). Foram utilizadas 600 sementes 

de feijão-caupi (100 por tratamento), distribuídas em placas de Petri (Ø = 14 cm). Dez sementes 

foram distribuídas equidistantes em cada placa, sobre camada tripla de papel filtro umedecido 

com água destilada estéril, e incubadas inicialmente por 24 horas a 27±2 °C com fotoperíodo 

de 12 horas. Após esse período, as sementes foram submetidas ao congelamento (-20°C) por 

24 horas e, posteriormente, retornadas à estufa de incubação por mais cinco dias. 

Após a incubação, as sementes foram avaliadas individualmente, com o auxílio do 

microscópio estereoscópico para a quantificação das sementes infectadas por Alternaria 

alternata. Os resultados foram expressos em porcentagem de sementes infectadas. 

 

3.4 Análise estatística 

 

O efeito da concentração do óleo sobre o crescimento dos fungos foi analisado 

utilizando-se regressões em modelo platô quadrático para o experimento in vitro e em modelo 

linear para o experimento in vivo. As regressões foram realizadas no programa R CoreTeam 

3.5.1. 



22 
 

 
 

Com o objetivo de testar a diferença entre os tratamentos com óleo e os tratamentos com 

fungicidas (testemunhas positivas), aplicamos a comparação múltipla de Mann-Whitney 

(Tukey não paramétrico). Utilizamos estatística não paramétrica devido ausência de variância 

nos resultados de alguns tratamentos. Foram consideradas significantes, as diferenças com valor 

de probabilidade abaixo de 5%. Os testes de Mann-Whitney foram realizados no programa Past 

3.12 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Efeito do óleo essencial de melaleuca sobre Alternaria alternata 

 

Todas as concentrações do óleo essencial de melaleuca exerceram inibição sobre o 

crescimento micelial e velocidade de crescimento de Alternaria alternata (Figura 1). As 

porcentagens de inibição tiveram aumento significativo com as concentrações testadas 

(p<0,001), até atingirem o seu valor máximo (PIC=100%) a partir da concentração de 0,2%, 

sendo essa a concentração mínima inibitória (CMI). Por outro lado, aplicando-se a equação de 

regressão em modelo platô quadrático, a concentração mínima estimada (CMest) foi de 0,33%. 

Por se tratar de uma variável inversamente proporcional à porcentagem de inibição, a 

velocidade de crescimento apresentou comportamento contrário, havendo redução significativa 

com as concentrações testadas do óleo (p<0,001). A velocidade de crescimento foi reduzida 

mais efetivamente a partir da concentração de 0,2%, na qual observou-se a paralisação do 

crescimento (IVCM=0,00 cm dia-1), diferindo da testemunha negativa, que apresentou a maior 

velocidade de crescimento (0,63 cm dia-1). 

 

Figura 2. Efeito das concentrações do óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) 

sobre o crescimento micelial de Alternaria alternata  

 

(***p<0,001) 

Análises dos constituintes químicos do óleo têm evidenciado o terpinenol (terpinen-4-

ol) como constituinte majoritário, o qual está associado ao elevado potencial fungitóxico do 

óleo essencial de melaleuca (HAMMER et al.,2012). Um dos mecanismos de ação antifúngica 

do óleo essencial de melaleuca é a alteração na permeabilidade e fluidez das membranas 

celulares dos microrganismos. Como esses organismos são permeáveis ao óleo, os principais 

efeitos encontrados são a inibição da respiração celular e a alteração na estrutura e integridade 
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das membranas, bem como vazamento dos materiais intracelulares essenciais. Esses eventos 

causam a inibição do crescimento ou até a morte celular (HAMMER et. al., 2004; AZEVEDO, 

2010). 

Utilizando o óleo de melaleuca em concentrações próximas ou superiores às nossas, 

outros autores obtiveram resultados semelhantes quanto a inibição. Por exemplo, Martins et al. 

(2019) obtiveram inibição total no crescimento de Macrophomina phaseolina e Sclerotinia 

sclerotiorum a partir da concentração de 0,2%. Enquanto no controle de Alternaria radicina e 

A. dauci, Riccioni e Orzali (2011) obtiveram inibição total do crescimento micelial a partir da 

concentração de 0,5%. 

Utilizando óleos essenciais de outras espécies vegetais no controle de A. alternata, 

outros autores obtiveram tanto os resultados similares, quanto superiores ou inferiores aos 

nossos. A inibição total do crescimento micelial foi obtida por Chutia et al. (2009), Guimarães 

et al. (2011) e Barboza (2015) ao utilizarem os óleos essenciais de tangerina (Citrus reticulata), 

capim-limão (Cymbopogon citratus) e alecrim-da-chapada (Lippia gracilis), a partir das 

concentrações 0,2 mL/100mL (0,2%), 14,49 μg mL-1 (0,0014%) e 750 μL L-1 (0,075%), 

respectivamente. Por outro lado, utilizando o óleo essencial de hortelã (Mentha piperita), 

França et al. (2018) obtiveram inibição máxima de 41,6% na concentração de 0,8%. Sendo 

assim, tanto o potencial fungitóxico de óleos essenciais sobre A. alternata, bem como as suas 

concentrações inibitórias mínimas irão variar conforme a espécie vegetal da qual o óleo 

essencial foi extraído (ANTUNES; CAVACOB, 2010). Além disso, o aumento do poder 

inibitório em função do aumento da concentração pode tanto potencializar o efeito, como gerar 

desperdício do produto. 

Tendo em vista possíveis aplicações antifúngicas do óleo essencial de melaleuca sobre 

A. alternata, o seu potencial fungitóxico foi comparado ao obtido pelo fungicida sintético 

Thiram. Como resultado, observou-se que o óleo na CMI (0,2%) apresentou efeito similar ao 

obtido pelo fungicida comercial, sugerindo que, em condições in vitro, o óleo poderia substituir 

a utilização desse agroquímico. 

 

Figura 3. Porcentagem de inibição de crescimento de Alternaria alternata em diferentes 

concentrações do óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) e nos tratamentos 

testemunha.  
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As concentrações sobrescritas com a mesma letra não diferem significativamente entre si de acordo com o teste 

de Mann-Whitey (p>0,05). 

 

Em razão da complexidade química, o controle antifúngico promovido pelos óleos 

essenciais está associado aos seus diferentes constituintes (RUSSO et al., 2013) através de 

mecanismos diversos de ação, que atuam de forma simultânea em diversos alvos (ABDEL-

KADER; EL-MOUGY; LASHIN, 2011). Essas características peculiares garantem vantagem 

em relação ao fungicida sintético, uma vez que estes reduzem a possibilidade de surgimento de 

resistência por parte dos fitopatógenos (FENG; ZHENG, 2007). 

. 

4.2 Efeito do óleo essencial de melaleuca sobre Alternaria alternata em sementes de feijão-

caupi 

 

 De forma contrária ao observado nos testes in vitro, no tratamento de sementes, o óleo 

essencial de melaleuca foi ineficaz no combate à incidência de A. alternata. O aumento das 

concentrações não promoveu redução no número de sementes infectadas pelo fitopatógeno (p 

< 0,001; Figura 3). 

 

Figura 4. Efeito das diferentes concentrações do óleo essencial de melaleuca (Melaleuca 

alternifolia) sobre a incidência de sementes de feijão-caupi infectadas por Alternaria alternata 
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A incidência de sementes infectadas em todas as concentrações do óleo foi superior à 

testemunha negativa (tratamento sem a adição de óleo). Uma das hipóteses levantadas pelos 

autores é de que o óleo essencial não tenha aderido à superfície das sementes em razão da alta 

volatilização de seus constituintes. Assim, durante o período de incubação alguns constituintes 

podem ter evaporado e reduzido à sua capacidade antimicrobiana. 

Khalili et al. (2015) ressaltam que a formação dos óleos por compostos voláteis, e sua 

subsequente degradação, pode ser influenciada pela temperatura ambiente. De acordo com 

Simões e Spitezer (2004) e Rozwalka et al. (2008), a volatilização dos constituintes dos óleos, 

assim como sua instabilidade na presença da luz, calor e umidade, modificam a atmosfera no 

interior das placas de Petri, levando à perda da eficácia de um óleo que, sobre outras condições 

inibiu o crescimento fúngico. 

O efeito do óleo essencial de melaleuca sobre a incidência de sementes infectadas foi 

inferior ao fungicida Thiram em todas as concentrações testadas (Figura 4). Entre as 

concentrações 0,2 e 1%, o óleo não diferiu significativamente da testemunha negativa (p>0,05), 

enquanto na concentração de 5% a incidência de sementes infectadas aumentou para 80%. Por 

outro lado, o tratamento contendo o fungicida Thiram impediu o desenvolvimento do 

fitopatógeno nas sementes. 

 

Figura 5. Porcentagem de sementes de feijão-caupi infectadas por Alternaria alternata após o 

tratamento com diferentes concentrações do óleo essencial de melaleuca (Melaleuca 

alternifolia) e nos tratamentos testemunha 
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No presente estudo, apesar do óleo essencial de melaleuca não ter proporcionado 

resultados satisfatórios no experimento in vivo, ressalta-se que a sua utilização no controle de 

outros fitopatógenos foi bem-sucedida. Mondego et al. (2014), ao tratar sementes com o óleo 

essencial de embiratanha (Pseudobombax marginatum), relataram que a concentração de 1,5% 

reduziu de forma eficaz o crescimento dos fungos Aspergillus sp., Chaetomium sp. e Curvularia 

sp. sem afetar a qualidade fisiológica das sementes. Morais et al. (2008), ao utilizarem sementes 

de feijão carioquinha com os óleos de capim-limão (Cymbopogon flexuosus e C. citratus) e 

melaleuca (Melaleuca sp.), reduziram de forma significativa a incidência de sementes 

infectadas por Aspergillus sp. e Penicillium sp. Enquanto que, Wanderley et al. (2009) 

comprovaram a eficácia dos óleos essenciais de citronela (Cymbopogon sp.) erva-doce 

(Pimpinella anisum) e alfavaca (Ocimum basilicum) na concentração de 1,5% sobre 

Callosobruchus maculatus, em sementes de feijão manteiguinha.  

Finalmente, apesar da ineficácia do óleo de melaleuca no tratamento de sementes de 

feijão ‘Caupi’ infectadas com A. alternata, este óleo pode ser útil no tratamento de outras 

sementes e outros patógenos. Os óleos essenciais apresentam baixo risco ao ambiente, 

produtores e consumidores, além de dificultarem o desenvolvimento de resistência do patógeno 

(DERBAHLAH et al., 2012). Assim, são necessários mais estudos sobre a utilização destes 

óleos no manejo de fitopatógenos, para torná-los uma alternativa viável para os produtores 

rurais. 
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5 CONCLUSÕES 

 

• No experimento in vitro, o óleo essencial de Melaleuca alternifolia inibiu 100% do 

crescimento micelial de Alternaria alternata a partir da concentração de 0,2%, 

apresentando efeito semelhante ao fungicida sintético thiram; 

•  No experimento in vivo, o óleo essencial de M. alternifolia não foi capaz de reduzir a 

incidência de A. alternata em sementes de feijão-caupi, e os parâmetros utilizados 

podem não ter sido os adequados, sendo necessário realizar novos experimentos. 
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