UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DO SOLO

Oleo essencial de eucalipto como bioestimulador da
micorrizacao e do estabelecimento de mudas de
eucalipto e sibipiruna em solo contaminado com

cobre

TESE DE DOUTORADO

Ricardo Bemfica Steffen

Santa Maria, RS, Brasil

2010



Oleo essencial de eucalipto como bioestimulador da
micorrizacao e do estabelecimento de mudas de
eucalipto e sibipiruna em solo contaminado com

cobre

por

Ricardo Bemfica Steffen

Tese apresentada ao Curso de Doutorado do Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncia do Solo, Area de Concentracdo em Biodinamica
e Manejo do solo, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS),

como requisito para obtencao do grau de
Doutor em Ciéncia do Solo

Orientadora: Prof®. Dr?. Zaida Inés Antoniolli

Santa Maria, RS, Brasil
2010



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Rurais
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia do Solo

A Comissao Examinadora, abaixo-assinada,
aprova a Tese de Doutorado

Oleo essencial de eucalipto como bioestimulador da
micorrizacao e do estabelecimento de mudas de
eucalipto e sibipiruna em solo contaminado com

cobre

elaborada por
Ricardo Bemfica Steffen

como requisito para obtencdo do grau de
Doutor em Ciéncia do Solo

COMISSAO EXAMINADORA:

Zaida Inés Antoniolli, Dr. (Presidente / Orientadora)

Rodrigo Josemar Seminoti Jacques, Dr. (UFSM)

Gilberto Coelho , Dr. (UFSM)

Rodrigo Ferreira da Silva, Dr. (UFSM-CESNORS)

Gustavo Schiedeck, Dr. (Embrapa Clima Temperado)

Santa Maria, 8 de outubro de 2010



Aos meus pais Bertilo Steffen e Nara
Lacia Bemfica Steffen, pelo amor,
carinho, apoio e ensinamentos,

OFERECO

A minha esposa Gerusa Pauli Kist
Steffen, pelo carinho, cumplicidade,
incentivo, compreensao, serenidade e
alegria, pessoa a quem admiro,
respeito e amo,

DEDICO



AGRADECIMENTOS
A Deus.

Ao povo brasileiro, que através dos seus impostos possibilitaram minha

formacao em instituicdo publica.

A minha esposa Gerusa, pelo amor, dedicacdo, compreensdo e auxilio
durante a realizacao deste trabalho.

Aos meus pais Bertilo e Nara Lucia, pelo incentivo aos estudos e
compreensao nas muitas horas de auséncia devido a este trabalho.

A minha irma Carolina pelo apoio, carinho e amizade.

A minha avé Eny Bemfica pelo carinho e torcida e ao meu avé Eliseu Bemfica
pelos ensinamentos e incentivo, pessoas por quem tenho profunda admiragcéo e

respeito.

A professora Zaida Inés Antoniolli por nunca ter se limitado & figura de
orientadora, estando sempre presente como amiga e por acreditar em minha

capacidade.
Ao professor Rodrigo Jacques, pela amizade, orientacao e parceria.

Aos Doutores Gustavo Schiedeck, Gilberto Coelho e Rodrigo Ferreira da Silva

pelo apoio e disponibilidade em contribuir para a finalizacao deste trabalho.

Ao técnico de Laboratorio Anténio Carlos Bassaco, pelo companheirismo e
apoio.

Aos parceitos de ideais Marcelo Aloisio Sulzbacher, Fabio Pacheco Menezes,
Diego Pascoal Golle, Daniel Pazzini, Eduardo Lorenzi, Marciel Redin e Alexandre
Doneda, pelos conselhos e palavras amigas.



Aos colegas de Laboratério Matheus Pontelli, Manoeli Lupatini, Deisy
Morales, Marcos Leandro dos Santos, Edicarla Trentin, Sabrina Dahmer, Natielo
Santana, Falko Konig, Bruna Piaia e Raquel D’Avila, pelo apoio, amizade e

momentos de descontracdo.

Aos funcionarios do Departamento de Solos, Tarcisio Uberti, Heverton Heinz,

Flavio Vieira da Silva, Carlos Vargas e Roseni dos Santos, pelo apoio prestado.

A Universidade Federal de Santa Maria, ao Departamento de Solos e ao
Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncia do Solo, pelo apoio no desenvolvimento de
minha Tese de Doutorado.

A CAPES pela bolsa de estudos.

A todos os familiares e amigos que de alguma forma contribuiram para a
realizacao deste trabalho.



“Se enxerguei mais longe foi por estar apoiado sobre os
ombros de gigantes”
Isaac Newton

“Seja senhor das tuas vontades e escravo da tua consciéncia.”
(Aristételes)



RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pés-Graduacéao em Ciéncia do Solo
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

Oleo essencial de eucalipto como bioestimulador da micorrizacao e
do estabelecimento de mudas de eucalipto e sibipiruna em solo
contaminado com cobre

Autor: Ricardo Bemfica Steffen
Orientadora: Zaida Inés Antoniolli
Santa Maria, Outubro de 2010

Os fungos ectomicorrizicos (fECM) em associacdao com o sistema radicular
das plantas, auxiliam na absorcdo de agua e nutrientes, proporcionando maior
crescimento vegetal, principalmente em ambientes com deficiéncia nutricional ou
degradados. Os fECM e as plantas ao conviverem em associacdo mutualistica,
permitem que os fungos simbiontes se beneficiem, ou pelo menos tolerem, os
metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas hospedeiras. E possivel que os
6leos essenciais extraidos de esséncias florestais conhecidamente micossimbiontes
possam estimular o crescimento de isolados ectomicorrizicos e beneficiar a simbiose
fungo-planta. O trabalho teve como objetivos determinar o efeito do 6leo essencial
de Eucalyptus grandis W. Hill ex. Maiden na produgéo de in6culo de fECM e sua
influéncia na tolerancia dos isolados aos metais pesados cobre, zinco e niquel; e
determinar o efeito da utilizacdo do 6leo essencial no crescimento de mudas de
eucalipto (Eucalyptus grandis) e sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides) em casa de
vegetacdo e no estabelecimento de eucalipto em solo contaminado por cobre em
condi¢gdes controladas e a campo. A avaliacdo do efeito de diferentes concentragdes
do dleo essencial de eucalipto no estimulo ao crescimento dos fECM Pisolithus sp.
(isolados UFSC Pt 24 e UFSC Pt 188), Pisolithus microcarpus (isolado UFSC Pt



116), Chondrogaster angustiporus (isolado UFSC Ch 163), Scleroderma citrinum
(isolado UFSC Sc 124) e Suillus sp. (isolados UFSM RA 2.2 e UFSM RA 2.8) em
meio de cultura liquido MNM, permite observar que a adicdo do 6leo essencial de E.
grandis nas concentragdes de 20 a 30 uL L™ promoveu incremento no crescimento
miceliano in vitro nos isolados UFSC Pt 24, UFSC Pt 116, UFSC Ch 163, UFSC Sc
124, UFSM RA 2.2 e UFSM RA 2.8. No meio de cultura liquido contendo os metais
pesados cobre, zinco e niquel, observou-se que a adicdo do 6leo essencial na
concentragdo de 20 pL L favoreceu o crescimento de isolados ectomicorrizicos.
Avaliando-se a utilizacao do 6leo essencial extraido de folhas de eucalipto sobre a
germinagédo e o desenvolvimento inicial de mudas de eucalipto em condigbes de
viveiro, observou-se que a germinacdo foi superior quando as sementes foram
pulverizadas com 25 uL L™ do 6leo essencial. A aplicacdo do 6leo essencial nas
concentragdes de 30 e 40 uL L™, proporcionou maior desenvolvimento das raizes e
da parte aérea das mudas de eucalipto em ambiente controlado. Isso pode ser uma
alternativa eficiente na bioestimulacdo do crescimento vegetativo de mudas de
eucalipto. O efeito da utilizacdo do 6leo essencial também foi positivo quando
aplicado em mudas de eucalipto micorrizadas ap6s 90 dias de inoculacao,
favorecendo tanto a micorrizacdo como o crescimento das mudas. Avaliando-se o
efeito do 6leo essencial de eucalipto na formagéo de associagdo ectomicorrizica e
no crescimento de mudas de sibipiruna ap6s 90 dias em condicoes de casa de
vegetacao, verificou-se que a aplicacdo do 6leo essencial favoreceu a associacao
ectomicorrizica, determinada através do porcentual de micorrizacdo, do fungo P.
microcarpus e o0 desenvolvimento em mudas de sibipiruna. Mudas de eucalipto
formadas em substrato micorrizado, utilizando o éleo essencial na formulagdo do
inoculante ou via aplicacdo posterior, resultaram em plantas com maior altura,
massa fresca e seca, diametro do colo e capacidade de adaptacdo em solo
contaminado por cobre. Esses resultados demonstram que a utilizacdo do 6leo
essencial de eucalipto pode favorecer o estabelecimento de associacdo micorrizica
em mudas de sibipiruna, bem como o crescimento e desenvolvimento de mudas de

eucalipto em areas contaminadas por metais pesados.

Palavras-chave: Ectomicorrizas; metais pesados; tolerancia; bioestimulo.
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Ectomycorrhizal fungi (fECM) combined with the plant root system improve the
absorption of water and nutrients, providing great plant growth, especially in
environments with nutritional deficiency or degraded. Due to the fECM and plants live
in mutualistic association, allows the fungal symbionts to be benefit, or at least
tolerate, the secondary metabolites produced by plants. It is possible that essential
oils extracted from forest species that form mycorrhizal associations by stimulating
the growth of ectomycorrhizal isolates and benefit the plant-fungus symbiosis. This
study aimed to evaluate the effect of Eucalyptus grandis W. Hill ex. Maiden essential
oil, the inoculum production of fECM and its influence on the tolerance of the isolates
to heavy metals copper, zinc and nickel. Also, determines the effect of the use of
essential oil on growth of eucalyptus (Eucalyptus grandis) and sibipiruna
(Caesalpinia peltophoroides) seedlings in the greenhouse and the establishment of
eucalyptus soil contaminated by copper under controlled conditions and field. The
evaluation of the effect of different eucalyptus essential oil concentrations to
stimulate the growth of fECM Pisolithus sp. (UFSC Pt 24 and UFSC Pt 188),
Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), Chondrogaster angustiporus (UFSC Ch 163),
Scleroderma citrinum (UFSC Sc 124) and Suillus sp. (UFSM RA 2.2 and UFSM RA
2.8) in liquid culture medium MNM, allow to observe that the addition of eucalyptus



essential oil concentrations 20 and 30 uL L promoted an increase in mycelium
growth in vitro of the isolates UFSC Pt 24, UFSC Pt 116, Ch 163 UFSC, UFSC Sc
124, UFSM RA 2.2 and UFSM RA 2.8. In liquid culture medium containing heavy
metals copper, zinc and nickel. It was observed that the addition of essential oil at
concentration of 20 pL L™ increased the growth of ectomycorrhizal isolates. The
evaluation of use of essential oil extracted from eucalyptus leaves on germination
and initial development of eucalyptus seedlings in nursery conditions, permits to
observe that germination was significantly highest when the seeds were sprayed with
25 uL L™ oil essential. The application of essential oil at concentrations of 30 and 40
uL L improve the development of roots and shoots of eucalyptus seedlings in a
controlled environment. This can be an effective alternative in the biostimulation of
the vegetative growth of eucalyptus seedlings. The effect of the use of essential oil
was also positive when applied to eucalyptus seedlings inoculated 90 days after
inoculation, improving both the mycorrhizal and seedling growth. Evaluating the
effect of eucalyptus essential oil in the formation of ectomycorrhizal association and
growth of sibipiruna seedlings after 90 days under greenhouse conditions. It was
found that the application of essential oil enhanced the association of
ectomycorrhizal fungus P. microcarpus and the development in seedlings of
sibipiruna seedlings. The assessment of the degree of mycorrhizal association was
determined by the percentage of mycorrhization. Eucalyptus seedlings grown in
fertilized substrate, by using of essential oil in the formulation of inoculant or through
subsequent application resulted in plants with highest height, fresh and dry weight,
diameter and adaptability in soil contaminated by copper. These results may improve
the establishment of mycorrhizal fungi in seedlings of sibipiruna seedlings as well as
development and growth of eucalyptus seedlings in sites contaminated by heavy

metals.

Keywords: ectomycorrhizae; heavy metal; tolerance; biostimulation.
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1 INTRODUGCAO GERAL

A cobertura florestal no mundo é de aproximadamente 3,9 bilhdes de
hectares, dos quais 886 milhdes estdo na América Latina. Deste total, 61%
encontram-se no Brasil, que ocupa a segunda maior cobertura florestal do mundo
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA, 2008), onde a questao florestal é
abordada de maneira quase exclusiva pelos setores de papel e celulose, gerando
US$ 2,2 bilhdes em vendas externas (JUVENAL; MATTOS, 2002).

Segundo Rossi (2006), o consumo de madeira proveniente de florestas
plantadas no Brasil gira em torno de 108 milhées de m® ano™”, onde os maiores
consumidores correspondem a producao de papel e celulose (30%), a geracao de
energia (830%) e ao setor madeireiro (20%), sendo o restante utilizado como
dormentes, escoras e na fabricacdo de subprodutos como laminados.

O grande crescimento demogréfico e o consequente aumento no consumo de
produtos florestais tém forgcado a silvicultura a aumentar seus niveis de produgao. O
Brasil, devido as excelentes condicdbes edafoclimaticas e ao avangado
desenvolvimento na area de silvicultura, apresenta o maior programa de
reflorestamento do mundo, onde utiliza, predominantemente, espécies dos géneros
Pinus e Eucalyptus, que correspondem a 1,8 e 3 milhées de hectares plantados,
respectivamente (ALVES et al., 2001; JUVENAL; MATTOS, 2002; SCARPINELLA,
2002; SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA, 2008). Entretanto, devido a
crescente preocupagdo com a questdao do desmatamento, o protocolo de Quioto,
firmado em 1997, instituiu, dentre as medidas a serem estabelecidas para reduzir o
desmatamento e a emissdo de gases de efeito estufa, que os paises participantes
adotassem mecanismos de desenvolvimento limpo, incentivando projetos de
reflorestamento (SCARPINELLA, 2002).

Nesse contexto ambientalista, preconiza-se o uso de locais degradados por
produtos quimicos, submetidos a degradacdo fisica ou ao excesso de metais
pesados, devido a processos de mineragdo e manufatura de metais, para programas
de reflorestamento visando a exploragdo da madeira e subprodutos.

A presenga de quantidades excessivas de metais no solo, além de inibir o
crescimento de diversas plantas e causar alteracées nas comunidades vegetais,
também exerce efeitos adversos sobre os microrganismos do solo, interferindo nas

funcdes do ecossistema, com consequéncias ao meio ambiente e a saude publica.
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Este efeito deletério ao crescimento vegetal ocorrente em ambientes com excesso
de metais parece estar relacionado a inducao pelos metais a disturbios fisiolégicos e
nutricionais nas plantas (PAIVA et al., 2001). Outra resultante da presenca de metais
no solo é a perda da biodiversidade, tanto animal como vegetal, e a diminuicao da
fertilidade, exercendo uma pressdo de selecdo sobre a vegetacdo existente,
dificultando a manutencdo de povoamentos florestais, podendo ocasionar extingao
da vegetacao.

Dentre as alternativas para revegetacao, visando a reabilitacdo destas areas
degradadas, encontra-se o estabelecimento de esséncias florestais utilizando-se
predominantemente espécies da familia Myrtaceae, principalmente do género
Eucalyptus. Neste género, a formagédo de associagcdées ectomicorrizicas acontece de
forma natural, podendo ocorrer variagées quanto a infectividade e a eficiéncia destes
fungos dependendo das condi¢gdes ambientais e das espécies envolvidas (SMITH;
READ, 2008).

Os fungos ectomicorrizicos (fECM) interagem com as espécies vegetais
formando associacao simbiética mutualista, que através da maior absorcao de agua
e nutrientes e da protecdo das raizes, contribuem para o desenvolvimento das
plantas (PEROTTO; BONFANTE, 1997; OLIVEIRA; GIACHINI, 1999; ZEPPA et al.,
2005; SOUZA et al., 2006), além de conferirem a estas maior tolerancia a metais
pesados, 0 que possibilita a utilizacdo destes fungos na biorremediagcdo de solos
degradados (KHAN, 2001; SCHELOSKE et al., 2001; GRAZZIOTTI et al., 2001;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; GOHRE; PASZKOWSKI, 2006; KHAN, 2008).

No Rio Grande do Sul, tem sido verificado um baixo indice de sobrevivéncia
das mudas de esséncias florestais apds o transplante para o campo (SILVA et al.,
2003a). Assim, o controle da micorrizacao nos programas de reflorestamento, o qual
tem inicio com a selegéo do isolado ectomicorrizico a ser utilizado até a inoculagéo
das plantas, € de fundamental importancia para o sucesso no estabelecimento dos
programas de reflorestamento (GARBAYE, 1990; SILVA et al., 2003b; SOUZA et al.,
2004). Neste sentido, estudos visando a otimizacao da micorrizacdo de espécies
florestais sdo de fundamental importancia para a eficiéncia deste processo.

Muitas espécies ou mesmo isolados de fECM apresentam seletividade em
relacdo a determinadas espécies vegetais, o que sugere que o fungo seja
dependente da presenca de sinais bioquimicos especificos produzidos pela planta
hospedeira, quando ambos encontram-se associados (MOREIRA; SIQUEIRA,
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2006). Essa relacdo ocorre em associacées compativeis, onde o sistema radicular
das plantas sintetiza e disponibiliza compostos fendlicos preferenciais do fungo.
Partindo-se do conhecimento sobre as interagdes entre fungos micorrizicos e
o sistema radicular de plantas, e do conceito sobre a sintese e a constituicdo dos
Oleos essenciais de espécies vegetais, o presente trabalho visou avaliar o efeito do
6leo essencial extraido de plantas da espécie Eucalyptus grandis, na producao de
in6culo de fECM e sua influéncia na tolerancia dos isolados a metais pesados, no
crescimento de mudas de eucalipto e sibipiruna e no estabelecimento de eucalipto
em solo contaminado por cobre. O trabalho foi realizado em seis etapas,
correlacionando a utilizacdo do éleo essencial de eucalipto no desenvolvimento de
inéculo de fECM e no estabelecimento de esséncias florestais em solo com
presenca de metais pesados. Os estudos realizados corresponderam: (1) a
contribuicdo do Oleo essencial de E. grandis no desenvolvimento de isolados
ectomicorrizicos in vitro; (2) ao efeito do 6leo essencial no desenvolvimento inicial de
plantas de E. grandis; (3) a influéncia do d&leo na tolerancia de fungos
ectomicorrizicos a doses elevadas de metais pesados; (4) A aplicacao do 6leo
essencial no desenvolvimento e crescimento de mudas de Caesalpinia
peltophoroides micorrizadas; (5) ao efeito da aplicagdo do 6leo no desenvolvimento
e crescimento de mudas de E. grandis micorrizadas e (6) a contribuicdo do 6leo
essencial no desenvolvimento e crescimento de plantas de E. grandis micorrizadas e

transplantadas para solos contaminados pelo excesso de cobre (Figura 1.1).



Isolados ectomicorrizicos

Eucalyptus grandis

»| Extragéo do dleo

26

essencial

A

Crescimento in vitro

A 4

Estudo |

Oleo essencial de E. grandis
sobre o crescimento miceliano

Crescimento in vitrocom |

A 4

metais pesados

Estudo Il

Efeito do 6leo essencial de E.
grandis sobre o crescimento
miceliano na presenca de
metais pesados

\ 4

A 4

Producao de mudas néo
micorrizadas

Estudo Il

Oleo essencial de E. grandis
sobre as mudas de eucalipto
nao micorrizadas

A 4

Produg¢do de mudas micorrizadas |

v

A 4

Caesalpinia peltophoroides

A 4

Eucalyptus grandis

Estudo VeV

Estudo VI

Avaliagdo das mudas micorrizadas
que receberam aplicacao do 6leo
essencial

Avaliagdo das mudas micorrizadas
que receberam aplicagéo do éleo
essencial na presenca do cobre

Figura 1.1 - Sequéncia da realizagao do trabalho sobre a utilizagdo de 6leo essencial no crescimento
de fungos ectomicorrizicos, no crescimento de mudas de eucalipto e sibipiruna e no
estabelecimento de eucalipto em solo contaminado por cobre. Santa Maria, 2010.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Utilizacao de esséncias florestais nativas em programas de reflorestamento

A trajetéria de colonizacdo de imigrantes na regido sul do Brasil esta
associada ao auto consumo de florestas nativas, tanto pela extracdo de madeira
para construcdo, como sua utilizacdo como fonte de energia, resultando em grandes
areas desmatadas ao longo do tempo (ZUCHIWSCHI et al., 2010). Andreazza et al.
(2008) em revisdo sobre a area florestal no Rio Grande do Sul, descreve que
originalmente, o Estado possuia 42% de sua superficie territorial coberta com
florestas nativas, mas ja no inicio do século XX, essa area foi reduzida para
aproximadamente 25%, chegando a apenas 4% em 1965. Atualmente, as florestas
nativas estao reduzidas a fragmentos, envoltas por areas cultivadas principalmente
com graos.

Segundo Togoro et al. (2007), a tecnologia de reflorestamento de areas
degradadas utilizando esséncias florestais nativas ainda é pouco conhecida,
tornando-se necessario um conhecimento mais adequado desta pratica.

Apesar da riqueza da flora existente no Brasil, o Pais possui uma caréncia de
pesquisas que proporcionem o conhecimento das espécies florestais nativas e
possam servir de referéncia e subsidio para os programas de recuperacao e manejo
de areas naturais (LEONHARDT et al., 2007). Segundo Silva et al. (2010), as
esséncias florestais nativas podem ser uma opcdo para revegetacdo de areas
contaminadas por metais pesados.

Além de suas caracteristicas fisiolégicas desejaveis, como crescimento
relativamente rapido, vigor e rusticidade, as esséncias florestais nativas apresentam
grandes vantagens comerciais quanto a madeira e aos subprodutos em relagdo as
comercialmente mais utilizadas, como algumas espécies exoéticas (SCHROEDER,
1991). Embora existam centenas de espécies florestais nativas, os viveiros florestais
e as empresas fornecedoras de mudas para reflorestamento trabalham com uma
variedade limitada de espécies vegetais nativas, normalmente aquelas de facil
germinagédo e rgpido crescimento (BARBOSA et al.,, 2003; VIANI; RODRIGUES,
2007; ARRUDA et al., 2009).

Dentre os fatores que limitam a expansao da utilizacao de espécies florestais
em programas de reflorestamento, Carvalho et al. (1980), Nassif e Perez (1997),
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Fonseca et al. (2001) e Santarelli (2004) citam a falta de interesse dos viveiristas, as
dificuldades na obtencédo de sementes e o processo de dorméncia das sementes de
algumas espécies florestais nativas.

Dentre as esséncias florestais nativas passiveis de serem utilizadas em
programas de reflorestamento, Lorenzi (1992), Finger et al. (1996), Carvalho (1998),
Scalon et al. (2002) e Ferreira et al. (2007) apresentam as espécies angico-cascudo
(Anadenanthera peregrina var. falcata Benth), angico-vermelho (Anadenanthera
colubrina var. cebil Griseb.), angico-branco (Anadenanthera colubrina var. colubrina
Vell.), bracatinga (Mimosa scrabella Benth), canjerana (Cabrela canjerana subsp.
Canjerana \Vell), canafistula (Peltophorum dubium Spreng.), guapuruvu
(Schizolobium parahyba Vell.), inga (Inga edulis Mart.), pau-ferro (Astronium
balansae Engl.), pau-marfim (Balfourodendron riedelianum Engl.), pinheiro-do-
parana (Araucaria angustifolia Bertol.), sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides
Benth.) e timbalva (Enterolobium contortisiliquum Vell).

Para Mochiutti et al. (2008), a regeneracao de espécies arbdreas nativas nas
plantacdes florestais esta4 condicionada a dois fatores basicos: distancia e qualidade
da fonte e dos agentes dispersores de propagulos, e capacidade desses em se
estabelecerem e se desenvolverem nas condigdes do ambiente.

De forma geral, as plantagbes com finalidades remediadoras e industriais
utilizam esséncias florestais com capacidade de producao de grande quantidade de
material lenhoso, de qualidade homogénea, baixo custo final e adaptabilidade a
ambientes passiveis de estresses bidticos, abidticos e nutricionais (KAGEYAMA;
CASTRO, 1989). Devido a isso, até o presente momento, observa-se
predominantemente a utilizacdo de esséncias florestais exéticas em plantagdes
comerciais, por apresentarem respostas quanto ao melhoramento genético e a
utilizacao de altas tecnologias de producao (JUVENAL; MATTOS, 2002).

2.2 Utilizacao do eucalipto em programas de reflorestamento

O setor florestal brasileiro ocupa area equivalente a de 544 milhdes de
hectares de florestas nativas, 6 milhdes de hectares de florestas cultivadas, sendo
estas principalmente com espécies de eucalipto (79,7%), pinus (19,9%) e outras
(0,4%), e, aproximadamente, 43 milhdes de hectares destinados a unidades de
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conservacao federal (BRACELPA, 2008; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
SILVICULTURA, 2008).

Segundo Rossi (2006), a conscientizacdo sobre os aspectos relacionados a
utilizagdo de madeira proveniente de espécies florestais nativas ocasionou o uso
massivo de espécies exoticas em programas de reflorestamento. No entanto, devido
aos aumentos no consumo de matéria-prima oriunda do setor florestal, a area
atualmente cultivada com esséncias florestais destinadas a extracao de madeira nao
esta suprindo o volume de material requerido pelas industrias de papel e celulose,
de producao de energia e outros produtos (HOEFLICH et al., 2000; ROSSI, 2006).

Estimativas realizadas pela FAO indicam que o consumo mundial de madeira
aumentara em 60% até o ano de 2030, alcancando cerca de 2,4 bilhdes de m>.
Segundo os autores, estes dados levantam alguns questionamentos a respeito da
origem da madeira utilizada pelas diversas industrias, de quem produzira e de como
devera ser produzida (BAENA; GLOVACK, 2007). A fim de evitar a expansao
desordenada das florestas plantadas e a pressao destas sobre as areas
compreendidas com florestas nativas, pesquisas estdo sendo realizadas no intuito
da maximizacao da producao florestal em areas destinadas para este fim.

O Brasil, devido as excelentes condigcdes edafoclimaticas e ao avancado
desenvolvimento na area de silvicultura, apresenta o maior programa de
reflorestamento do mundo (ALVES et al., 2001; JUVENAL; MATTQOS, 2002), o qual
utiliza-se predominantemente do plantio de arvores dos géneros Pinus e Eucalyptus,
0s quais apresentam dependéncia de associagdo micorrizica para seu
estabelecimento e desenvolvimento a campo (ROSSI, 2006).

Introduzido no Brasil no ano de 1868, o eucalipto, proveniente da Australia,
era utilizado apenas como planta decorativa e na formagéao de quebraventos. Com o
desenvolvimento dos programas de reflorestamento, o eucalipto, com mais de 300
espécies, passou a ser utilizado comercialmente para a producao de madeira, sendo
atualmente a esséncia florestal com maior area plantada no Pais, apresentando
altos niveis de melhoramento genético, de produtividade e qualidade da madeira
(BAENA, 2005; ROSSI, 2006; ROCHA; SANTOS, 2007; SOUZA et al., 2008).

Atualmente, das areas reflorestadas no Brasil, as espécies do género
Eucalyptus, devido principalmente a sua diversidade, adaptabilidade climatica e ao
seu potencial produtivo, correspondem a 79,7% das espécies utilizadas (EMBRAPA,
2003; BRDE, 2004; GARAY et al., 2004; BRACELPA, 2007). Dentre as espécies de
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eucalipto, a espécie E. grandis é a mais utilizada, ocupando 55% das areas
cultivadas com eucaliptos, seguido das espécies E. saligna, com 17%, E. urophylla,
com 9% e E. viminalis, com 2%. (AFUBRA; SINDIFUMO, 2001; ANDRADE et al.,
2006; SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA, 2008).

Com o aumento dos programas de reflorestamento, as espécies do género
Eucalyptus tém despertado a atencdo de pesquisadores, devido a sua
adaptabilidade e produtividade, necessarias para atender as demandas inerentes a
producdo de madeira (ANDRADE et al., 2006; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
SILVICULTURA, 2008). O género Eucalyptus é considerado, atualmente, uma das
principais esséncias florestais encontradas no Brasil (TREVISAN et al. 2007).
Segundo estes autores, entre as espécies florestais folhosas, o eucalipto podera
representar, em curto prazo, a matéria-prima com maior demanda no mercado
mundial, sendo utilizado para atender diversos segmentos industriais e comerciais.

Devido as constantes preocupacdes voltadas para a questdo do chamado
apagao florestal e para o desmatamento de areas nativas, a silvicultura vem sendo
forcada a aumentar os seus niveis de producdo para satisfazer as necessidades
decorrentes do crescimento demografico. Em vista disso, alguns Paises vém
desenvolvendo programas de micorrizacao controlada em viveiros de mudas
florestais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), buscando na associagdo micorrizica uma
base biologicamente ativa para possibilitar aumentos significativos na producédo de
biomassa florestal.

2.3 Associacoes micorrizicas

Dentre as inUmeras inter-relacoes biolégicas estabelecidas no ecossistema
solo, as simbioses entre plantas e microrganismos heterotréficos, como o caso das
micorrizas, destaca-se pelos beneficios proporcionados a producao vegetal.

Descritas inicialmente por Frank (1885), as micorrizas sdo associacoes
mutualisticas entre fungos simbiontes do solo e uma ampla variedade de plantas,
constituindo-se em um importante fator de crescimento e desenvolvimento de
determinadas espécies vegetais, nas mais variadas condigdes de solo e clima.

Estudos em raizes fossilizadas evidenciam que as micorrizas surgiram ha
cerca de 400 milhdes de anos, periodo este que coincide com o aparecimento das
plantas terrestres (OLIVEIRA; GIACHINI, 1999; SMITH; READ, 2008).
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Embora a formacao e estabilizacdo da simbiose micorrizica represente um
gasto energético para a planta, esta é beneficiada pelo aumento significativo na area
de absorcao proporcionado pelas hifas do fungo no solo, visto que uma unica hifa
pode se estender por mais de dois metros e formar, aproximadamente, 120
ramificacées (TRAPPE; FOGEL,1977; BRUNDREET et al., 1996; SMITH; READ,
2008).

As micorrizas sao consideradas a simbiose de maior expressao ecolégica e
econdmica entre fungos do solo e raizes de plantas superiores (BRADY; WEIL
2002). Na relacdo mutualistica estabelecida entre as raizes da planta e o fungo,
ocorre uma micotrofia, onde o fungo proporciona a planta maior area de absorcéo de
agua e nutrientes minerais, devido a extensdo de suas hifas no solo, e em
contrapartida, a planta libera na forma de exudatos radiculares alguns fotossintatos,
compostos organicos e aminoacidos, beneficiando o desenvolvimento miceliano
(Figura 2.1) (ANTONIOLLI; KAMINSKI, 1991; ZEPPA et al., 2005; SOUZA et al.,
2006; SMITH; READ, 2008).

A exploragdo da simbiose micorrizica no auxilio ao estabelecimento e
crescimento das esséncias florestais a campo representa uma alternativa de baixo
impacto ambiental (OLIVEIRA; GIACHINI, 1999; SOUZA et al., 2006; SOUZA et al.,
2008).

Exudatos radiculares e
fotossintatos

A Agua e
Nutrientes minerais

Figura 2.1 - Representacdo da relagdo simbidtica existente entre o sistema radicular de esséncias
florestais e fungos micorrizicos.

A contribuicdo das micorrizas no sistema planta-microrganismos representa

uma alternativa de baixo custo e biotecnologicamente efetiva no cultivo de plantas,
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sendo de fundamental importancia para a biologia e ecologia de muitas espécies de
vegetais terrestres (MARTIN et al., 2001; CAZARES; MEDRANO, 2002).

Com base nas caracteristicas morfolégicas, anatébmicas e estruturais, as
micorrizas podem ser agrupadas em endomicorrizas, ectendomicorrizas,
ectomicorrizas, micorrizas arbutéides, monotrdides, ericéides e orquiddides, sendo
as endomicorrizas e as ectomicorrizas as de maior importancia (SMITH; READ,
2008).

2.4 Ectomicorrizas

Embora ocorra, em cultivos de eucalipto, uma sucessdao na micorrizacao das
raizes, observando-se predominio na ocorréncia de fungos micorrizicos
arbusculares na fase inicial de desenvolvimento das plantas (ROJAS; SIQUEIRA,
2000), o crescimento e estabelecimento das plantas a campo sédo beneficiados pela
colonizagdo ectomicorrizica (SANTOS et al., 2001b; CARRERA-NIEVA; LOPEZ-
RIOS, 2004; ANDREAZZA et al., 2008).

Com aproximadamente 5000 espécies envolvidas em associa¢des simbidticas
com plantas superiores, as ectomicorrizas, além de proporcionarem beneficios ao
desenvolvimento vegetal, atuam na estabilizacao de florestas naturais e cultivadas,
servindo como fonte de alimento e participando da ciclagem de nutrientes em
florestas temperadas e tropicais (TAYLOR, 1991; HOBBIE, 2006).

Os fungos ectomicorrizicos (fECM), embora se associem com um grupo
restrito de plantas (aproximadamente 5% das espécies conhecidas), sao
encontrados formando simbiose com 90% das espécies arbéreas de clima
temperado, principalmente com as pertencentes as familias Pinaceae (95%),
Fagaceae (94%), Betulaceae (70%) e Salicaceae (83%) (OLIVEIRA; GIACHINI,
1999; MOLINA et al., 2005).

As ectomicorrizas apresentam nucleo tipicamente haploide, micélio
geralmente segmentado e dicariético e grampos de conexdao (FINLAY, 2006),
pertencendo a um tipo especial de micorrizas, em que o componente fungico
localiza-se nos espacos intercelulares da raiz, ndo havendo penetragdo nas células
(BELLEI; CARVALHO, 1992). Raizes colonizadas por ectomicorrizas sao
caracterizadas por apresentarem manto fungico recobrindo a superficie apical das

raizes e hifas intercelulares (rede de Hartig) localizadas internamente nas raizes,
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penetrando o cértex intercelular, formando uma malha fangica em substituicdo ou
coexistindo com a lamela média (Figura 2.2) (BRUNDREET et al., 1996), propiciando
ao fungo um ambiente intra-radicular protegido (BELLEI; CARVALHO, 1992).

Vasos Condutores

Células corticais

Hifas

Rede de Hartig
Manto fungico

Figura 2.2 - Representagcdo das alteragbes morfolégicas em raizes colonizadas por fungos
ectomicorrizicos. (Extraido de SERRA et al., 2007).

Segundo Allen et al. (1995), Oliveira e Giachini (1999) e Grazziotti et al.
(2001a), a maioria dos fECM identificados no mundo sdo ocorrentes em florestas
temperadas com predominancia de coniferas. As ectomicorrizas sao fungos
superiores, pertencentes aos filos Basidiomicotina, Ascomicotina e Zigomicotina
(BRUNDRETT et al.,, 1996), além dos fungos imperfeitos ou Deuteromicotina
(ALEXOPOQULOS et al., 1996), apresentando diversidade ecoldgica e fisioldgica, e
uma grande variagdo ecotipita entre isolados de uma mesma espécie (TRAPPE;
FOGEL, 1977).

No Brasil, os Basidiomicetos colonizam e frutificam com frequéncia espécies
de pinus e eucaliptos, sendo as espécies fungicas dos géneros Pisolithus Alb. &
Schwein., Scleroderma Pers., Rhizopogon Fr., Amanita Pers. e Lactarius Pers. as
mais encontradas (OLIVEIRA; GIACHINI, 1999).

As ectomicorrizas, embora possuam um estadio saprofitico, regulam seu

crescimento quando em simbiose com as raizes das plantas (BUSCOT et al., 2000).
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Apesar da especificidade hospedeiro-fungo de ocorréncia natural, em muitas areas
podem ser encontradas até 35 espécies por 0,1 hectare, dependendo da adaptacao
destes organismos ao ambiente (BRUNS, 1995).

A associacao ectomicorrizica apresenta importancia econémica significativa
para o setor florestal (BELLEI; CARVALHO, 1992), favorecendo o estabelecimento e
o desenvolvimento destas plantas em areas ambientalmente alteradas, devido ao
aumento na capacidade de absorcdo de agua e nutrientes, contribuindo na
longevidade de raizes, além de protegdo contra fitopatégenos (JEFFRIES;
RHODES, 1987; FOUNOUNE et al., 2002; WHIPPS, 2004), tolerancia a salinidade
do solo (FENG et al., 2002) e a metais pesados (GRAZZIOTTI et al., 2001).

Nos programas de reflorestamento, o controle da micorrizagdo, desde a
selegcdo do isolado ectomicorrizico a ser utilizado até a inoculagcdo destes nas
espécies florestais ainda no viveiro, é de fundamental importancia para o sucesso no
estabelecimento e desenvolvimento das plantas ap6s o transplante e para a
manutengdo da estabilidade de comunidades florestais (ANDREAZZA et al., 2004;
SOUZA et al., 2004; SOUZA et al., 2006).

As ectomicorrizas sdo consideradas importantes agentes estruturadores de
comunidades florestais, influenciando a sucessao e a resiliéncia das plantas nas
florestas durante os processos de mudancas climaticas (PERRY et al., 1990),
exercendo grande influéncia nestas, amenizando os impactos provocados por
estresses bidticos e abidticos (SILVA, 2002; SILVA et al., 2003; SMITH; READ,
2008). Devido a modificac6es estruturais das raizes colonizadas e a presenca de um
manto fungico sobre as raizes, a micorriza altera a interface solo-planta, formando
uma barreira fisico-quimica, protegendo as plantas da presenca de metais pesados
e outros poluentes toxicos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Ha indicios de que estes microrganismos contribuiram para a extensao de
florestas para areas ambientalmente degradadas. Segundo Brunner (2001), o
estabelecimento de mudas florestais em solos deficientes em nutrientes ou
contaminados pela deposicdo de certos poluentes se torna possivel devido a
simbiose destas plantas com fECM.

Em solos que apresentam limitacdes quanto a sua fertilidade, a inoculacédo de
fECM promove aumento na sobrevivéncia das plantas apés o transplante (SILVA et
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al., 2003a; MELLO et al., 2006). J& em solos com excesso de metais pesados, as
ectomicorrizas em simbiose com as plantas, podem aumentar a absorcdo de
nutrientes pelas raizes e imobilizar os metais, reduzindo a translocacao destes para
a parte aérea, conferindo maior tolerdncia das plantas a estes elementos
(GRAZZIOTTI et al., 2001).

2.5 Ambientes degradados por metais pesados

A ocorréncia de areas contaminadas, bem como de problemas oriundos
destes locais, vem crescendo cada vez mais no Brasil. Essas areas podem ser
representadas por locais de descarte inadequado de residuos de industrias de
produtos quimicos, utilizacdo e/ou descarte de agrotdxicos e de residuos organicos
contaminados, como dejetos de animais, residuos sélidos de industrias desativadas,
areas de aterros sanitarios e de descarte de residuos hospitalares, areas
contaminadas por metais pesados e proximas a postos de combustiveis, entre
outros. Além destas formas de deposicdo de metais nos solos, processos de
mineracdo e manufatura de metais nobres frequentemente provocam a
contaminacdo do ambiente por uma mistura de metais potencialmente tdxicos
(RIBEIRO FILHO et al., 1999), dificultando a exploragcdo econdmica ou ecoldgica
destes ambientes.

Atualmente, dentre as diversas fontes de contaminagdo, os metais pesados,
devido a ocorréncia de focos de contaminacdo, refletiram no crescimento do
interesse dos 6rgaos de pesquisa no estudo de areas contaminadas (RAMALHO et
al., 2000).

Os metais pesados ocorrem de forma natural nos solos (FADIGAS et al.,
2002), mas devido a presenca desses elementos em diversos materiais utilizados
em praticas agricolas, a contaminacdo por estes metais esta sendo um tema
bastante discutido (ZABOWSKI; ZASOSKI, 1987; ABREU et al., 1995). Segundo
Ramalho et al. (2000), embora alguns metais pesados sejam considerados
elementos essenciais ao desenvolvimento das plantas, quando presentes no solo
em determinadas concentracdes, podem atingir niveis de toxicidade, interferindo
negativamente no estabelecimento e desenvolvimento vegetal, resultando em

declinio produtivo em determinados casos.
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Dentre os metais toxicos encontrados nos solos encontram-se o cobre (Cu),
zinco (Zn), niquel (Ni), cromo (Cr), cadmio (Cd) e chumbo (PB), dos quais os
elementos Cd e Pb fazem parte da lista dos 20 maiores poluentes nocivos ao
ambiente (GRAVILESCU, 2004). A maioria das plantas apresenta um efeito deletério
em seu crescimento quando cultivadas em ambiente com excesso de metais. Esse
efeito parece estar relacionado a inducédo pelos metais a disturbios fisiol6gicos e
nutricionais nas plantas (PAIVA et al., 2001). Segundo Carneiro et al. (2001), quando
em excesso no solo, além dos metais pesados inibirem o crescimento de diversas
plantas causando alteracdes nas comunidades vegetais, também exercem efeitos
adversos sobre 0s microrganismos do solo, interferindo nas fungdes do ecossistema,
com consequéncias ao ambiente e a saude publica. Como resultado da
contaminacdao dos sistemas bioldgicos, pode-se constatar a oxidacdo do DNA,
lesbes pré-mutagénicas, erros de pareamento e de replicacdo, produzindo
mutagénese, carcinogenia, teratogenicidade e morte celular de uma vasta gama de
organismos (MALIK, 2004; GRISOLIA, 2005).

2.6 Dinamica e disponibilidade do cobre no solo

Apesar do cobre ser um micronutriente essencial as plantas e a alguns
organismos e ocorrer de forma natural nos solos, sendo constituinte de algumas
enzimas e participante de processos essenciais (como a fotossintese), quando em
excesso, este elemento pode causar danos as plantas e aos organismos, por se
enquadrar entre os elementos que apresentam densidade superior a 6 Kg dm™,
sendo considerado um metal pesado.

Os metais pesados ocorrem de forma natural nos solos e, conhecidamente,
sao depositados sobre estes por processos de mineracdo e manufatura de metais
nobres, os quais, frequentemente provocam a contaminagdo do ambiente por uma
mistura de metais potencialmente toxicos, dificultando a exploracdo econémica ou
ecoldgica destes ambientes.

De forma geral, 0 aumento da concentragdo de um nutriente na solugdo do
solo, devido a deposicdo deste ao meio, resulta em aumentos na sua absorcéo
pelas plantas, o que pode levar o elemento, no caso o cobre, de uma condicdo de
essencial a fitotoxico (PAIVA et al., 2001).
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A concentragdo natural de cobre no solo varia de 10 a 80 mg kg™, com uma
média de 30 mg kg, dependendo do material de origem e de atividades antrépicas
realizadas no local, sendo grande parte da quantidade de cobre complexada na
matéria organica do solo e uma pequena fracdo distribuida entre as formas Cu®,
CuOH* e CuSO4’. De uma forma geral, considera-se os teores de 20 a 100 mg kg™
com potencial de causar fitotoxicidade, dependendo da espécie vegetal, do estadio
de desenvolvimento e de caracteristicas edafoambientais (SOARES et al., 2000).

Elementos como o cobre apresentam uma dindmica complexa no solo, sendo
afetados diretamente pela composicdo quimica do solo (material de origem e
processos de intemperismo), capacidade de troca de cétions, pH do solo, teor de
matéria organica, argila e éxidos. Além disso, independentemente do tipo de solo, a
presenca excessiva dos ions aluminio, ferro e manganés pode provocar reducao na
disponibilidade do cobre para as plantas.

No solo, o cobre pode ser encontrado nas formas livre Cu(H20)s, ion divalente
Cu?* (forma mais toxica do elemento), complexos inorganicos simples sintéticos Cu-
EDTA, complexo hidréxi-metal CuOH,°, complexos inorganicos simples CuCOs’,
complexos organicos poliméricos Cu-acidos fulvicos ou humicos e na forma de
complexos soluveis, com anions inorganicos ou ligantes orgéanicos, estando
facilmente disponiveis para serem absorvidos pelas plantas e/ou lixiviados no solo
(TWISS et al., 2001).

A matéria organica, apesar de representar menos de 5% da fracao sélida do
solo, apresenta alta capacidade de interagir com outros componentes, alterando
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo, as quais afetam o crescimento e
o desenvolvimento das plantas. Devido a sua alta reatividade, a matéria organica
regula a disponibilidade de varios micronutrientes essenciais, bem como a atividade
e biodisponibilidade de metais pesados e elementos fitotoxicos.

As substancias humicas apresentam um alto grau de seletividade, formando
complexos de esfera interna na sequéncia Cu > Fe > Mn > Zn. O micronutriente
metalico (no caso o cobre) pode sofrer reacbes de sorcdo com o material organico,
resultando em uma estreita associacao em nivel molecular, entre o metal e um ou
mais grupos funcionais do material humico ou ligante, passando de uma ligacao
eletrostéatica a fortemente covalente (MANTOVANI, 2009).

Em solos tropicais, os 6xidos exercem papel importante na biodisponibilidade
dos metais pesados. Solos com elevado teor de Oxidos apresentam grande
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capacidade de retencédo de cobre, devido ao estabelecimento de ligacées quimicas
fortes entre o 6xido e o metal, tendendo a irreversibilidade, por meio da formacao de
ligacdes covalentes (onde ocorre compartiihamento de elétrons) com OH e/ou O na
superficie desses coldides. Os Oxidos de ferro apresentam o ponto de carga zero
(PCZ) superior a 7,0. Sendo assim, em solos acidos a adsor¢cao dos metais é baixa
devido a predominéancia de cargas positivas na superficie destes 6xidos. Os 6xidos
de ferro goethita e hematita adsorvem especificamente os metais pesados na
seguinte ordem de preferéncia: Cu > Pb > Cd > Co > Ni > Mn (BISSANI; BOHNEN,
2004).

A medida que o pH do solo aumenta, cresce o nimero de cargas negativas
na superficie dos coldides organicos e inorganicos, o que, provavelmente, aumenta
a atracado do cobre (cation metalico) a superficie destes colbides. Aliado a isso, a
reducao da acidez do solo também contribui para a reducéo da biodisponibilidade do
cobre por favorecer a formacgéao de espécies precipitadas na forma de éxidos.

2.7 Biorremediacao de ambientes contaminados por metais

O ambiente contaminado pode ser remediado por diferentes processos. Os
mais comumente utilizados baseiam-se em processos quimicos e fisico-quimicos, os
quais, na maioria das vezes, sao ineficientes, inespecificos, de custo elevado,
restritos por questdes de volume ou area e, em alguns casos, produzem residuos
gue necessitam de sistema de tratamento adicional (ECCLES, 1999; MULIGAN et
al., 2001). Recentemente, estudos estdo sendo direcionados para a utilizacao de
microrganismos na biorremediacdo de solos contaminados por metais (GADD,
2004).

Como alternativa para reabilitacdo e revegetacdo de areas degradadas,
encontra-se a utilizacdo de esséncias florestais aliadas a microrganismos capazes
de proporcionar condi¢cdes de estabelecimento das plantas em ambientes adversos.
Dentre os microrganismos que podem apresentar tolerancia a ambientes
contaminados por metais pesados, os fungos, desde que adaptados ao ambiente
contaminado, podem contribuir para o estabelecimento da vegetacdo nestes locais
(AMEZCUA-ALLIERI et al., 2005).

Nos ultimos anos, tem-se intensificado o uso de fungos micorrizicos na

promocao do crescimento de plantas em ambientes degradados (GRAZZIOTTI et al.,
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2001, 2003; KHAN, 2006; GOHRE; PASZKOWSKI, 2006). No Brasil, a ocorréncia da
simbiose entre ectomicorrizas e espécies florestais nativas € pouco conhecida,
podendo ser considerada rara em detrimento da diversidade de espécies existentes
(MENDONCGCA; OLIVEIRA, 1996; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A associagao
ectomicorrizica é predominantemente constatada em plantas exéticas como as da
familia Pinaceae, em plantas do género Pinus, e na familia Myrtaceae, em plantas
do género Eucalyptus, sendo, devido a este motivo, as espécies exdticas mais

recomendadas para utilizacao em reflorestamentos de ambientes degradados.

2.8 Mecanismos de tolerancia dos fungos ectomicorrizicos a metais pesados

Em solos com excesso de metais pesados, os fECM em simbiose com as
plantas, podem aumentar a absorgdo de nutrientes pelas raizes e imobilizar os
metais pesados, reduzindo a translocacdo destes para a parte aérea, conferindo
maior tolerancia das plantas a estes elementos (GRAZZIOTT] et al., 2001a; GOHRE;
PASZKOWSKI, 2006). Nesse sentido, os fECM representam uma valiosa alternativa,
devido ao fato de fornecerem beneficios ao crescimento da planta hospedeira,
principalmente em situacées em que fatores edaficos sao limitantes (SMITH; READ,
2008). Este efeito tem sido atribuido a habilidade dessas associagdes em reter os
metais no micélio fungico, evitando a translocacao destes elementos para a parte
aérea da planta, aumentando sua tolerancia (AGGANGAN et al., 1998; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Segundo Hartley et al. (1997), as ectomicorrizas respondem de maneira
diferenciada a contaminacao do solo, de acordo com sua espécie e o tipo de metal
envolvido. De acordo com Doelman (1986), alguns fECM podem acumular mais de
30 vezes a concentragcdo de Cd presente no solo de sua ocorréncia. Em
contrapartida, os metais pesados, quando em niveis muito elevados, podem também
afetar negativamente o desenvolvimento dos fECM.

Trabalhos de pesquisa tém demonstrado que a contaminacdo por metais
pode inibir o desenvolvimento de alguns isolados fungicos (GRAZZIOTTI et al.,
2001b, 2003) e a colonizacdo ectomicorrizica (BELL et al., 1988). Rihling e
Soderstrom (1990) observaram reducao no numero de frutificagbes em espécies de
Basidiomicetos com o aumento do nivel de contaminagcdo por arsénio, cadmio,

cobre, chumbo e zinco. Contudo, sdo poucos os trabalhos que visam selecionar
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fungos ectomicorrizicos tolerantes a metais pesados. Desse modo, alternativas para
a maximizacdo da simbiose entre fECM e esséncias florestais, visando o
estabelecimento destas espécies vegetais em ambientes contaminados, tornam-se
necessarias para a remediacao e producao economicamente viavel dessas areas.

Neste sentido, a associacdo de espécies florestais com organismos que
auxiliem o seu estabelecimento em solo contaminado, passa a ser uma alternativa
para o estabelecimento vegetal em areas onde naturalmente as plantas teriam
dificuldades ou até mesmo nao se estabeleceriam devido ao potencial contaminante
do solo.

Segundo Smith e Read (2008), a utilizacdo da associacao ectomicorrizica
como alternativa biotecnolégica para a implantacao de espécies vegetais em areas
contaminadas com metais pesados esta fundamentada na formacdo do manto de
hifas sobre as raizes, o qual representa uma barreira fisico-quimica a absorcao
destes elementos potencialmente toxicos.

O manto fungico (emaranhado de hifas) é formado ap6s a fase de pré-contato
entre o fungo e a planta, estabelecido pelo quimiotropismo espécie-especifico, e
decorridas as fases de reconhecimento simbidtico e colonizacdo das raizes pelo
fungo, onde este assume as caracteristicas de auxilio na absor¢cdo de nutrientes do
solo e protecdo a planta hospedeira. Esta protecdo € caracterizada pela maior
tolerdncia a estresses bibticos, como barreira fisica ao estabelecimento de
patdgenos, e a estresses abidticos, tais como déficit hidrico, acidez do solo e
tolerancia a metais pesados.

No caso dos metais pesados, o fungo proporciona a planta hospedeira uma
maior tolerancia, devido a mobilizagdo no sistema de absorcdo no plasmalema,
destoxificacao intracelular nos tecidos fungicos, alteracées no pH, além da reducéao
da exposicdo aos metais pela excrecdo de substancias quelantes, as quais
indisponibilizam a absorcdo destes metais pelas plantas, permitindo que estas
sobrevivam em solos, mesmo com altas concentragdes de metais pesados
(BELLION et al., 2006).

Segundo Khan et al. (2000), algumas espécies vegetais da familia Pinaceae,
quando em associagdao simbiotica com fECM dos géneros Amanita, Paxillus,
Pisolithus, Rhizopogon, Scleroderma e Suillus ndo sao influenciadas negativamente

pela presenca de cobre no solo, dentro de certos limites.
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Alguns estudos demonstram que a presenca do manto fungico sobre as
raizes da planta hospedeira ndo altera o deslocamento dos metais presentes na
solucdo do solo até a superficie das raizes, mas impede sua translocacao para o
interior das plantas (SMITH; READ, 2008). A capacidade dos fECM reterem metais,
indisponibilizando-os para as plantas, pode ser demonstrada pela alta concentragéao
de metais em corpos de frutificacdo de fungos associados com plantas em solos
contaminados, sendo esta concentracdo muitas vezes superior a encontrada nos
tecidos da planta hospedeira (GRAZZIOTTI et al., 2003; BELLION et al., 2006). Este
resultado pode ser faciimente demonstrado quando comparamos o desenvolvimento
de plantas inoculadas ou néo inoculadas com fungos ectomicorrizicos, seja a campo
ou em condicbes controladas, em solos com elevadas concentracbes de metais
pesados.

A associacdo micorrizica beneficia o crescimento e desenvolvimento de
plantas em solos contaminados por metais pesados, reduzindo a translocacao
destes elementos para a parte aérea, conferindo maior tolerdncia das plantas a
estes elementos (SMITH; READ, 2008). Esta habilidade ocorre devido a
mecanismos que incluem processos externos as hifas, ligacdo a polimeros da
parede celular e processos internos nas células dos fungos, onde os metais podem
ser complexados, compartimentalizados ou volatilizados (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006; GOHRE; PASZKOWSKI, 20086).

Dentre os diversos mecanismos de tolerancia dos fECM a metais pesados,
pode-se citar: quelacao extracelular e na parede celular, complexagéo intracelular
por peptideos, mecanismos de transporte envolvendo a tolerdncia de metais,
mecanismos antioxidativos, compartimentalizacdo, ligagdo por granulos de
polifosfato e ligagbes por metalotioneinas (BELLION et al, 2006). Esses
mecanismos baseiam-se em acbes como sorcao no micélio externo, retencao de
elementos no manto fangico, reducdo da mobilidade apopléstica, exsudacédo de
substancias complexantes e quelantes e/ou fenbmenos de hidrofobicidade fungica.
Além destes, no interior das células, podem ocorrer os mecanismos de quelacao e
compartimentalizagdo do metal.

A quelagdo extracelular esta relacionada com a adsor¢cdo de elementos
téxicos (metais pesados) externamente a planta hospedeira, na parede celular do
manto fungico. Este processo ocorre devido a excrecao pelo fungo de moléculas

organicas, principalmente acidos di e tri-carboxilicos, os quais formam quelatos com
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os ions metalicos (BELLION et al., 2006; NEHLS et al., 2010). No entanto, este
mecanismo ndo é o unico responsavel pela formagédo de uma barreira a entrada de
metais nos tecidos das plantas hospedeiras. Outro mecanismo que apresenta
relacdo direta com a quelacdo extracelular é a ligacdo de metais pesados por
melaninas fungicas, fenbmeno este que explica o fato de fungos pigmentados
apresentarem maior tolerancia a metais pesados.

O mecanismo de complexacao intracelular por peptideos é influenciado pela
presenca de metalotioneinas, que sao uma classe de proteinas de baixo peso
molecular, envolvidas na homeostase de elementos essenciais e na retencao natural
de metais tdxicos (BELLION et al., 2006).

Outra grande contribuicdo dos fungos micorrizicos ao estabelecimento de
plantas em solos contendo grandes concentragcdes de metais pesados sdo os
mecanismos de transporte, os quais facilitam a difusdo catiénica do cobre, evitando
sua entrada nos tecidos radiculares das plantas. Quando o cobre € absorvido pelas
raizes, provoca alteracoes no tecido radicular, interferindo na expansao do sistema
radicular e na absorcdo dos nutrientes pelas plantas (BELLION et al., 2006).
Consequentemente, plantas com baixo volume radicular apresentam menor
capacidade de exploracdo do solo para absorver os elementos essenciais ao
crescimento e desenvolvimento das plantas, gerando plantas com menor porte.
Neste sentido, a presenca de associacées micorrizicas nas raizes de plantas
presentes em areas com elevadas concentracoes de metais pesados, favorece o
desenvolvimento do sistema radicular das plantas, permitindo que estas
desenvolvam-se de forma satisfatéria e com minimos danos a sua estrutura.

A compartimentalizacdo de metais pesados, devido a ligacdo por granulos de
polifosfatos, embora seja um mecanismo ndo aceito por alguns pesquisadores,
envolve o0 acumulo de metais pesados no vacuolo dos fECM associados as plantas.
Este acumulo se da pelas ligacdes metélicas ocorridas entre polifosfatos e os metais
absorvidos pelo manto fungico, os quais formam granulos indisponiveis as plantas
(BELLION et al., 2006).

Além dos beneficios que os fECM proporcionam as plantas, os quais ja foram
descritos anteriormente, quando em simbiose com o vegetal, os fungos produzem
fitormonios (acido indol acético — AlA, e alguns compostos derivados de auxinas) em
resposta a producdo de compostos fendlicos liberados pelas raizes da planta no

momento da infecgdo. Estes fitorménios s&o excretados na micorrizosfera, ficando
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biodisponiveis para as plantas e apresentam efeito indireto importante para o
crescimento vegetal (SMITH; READ, 2008).

Outro fator fisiolégico resultante da simbiose micorrizica esta relacionado a
diminuicdo ou auséncia de proteinas extracelulares especificas produzidas pelo
sistema radicular em resposta a presenca de metais pesados. Em plantas nao
micorrizadas, estas proteinas desencadeiam estresses oxidativos prejudiciais a
elongacéo radicular e ao crescimento vegetal (KHAN, 2006).

A tolerancia dos fECM a presenca de metais pesados € limitada a uma faixa
de concentracdo que pode variar entre os diferentes géneros, espécies e isolados
ectomicorrizicos. Por este motivo, torna-se necessario realizar uma selecao de
isolados fungicos a serem utilizados em cada situacao a ser estudada, visando a
otimizacdo dos beneficios proporcionados pelo estabelecimento da associacao

micorrizica.

2.9 Oleos essenciais

O conhecimento sobre a possibilidade de concentracdo dos componentes
responsaveis pelo aroma das plantas € antigo. No ano de 1592, ja eram conhecidos
cerca de sessenta Oleos essenciais diferentes (ALLINGER et al., 1978). Atualmente,
no Brasil, aproximadamente 500 mil hectares estdo sendo cultivados
permanentemente com plantas que apresentam compostos de interesse comercial
para extracdo de 6leos essenciais (SIMIONATTO, 2004).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelos vegetais ndo apresentam
funcdo direta em processos como a fotossintese, respiracdo, translocacdo e
transporte de solutos ou a sintese de proteinas e carboidratos (ZIEGLER;
FACCHINI, 2008). Diferentemente dos metabdlitos primarios (aminoacidos,
nucleotideos, acgucares e acil-lipideos), os quais estdo distribuidos no reino vegetal,
os metabdlitos secundarios sao especificos, ou seja, cada espécie vegetal pode
apresentar composicao diferenciada. Estes metabdlitos podem ser divididos em trés
grupos: compostos nitrogenados, compostos fendlicos e terpenos (Figuras 2.3, 2.4 e
2.5).
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Figura 2.3 - Representagdo das rotas metabdlicas envolvidas na sintese de compostos nitrogenados
pelas plantas. (Adaptado de TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Estes compostos apresentam como principais fungées a adaptabilidade dos
vegetais as condicdes do meio, defesa contra insetos oportunistas e fitopatdégenos,
ao frio e ao déficit hidrico (SILVA, 2000; VITTI; BRITO, 2003; SANTOS, 2004), além
de atuarem na atracao de insetos polinizadores (FABROWSKI, 2002; THOLL, 2006).

Os ébleos essenciais apresentam na sua estrutura quimica basica, elementos
como carbono, oxigénio e hidrogénio, de dificil classificacdo quimica devido a
interacdo de moléculas organicas como hidrocarbonetos. A grande maioria dos
Oleos esseniais deriva de unidades de isopreno, formando a chamada “Regra
Biogenética do Isopreno” (SIMIONATTO, 2004).

Os terpendides, com énfase aos monoterpenos (férmula geral CioH+) € 0S
sesquiterpenos (férmula geral C1sH24) derivados das formas oxigenadas dos grupos
como alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, fendis entre outras (SERAFINI et al., 2001;
MOYNA et al., 2002), sdo constituintes dos 6leos essenciais, atuando em diversas
funcdes no metabolismo vegetal, sendo encontrados em horménios, pigmentos
fotossintéticos, componentes estruturais de membrana e carreadores de elétrons
(HARBORNE, 1991), estando envolvidos nas interacdes entre plantas e
microrganismos (SIMIONATTO, 2004) e apresentando funcdo de interacdo e
adaptabilidade da planta ao ambiente em que se encontram (MATOS, 2004).

Os metabdlitos secundarios, Oleos essenciais, compostos etandlicos ou
esséncias vegetais, sdo compostos de origem natural, conceituados como
compostos de origem biolégica que podem ser especificos de um Unico organismo
ou comum a um grupo de organismos (SALGADO; CAMPOS, 2003). Estes éleos
podem ser definidos como sendo os elementos volateis contidos em varios 6rgaos
da planta (SERAFINI et al., 2001), insoluveis em agua, mas solUveis em solventes
organicos, contendo um numero elevado de componentes individuais pertencentes a
diferentes classes de grupos funcionais sintetizados no metabolismo secundario das
plantas (SILVA, 2000; MOYNA et al., 2002).

Devido ao crescente numero de trabalhos voltados a utilizacdo de insumos
biologicamente ativos na agricultura, aliado ao desenvolvimento e uso de técnicas
de extragdo, purificacdo e identificacdo de compostos presentes em extratos
vegetais, novas linhas de pesquisa estdo demonstrando o efeito benéfico da
utilizacdo de metabdlitos secundarios de plantas bioativas nas mais variadas areas
do conhecimento. Na tabela 2.1, sdo listados alguns trabalhos que demonstram o
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efeito de diferentes 6leos essenciais na inibicdo ou no estimulo de microrganismos e

vegetais.

Tabela 2.1 - Exemplificacao de trabalhos utilizando 6leos essenciais de diferentes plantas no controle
ou no estimulo do desenvolvimento de patdgenos e plantas.

Objetivo

Oleo essencial extraido de

Referéncia

Controle de fungos

Controle de insetos praga

Achryrocline satureoides
Articum lappa

Calendula officcinalis
Corymbia citriodora
Cymbopogon nardus
Cryptomeria japonica
Cinnamomum osmophloeum
Eucalyptus spp.

Eucalyptus globulus
Hibiscus cannabinus
Laurelia sempervirens
Laureliopsis philippiana
Mentha piperita
Moringa oleifera
Ocimum basilicum
Origanum majorana
Origanum vulgare
Pantago australis
Peumus boldus

Piper aduncum

Piper dilatatum

Piper encke
Rosmarinus officinalis
Salvia officinalis

Thymus vulgaris

Achillea millefolium

Allium sativum
Chenopodium ambrosioides
Eucalyptus spp.

Origanum majorama

Piper aduncum

Piper hispidinervum

Psidium guajava

Rozwalka et al. (2008)
Rozwalka et al. (2008)
Rozwalka et al. (2008)
Medice et al. (2007)
Medice et al. (2007)
Cheng et al. (2005)
Wang et al. (2005)
Martan et al. (2009)
Garcia et al. (2009)
Salgado et al. (2003)

Miyamoto et al. (2009)
Kobainy et al. (2001)

Bittner et al. (2009)

Bittner et al. (2009)

Martan et al. (2009)

Chuang et al. (2007)
Lopez-Reyes et al. (2010)
Lopez-Reyes et al. (2010)
Lopez-Reyes et al. (2010)
Rozwalka et al. (2008)
Bittner et al. (2009)

Bastos e Albuquerque (2004)
Silva e Bastos (2007)

Bastos e Albuquerque (2004)

Silva e Bastos (2007)
Rozwalka et al. (2008)
Bouaziz et al. (2009)
Lopez-Reyes et al. (2010)

Kumar et al. (2008)

Castro et al. (2006)

Park e Shin (2005)

Tavares e Vendramim (2005)
Chagas et al. (2002)

Isman (2000)

Estrela et al. (2006)

Fazolin et al. (2007)

Estrela et al. (2006)

Fazolin et al. (2007)

Lima et al. (2009)
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Objetivo Oleo essencial extraido de Referéncia
Controle de insetos praga Tagetes minuta Cestari et al. (2004)
(continuag&o) Tagetes patula Restello et al. (2009)

Controle de virus

Controle de bactérias

Bioherbicida

Produgéo de fitoalexinas

Controle de fitonematodides

Tanaecium nocturnum
Thymus vulgaris

Eucalyptus globulus

Corymbia citriodora
Cinnamomum zeylanicum
Cymbopogon citratus

Melampodium aricatum
Ocimum basilicum
Origanum minutiflorum
Origanum vulgare

Piper nigrum

Rosmarimus officinalis
Ruta graveolens
Salvia officinalis
Syzygium aromaticum
Thymus vulgaris

Ageratum conyzoides
Aristolochia esperanzae
Artemisia scoparia
Cymbopogon citratus
Eucalyptus citriodora
Lavandula angustifolia
Mikania laevigata

Ruta graveolens

Cymbopogon nardus
Eucalyptus citriodora
Helietta apiculata

Ocimum gratissimum

Cymbopogon citratus

Fazolin et al. (2007)
Castro et al. (2006)

Astani et al. (2010)

Araujo et al. (2004)
Lépez et al. (2007)
Pereira et al. (2004)
Pereira et al. (2008)
Araujo et al. (2004)
Wannissorn et al. (2005)

Pelissari et al. (2010)
Wannissorn et al. (2005)
Baydar et al. (2004)
Burt e Reinders (2003)
Lambert et al. (2001)
Lépez et al. (2007)
Rojas-Grad et al. (2007)
Friedman et al. (2002)

Dorman e Deans (2000)

Celiktas et al. (2007)
Araujo et al. (2004)
Bouaziz et al. (2009)
Pereita et al. (2008)
Marzouk et al. (2009)

Singh et al. (2002)
Gatti et al. (2004)
Singh et al. (2009)
Dudai et al. (1999)
Batish et al. (2004)
Zanellato et al. (2009)
Baratto et al. (2008)
De Feo (2002)

Franzener et al. (2007)
Moreira et al. (2008)

Bonaldo et al. (2004)
Bonaldo et al. (2007)

Franzener et al. (2007)
Colpas et al. (2009)

Steffen et al. (2008)
Oka et al. (2000)
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Objetivo

Oleo essencial extraido de

Referéncia

Controle de fitonematodides
(continuacéo)

Atracdo de insetos

Bioestimulo vegetal

Bioestimulo microbiano

Eucalyptus camaldulensis
Eucalyptus saligna

Eucalyptus urophylla
Foeniculum vulgarel

Lavandula angustifolia
Mentha piperita

Origunum vulgare

Ocimum basilicum

Piper nigrum
Rosmarimus officinalis

Haploppapus berterii
Lavandula angustifolia

Leptospermum scoparium
Phoebe porosa
Rhododendron hybrids
Rosmarimus officinalis

Eucalyptus dives
Pilocarpus microphyllus

Artemisia annua
Cichorium intybus
Lotus japonicus
Mentha piperita

Salgado et al. (2003)
Salgado (2001)
Salgado et al. (2003)

Salgado et al. (2003)
Steffen et al. (2008)
Oka et al. (2000)

Steffen et al. (2008)
Oka et al. (2000)

Bosenbecker (2006)
Steffen et al. (2008)

Steffen et al. (2008)

Lopes et al. (2005)
Steffen et al. (2008)

Dorman e Deans (2000)
Steffen et al. (2008)

Urzia et al. (2007)
Cook et al. (2007)
Biswas et al. (2009)

Hanula e Sullivan (2008)
Hanula e Sullivan (2008)
Robacker (2007)
Katerinopoulos et al. (2005)

Delasquis et al. (2002)
Alves et al. (2004)

Wang et al. (2006)
Bais et al. (2000)
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2.10 Oleo essencial de Eucalyptus spp.

Atualmente, das areas reflorestadas no Brasil, cerca de 75% destinam-se a

producdo de madeira para consumo industrial, dentre as quais as espécies do

género Eucalyptus correspondem a 62% das esséncias florestais utilizadas (BRDE,

2004; GARAY et al., 2004). Além da producdo de madeira, celulose e carvao,

algumas areas florestadas com espécies do género Eucalyptus estdo sendo
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destinadas a extracdo e comercializacdo do 6leo essencial (SILVA et al., 2006),
sendo este o 6leo de maior volume de extragcdo no Brasil (GREEN, 2002), colocando
o Pais em posicao de destaque quanto ao volume e a qualidade do 6leo produzido
(MAFFEIS et al., 2000).

Dentre os componentes presentes nos 0Oleos essenciais das plantas do
género Eucalyptus, encontram-se o 1,8-Cineol ou eucaliptol e o citronelal (Figura

2.6) como os de concentracdes majoritarias (CHALCHAT et al., 1997).

Figura 2.6 - Formula estrutural dos compostos 1,8 Cineol ou eucaliptol (a) e Citronelal (b)
encontrados em maiores concentragdes nos 6leos essenciais de espécies florestais
do género Eucalyptus. (Adaptado de BARANSKA et al.,, 2005; SANDI; BLANCO,
2007).

Além destes compostos, encontram-se também compostos como o citral,
timol, felandreno, piperitona, a e B-pineno, limoneno, cetonas, compostos flavénicos
e dos acidos butirico, isobutirico, cuminico, quinico, hidrocianico, isovalérico e galico
(PHARMACOPEE EUROPEE, 1997; BALACS, 1997; ESTANISLAU et al., 2001;
FABROWSKI, 2002; BARANSKA et al., 2005; SANDI; BLANCO, 2007; LUCIA et al.,
2007).

Embora existam trabalhos mostrando as possiveis variacbes quanto ao
rendimento da extracdo dos 6leos essenciais das plantas de Eucalyptus spp. em
relacdo a condi¢des climaticas, fertilidade do solo e estresses bidticos (SILVA et al.,
2006), Maffeis et al. (2000) e Costa et al. (2008) demonstraram que estes fatores
nao afetam significativamente a porcentagem dos constituintes presentes nos 6leos
essenciais.

Apesar da utilizagdo do extrato ou do 6leo essencial de plantas de eucalipto
poder causar efeito antagonista a determinadas espécies de microrganismos
(BATISH et al., 2008) e resultar em alelopatia a determinadas espécies vegetais
(CRUZ et al., 2000; FERREIRA; AQUILA, 2000; GOETZE; THOME, 2004),

dependendo da concentracdo de determinados compostos podem ocorrer relagdes



53

de sinergismo, proporcionando a indugdo do crescimento de microrganismos ou
plantas (BLUM, 1999; MAIRESSE, 2005).

Alguns compostos vegetais, devido a sua alta concentracdo, quando
utilizados em concentracbes extremamente reduzidas, podem apresentar efeito
Hormese (MAIRESSE, 2005). Segundo Forbes (2000), este efeito se caracteriza
pela inducdo de determinadas caracteristicas provocada pela utilizacdo de baixas
concentragdes de compostos considerados toxicos. Baseados nesta caracteristica,
alguns trabalhos demonstram atividade destes 6éleos na bioestimulagdo do
desenvolvimento microbiano (TSAI et al., 1991; MARTINS et al., 2000) e de algumas
espécies vegetais (ALVES et al., 2004; BONALDO et al., 2007). Entretanto, ndo ha
relatos na literatura mostrando o efeito da aplicacdo do 6leo essencial de Eucalyptus

spp. na bioestimulacao do crescimento de fECM e de esséncias florestais.

2.11 Utilizacao do dleo essencial de Eucalyptus spp. na agricultura

Com a crescente preocupacado voltada a toxicidade inerente a utilizacdo
massiva de insumos agricolas sintéticos, estudos estdo sendo concentrados na
utilizacdo de extratos vegetais como agentes biologicamente ativos na protecéo de
plantas (SANDI; BLANCO, 2007), visando a pratica de uma agricultura mais limpa
através do uso de bioestimuladores do crescimento vegetal (FREITAS et al., 2004) e
de insumos naturais biologicamente ativos contra fitopatégenos (COSTA et al., 2000;
CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003; LOPES et al., 2005).

Dentre os vegetais estudados, plantas do género Eucalyptus se destacam
devido a comprovada eficacia de seus compostos. Neste contexto, estudos
demonstraram que alguns compostos secundarios presentes nos 6leos essenciais
podem apresentar fungdes importantes nas interagdes entre patdgenos e plantas,
sendo potencialmente Uteis no manejo de plantas cultivadas (ISMAN, 2000;
SIMIONATTO, 2004; MATOS, 2004), devido a acao antimicrobiana direta destes
6leos em concentracdes elevadas ou pela ativagdo de mecanismos de defesa
latentes nas plantas (HAMMERSCHMIDT; DANN, 1997; SCHWAN-ESTRADA et al.,
2003; BONALDO et al., 2004).

A utilizacao de 6leos essenciais, compostos etandlicos ou esséncias vegetais,
tem sido frequentemente relatada na literatura como uma alternativa no controle de

fitonematéides, principalmente do género Meloidogyne (LORIMER et al., 1996; OKA
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et al., 2000; LOPES et al., 2005; BOSENBECKER, 2006; STEFFEN, 2007), no
controle de fungos fitopatogénicos das espécies do género Fusarium Link ex Fr.
(SANTOS et al.,, 2001a; SALGADO, 2001), Rhizoctonia solani Kuhn., Sclerotinia
sclerotiorum Lib. e Phytophora capsici Leonian. (MULLER-RIEBAU et al., 1995),
Colletotrichum musae Berk. (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004), Aspergilus
parasiticus Thom et Church (BULLERMAN et al., 1977), Phakopsora pachyrhizi Syd.
& P. Syd. (MEDICE et al., 2007) e Crinipellis perniciosa Stahel (SILVA; BASTOS,
2007), de algumas bactérias de interesse agricola (NEWSHAM et al., 1995),
apresentando também propriedades uteis no controle de alguns insetos praga
(RYAN; BYRNE, 1988; ISMAN, 2000; ANSARI et al., 2000).

Em estudos sobre as atividades antifungica e elicitora de fitoalexinas do
Eucalyptus citriodora em plantas de soja e sorgo, Bonaldo et al. (2007) observaram
um alto potencial do E. citriodora na protecao de plantas, tanto pelo controle direto
de fitopatdgenos, agindo no crescimento micelial e na germinagcdo dos esporos,
como pelo controle indireto através da ativacdo de mecanismos de defesa nas
plantas estudadas.

O efeito dos Oleos essenciais sobre a eclosdo e o desenvolvimento de
fitonematéides do género Meloidogyne tem sido comprovado na literatura
especializada (ISMAN, 2000; OKA et al., 2000), sendo a eficiéncia de utilizacdo dos
Oleos dependente tanto da espécie de Eucalyptus utilizada como da espécie de
nematéide estudada. Steffen et al. (2008), em estudo quanto ao efeito nematicida do
Oleo essencial de E. globulus sobre M. graminicola, observaram mortalidade de
84,83%. Ja Salgado et al. (2003) utilizando os éleos essenciais de E. saligna, E.
camaldulensis e E. urophylla, encontraram mortalidade de 100; 91,7 e 89,4%,
respectivamente, sobre o fitonematoide M. exigua.

No combate a mosquitos vetores de doencas ao homem, Cheng et al. (2008)
observaram que o 6leo essencial de E. camaldulensis mostrou-se potencialmente
eficaz no combate as larvas de Aedes aegypti e A. albopictus. Nathan (2007)
estudando o efeito do 6leo essencial de E. tereticornis como agente larvicida sobre o
mosquito Anopheles stephensi, causador da malaria, verificou que na concentracao
de 160 pL L™, o 6leo essencial provocou 100% de mortalidade das larvas.

Liu et al. (2008) estudando os efeitos alelopaticos dos 6leos essenciais de E.
grandis e E. urophilla sobre insetos praga e fungos fitopatogénicos, verificaram que

a utilizacao de emulsdes dos referidos éleos inibiram o desenvolvimento dos insetos
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Spodopteralitura fabricius e Helicoverpa armigera e controlaram a proliferacao dos
fungos Fusarium oxysporum, Pyriculerie grisea, Glorosprium musa e Phytophthora
capsici.

Em estudos quanto ao efeito acaricida de éleos essenciais e concentrados
emulsionaveis de Eucalyptus spp., Chagas et al. (2002) observaram que o 6leo
essencial de E. citriodora, E. globulus e E. staigeriana proporcionaram mortalidade
de 100% sobre a espécie Boophilus microplus a uma concentracdo de 17,5%, 15% e
12,5% respectivamente. Os autores atribuiram este efeito a acdo dos compostos
1,8-Cineol e ao citronelal presentes nos referidos 6leos.

No acondicionamento e armazenamento de graos, Prates et al. (1997)
verificaram que o Oleo essencial de E. globulus foi eficaz no controle de 76% das

pragas causadoras de danos.

2.12 Funcao dos metabdlitos secundarios na associacao e estabilizacao
ectomicorrizica

A rizosfera é uma zona de grande diversidade de microrganismos devido a
liberacdo de exudatos radiculares, os quais beneficiam o desenvolvimento
microbiano (SULLIVAN, 2004; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Segundo Mulder et al.
(2005), a interagdo entre microrganismos e plantas € estabelecida a partir do
reconhecimento, por parte dos microrganismos, de compostos excretados pelas
raizes, os quais funcionam como sinais especificos ocorrentes em determinadas
condicbes ambientais. Estes sinais podem ocorrer através de compostos e
substratos simples de baixo peso molecular como agucares, compostos fendlicos,
aminoacidos, acidos organicos e outros compostos metabdlicos como proteinas e
mucilagens (SULLIVAN, 2004; AKIYAMA et al., 2005).

Segundo Moreira e Siqueira (2006) e Duponnois et al. (2008), na
micorrizosfera, termo utilizado para descrever a regiao onde ocorrem as associagdes
entre os fungos e o sistema radicular das plantas, ocorre varios processos que
influenciam ndo somente a interacdo fungo-planta, mas o balanco nutricional e a
estabilizacao dos ecossistemas microbianos.

De acordo com Souza et al. (2006) e Smith e Read (2008), o processo de
formagédo das ectomicorrizas € determinado por fenbmenos de reconhecimento e

compatibilidade entre a planta e o in6culo micorrizico. Segundo os autores, antes da
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formagéo da simbiose, o fungo micorrizico deve resistir aos mecanismos de defesa
da planta para poder iniciar o processo de transferéncia de compostos organicos e
de nutrientes. Caso determinado fungo nao apresente a capacidade de suportar a
presenca de determinados compostos provenientes do metabolismo secundario da
planta hospedeira, este ndo formara associagdo com o sistema radicular da planta
(FEUGEY et al., 1999).

O estabelecimento da simbiose entre fungos do solo e as raizes das plantas
envolve modificagdes bioquimicas e estruturais tanto do fungo como do sistema
radicular da planta (SMITH; READ, 2008). Bioquimicamente, o contato fungo-raiz
provoca alteragdes quantitativas na producdo e no acumulo de polipeptideos pela
planta, regulagdo de atividades enzimaticas e biossintese de proteinas estruturais
(GARBAYE, 1990; LAMBAIS, 1996; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SMITH; READ,
2008).

As alteraces estruturais do fungo envolvem desde a formacao de propagulos
no solo, estabelecimento do contato na superficie da raiz pelas hifas do fungo,
formagdo do manto sobre as raizes e da rede de Hartig no cértex radicular e
desenvolvimento de um denso emaranhado de hifas no solo, aumentando
significativamente a capacidade de absorcdo das raizes, tanto de agua como de
nutrientes. Segundo Siqueira e Franco (1988) e Souza et al. (2006), dependendo
das condicbes fisiolégicas da planta e de fatores ambientais, o processo de
micorrizagdo poderd acompanhar o crescimento e desenvolvimento das raizes,
colonizando os segmentos radiculares novos.

Embora os 6leos essenciais estejam relacionados com diversas fungdes
necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra
microrganismos (SIQUI et al., 2000; OLUMA; GARBA, 2004), alguns trabalhos
descrevem que os efeitos aleloquimicos dos compostos fenélicos podem assumir
duas formas de acéo, inibindo determinado organismo (SCHAWN-ESTRADA et al.,
2003; MEDICE et al., 2007) ou estimulando seu desenvolvimento, dependendo da
concentracdo de uso e da interagdo entre os compostos (SIQUEIRA et al., 1991;
TSAl et al., 1991; MARTINS et al., 2000).

Os exudatos radiculares podem tanto estimular como inibir populacoes
microbianas e sua atividade (BRIMECOMBE et al., 2001). Segundo Souza et al.
(2006), a formacao da simbiose fungo-planta depende de forma direta das condicdes

bioldgicas dos exudatos radiculares e das condi¢des fisico-quimicas da rizosfera.
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A formacao de ectomicorrizas requer, além de energia, de alguns
componentes precursores para germinacao dos esporos, crescimento inicial das
hifas e estabilizacdo da associacdo (CAMPOS et al., 2008). Muito embora alguns
compostos fendélicos estejam associados a mecanismos de defesa da planta contra
o ataque de patdégenos, funcionando como indutores de resisténcia
(HAMMERSCHMIDT; DANN, 1997) e atuando na inibicdo direta ao crescimento
micelial, fixacdo de apressérios e na germinacdo dos esporos flngicos
(STANGARLIN et al., 1999; FIORI et al., 2000), algumas plantas hospedeiras e
formadoras de simbiose com fECM estimulam a produgédo destes compostos como
sinais bioquimicos favoraveis ao quimiotropismo para determinados fungos
(MARTIN; TAGU, 1995; BAPTISTA et al., 1999; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Devido a seletividade dos isolados ectomicorrizicos em formar associacao
com determinadas espécies vegetais, pressupde-se que um determinado fungo
apresente dependéncia a presenca de compostos especificos e se desenvolva de
forma ideal apenas no sistema radicular de plantas que sintetizem e disponibilizem
estes compostos preferenciais ao fungo.

Um exemplo da fungdo dos compostos fendlicos na simbiose micorrizica € o
observado na relacdo existente entre a disponibilidade de fésforo no solo e a
formagédo e estabilizacdo da simbiose micorrizica (OLIVEIRA; GIACHINI, 1999;
SILVA et al., 2003b; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SATTER et al.,, 2007; SMITH;
READ, 2008) sendo que, quanto maior for a deficiéncia de fésforo na planta, maior é
a probabilidade do fungo se associar as raizes.

Esta relacdo entre associacao micorrizica e o teor de fésforo na planta esta
fundamentada na exudacdo de compostos fendlicos pelas raizes, os quais atuam
como sinalizadores bioquimicos e estabilizadores da simbiose ectomicorrizica
(MARTIN et al., 1997; BARKER et al., 1998; AARLE; PLASSARD, 2010). De acordo
com Neumann e Rémheld (2001), a composicao dos exudatos radiculares pode ser
alterada de acordo com o estado nutricional e fisiolégico da planta. Segundo os
autores, a deficiéncia de fésforo no tecido vegetal estimula a liberacado de compostos
fendlicos pelas células do sistema radicular, estabelecendo-se assim a relagéao
inversa entre condi¢do nutricional fosfatada e simbiose micorrizica.

Em estudos quanto a acado antimicrobiana dos 6leos essenciais, Janssen
(1989) descreveu reagdes variaveis, ora observando antagonismo, ora sinergismo.

Delasquis et al. (2002) em estudos quanto a atividade antimicrobiana do dleo
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essencial de Eucalyptus dives, encontraram resultados semelhantes, observando
que tanto utilizando-se o 6leo essencial, na sua forma total, como fracionado, a sua
atividade antimicrobiana era variavel. Segundo Janssen (1989), estes efeitos podem
ser resultantes da interacao entre componentes dos 6leos essenciais e 0 organismo
por ele afetado.

Na literatura especializada, poucos sao os trabalhos que relacionam fungos
micorrizicos com compostos fendlicos, sendo que o0s existentes utilizaram a
inoculacao de fungos micorrizicos arbusculares visando aumentos na producao e
qualidade de éleo essencial em determinadas plantas (SIQUEIRA et al., 1991; TSAI
et al.,, 1991; MARTINS et al., 2000; FREITAS et al., 2004; KAPOOR et al., 2004;
COPETTA et al.,, 2006; KHAOSSAD et al.,, 2006; FORTUNATO; AVATO, 2008).
Desta forma, partindo-se do conhecimento sobre as interagdes estabelecidas na
simbiose entre fungos micorrizicos e o sistema radicular de determinadas plantas e
do conceito sobre a sintese e constituicdo das esséncias vegetais, fazem-se
inferéncias sobre a dependéncia da assimilacao destes compostos pelo fungo a fim
da manutencdo da mutualidade do sistema, bem como da possibilidade de
determinados isolados ectomicorrizicos maximizarem seu desenvolvimento quando
houver a presenca de compostos especificos produzidos naturalmente pelas
plantas.

Atualmente no Brasil, os trabalhos referentes a associacdo ectomicorrizica
sdo realizados por poucos grupos de pesquisa, 0s quais focam seus estudos na
diversidade, no isolamento e na selecdo de fECM (GIACHINI et al., 2000, 2004;
MEIJER, 2001, 2006; MELLO et al., 2006; SOUZA et al., 2008), identificacéo
morfoldgica e molecular de isolados ectomicorrizicos (MALVAREZ; OLIVEIRA, 20083;
LUPATINI et al., 2008), simbiose entre isolados ectomicorrizicos e espécies
florestais (SILVA et al., 2003a, 2003b; ANDREAZZA et al., 2004; SOUZA et al.,
2004; ANDREAZZA et al., 2008), tolerancia de isolados ectomicorrizicos a
ambientes contaminados (GRAZZIOTTI et al., 2001a; 2001b, 2003; SOARES;
SIQUEIRA, 2008) e producao de inoculantes ectomicorrizicos (ALVES et al., 2001;
ROSSI et al.,, 2002, 2007), ndo apresentando atualmente trabalhos quanto a
utilizacdo de compostos organicos e/ou esséncias vegetais no desenvolvimento
micelial de isolados ectomicorrizicos.

Pela revisdo realizada, observa-se que estudos sobre alternativas

biologicamente ativas no estimulo ao desenvolvimento miceliano in vitro e na
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maximizacao da colonizagcao ectomicorrizica em mudas de eucalipto sdo relevantes
para a ampliacdo e o aperfeicoamento de programas de micorrizagdo, visando
aumentar a sobrevivéncia das mudas florestais ap6s o transplante no campo e,

consequentemente, a producéo final de madeira e subprodutos.
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3 Capitulo |

Oleo essencial de eucalipto como bioestimulador do crescimento de fungos
ectomicorrizicos in vitro

3.1 Resumo

Os metabdlitos secundarios extraidos de esséncias florestais conhecidamente
micossimbiontes podem estimular o crescimento de isolados ectomicorrizicos in
vitro. Assim, determinou-se o efeito de concentragcdes do 6bleo essencial de
Eucalyptus grandis no estimulo ao crescimento dos fungos ectomicorrizicos
Pisolithus sp. (UFSC Pt 24 e UFSC Pt 188), Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116),
Chondrogaster angustiporus (UFSC Ch 163), Scleroderma citrinum (UFSC Sc 124) e
Suillus sp. (UFSM RA 2.2 e UFSM RA 2.8) em meio de cultura liquido. Ap6s o
periodo de 25 dias de incubacdo, avaliou-se a morfologia e o crescimento dos
isolados. A adicao do 6leo essencial nas concentracdes de 20 a 30 uL L™ promoveu
crescimento miceliano in vitro nos isolados UFSC Pt 24, UFSC Pt 116, UFSC Ch
163, UFSC Sc 124, UFSM RA 2.2 e UFSM RA 2.8. A adicao do éleo essencial na
concentracdo de 20 pL L' resultou em aumento no diametro e na ramificacdo das
hifas dos isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24. A utilizacdo de 6leo essencial na
elaboragdo de meios de cultura para o crescimento de isolados ectomicorrizicos

mostra-se eficiente, por aumentar a producédo de massa micelial do fungo.

Palavras-chave: Crescimentro miceliano; metabdlitos secundarios; producdo de

in6culo.
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3.2 Introducao

Nas ultimas décadas, o interesse pela utilizacdo dos fungos ectomicorrizicos
inoculados a espécies florestais se intensificou devido aos beneficios que estes
proporcionam as plantas (SMITH; READ, 2008). A inoculagdo ectomicorrizica torna
possivel o estabelecimento de espécies florestais em solos que apresentam
condicdes sub 6timas de disponibilidade de nutrientes, ou mesmo com presencga de
poluentes (OLIVEIRA; GIACHINI, 1999; BRUNNER, 2001; ROSSI et al., 2002;
ANDREAZZA et al., 2004; SOUZA et al., 2006). No entanto, a micorrizacdo
controlada de esséncias florestais exige ndo somente a selecdo de espécies
fungicas eficientes em formar simbiose com a planta (OLIVEIRA; GIACHINI, 1999;
ROSSI et al., 2002), mas a multiplicacdo em larga escala destes isolados fungicos,
possibilitando a inoculacao adequada das mudas florestais.

Segundo Brady e Weil (2002) e Pera e Parladé (2005), as micorrizas séo
consideradas a simbiose de maior expressao ecoldégica e econémica entre fungos do
solo e raizes de plantas superiores. Os fungos ectomicorrizicos, além de estarem
envolvidos na ciclagem de nutrientes em ecossistemas arbéreos (HOGBERG;
HOGBERG, 2002; HOBBIE, 2006; COURTY et al., 2010) desempenham funcées
fundamentais no estabelecimento e na manutencdo de comunidades florestais
(SMITH, READ, 2008).

Na simbiose mutualistica ocorre uma micotrofia, onde os fungos além de
proporcionar ao hospedeiro maior absorcdo de agua e nutrientes minerais
essenciais ao seu desenvolvimento, conferem as raizes maior toleréncia a estresses
biéticos e abiodticos (ZEPPA et al., 2005; SMITH; READ, 2008). Em contrapartida, a
planta libera na forma de exudatos radiculares, alguns fotossintatos, compostos
organicos e aminoacidos, beneficiando o desenvolvimento miceliano e a
manutencdo da simbiose (ANTONIOLLI; KAMINSKI, 1991; ZEPPA et al., 2005;
SOUZA et al., 2006; SMITH; READ, 2008; NEHLS et al., 2010).

Durante a formacao da simbiose ectomicorrizica, ocorrem algumas alteracoes
fisiolégicas na planta hospedeira, que irdo determinar a compatibilidade ou ndo com
o fungo. Estas alteracbes compreendem desde modificacbes morfolégicas nas
raizes até a formacao e deposicao de exudatos radiculares e compostos fendlicos,
dependendo do isolado ectomicorrizico utilizado (BAPTISTA et al.,, 1999; SMITH;
READ, 2008).
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Segundo Mulder et al. (2005), a interagdo entre microrganismos e plantas é
estabelecida a partir do reconhecimento, por parte dos microrganismos, de
compostos excretados pelas raizes, os quais funcionam como sinais especificos
ocorrentes em determinadas condi¢cdes ambientais. De acordo com Sullivan (2004) e
Akiyama et al. (2005), estes sinais podem ocorrer através de compostos e substratos
simples, como agucares, compostos fendlicos, amino4cidos, acidos organicos e
outros compostos metabdlicos como proteinas e mucilagens.

Os compostos fendlicos ou esséncias vegetais sdo compostos de origem
natural, que podem ser obtidos pela hidrodestilacdo de tecidos vegetais, recebendo
a denominacao de 6leos essenciais (SALGADO; CAMPQOS, 2003), os quais estao
envolvidos nas interacdes entre plantas e microrganismos (SIMIONATTO, 2004),
atuando na adaptabilidade da planta ao ambiente em que se encontram (MATOS,
2004). Atualmente, a utilizacdo de metabdlitos secundarios, devido as propriedades
encontradas nos terpenos, monoterpenos e sesquiterpenos presentes nestes
compostos, representa uma alternativa biotecnolégica no manejo de microrganismos
patogénicos ou simbiontes do solo (LUDLEY et al., 2009; BA et al., 2010).

Embora os metabdlitos secundarios ou 6leos essenciais estejam relacionados
com diversas fungdes necessdrias a sobrevivéncia da planta, exercendo papel
fundamental na defesa do vegetal contra a acao de microrganismos (SIQUI et al.,
2000; OLUMA; GARBA, 2004; DEL GIUDICE et al., 2008; MAFFEI et al., 2010;
SHRIVASTAVA et al.,, 2010), alguns trabalhos descrevem que os efeitos
aleloquimicos dos compostos fendlicos podem assumir diferentes formas de acao
sobre o desenvolvimento de organismos (BRIMECOMBE et al., 2001), inibindo
determinado organismo (SCHAWN-ESTRADA et al., 2003; MEDICE et al., 2007) ou
estimulando seu desenvolvimento, dependendo da concentragdo de uso e da
interacao entre os compostos (SIQUEIRA et al., 1991; TSAI et al., 1991; MARTINS
et al., 2000).

No caso da associagao ectomicorrizica, a formagao da simbiose fungo-planta
depende, de forma direta, das condicdes bioldgicas dos exudatos radiculares e das
condicdes fisico-quimicas da rizosfera (SOUZA et al., 2006). Segundo Martin et al.
(1997), Barker et al. (1998), Baptista et al. (1999), Menotta et al. (2004), Martin et al.
(2008) e Smith e Read (2008), o quimiotropismo é estabelecido pela exudagcédo de
compostos fendlicos pelas raizes da planta hospedeira, os quais atuam como

sinalizadores bioquimicos e estabilizadores da simbiose ectomicorrizica.
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Em florestas de coniferas, Koide et al. (1998) observaram que a
decomposicdo dos residuos vegetais sobre o solo resulta em acumulo de
metabdlitos secundarios, os quais influenciam no crescimento de fungos
ectomicorrizicos, limitando sua associacdo com as raizes das plantas. Com base
nestes dados, Kainulainen et al. (2003) verificaram que em comunidades florestais, a
liteira em decomposicado é responsavel pela liberagdo de metabdlitos secundarios,
que estabelecem, dependendo da concentragcédo, a relagdo de espécies de fungos
capazes de tolerar estes compostos e formar simbiose com a planta.

Avaliando o crescimento de isolados de fungos ectomicorrizicos em
substratos contendo diferentes concentracées de metabdlitos secundarios, Ludley et
al. (2008, 2009) observaram variacdo significativa, tanto de inibicdo como de
estimulo dos isolados, dependendo da espécie ectomicorrizica e da concentracdo
dos metabdlitos. Segundo os autores, o comportamento das espécies
ectomicorrizicas frente a presenca de metabdlitos secundarios € fundamental para a
selecdo de isolados capazes de formar simbiose com determinada comunidade de
plantas.

Segundo Alves et al. (2001), a adocado de tecnologias alternativas deve
proporcionar o aperfeicoamento dos métodos de multiplicacdo de isolados
ectomicorrizicos com elevada qualidade e baixo custo. Esforcos estdo sendo
concentrados nao somente no aprimoramento de metodologias para fabricacdo de
inoculantes micorrizicos, mas também na otimizagdo do desenvolvimento micelial,
buscando-se compostos organicos com capacidade de bioestimulacdo do
crescimento fungico, visando a maior producdo de material para ser utilizado nos
programas de micorrizacao.

Partindo-se do conhecimento sobre as interacdes estabelecidas na simbiose
entre os fungos ectomicorrizicos e o sistema radicular de plantas e do conceito
sobre a sintese e constituicdo dos 6leos essenciais, 0 objetivo nesse trabalho foi
determinar a agdo bioestimuladora do 6leo essencial de Eucalyptus grandis no

crescimento de isolados ectomicorrizicos in vitro.
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3.3 Material e métodos

O experimento foi constituido pela utilizagdo do 6leo essencial de Eucalyptus
grandis em diferentes concentragdes, visando determinar a concentracdo na qual
ocorreria maxima estimulacdo do micélio fungico. O trabalho foi realizado em trés
etapas: (1) extracao do 6leo essencial de E. grandis por hidrodestilacdo (SERAFINI;
CASSEL, 2001) e caracterizagdao dos compostos obtidos; (2) avaliacdo do efeito do
6leo essencial de E. grandis como bioestimulador do desenvolvimento in vitro de
sete isolados de fungos ectomicorrizicos e (3) caracterizacdo morfométrica dos
isolados de fungos ectomicorrizicos inoculados em meio de cultura liquido contendo

6leo essencial de eucalipto.

3.3.1 Obtencéao do éleo essencial de Eucalyptus grandis

A extracdo do Oleo essencial foi realizada através da técnica de
hidrodestilacdo, utilizando-se folhas frescas de eucalipto, segundo a metodologia
proposta por Vitti e Brito (2003).

Para a extracdo do 6leo, as folhas frescas de E. grandis foram pesadas em
amostras de 100 g, as quais foram cortadas com tesoura em pedacos de,
aproximadamente, 2 cm e, posteriormente, colocadas em baldo volumétrico,
completando-se o volume do baldo de hidrodestilacdo com, aproximadamente, 600
mL de agua destilada. Em seguida, realizou-se o procedimento para obtencao do
6leo essencial em aparelho de Clevenger modificado (SERAFINI; CASSEL, 2001)
durante 3 horas, mantendo-se agua destilada em ebulicido dentro do baldo com
aquecedor externo.

Os componentes liquidos vegetais extraidos, apdés a passagem por um
condensador, foram coletados e mantidos sob refrigeracao a 4° C até sua utilizagéo.

3.3.2 Isolados de fungos ectomicorrizicos

Utilizou-se como in6culo fungos ectomicorrizicos das espécies Pisolithus sp.
(isolados UFSC Pt 24 e UFSC Pt 188), Pisolithus microcarpus (isolado UFSC Pt
116), Chondrogaster angustiporus (isolado UFSC Ch 163), Scleroderma citrinum
(isolado UFSC Sc 124) e Suillus sp. (isolados UFSM RA 2.2 e UFSM RA 2.8). Os
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cinco primeiros isolados foram fornecidos pelo banco de fungos do Laboratério de
Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os isolados do género Suillus foram coletados e
multiplicados no Laboratério de Biologia e Microbiologia do Solo e do Ambiente
Professor Marcos Rubens Fries da Universidade Federal de Santa Maria
(ANDREAZZA et al., 2006).

Os isolados foram mantidos em meio de cultura solido Melin-Norkrans
modificado MNM (MARX, 1969) em pH 5,8, em placas de Petri de 90 mm de
didmetro. O material foi mantido em estufa a 26° C e multiplicados a partir de
culturas da colecéao, através de repicagens para 0 meio da mesma composicao, sob
condicOes assépticas.

3.3.3 Determinacgédo dos compostos presentes no 6leo essencial

Para a caracterizacao dos compostos, o0 6leo essencial foi seco sob sulfato de
sédio anidro e recolhido em recipiente para fins de quantificacdo do rendimento do
Oleo.

Para as anadlises cromatograficas foram utilizados: cromatégrafo marca
Varian® 3800 dotado de detector de ionizagdo de chama FID e equipado com o
programa Star Chromatography Workstation (versao 4.5); e cromatdgrafo marca
Shimadzu GC-17A dotado de espectrdmetro de massas Shimadzu® modelo
QP5000. Em ambos os equipamentos, empregou-se coluna capilar SPB™-5 (30 m x
0.25 mm i.d. x 0.25 um de fase estacionaria) da Supelco (Bellefonte, PA, USA).

As condicoes cromatograficas do GC-FID e do GC/MS foram: injetor a 250° C
em modo split 1:50; temperatura do forno: iniciando a 40° C , subindo 3° C por
minuto até 200° C e permanecendo nesta temperatura por 2 minutos; detector a
250° C. Volume injetado: 0,2 puL do éleo puro. No GC/MS, utilizou-se 240° C de
temperatura da interface; energia de impacto de +70 eV, e relacdo massa/carga de
35-350m/z. Uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos (C8—C20) (PolyScience,
lllinois, EUA) foi utilizada em ambos equipamentos para se calcular os indices de
retencdo de Kovats. Os espectros de massa obtidos foram comparados com o0s

espectros do site da NIST (http://webbook.nist.gov/chemistry/) na internet.
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3.3.4 Avaliagéo do 6leo essencial de E. grandis sobre o desenvolvimento de isolados
de fungos ectomicorrizicos in vitro

Para a avaliacdo do efeito das diferentes concentra¢des do 6leo essencial de
E. grandis sobre o desenvolvimento dos isolados ectomicorrizicos, foram utilizados
Erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio de cultura Melin-Norkrans
modificado MNM (MARX, 1969) liquido com pH 5,8. Ap6s a esterilizacdo e o
resfriamento dos Erlenmeyers a temperatura ambiente, adicionou-se as
concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pL L™ do 6leo essencial,
previamente solubilizado em etanol 96,5% na propor¢cdo de 1:1 (v/v), conforme
metodologia proposta por Fabrowski et al. (2003). Ap6s a adicao do 6leo essencial
ao meio de cultura, foram inoculados dois discos de 10 mm de didmetro do micélio
fungico retirado das bordas de crescimento em meio de cultura sélido. O material foi
mantido em incubadora a 26° C, por 25 dias no escuro.

A fim de se conhecer a interferéncia do etanol no crescimento fungico,
acrescentou-se um tratamento controle contendo apenas meio de cultura Melin-
Norkrans modificado MNM (MARX, 1969) liquido e etanol na concentracao utilizada
para solubilizar a concentracdo mais elevada de 6leo essencial.

Apébs a montagem das unidades experimentais, as mesmas foram incubadas
por 25 dias, a 26° C * 0,2 no escuro. Terminado o periodo de incubagao, os micélios
foram retirados dos Erlenmeyers sob filtragdo em papel Watman n° 3 e lavados em
agua destilada sobre peneira de 0,037 mm. Em seguida, foram secos em estufa a
65° C sob ventilacdo forgada durante 72 horas, a fim de determinar a massa seca
dos micélios fungicos.

As regressdes foram obtidas pelo Software Table Curve (Jandel Scientific,
1991). Para a determinacao dos tratamentos mais eficientes quanto ao bioestimulo
do desenvolvimento miceliano, os dados obtidos nos tratamentos foram
transformados para raiz quadrada de x + 0,1 e submetidos a andlise de variancia e
ao teste de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro pelo software
SISVAR (FERREIRA, 2000). A analise dos componentes principais (PCA) foi
realizada pelo software CANOCO Verséao 4.0 (TER BRAAK; SMILAUER, 1998).
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3.3.5 Caracteristicas morfolégicas das hifas

Apés a determinacgéo dos isolados fungicos que melhor responderam a adicéo
de 6leo essencial ao meio de cultura e da concentracao ideal do 6leo essencial,
estes isolados foram avaliados quanto (1) a evolugdo do crescimento in vitro dos
isolados ectomicorrizicos expostos ao 6leo essencial em relagdo ao tratamento
controle e (2) as caracteristicas morfolégicas das hifas fungicas crescidas em meio
de cultura liquido contendo o éleo essencial.

Para a avaliacdo da evolugdo do crescimento miceliano, os isolados
ectomicorrizicos foram inoculados em 25 mL de meio de cultura Melin-Norkrans
modificado MNM liquido a pH 5,8 (MARX, 1969), em Erlenmeyers de 125 mL. Apéds
a adicao do éleo essencial ao meio de cultura, inocularam-se 2 discos de 10 mm de
didmetro do micélio fungico em cada Erlenmeyer. O material foi mantido em
incubadora por 25 dias, a 26° C + 0,2 no escuro, com seis repeticbes. As avaliagbes
foram realizadas a cada cinco dias.

Para a avaliagdo das caracteristicas morfométricas dos isolados
ectomicorrizicos, utilizaram-se laminas de microscopia, sobre as quais foram
acoplados canulos de vidro de 1,5 mm de didametro. Sobre esta estrutura, colocou-se
uma laminula de microscopia de forma que houvesse espaco entre a lamina e a
laminula, formando a unidade experimental (Figura 3.1). No espaco entre as
laminas, adicionou-se 500 uL de meio de cultura Melin-Norkrans modificado MNM
liquido a pH 5,8 (MARX, 1969). Foram utilizadas trés concentragbes de 6bleo
essencial de eucalipto: (1) tratamento controle (sem a adi¢do do 6leo essencial), (2)
concentracdo do 6leo essencial que proporcionou melhor resposta ao estimulo do
crescimento miceliano (20 pL L™ para os isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24) e (3)
concentracdao do 6leo essencial que resultou em menor crescimento miceliano (40
uL L™ para os isolados UFSC Pt 116 e 50 pL L™ para o isolado UFSC Pt 24).

Cada unidade experimental foi acomodada sobre suporte de 5 mm de altura
dentro de uma placa de Petri, com didmetro de 90 mm, contendo 4gua destilada
estéril, a fim de proporcionar um ambiente Umido evitando a desidratagcao do meio
de cultura (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - llustracdo da montagem das unidades experimentais utilizadas na avaliagdo das

caracteristicas morfologicas das hifas fungicas crescidas em meio de cultura liquido.

As unidades experimentais permaneceram em incubadora a 26° C + 0,2 no
escuro por um periodo de cinco dias. Decorrido este periodo, retirou-se os canulos
de vidro, forcando o contato entre a lamina e a laminula de vidro para visualizacado
do crescimento das hifas em microscopio.

Cada conjunto (lamina + laminula) foi avaliado e fotografado em maquina
fotogréafica digital marca Sony, acoplada ao microscépio éptico com aumento de
300x. As imagens obtidas foram ampliadas no software GIMP 2.4.5 (GNU Image
Manipulation Program), onde avaliou-se o diametro médio das hifas. Os dados
obtidos nas imagens foram transformados para raiz quadrada de x + 0,1 e
submetidos a analise de variancia e ao teste de médias pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000), tomando-se como

base os niveis de significancia maiores que 95% (p<0,05).
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3.4 Resultados e discussao

No Oleo essencial de E. grandis foram identificados 40 compostos (Tabela
3.1), Estes compostos corroboram com os descritos na literatura referente a
composicao de Oleos essenciais extraidos de plantas do género Eucalyptus
(BARANSKA et al., 2005).

Tabela 3.1 - Componentes do 6leo essencial extraido de folhas frescas de Eucalyptus grandis. Santa

Maria, 2010.

Composto % Rel. Composto % Rel.’
Eucalyptol (1,8-cineol) 9,87 Tenuifoleno 0,62
p-Cymeno 7,87 Terpinen-4-ol 0,57
Spathulenol 6,58 Camphene 0,55
Lepidozenal 4,89 Bergamotol 0,41
Cubeb-11-ene 3,89 8,9-Epoxyselina-4,11-diene 0,39
Junenol 3,48 Eudesma-1,4(15),11-triene 0,38
4(15)-Dehydroglobulol 3,20 (E)-Caryophyllene 0,36

Deca-4,8-dienol, 1-ethynyl-

1,5,9-trimethyl- 2,42 Neryl acetate 0,28
a-Phellandrene 2,26 y-Terpineno 0,28
jl(lij sﬁqoor?ff)?gii?e 2,00 Longipinene epoxide 0,27
(E)-Nerolidol 1,95 B-Myrcene 0,25
a-Humulene 1,87 a-Muurolene 0,23
a-Guaiol 1,70 Elemene 0,19
T-Cadinol 1,28 Bisabolene 0,14
Germacrene B 0,95 a-Farnesene 0,12
y-Himalacheno 0,84 (E)-3(10)-caren-4-ol 0,11
Guaia-6,10(14)-diene 43--ol 0,84 Terpinoleno 0,10
a-Terpineol 0,76 Epiglobulol 0,09
Eremoligenol 0,74 B-Pineno 0,08
Eudesm-11-en-4alfa-ol 0,73 Hinesol 0,08

' Porcentagem Relativa em relacédo ao total extraido.

Dentre estes componentes, o monoterpeno 1,3,3-trimetil-2-oxabiciclo[2.2.2]-
octano, conhecido como eucaliptol (1,8-Cineol) destacou-se em propor¢do em
relacdo aos demais. Chalchat et al. (1997), Lucia et al. (2007) e Garcia et al. (2009)
atribuem os efeitos de inibicdo ou bioestimulo do crescimento vegetal e microbiano
principalmente ao eucaliptol, seguido pelo citral, timol, a e B-pineno, cetonas e
compostos flavénicos. Estes compostos, dependendo da concentracdo, podem
proporcionar relacbées de sinergismo, resultando na inducdo do crescimento de
microrganismos ou plantas (LAGRANGE et al., 2001; LUDLEY et al., 2009).
Segundo Estanislau et al. (2001) provavelmente este efeito esteja relacionado ao
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fato do eucaliptol interagir com radicais livres contendo radical hidroxila, inibindo a
producéo de substancias oxigenadas reativas.

Alguns compostos vegetais, quando utilizados em concentracdes
extremamente reduzidas, podem proporcionar efeito Hormese no crescimento
microbiano. Segundo Forbes (2000), este efeito se caracteriza pela inducao de
determinadas caracteristicas provocada pela utilizacdo de baixas concentracoes de
compostos considerados toxicos. Baseados nesta caracteristica, alguns trabalhos
demonstram atividade de 6leos essenciais na bioestimulacdo do desenvolvimento
microbiano (TSAl et al., 1991; MARTINS et al., 2000; LUDLEY et al., 2009).

As concentragbes de 6leo essencial que proporcionaram incrementos no
crescimento miceliano flngico encontram-se entre 10 e 30 pL L, dependendo do
isolado ectomicorrizico utilizado (Figura 3.2). No entanto, o isolado UFSC Pt 188
(Pisolithus microcarpus) apresentou maior crescimento no meio de cultura sem a
adicdo do 6leo essencial, uma vez que o 6leo, mesmo na concentragdo de 10 pL L™,
apresentou efeito negativo sobre o isolado.

Os isolados UFSC Sc 124 (Scleroderma citrinum), UFSC Ch 163
(Chondrogaster angustiporus) e UFSM RA 2.8 (Suillus sp.) apresentaram maior
crescimento quando da adicdo de 10 pL L™ de éleo essencial de eucalipto ao meio
de cultura. Ja, os isolados UFSC Pt 116 (Pisolithus microcarpus), UFSC Pt 24
(Pisolithus sp.) e UFSM RA 2.2 (Suillus sp.) apresentaram maior crescimento com a
adicdo de 20 pL L™ de 6leo essencial.

De forma geral, os efeitos da utilizacdo dos éleos essenciais, tanto no controle

de microrganismos como no bioestimulo do crescimento destes, podem ser
atribuidos aos compostos fendlicos e terpenos, com énfase aos monoterpenos e
sesquiterpenos presentes na composicao dos metabdlitos secundarios de plantas
bioativas.

De acordo com Taiz e Zeiger (2004), os compostos fendlicos, compostos
contendo grupos fendis, um grupo hidroxila e um anel aroméatico, apresentam grande
variedade de fungdes nas espécies vegetais, atuando como sinal bioquimico na

simbiose de plantas e microrganismos mutualistas.
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Figura 3.2 - Crescimento miceliano in vitro de isolados ectomicorrizicos (UFSC Pt 116, UFSC Pt 24,
UFSM RA 2.8, UFSM RA 2.2, UFSC Ch 163, UFSC Pt 188 e UFSC SC 124) em meio de
cultura liquido contendo concentragbes crescentes de 6leo essencial de Eucalyptus

grandis. Santa Maria, 2010.
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Os terpenos ou terpendides, sintetizados a partir da Acetil CoA, apresentam
funcdo relacionada ao crescimento e ao desenvolvimento dos vegetais, devido a
presenca de diterpenos (giberelinas), tripterpenos (componentes essenciais de
membranas), terpenos com quinze carbonos (acido abscisico) e alcoois
politerpénicos de cadeia longa, os quais agem como transportadores de agucares na
parede celular e na sintese de glicoproteinas (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Segundo Ludley et al. (2009), os resultados referentes a acdo de 6leos
essenciais no estimulo ou na inibicdo do crescimento de microrganismos nao estao
somente relacionados ao tipo de compostos presentes nos 6leos, mas sim no
comportamento dose-efeito. Segundo os autores, embora alguns metabdlitos
secundarios sejam essenciais para o desenvolvimento e crescimento miceliano,
alguns compostos, quando em concentracdes elevadas, causam retardo ou até
mesmo limitam a expansao das hifas de isolados ectomicorrizicos. De acordo com
Atanda et al. (2007), os Oleos essenciais de Cinnamomun cassia Blume e Laurus
nobilis L. estimularam o crescimento micelial de Aspergillus parasiticus in vitro.

Em concentracdes de 6leo essencial acima de 30 pL L', observa-se que
comecga a ocorrer diminuicdo do crescimento fungico, evidenciado pela menor
massa seco do micélio (Tabela 3.2). Soliman e Badeaa (2002) em estudos quanto
ao efeito de 6leos essenciais de plantas bioativas sobre micotoxinas e fungos
patogénicos, observaram que a inibicdo do crescimento flngico esta diretamente
relacionada a concentracdo dos compostos presentes nos 6leos. Singh et al. (2003)
observaram efeito inibitério sobre o crescimento fungico, utilizando éleos essenciais
de plantas bioativas em concentragées superiores a 1000 pL L.

De acordo com a analise de componentes principais (PCA), observa-se que
todos os isolados, com excec¢ao do isolado UFSC Pt 188 (Pisolithus microcarpus)
apresentaram incremento no crescimento miceliano em concentragcées do Oleo
essencial entre 10 e 30 puL L7, sendo a concentracdo de 20 pL L', a que
proporcionou maior crescimento, ndo influenciando negativamente os isolados
(Figura 3.3).

Os isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24 apresentaram crescimento
significativamente superior em comparacado aos demais isolados avaliados, quando
da adicao do 6leo essencial (Tabela 3.2). Segundo Oliveira e Giachini (1999), o
género Pisolithus, correspondente a estes isolados, representa o gendtipo mais

utilizado na inoculacdo de espécies florestais. Contudo, estes isolados ja
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apresentavam crescimento significativamente superior aos demais no tratamento

controle (sem a adi¢édo do 6leo essencial ao meio de cultura).
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Figura 3.3 - Representacdo grafica da analise de componentes principais (PCA) relacionando as
dimensdes 1 e 2 referentes ao crescimento dos isolados ectomicorrizicos (UFSC Pt
116, UFSC Pt 24, UFSM RA 2.8, UFSM RA 2.2, UFSC Ch 163, UFSC Pt 188 e UFSC
SC 124) em meio de cultura liquido contendo diferentes concentracées do o6leo
essencial de Eucalyptus grandis. (Euc_Numero) representa a utilizagdo do 6leo de
eucalipto nas diferentes concentrag¢des. Santa Maria, 2010.

Em comparagdo a massa seca do micélio no tratamento controle, o fungo
ectomicorrizico Chondrogaster angustiporus (isolado UFSC Ch 163) foi o que
apresentou melhor resposta a adicdo do 6leo essencial no meio de cultura liquido
(incremento de 49,13%). No entanto, este isolado apresenta crescimento lento em
meio de cultura, sendo sua massa micelial significativamente inferior aos isolados
pertencentes ao género Pisolithus (Tabela 3.2). Desta forma, o fECM Chondrogaster
angustiporus nao apresenta caracteristicas ideais para ser utilizado em programas
de producao de inoculo em larga escala.

A utilizagdo do alcool como solubilizante do 6leo essencial, demonstrado pela
massa seca do micélio no tratamento alcool (MSCAL), ndo afetou o crescimento
miceliano. Apenas para o fungo ectomicorrizico Suillus sp. (isolado UFSM RA 2.2), a
presenca do alcool no meio de cultura resultou em aumento no crescimento

miceliano (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 - Massa seca do micélio fungico (mg) dos isolados ectomicorrizicos incubados na
presenca do do 6leo essencial de Eucalyptus grandis. Média de seis repeticbes (n=6).

Santa Maria, 2010.

Fungo ectomicorrizico MSC' MSCAL? MSOE®

Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) 87,24 a B 91,32aB 116,65a A
Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) 81,45aB 81,69abB 106,57 aA
Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 188) 63,47b A 66,07 bc A 63,47 bc A
Chondrogaster angustiporus (UFSC Ch 163) 49,52bcB 55,00cB 73,85b A
Suillus sp. (UFSM RA 2.2) 49.15bc B 53,47 c AB 60,05c A
Suillus sp. (UFSM RA 2.8) 46,80bc B  48,85cd B 59,10c A
Scleroderma citrinum (UFSC Sc 124) 30,07cA 31,40d A 32,37dA
CV (%)~ 8,95 7,60 6,96

' Massa seca do micélio no tratamento controle.

2 Massa seca do micélio no tratamento controle alcool.

% Massa seca do micélio no tratamento com a concentracao de 6leo essencial de maior eficiéncia.
UFSC Pt 24 (20 pL L), UFSC Pt 116 (20 pL L"), UFSC Pt 188 (0 pL L"), UFSC Ch 163 (10 pL L™),
UFSMRA 2.2 (20 puL L"), UFSM RA 2.8 (10 puL L") e UFSC Sc 124 (10 uL L™).

* Médias seguidas da mesma letra minUscula nas colunas e mailscula nas linhas nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

** Coeficiente de variagao

Estudando o efeito da utilizagdo do 6leo essencial de Eucalyptus spp. no
controle de fungos do género Aspergillus, Garcia et al. (2009) observaram que a
oxidacdo provocada pelo composto eucaliptol (1,8-cineol) provocou a formagao dos
compostos 2-exo-hydroxi-1,8-cineol, 2-endo-hydroxi-1,8 cineol, 3-exo-hydroxi-1,8-
cineol e 3-endo-hydroxi-1,8-cineol, os quais resultaram na inativacao do patégeno.
Ja Bakkali et al. (2008) observaram que os componentes aromaticos e alifaticos
presentes nos metabdlitos secundarios dos vegetais podem atuar como pro-
oxidantes danosos, afetando as membranas celulares dos organismos, ou como
anti-oxidantes benéficos, beneficiando a manutencdo e o desenvolvimento celular,
dependendo da concentracao e natureza.

Analisando-se o crescimento miceliano dos isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt
24 durante o periodo de incubacdo, verifica-se que ao final de 25 dias, estes
apresentaram crescimento significativamente superior quando inoculados em meios
de cultura com a adicdo de 20 pL L' de 6leo essencial. No entanto, este maior

crescimento comeca a ser evidente apenas entre o 10° e 152 dias de incubacgéao para

ambos isolados (Figura 3.4).
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Desde a repicagem do material (tempo zero) até o 5° dia de incubacéo, a
adicdo ou ndo do dleo essencial ndo alterou o crescimento miceliano de ambos os
isolados. A partir do 5° dia de incubacao, no tratamento controle, no qual ndo se
adicionou o 6leo essencial, os isolados apresentaram crescimento acelerado, sendo
este evidenciado até o 10° dia de incubacgéao (Figura 3.4). A partir do 10° dia, ambos
isolados (UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24) apresentaram diminuicdo na taxa de
crescimento, permanecendo até o 15° Durante este periodo, os tratamentos onde
foi utilizado o 6leo essencial na concentracdo de 20 pL L' de meio de cultura

apresentaram crescimento continuo e linear até o término do periodo de incubacéo.
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Figura 3.4 - Curva de crescimento do micélio dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus microcarpus

(UFSC Pt 116) e Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) em meio liquido contendo diferentes
concentragdes do 6leo essencial de eucalipto. Santa Maria, 2010.

A partir do 15° dia, os isolados incubados no tratamento controle voltam a
crescer, nao sendo observado diminui¢gdo no crescimento até o término do periodo
de incubacao.

Os isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24, nos tratamentos onde aplicou-se as
concentragdes de 6leo essencial que limitaram o crescimento fungico, igualando-se
ao tratamento controle (Figura 3.2), apresentaram crescimento miceliano inferior aos
demais tratamentos a partir do 5° dia de incubacao. No entanto, este tratamento nao
limitou o crescimento miceliano no periodo do 10° ao 15° dia, observado no

tratamento controle.
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Verificou-se que a adicdo de 20 pL L™ do 6leo essencial de eucalipto no meio
de cultura liquido resultou em maior densidade de micélio fungico, evidenciado pela
menor distancia entre os pontos de ramificagdes, pelo maior didmetro das hifas e
maior numero de hifas laterais partindo de um mesmo ponto de ramificacao (Figuras
3.5, 3.6 e 3.7). Segundo Denny e Wilkins (1987), esta maior densidade de micélio
proporciona ao isolado maior grau de sobrevivéncia no campo e maior eficiéncia na
associacao e manutengao da simbiose com plantas simbiontes.

O aumento no diametro das hifas, devido a adicdo de 20 pL L™ do 6leo
essencial de eucalipto ao meio de cultura, resultou em maior massa de micélio
fungico por area. Tendo em vista que 100 mg de micélio sdo suficientes para
inocular 1 m?de viveiro, o ganho em massa micelial observado com a adico do 6leo
essencial possibilita a inoculagdo de maior nimero de mudas em relagao ao indculo
tradicional (sem a utilizagdo do éleo essencial).

Fotos: Ricardo Bemfica Steffen

Figura 3.5 - Hifas do fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) no tratamento
controle (a), tratamento 20 pL L™ do dleo essencial (b) e tratamento 40 UL L™ do dleo
essencial (c), cinco dias apos a incubagao. (_ 5 ym). Santa Maria, 2010.

Quando adicionado 6leo essencial na concentragdo de 40 pL L e 50 pL L™,
houve reducgao significativa no diametro das hifas dos isolados UFSC Pt 116 e UFSC
Pt 24 respectivamente. Estas concentragbes resultaram em crescimento miceliano
abaixo do crescimento observado no tratamento controle (Figura 3.2).

Além do efeito de estimulo ou limitagdo do desenvolvimento das hifas
fungicas, evidenciado pelo didmetro destas, dependendo da concentragao do Gleo
essencial adicionado ao meio de cultura, o 6leo proporcionou maior ou menor
ramificacéo das hifas, estabelecendo-se uma relacao de dose-efeito. Este padrao de
comportamento foi demonstrado por Ludley et al. (2009), em estudos quanto ao
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desenvolvimento de fungos ectomicorrizicos na presenca de determinados

compostos presentes no metabolismo secundario de coniferas.

£35 a B a

Controle 20 40 Controle 20 50
Concentracéo do 6leo essencial de Eucalyptus grandis (uL L™)

Figura 3.6 - Diametro médio das hifas dos fungos ectomicorrizicos (A) Pisolithus microcarpus (UFSC
Pt 116) nos tratamentos controle, 20 pL L™ e 40 uL L™ e do fungo ectomicorrizico (B)
Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) nos tratamentos controle, 20 puL L' e 50 pL L. Média de
seis repeticées. * Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%. UFSC Pt 116 (CV% 7,15), UFSC Pt 24 (CV% 8,61). Santa Maria, 2010.

Durante a formagdo da simbiose micorrizica, observou-se na planta a
formacao e o acumulo de polipeptideos de baixo peso molecular, idénticos aos
observados quando da penetragdo de fungos patogénicos no sistema radicular,
evidenciando a reacdao de mecanismos de defesa (FEUGEY et al., 1999;
BOUWMEESTER et al.,, 2003). Observou-se também a inducdo da quitinase,
peroxidase e o estimulo ao metabolismo de fenilpropandides, resultando este na
deposicao de compostos fendlicos responsaveis pela estabilizacdo da simbiose
(MENSEN et al.,, 1998; FEUGEY et al., 1999). Em plantas micossimbiontes, a
formacdo destes elicitores, especialmente dos N-acetilglucosamina, garante nao
somente a associagdo, mas também sua manutengéo e seu crescimento no decorrer
do tempo (SALZER et al.,, 1996). Burgess et al. (1995) e Lagrande et al. (2001)
demonstraram a sintese destes polipeptideos durante a simbiose ectomicorrizica em
E. grandis. Desta forma, pressupde-se que a utilizacado do 6leo essencial de E.
grandis esteja atuando de forma similar a que ocorre na natureza, como promotor do

crescimento miceliano de isolados ectomicorrizicos in vitro.
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Segundo Tani et al. (1992), consideram-se estimuladores todos os compostos
ou tratamentos capazes de induzir o crescimento e/ou desenvolvimento de
microrganismos ou plantas. De acordo com os resultados apresentados, evidenciou-
se que o Oleo essencial de E. grandis, atuou como estimulador do crescimento

miceliano, proporcionando maior extenséo das hifas e crescimento fungico.

Fotos: Ricardo Bemfica Steffen

Figura 3.7 - Hifas dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) nos tratamentos controle
(a), 20 yL L do ¢6leo essencial (b) e 50 pL L' do dleo essencial (c) e Pisolithus
microcarpus (UFSC Pt 116) nos tratamentos controle (d), 20 uL L™ do dleo essencial (e)
e 40 pL L do 6leo essencial (f). (_ 25 pm). Santa Maria, 2010.

Levando-se em consideracao o rendimento da extracdo do 6leo essencial de
E. grandis, os 100 g de folhas frescas fornecem, aproximadamente, 175 pL de dleo
essencial, volume que dependendo da resposta do isolado ectomicorrizico a
concentragao do éleo é suficiente para elaborar de 5 a 9 litros de meio de cultura
liqguido. Desta forma, de acordo com o ganho em massa fungica obtido pela
utilizagdo do 6leo essencial, a adicdo deste mostra-se uma alternativa eficiente e de

baixo custo para elevar o crescimento de micélio ectomicorrizico in vitro.



106

3.5 Conclusoes

O estimulo ao crescimento fungico devido a adicdo do 6leo essencial de E.
grandis ao meio de cultura MNM liquido apresenta respostas de dose-efeito,
dependendo da concentracdo do 6leo essencial e do isolado ectomicorrizico
utilizado;

O ébleo essencial de Eucalyptus grandis utilizado em meio de cultura liquido
apresenta eficiéncia para o aumento na massa de micélio fungico dos isolados
ectomicorrizicos Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), Pisolithus sp. (UFSC Pt 24),
Chondrogaster angustiporus (isolado UFSC Ch 163), Scleroderma citrinum (isolado
UFSC Sc 124) e Suillus sp. (isolados UFSM RA 2.2 e UFSM RA 2.8);

O 6leo essencial de E. grandis, em concentracdes acima de 40 uL L™, atua

como supressor da atividade fungica, limitando o crescimento miceliano in vitro.
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4 Capitulo Il

Efeito do 6leo essencial de eucalipto na germinacao e no desenvolvimento
inicial de mudas de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden

4.1 Resumo

A utilizacdo de extratos e Oleos essenciais de plantas bioativas vem sendo
uma alternativa eficiente no bioestimulo do crescimento e na protecéo vegetal. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacdo do 6leo essencial extraido de folhas de
Eucalyptus grandis sobre a germinacdo e o desenvolvimento inicial de mudas de
eucalipto em condigdes de viveiro. Sementes de eucalipto foram incubadas em
concentragdes de 0, 10, 25, 50, 75 e 100 pL L do éleo essencial em ambiente
controlado.  Posteriormente, plantulas de eucalipto foram pulverizadas
periodicamente com 0, 20, 30, 40, 50 e 60 uL L' do 6leo essencial por planta.
Avaliou-se o efeito do 6leo sobre o desenvolvimento vegetal aos 30 e 60 dias apds o
transplante. Os resultados evidenciaram que a germinacdo foi significativamente
superior quando as sementes foram pulverizadas com 25 pL L™ do 6leo essencial. A
aplicacdo do 6leo essencial nas concentracdes de 30 e 40 pL L', proporcionou
maior desenvolvimento das raizes e da parte aérea das mudas de eucalipto em
ambiente controlado, sendo uma alternativa eficiente na bioestimulagdo do
crescimento vegetativo de mudas de eucalipto.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios; bioestimulagcao; esséncia florestal.
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4.2 Introducao

O aumento anual das éareas de reflorestamento incentivou as pesquisas
quanto a producdo de mudas de esséncias florestais, ndo somente visando a
quantidade, mas principalmente a qualidade das mudas, as quais devem apresentar
vigor suficiente para resistir ao estresse inicial apds o transplante para o campo
(GOMES et al., 2002; SILVA et al., 2003; TREVISAN et al., 2007).

Neste sentido, estudos estdo sendo concentrados no desenvolvimento de
tecnologias que otimizem a qualidade na produg¢do de mudas de eucalipto. Entre
estas tecnologias, atualmente estdo sendo estudados alguns produtos, sintéticos ou
biolégicos, que apresentam capacidade de promocao do crescimento direto ou
indireto de plantas de eucalipto, seja a partir do fornecimento de compostos que
atuem como reguladores do crescimento da planta ou que reduzam os efeitos
negativos as plantas proporcionados pela acdo de determinados organismos
patogénicos ou adversidades ambientais (MAFIA et al., 2005; ANDRADE et al.,
2006; MAFIA et al., 2007).

Com o desenvolvimento de técnicas de extracao, purificacao e identificacdo
de compostos presentes em extratos vegetais, novas linhas de pesquisa tém
demonstrado efeito benéfico da utilizacdo de metabdlitos secundarios de plantas
bioativas nas mais variadas areas do conhecimento (FERREIRA; AQUILA, 2000;
SERAFINI et al., 2001). No setor agricola, alguns resultados de pesquisa
demonstram que os metabdlitos secundarios ou 6leos essenciais de plantas
bioativas, como as do género Eucalyptus estdao sendo utilizados como agentes
biolégicos no controle de pragas e doencas de espécies vegetais de interesse
comercial (DELASQUIS et al., 2002; BONALDO et al., 2004, STEFFEN et al., 2008).

Embora os 6leos essenciais estejam relacionados com diversas fungdes
necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra
microrganismos (SIQUI et al., 2000), a elucidagédo das propriedades antimicrobianas
encontradas nos compostos secundarios dos vegetais pode dar subsidios para o
desenvolvimento de técnicas de estimulagdo do crescimento vegetal (BONALDO et
al., 2004).

Entre os componentes presentes nos 6éleos essenciais das plantas do género
Eucalyptus, o 1,8-Cineol ou eucaliptol e o citronelal sdo encontrados em maiores
concentragdes (CHALCHAT et al., 1997). Além destes compostos, Fabrowski (2002),
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Baranska et al. (2005) e Sandi e Blanco (2007) destacam a presenca de citral, timol,
felandreno, piperitona, a e B-pineno, limoneno, além de cetonas, compostos
flavonicos e alguns aldeidos volateis, os quais, dependendo da concentracado de
uso, podem beneficiar determinados organismos.

Segundo Mafia et al. (2007), a interagdo entre os compostos volateis e alguns
fitopatdogenos pode interferir positivamente no desenvolvimento vegetal. Mafia et al.
(2005) e Bonaldo et al. (2007) descrevem que a aplicacao de 6leos essenciais sobre
as plantas resulta na ativagcdo de mecanismos de defesa latentes ou reguladores do
crescimento, como fitoalexinas e citocininas. A ativacdo destes mecanismos pode
resultar em maior desenvolvimento vegetal, devido ao biocontrole de patégenos
responsaveis por disturbios fisioldégicos na planta. Segundo Vitti e Brito (2003), os
Oleos essenciais de plantas do género Eucalyptus apresentam propriedades
bactericidas, inseticidas e anti-sépticas.

De acordo com Mulder et al. (2005), a interacdo entre microrganismos e
plantas é estabelecida a partir do reconhecimento de determinados compostos
excretados pelas raizes, os quais funcionam como sinais especificos ocorrentes em
determinadas condigdes ambientais. Estes sinais podem ocorrer através de
compostos e substratos simples de baixo peso molecular como aminoacidos, acidos
organicos e compostos fendlicos. Devido a estas interacbes, podem ocorrer
alteracoes bioquimicas como producdo e acumulo de polipeptideos pela planta,
regulacao de atividades enzimaticas e biossintese de proteinas estruturais, as quais
resultam em maior desenvolvimento vegetal (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Embora a utilizacdo do extrato ou do éleo essencial de plantas de eucalipto
possa causar alelopatia a determinadas espécies vegetais (CRUZ et al., 2000;
FERREIRA; AQUILA, 2000; GOETZE; THOME, 2004), dependendo da
concentracdo de determinados compostos, podem ocorrer relagbes de sinergismo,
proporcionando a inducdo do crescimento de microrganismos ou plantas (BLUM,
1999; MAIRESSE, 2005).

De acordo com Mairesse (2005), alguns compostos vegetais, quando
utilizados em concentracées extremamente reduzidas, podem apresentar efeito
Hormese. Segundo Forbes (2000), este efeito se caracteriza pela inducdo de
determinadas caracteristicas provocada pela utilizacdo de baixas concentracoes de
compostos considerados toxicos. Para Tani et al. (1992), o efeito de estimulo esta
relacionado a produgéo, em nivel elevado, de fitoalexinas pelo vegetal. Baseados
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nesta caracteristica, alguns trabalhos demonstram influéncia de 6leos essenciais na
bioestimulacdo do desenvolvimento de espécies olericolas e graniferas (ALVES et
al., 2004; BONALDO et al., 2007). Entretanto, ndo ha relatos na literatura mostrando
o efeito da aplicacdo do 6leo essencial de Eucalyptus spp. no desenvolvimento de
esséncias florestais.

Bonaldo et al. (2007) em estudos sobre as atividades antifungica e elicitora
de fitoalexinas do Eucalyptus citriodora em plantas de soja e sorgo, observaram alto
potencial desta espécie na protecdao de plantas, tanto pelo controle direto de
fitopatdgenos, agindo no crescimento micelial e na germinagdo dos esporos, como
pelo controle indireto através da ativacdo de mecanismos de defesa nas plantas
estudadas.

Avaliando o efeito da aplicacao de extratos de Achyrocline satureioides Lam.
(marcela) e Cymbopogon citratus Stapf. (capim-cidré), Mairesse (2005) observou
reacdo de estimulo dos extratos na germinacdo de sementes e no crescimento
vegetativo de plantulas de Lactuca sativa L. (alface).

Segundo Russo e Berlyn (1991), alguns compostos vegetais séao
denominados de bioestimuladores, representando produtos sem caracteristicas
nutricionais, 0os quais proporcionam maior producado vegetal e resisténcia a fatores
externos.

No Brasil, a elevada extracdo e comercializagdo do 6leo essencial de
eucalipto situa o Pais em posicao de destaque quanto ao volume e a qualidade do
6leo produzido (MAFFEIS et al., 2000; SILVA et al.,, 2006). Em vista disso, a
avaliacao dos efeitos benéficos destes Oleos essenciais sobre o desenvolvimento
vegetal pode representar uma alternativa biolégica para a otimizacéo da producao e
da qualidade de mudas florestais destinadas ao campo.

Neste sentido, o objetivo nesse trabalho foi avaliar a utilizagdo do 6éleo
essencial de Eucalyptus grandis sobre a germinacdo e o crescimento de mudas

desta espécie florestal.
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4.3 Material e métodos

O experimento foi dividido em duas etapas: (1) efeito do éleo essencial sobre
a germinacao de sementes de E. grandis em ambiente controlado e (2) efeito do
Oleo essencial sobre o desenvolvimento e crescimento inicial de mudas de E.
grandis em casa de vegetacdo. Os ensaios foram constituidos por seis tratamentos,
correspondentes a seis concentragdes do Oleo essencial de eucalipto. Para o
desenho experimental, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeticbes nos ensaios de germinacao e sete repeticbes nos ensaios de

crescimento inicial das mudas de eucalipto.

4.3.1 Obtengédo do dleo essencial de Eucalyptus grandis

A extragdo do Oleo essencial de folhas frescas de eucalipto foi realizada
através da técnica de hidrodestilagdo. Inicialmente, foram coletadas as folhas de
eucalipto segundo a metodologia proposta por Vitti e Brito (2003). As folhas frescas
foram cortadas em pedacos de 2 cm, pesadas e separadas em lotes individuais de
100 g. Posteriormente, as folhas foram colocadas em baldo de fundo redondo no
aparelho de Clevenger modificado (SERAFINI; CASSEL, 2001), mantendo-se agua
destilada em ebulicdo dentro do baldao com aquecedor externo. Os componentes
vegetais extraidos, ap6s a passagem por um condensador, foram coletados e
mantidos sob refrigeracdo a 4° C, até a sua utilizagao.

4.3.2 Sementes

As sementes de E. grandis foram obtidas na Estacdo Experimental de
Silvicultura de Santa Maria — FEPAGRO. Para a desinfestacdo das sementes, as
mesmas foram imersas em etanol (70%) durante 30 segundos, sob agitacdo. Em
seguida, as sementes foram lavadas em agua destilada estéril para retirada do
residual de etanol. Posteriormente, as sementes foram imersas em hipoclorito de
sédio (1%) durante 30 segundos e lavadas trés vezes em agua destilada estéril para

retirada do residual de hipoclorito.
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4.3.3 Avaliacado do efeito do 6leo essencial de E. grandis sobre a germinacédo de
sementes

Para a avaliagdo da contribuicdo do éleo essencial sobre a germinacao das
sementes, cinco placas de Petri de 100 mm de didmetro foram forradas com papel
de germinacao, sobre o qual foram dispostas 100 sementes de eucalipto por placa.
Apés a distribuicao das sementes, o papel foi umedecido com agua destilada estéril
contendo concentracdes de 0, 10, 25, 50, 75 e 100 pL L™ do 6leo essencial de
eucalipto, previamente solubilizado em etanol 96,5% na proporcao de 1:1 (v/v),
conforme metodologia proposta por Fabrowski et al. (2003).

Apbés a montagem das unidades experimentais, as placas de Petri foram
incubadas por 72 horas a 25° C + 0,2, com fotoperiodo de 14 horas. Avaliou-se a
porcentagem de germinagao das sementes em intervalos de 12 horas.

Os dados referentes as porcentagens de sementes germinadas para cada
periodo de avaliacdo foram transformados para raiz quadrada de x + 0,1 e
submetidos a andlise de variancia e ao teste de médias de acordo com Scott Knott a
5% de probabilidade, pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000).

4.3.4 Avaliagédo do efeito do 6leo essencial de E. grandis sobre o desenvolvimento e
crescimento inicial de plantulas de eucalipto

Sementes de eucalipto foram desinfestadas segundo metodologia descrita
para o ensaio anterior. As sementes germinadas em papel de germinagdo foram
mantidas a 26° C no escuro, por um periodo de cinco dias.

Decorrido o periodo de germinacdo, as plantulas de eucalipto foram
transplantadas para tubetes de plastico de 50 cm®, contendo turfa como substrato. A
turfa utilizada apresentava pH em agua 5,8; célcio 25,9 cmol, dm™®; magnésio 4,7
cmol, dm™; H+Al 2,5 cmol, dm™; CTC efetiva 31,1; matéria organica 17%; argila 9%;
potassio 176 mg dm™e fésforo 14,4 mg dm™.

Apés o transplante, os tubetes permaneceram em casa de vegetacdo. A
reposicdo da umidade foi realizada adicionando-se diariamente agua destilada aos
tubetes, sendo aplicada solucao nutritiva de Hoagland e Arnon (1951), em intervalos
de 15 dias.

Para avaliacdo do efeito da concentracdo do 6leo essencial de eucalipto

sobre o desenvolvimento das plantulas, solubilizou-se o éleo essencial em etanol
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96,5% na proporcao de 1:1 (v/v), conforme metodologia proposta por Fabrowski et
al. (2003). Pulverizou-se, por planta, 2 mL da solugédo oleosa nas concentragbes de
0, 20, 30, 40, 50 e 60 pL L', em intervalos de 7 dias a contar da data de transplante
das mudas.

As avaliacbes foram realizadas em duas épocas: aos 30 dias apo6s o
transplante, visando analisar o efeito da aplicacdo do 6leo essencial de eucalipto na
fase inicial de crescimento da planta, e aos 60 dias apds o transplante. Neste
periodo, o espacgo fisico do tubete ainda ndo é considerado fator limitante ao
crescimento da planta (BONNASSIS, 2007). Nestes intervalos de tempo, foram
avaliados os parametros: altura da planta (mm), massa fresca e seca da parte aérea
(mg), comprimento de raizes (mm), volume radicular (cm®), massa fresca e seca das
raizes (mg).

Para a determinacdo da massa da parte aérea fresca e seca, as plantas
foram cortadas ao nivel do solo. Em seguida, foi determinada a massa fresca da
parte aérea. As raizes foram separadas do solo, lavadas com agua destilada, secas
em papel toalha para determinagdo da massa fresca das raizes.
Concomitantemente, determinou-se o comprimento das raizes pivotantes com
auxilio de régua milimetrada e o volume radicular pelo método de deslocamento de
agua, adaptando-se metodologia utilizada para solos (EMBRAPA, 1997).

Apés, as raizes e a parte aérea das plantas foram colocadas em sacos de
papel individuais, devidamente identificados e levados a estufa a 65° C, onde
permaneceram até atingirem peso constante, efetuando-se a determinacdo da
massa da parte aérea seca e massa das raizes secas.

Os dados obtidos foram transformados para raiz quadrada de x + 0,1 e
submetidos a analise de variancia e ao teste de médias pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000). Para a
determinacdo dos tratamentos mais eficientes quanto ao bioestimulo do
desenvolvimento das mudas de eucalipto, realizou-se analise dos componentes
principais pelo software CANOCO Verséao 4.0 (TER BRAAK; SMILAUER, 1998).
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4.4 Resultados e discussao

As respostas a aplicacao do 6leo essencial de eucalipto sobre a germinagao
das sementes e o crescimento das plantas de E. grandis variaram de acordo com a
concentracdo do 6leo essencial. Analisando-se o porcentual de germinacdo das
sementes de eucalipto, observou-se que nos primeiros periodos de avaliacdo (12 —
48 horas), a germinagao evoluiu de forma heterogénea, ndo havendo diferencas
significativas entre os tratamentos (Tabela 4.1). Estes resultados, provavelmente,
estejam relacionados ao vigor das sementes utilizadas na conducdo dos ensaios.

Apés 60 horas de incubacao das sementes, o efeito do éleo essencial sobre o
porcentual germinativo das sementes passou a ser evidente, sendo que as
concentragdes entre 25 e 75 uL L proporcionaram germinagado significativamente
superior as demais concentragbes de 6leo utilizadas (Tabela 4.1).

Decorridas 72 horas de incubacédo das sementes, observou-se um padrao de
germinacdo, onde a aplicagdo das concentracdes de 25, 50 e 75 pL L do 6leo
essencial de eucalipto resultaram em diferencgas significativas quanto a germinacao
das sementes (Tabela 4.1), aumentando a germinacdo em 18,36; 14,29 e 8,16%,

respectivamente.

Tabela 4.1 - Porcentagem de germinagdo de sementes de eucalipto apds incubacdo a diferentes
concentragdes do 6leo essencial de eucalipto. Média de cinco repeti¢cdes (n = 5). Santa

Maria, 2010.
Oleo essencial Porcentagem de germinacao
(L L 12h" 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h
0 1,66a 6,66 b 30,00 b 55,00 b 75,00 c 81,66 d
10 1,66 a 13,33 a 35,00 b 68,33 a 76,66 b 83,33 ¢
25 O0a 8,33 a 38,33 b 66,66 a 85,00 a 96,66 a
50 O0a 13,33 a 38,33 b 71,66 a 83,33 a 93,33 a
75 O0a 6,66 b 39,00 a 65,00 a 80,00 a 88,33 b
100 O0a 10,00 a 38,33 b 71,66 a 78,33 b 83,00 c
CV(%)*** 27,60 24,13 13,23 13,02 3,56 3,08

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Hok , . -
Periodo de avaliagcdo em horas.
*** Coeficiente de variacao

Segundo Labouriau (1983) o efeito da aplicacdo de determinado produto
sobre as sementes pode ser expresso tanto na velocidade de germinagdo como no
porcentual final de sementes germinadas. Segundo Ferreira e Aquila (2000), este

efeito varia conforme a reacdo da semente ao produto, como efeitos sobre a
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permeabilidade das membranas, conformacdo de enzimas, de receptores e
utilizacdo do oxigénio. Dudai et al. (1999) e De Feo (2002) descreveram que, em
concentracdes elevadas, alguns Oleos essenciais podem causar inibicado da
germinacédo, sendo considerados bioherbicidas. No presente trabalho, este efeito foi
observado na concentragdo de 100 pL L', na qual a germinagdo das sementes
apresentou decréscimo.

Os resultados obtidos neste trabalho diferiram dos encontrados por Batish et
al. (2004), os quais verificaram, independentemente da concentragcdo de uso, efeito
bioherbicida do 6leo essencial de Eucalyptus citriodora sobre a germinacao e o
crescimento inicial de diversas plantas.

Quanto ao crescimento inicial de plantas de E. grandis, observou-se que, aos
30 dias apds o transplante, a aplicacao do 6leo essencial nas concentracdes de 30 e
40 uL L' proporcionou maior altura das plantas em relacdo as demais
concentragdes (Tabela 4.2). Ja aos 60 dias apds o transplante, no tratamento 30 uL
L™, a altura das mudas de eucalipto passou a ser significativamente superior aos
valores nos demais tratamentos, seguido pelas concentragdes de 40, 20 e 50 pL L
(Tabela 4.2). Este efeito da concentracdo do 6leo sobre a altura das mudas de
eucalipto 60 dias ap6s o transplante, refletiu no maior acumulo tanto na massa
fresca como na massa seca da parte aérea nos tratamentos onde se utilizou o 6leo
essencial a uma concentragéo de 30 uL L.

Tabela 4.2 - Altura e massa fresca e seca da parte aérea de mudas de eucalipto aos 30 e 60 dias

apds o transplante, tratadas com concentragdes do 6leo essencial de eucalipto. Média
de sete repeticbes (n = 7). Santa Maria, 2010.

Oleo essencial Altura da plantula Massa fresca da parte Massa,seca da parte
(uL L'1) (mm) aérea (mg) aérea (mg)
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
Controle 3825ab 89,20 b 42,50 a 464,20 b 6,83a 178,80b
20 49,32 ab 94,60 b 42,25 a 482,80 b 711a 18520b
30 53,83 a 120,00 a 52,08 a 655,40 a 7,51a 213,80a
40 50,90 a 113,20 ab 51,42 a 633,40 a 6,92a 201,00 ab
50 46,83 b 92,80 b 41,21 a 434,00 b 7,01a 173,20b
60 34,87 b 51,82 ¢ 38,77 a 262,00 c 6,51a 109,00c
CV(%)** 8,60 4,88 9,21 5,94 8,10 4,24

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
** Coeficiente de variagao

Para a concentracdo de 60 pL L' de 6leo essencial de eucalipto, tanto aos 30

como aos 60 dias apds o transplante, observou-se crescimento das mudas inferior
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ao tratamento controle, evidenciando o efeito da elevada concentragdo do 6leo
essencial, passando da condicao de estimulo para efeito inibitério (Tabela 4.2).

Segundo Harbone (1991) este efeito inibitdério resultante da utilizacdo de
determinadas concentracdes do 6leo essencial de plantas do género Eucalyptus
pode ser facilmente observado em comunidades de plantas do género, as quais nao
apresentam vegetacdo sob a copa das arvores. Segundo o autor, em comunidades
florestais, este efeito ocorre devido aos terpenos e monoterpenos constituintes do
6leo essencial presente nas folhas de eucalipto, os quais inibem outras plantas
devido a decomposicao, volatilizacao, lixiviagdo e exudacao de compostos presentes
nos tecidos vegetais depositados sobre o solo.

Comparando-se os valores de massa fresca e seca da parte aérea, observou-
se que a aplicacao do 6leo essencial ndo apresentou diferengas significativas aos 30
dias em relacdo ao tratamento controle (Tabela 4.2). Provavelmente, esta resposta
esteja relacionada a curta exposicao destas plantas ao efeito do éleo. Aos 60 dias
apds o transplante, as concentragdes de 30 e 40 pL L™ resultaram em plantas com
maior massa fresca e seca da parte aérea (Tabela 4.2).

Quanto aos valores de massa seca radicular, observou-se que até os 30 dias
apds o transplante das mudas, a aplicagdo do 6leo essencial de eucalipto nao
resultou em maior massa radicular. Ja aos 60 dias ap6s o transplante, a aplicagao
do 6leo nas concentragbes de 30 e 40 pL L' proporcionou aumento no

desenvolvimento radicular (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Massa fresca e seca das raizes de eucalipto e razao raiz / parte aérea aos 30 e 60 dias
apés o transplante, tratadas com diferentes concentracbes do o6leo essencial de
eucalipto. Média de sete repeticdes (n = 7). Santa Maria, 2010.

Oleo essencial Massa fresca da raiz Massa seca da raiz _ Razao ]
(uL L'1) . (mg) . . (mQ) . ra|z./ parte aerea
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
Controle 2287b 351,60b 2,10 a 68,67 b 0,30 0,38
20 27,12ab 401,00 a 2,23 a 69,06 b 0,31 0,37
30 35,87 a 507,40 a 2,29 a 86,56 a 0,30 0,40
40 34,00 ab 484,60 ab 2,28 a 73,38 ab 0,33 0,36
50 31,62 ab 398,00 ab 2,52 a 67,48 b 0,36 0,38
60 28,75ab 192,40 b 2,08 a 40,66 ¢ 0,32 0,37
CV(%)** 17,60 10,25 18,40 18,13

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
** Coeficiente de variacao
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Na concentracdo de 50 uL L', a aplicacdo do 6leo essencial de eucalipto
proporcionou estimulo ao crescimento radicular em profundidade, o qual pode ser
observado pelo aumento em 41,7% no comprimento relativo da raiz principal, apds
30 dias do inicio da aplicacdo do 6leo (Figura 4.1). Decorridos 60 dias ap6s o
transplante, o efeito da aplicagdo do dleo essencial sobre o desenvolvimento
radicular passou a ser menor. Quanto ao volume radicular, o estimulo ao
crescimento proporcionado pela aplicacao do 6leo essencial sobre as plantas de E.
grandis aos 60 dias ap0s o transplante, passou a ser significativamente superior nas
concentragdes de 20 e 30 pL L.

O efeito de estimulo ao crescimento vegetal, expresso tanto nos valores de
massa seca da parte aérea e raiz, quando da aplicacéo do 6leo essencial a 30 pL L™
aos 60 dias (Tabelas 4.2 e 4.3), resultou em uma razao raiz/parte aérea de 0,40,
valor este préximo ao proposto por Brissette (1984), o qual estabelece a razdo 0,5
como sendo a ideal para o desenvolvimento das plantas.

30dias m60dias

Concentracao do d6leo
essencial de E. grandis (uL L")

g0 100 120 140 0 100 120
Comprimento relativo da raiz pivotante, % Volume relativo das raizes, %

Figura 4.1 - Comprimento e volume relativo das raizes de mudas de Eucalyptus grandis aos 30 e 60
dias apds o transplante, tratadas com diferentes concentragdes do 6leo essencial de
eucalipto. (Médias seguidas de mesma letra nas barras nao diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade). Santa Maria, 2010.

De acordo com a analise multivariada dos dados obtidos neste trabalho
(Figura 4.2), observou-se variagao quanto a eficiéncia dos tratamentos, a qual foi
expressa por dois eixos. No eixo 1, as variaveis foram separadas em dois grupos de
eficiéncia, o primeiro englobando as concentragées de 20 e 30 uL L', as quais

influenciaram a producdo de massa seca tanto radicular como aérea, a altura da
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planta e o volume radicular. O segundo grupo englobou os tratamentos controle, 40,
50 e 60 uL L' de 6leo essencial de eucalipto (Figura 4.2).

Analisando-se 0 segundo eixo, observa-se que a concentragdo de 20 pL L™
esteve mais relacionada a maior producdo de massa seca radicular e aérea,
enquanto que a concentragdo de 30 pL L' apresentou maior influéncia no volume
radicular e na altura das plantas (Figura 4.2).

Segundo Souza (2003), a massa seca de ramos e folhas é o parametro mais
importante em estudos onde se busca verificar a eficiéncia de determinadas
variaveis sobre o desenvolvimento e crescimento vegetal. Estes fatores representam
a eficiéncia da planta na formacao de tecidos. Com base nisso, as concentragdes de
30 e 40 pL L do 6leo essencial aplicado em mudas de E. grandis representariam os
tratamentos com maior efeito bioestimulatério em relacdo aos demais tratamentos
avaliados.

Observou-se que a concentracdo de 50 pL L™ apresentou maior influéncia no
comprimento das raizes pivotantes e que os tratamentos controle, 40 e 60 pL L™,
nao apresentaram influéncia significativa no crescimento das plantas em relacéo aos

demais tratamentos analisados (Figura 4.2).

=
1 Comp.
50 pL L
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o L
x MSPA
L i
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40 pL Lt 80 pL L~
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(<o)
<
-1.0 0.4
Eixo 1

Figura 4.2 - Representacdo grafica da analise de componentes principais (PCA) relacionando as
dimensdes 1 e 2 referentes ao desenvolvimento das plantas de Eucalyptus grandis
pulverizadas com diferentes concentragdes do 6leo essencial de eucalipto. (vol) volume
radicular, (A) altura das mudas, (MSPA) massa seca da parte aérea, (MSR) massa
seca de raizes, (Comp) comprimento das raizes principais. Santa Maria, 2010.
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O resultado da aplicacao do 6leo essencial via parte aérea das plantas pode
ter ocorrido de duas formas: na primeira, os compostos podem ter sido utilizados
pela planta como reguladores do crescimento, resultando em modificagdes
enzimaticas na planta ou em alteragbes fisiol6gicas ocorridas nas raizes, o que
explicaria o maior desenvolvimento das plantas submetidas a determinadas
concentragcdes do bleo. Outra possibilidade que explicaria o maior desenvolvimento
das plantas de eucalipto ndo estd relacionada ao fornecimento de compostos
reguladores, mas aos efeitos indiretos do 6leo essencial sobre organismos ou
microrganismos que possam alterar o desenvolvimento vegetal.

A analise do sistema radicular das mudas de E. grandis demonstrou que as
plantas mantidas no tratamento controle apresentaram menor desenvolvimento de
pélos radiculares na zona de maturagédo, quando comparadas as raizes das plantas
que receberam a aplicagdo do 6leo essencial de eucalipto na concentracao de 30
uL L (Figura 4.3).

Segundo Taiz e Zeiger (2004), alguns componentes dos metabdlitos
secundarios das plantas atuam no crescimento e desenvolvimento dos vegetais, o
que poderia explicar a resposta das plantas de eucalipto a aplicacdo destes
metabdlitos.

Fotos: Ricardo Bemfica Steffen

Figura 4.3 - Mudas de Eucalyptus grandis aos 60 dias ap6s o transplante nos tratamentos com
aplicacdo de 30 pL L" do 6leo essencial de eucalipto (A1) e no tratamento controle
(B1), raiz secundaria das plantas nos tratamentos com aplicagdo de 30 pL L" do dleo
essencial de eucalipto (A2) e no tratamento controle (B2) e corte transversal da raiz
secundaria das plantas nos tratamentos com aplicagdo de 30 pL L do 6leo essencial
de eucalipto (A3) e no tratamento controle (B3). Santa Maria, 2010.
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Embora neste trabalho ndo tenham sido realizadas analises quanto as
possiveis alteragdes fisioldgicas e bioquimicas ocorridas nas plantas, e quantificacao
da producéao de fitorménios, os resultados obtidos evidenciaram que a aplicagdo do
6leo essencial de eucalipto, em determinadas concentragdes, proporcionou maior

germinacao das sementes e crescimento das plantas de E. grandis.
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4.5 Conclusoes

O uso do ébleo essencial de E. grandis é eficiente na bioestimulacdo do
crescimento vegetativo de mudas de eucalipto;

A aplicacao do 6leo essencial de Eucalyptus grandis, na concentracao de 25
uL L, proporciona maior germinagdo das sementes, e nas concentragdes de 30 e
40 pL L™ favorece maior desenvolvimento das raizes e da parte aérea das mudas de

eucalipto.
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5 Capitulo Il

Influéncia do 6leo essencial de Eucalyptus grandis no crescimento de isolados
de fungos ectomicorrizicos em diferentes concentracées de cobre, zinco e
niquel

5.1 Resumo

Os metabdlitos secundarios de plantas bioativas sao capazes de estimular o
crescimento dos fungos ectomicorrizicos. Quando em associacdo com plantas,
esses fungos proporcionam as mesmas condicdes de se desenvolverem em
ambientes contaminados por metais pesados. Avaliou-se o efeito da adicéo de 6leo
essencial de Eucalyptus grandis no crescimento de isolados ectomicorrizicos na
presenca dos metais pesados cobre, zinco e niquel em meio de cultura liquido. Os
fungos ectomicorrizicos Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) e Pisolithus sp.
(UFSC Pt 24) foram incubados em meio de cultura liquido na presenca de
concentracdes crescentes de cobre, zinco e niquel e de 6leo essencial de
Eucalyptus grandis na concentracéo de 20 pL L. Apés periodo de incubacao de 25
dias, avaliou-se a massa seca do micélio e a concentragdo que inibiu o crescimento
fungico em 50%. A adigao de 6leo essencial de eucalipto em meio de cultura liquido,
na concentracdo de 20 uL L™, favoreceu o crescimento de isolados ectomicorrizicos
na presenga de cobre, zinco e niquel. Nos meios de cultura liquido onde a
concentragdo de cobre, zinco e niquel foram superiores a 3,94, 1,57 e 0,85 mmol L
respectivamente, nao foi verificado aumento no crescimento dos isolados
ectomicorrizicos avaliados pela adicdo do Oleo essencial. A presenca do 06leo
essencial de E. grandis em meio de cultura liquido aumentou a tolerancia dos
isolados ectomicorrizicos UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24 aos metais pesados cobre,

zinco e niquel.

Palavras-chave: metais pesados; metabdlitos secundarios; ectomicorrizas.
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5.2 Introducao

A contaminacéo do solo por metais pesados oriundos tanto de processos de
mineracdo e manufatura de metais como pela deposicdo de produtos contendo
estes elementos, resulta em problemas ambientais, afetando os mais variados
ecossistemas (NAVARRO-AVINO et al., 2007; KABATA-PENDIAS; MUKHERJEE,
2007).

A remediacdo do solo contaminado por metais pesados pode ser realizada
por processos fisicos, quimicos e/ou biologicos, dependendo do tipo de metal
contaminante e da destinacao futura da area (KHAN et al., 2006). Segundo Khan et
al. (2000), as técnicas de descontaminacdao do solo podem ser divididas em dois
grupos: 1) utilizando-se técnicas ex situ, onde o solo contaminado é removido do
local para posterior tratamento, ou 2) técnicas in situ, onde extratégias de
remediacdo sao utilizadas no proprio local, sendo esta a mais recomendada devido
a fatores econémicos e ambientais.

Recentemente, estudos estdo sendo direcionados para a utilizacdo de
microrganismos na biorremediacdo de solos contaminados por metais, como
alternativa para recuperacdo de areas degradadas. Dentre as alternativas, a
utilizacdo de fungos ectomicorrizicos (fECM) apresenta resultados satisfatérios
quando da implantacao de povoamentos florestais nas areas recuperadas (BELLION
et al., 2006; SMITH; READ, 2008).

Os fECM apresentam fungdo fundamental nos ecossistemas florestais,
contribuindo, devido ao mutualismo estabelecido entre fungo e planta, nos
processos de ciclagem de nutrientes, decomposicdo da matéria organica do solo,
mobilizacdo de nutrientes e interacdes com outros microrganismos presentes na
micorrizosfera (COURTY et al.,, 2010; NEHLS et al., 2010). Em ambientes com
excesso de metais pesados, as micorrizas conferem maior tolerédncia das plantas a
estes elementos, devido ao aumento na absorcdo de nutrientes pelas raizes e a
capacidade de imobilizar os metais pesados (GRAZZIOTTI et al., 2001a; GOHRE;
PASZKOWSKI, 2006; SMITH; READ, 2008). Segundo os mesmos autores, os fECM
representam uma valiosa alternativa devido ao fato de fornecerem beneficios ao
crescimento da planta hospedeira, principalmente em situacbes em que fatores
edéficos sdo limitantes.
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A capacidade dos fungos micorrizicos reduzirem a biodisponibilidade de
metais pesados tem sido atribuida a habilidade dessas associacGes em reter os
metais no micélio flungico, devido a mecanismos de complexagdo, quelagao,
compartimentalizacdo e volatilizacdo (KHAN et al., 2000; CUMMING et al., 2001;
FOMINA et al., 2005; BELLION et al., 2006; GOHRE; PASZKOWSKI, 2006),
evitando a translocacdo destes para a parte aérea da planta, aumentando sua
tolerancia (AGGANGAN et al., 1998; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Trabalhos de pesquisa tém demonstrado que a contaminacdo por metais
pode inibir o desenvolvimento de alguns isolados fungicos (GRAZZIOTTI et al.,
2001b, 2003) e a colonizacdo ectomicorrizica (BELL et al., 1988). Rihling e
Soderstrom (1990) observaram redug¢ao no numero de frutificagdes em espécies de
Basidiomicetos com o aumento do nivel de contaminagcdo por arsénio, cadmio,
cobre, chumbo e zinco. Contudo, sdo poucos os trabalhos que visam avaliar
alternativas de crescimento dos isolados ectomicorrizicos em condigbes com
excesso de metais pesados. Desse modo, estudos para a maximizacdo do
crescimento micelial na presenca de metais tornam-se necessarios para utilizacao
destes isolados na remediagcdo e producdo economicamente viavel de areas
contaminadas.

Dentre as alternativas de estimulo ao crescimento fungico, encontra-se a
utilizacdo de metabdlitos secundarios de plantas bioativas, capazes de induzir a
formacao e o acumulo de determinados acidos organicos em fECM. Segundo
Weathers et al. (2006) e Zhi-Lin et al. (2007) os compostos fendlicos e terpendides
constituintes dos 6leos essenciais de plantas micossimbiontes atuam como sinal
bioquimico para o crescimento miceliano de fECM.

Embora os 6leos essenciais sejam usualmente utilizados na protecdo de
plantas, em baixas concentragdes estes podem estimular o crescimento microbiano
(MARTINS et al., 2000; MUCCIARELLI et al., 2003). Schiitzen-Dubel e Polle (2002)
descrevem que quanto maior o teor de metais pesados no solo, maior o estimulo a
producdo de compostos fendlicos na planta, os quais estimulam a manutengcao da
simbiose micorrizica. Desta forma, acredita-se que a aplicacao destes compostos via
Oleo essencial extraido de plantas micossimbiontes possa auxiliar no crescimento de
fECM em condicdes de excesso de metais.

No entanto, até o presente momento, inexistem trabalhos mostrando o efeito

da utilizacdo de Oleos essenciais de plantas micossimbiontes no estimulo ao
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crescimento fungico em condicbes de excesso de metais pesados. Assim, nesse
trabalho o objetivo foi determinar se o 6leo essencial de E. grandis contribui no
crescimento e tolerancia de fungos ectomicorrizicos aos metais pesados cobre,

zinco e niquel em meio de cultura liquido.
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5.3 Material e métodos

5.3.1 Isolados ectomicorrizicos

Foram utilizados como in6culo fECM das espécies Pisolithus sp. (UFSC Pt
24) e Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) fornecidos pelo banco de fungos do
Laboratério de Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal de Santa Catarina. Estes isolados foram utilizados por
apresentarem crescimento significativamente superior aos demais isolados quando
incubados na presenca do 6leo essencial de E. grandis (Capitulo 1) e pelo fato do
género Pisolithus apresentar grande diversidade genética e adaptacdo ecoldgica
(JUNGHANS et al., 1998; OLIVEIRA; GIACHINI, 1999).

Os isolados foram mantidos em meio de cultura sélido Melin-Norkrans
modificado MNM em pH 5,8 (MARX, 1969), em placas de Petri de 90 mm de
didmetro, sendo multiplicados a partir de culturas da colecao, através de repicagens
para o meio da mesma composi¢ao, sob condi¢cdes assépticas.

5.3.2 Obtencao do 6leo essencial de E. grandis

A extragdo do Oleo essencial foi realizada através da técnica de
hidrodestilacao, utilizando-se folhas frescas de eucalipto, segundo a metodologia
proposta por Vitti e Brito (2003).

Para a extracdo do 6leo, as folhas frescas de E. grandis foram pesadas em
amostras de 100 g, as quais foram cortadas com tesoura em pedacos de
aproximadamente 2 cm e, posteriormente, colocadas em baldo volumétrico,
completando-se o volume do baldo de hidrodestilagdo com, aproximadamente, 600
mL de agua destilada. Em seguida, realizou-se o procedimento para obtencao do
6leo essencial em aparelho de Clevenger modificado (SERAFINI; CASSEL, 2001)
durante 3 horas, mantendo-se agua destilada em ebulicdo dentro do baldo com
aquecedor externo.

Os componentes liquidos vegetais extraidos, apdés a passagem por um

condensador, foram coletados e mantidos sob refrigeracdo a 4° C até sua utilizagéo.
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5.3.3 Efeito do éleo essencial de E. grandis no crescimento in vitro de isolados
ectomicorrizicos

Para a montagem dos ensaios, utilizou-se o meio de cultura Melin-Norkrans
modificado MNM liquido (MARX, 1969) acrescido com seis concentragdes de cada
metal na forma de solucbes de CuSO45H,O, NiSO4.6H.O e ZnS0O4.7H.O. A
precipitacdo dos metais no meio de cultura liquido foi evitada utilizando-se
adaptacao proposta por Grazziotti et al. (2001), excluindo-se o0 (NH4)oHPQO4, sendo
parte do nitrogénio fornecido por 203 mg L' de NH4CI. A concentragdo de KH,PO4
foi ajustada para 750 mg L' e o pH do meio ajustado para 4,7.

As unidades experimentais constaram de Erlenmeyers de 125 mL, contendo
25 mL de meio de cultura, nas quais foram adicionados 2 discos de 10 mm de
didmetro do micélio fungico retirados das bordas de crescimento em meio de cultura
sélido, incubados a 26° C sob agitacdo constante de 50 RPM durante 25 dias. Apds
o periodo de incubacdo, os micélios foram retirados dos Erlenmeyers sob filtracdo
em papel Watman n° 3 e lavados em agua corrente sobre peneira de 0,037 mm,
secos em estufa de ventilacdo forgcada durante 72 horas para posterior determinacéao
da matéria seca.

A fim de se determinar o efeito da adicao do 6leo essencial de eucalipto na
tolerancia dos isolados ectomicorrizicos aos metais pesados, a incubacdo dos
isolados na presenca dos metais foi novamente realizada, porém, adicionando-se o
6leo essencial de eucalipto ao meio de cultura.

Para isso, 0 6leo essencial foi solubilizado em etanol 96,5% na proporcao de
1:1 (v/v), conforme metodologia proposta por Fabrowski et al. (2003), obtendo-se
concentragdo de 20 pL L™,

Apos o periodo de incubacdo, os micélios foram retirados dos Erlenmeyers
sob filtragdo em papel Watman n° 3, lavados em agua corrente sobre peneira de
0,037 mm e secos em estufa de ventilagao forgada.

Os dados referentes a massa de micélio seco obtidos nos tratamentos foram
submetidos a analise de variancia e ao teste de médias de acordo com Scott e Knott
(1974) pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000). A determinacdo da concentracao
do metal que inibiu o crescimento miceliano em 50% foi determinada pelo software

PriProbit versdao 1.63 (SAKUMA, 1998) e as equacdes de resposta do crescimento
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fungico em relacdo a concentracdo de metal pesado foram determinadas pelo
software Systat 11 (Systat software, Inc.).



141

5.4 Resultados e discussao

O crescimento fungico, avaliado pela massa do micélio seco de ambos
isolados ectomicorrizicos apresentou reducao significativa de acordo com o aumento
da concentracdo dos metais pesados cobre, zinco e niquel nos meios de cultura
liquidos (Figuras 5.1, 5.2 e 5.3). De acordo com os resultados observados, a
resposta dos fECM aos metais pesados foi influenciada pelo isolado, tipo de metal e
sua concentracdo no meio de cultura.

O comportamento dos fECM Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) e
Pisolithus sp. (UFSC Pt 24), embora semelhante de acordo com o tipo de metal,
apresentou particularidades quanto a resposta a concentragcdo do metal no meio de
cultura. Egerton-Warburton e Griffin (1995) e Grazziotti et al. (2001b) demonstraram

estas variagbes em isolados do mesmo género.
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Figura 5.1 - Massa seca do micélio dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus microcarpus (UFSC Pt
116) e Pisolithus sp. (UFSC Pt 24), submetidos a doses de cobre em meio de cultura
liquido, com e sem a adigdo de 6leo essencial de Eucalyptus grandis na concentragao
de 20 pL L. Santa Maria, 2010.

Segundo Grazziotti et al. (2001b), Gadd et al. (2001) e Bellion et al. (2006),
diferentes isolados ectomicorrizicos podem apresentar niveis distintos de tolerancia
a metais pesados. Blaudez et al. (2000) descrevem que a heterogeneidade
observada para fECM em relacdo a tolerancia a metais pesados é intrinseca do
isolado, ndo sendo influenciada por mecanismos de adaptagdo. Donnelly e Entry

(1998) descrevem que, apesar da aparente tolerancia a metais pesados observada
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em determinados isolados ectomicorrizicos, de modo geral, muitos isolados séo
incapazes de suportar a presenca do metal a longo prazo, tanto no solo como em
meios de cultura.

Quando da adicdo do 6leo essencial na concentragdo de 20 pL L™ ao meio de
cultura contendo diferentes concentragcdes de metais pesados, os isolados
ectomicorrizicos apresentaram crescimento superior ao observado sem a presenca
do 6leo essencial (Figuras 5.1, 5.2 e 5.3).

Na presenca do cobre, o isolado UFSC Pt 116 apresentou crescimento
significativamente superior até a concentragdo de 1,97 mmol L™ (Figura 5.1). Ja para
o isolado UFSC Pt 24, o incremento no crescimento miceliano ocorreu até a
concentracdo de 1 mmol L', sendo o crescimento semelhante nas demais

concentragdes (Figura 5.1).

—
no
o

UFSC Pt 116 UFSC Pt24

—_
o
o

(o)
o

—— Sem 6leo essencial
—o— Com 6leo essencial

Massa seca do micélio (mg)
D
o

0 T T T T T 1 T T T T 1
0 0,65 0,98 1,07 2,14 428 0 0,65 098 107 2,14 4,28
Doses de zinco (mmol L™)

Figura 5.2 - Massa seca do micélio dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus microcarpus (UFSC Pt
116) e Pisolithus sp. (UFSC Pt 24), submetidos a doses de zinco em meio de cultura
liquido, com e sem a adigdo de 6leo essencial de Eucalyptus grandis na concentragao
de 20 L L. Santa Maria, 2010.

Quando na presenca do zinco, a adicao do 6leo essencial ao meio de cultura
proporcionou maior crescimento miceliano até a concentragdo de 0,98 mmol L™ para
ambos isolados (Figura 5.2). Em concentragdes superiores a 0,98 mmol L', os
isolados avaliados apresentaram crescimento semelhante tanto no meio de cultura
contendo o 6leo essencial como no meio de cultura normal, devido ao efeito toxico

do zinco ao fungo.
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Figura 5.3 - Massa seca do micélio dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus microcarpus (UFSC Pt
116) e Pisolithus sp. (UFSC Pt 24), submetidos a doses de niquel em meio de cultura
liquido, com e sem a adi¢@o de 6leo essencial de Eucalyptus grandis na concentragao
de 20 L L. Santa Maria, 2010.

Na presenca do niquel, apenas o isolado UFSC Pt 116 apresentou resposta
significativa a adicdo de éleo essencial ao meio de cultura até a concentracao de 0,5
mmol L-1, decaindo o crescimento fungico em concentracées maiores.

O efeito de estimulo do crescimento dos isolados ectomicorrizicos em meio
de cultura contendo metais pesados pode ter ocorrido devido a producéo e excrecao
de acidos organicos e proteinas com propriedades de formar quelatos com os
metais. A maior producdao de massa miceliana pelos isolados ectomicorrizicos
observada quando da adi¢cao do 6leo essencial ao meio de cultura (Figuras 5.1, 5.2
e 5.3), pode ter ocorrido devido a mecanismos de excre¢cdo de moléculas orgénicas,
principalmente de 4cidos di e tri-carboxilicos, os quais formam quelatos com os ions
metalicos (BELLION et al., 2006; NEHLS et al., 2010), e/ou aumento na formacao de
melaninas fungicas, as quais atuam nos mecanismos de tolerancia dos fECM a
metais pesados (GRAZZIOTTI et al., 2001a; 2001b).

Ahonen-Jonnarth et al. (2008) observaram que em isolados ectomicorrizicos
expostos a diferentes concentragdes de metais pesados, ha estimulo a producao de
acidos organicos como oxalico, citrico, latico, acético, propiénico, fumarico, férmico,
butirico e iso-butirico, os quais atuam nos mecanismos de quelacdo dos metais
pesados.

A concentracao de metal pesado que inibiu o crescimento fungico em 50%
(CLso) para o isolado UFSC Pt 116 foi de 1,898; 0,713 e 0,599 mmol L para o
cobre, zinco e niquel, respectivamente. J4 para o isolado UFSC Pt 24, a
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concentracdo de metal correspondente ao ClLs, foi de 1,516, 0,550 e 0,487 599
mmol L para o cobre, zinco e niquel, respectivamente (Tabela 5.1).

Com a adicao do éleo essencial aos meios de cultura contendo a mesma
concentracdo de metais que inicialmente provocou reducdo do crescimento fungico
em 50%, o isolado UFSC Pt 116 apresentou ganho de 40,05, 66,01 e 31,65% na
massa micelial quando na presenca de cobre, zinco e niquel, respectivamente
(Tabela 5.1). Para o isolado UFSC Pt 24, o ganho em massa micelial foi de 28,92,
55,38 e 21,80% quando foi adicionado 6leo essencial de eucalipto ao meio de
cultura liquido na presenca de cobre, zinco e niquel, respectivamente (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Resposta dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) e Pisolithus
sp. (UFSC Pt 24), submetidos a doses de cobre, zinco e niquel em meio de cultura
liquido, com e sem a adicao de 6leo essencial de Eucalyptus grandis na concentragao

de20pL L™
Oleo L. MS micélio
- ~ * 50 dkk
Metal essenc_:1|al Equacao (mmol L) na Cls
(L L) - _ (mg)
Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116)
Cobre 0 y = 0,0546x3 + 1,9148x2 - 27,84x + 85,087 1,898 39,52
20 y = 0,3846x3 - 0,8588x2 - 29,646x + 112,08 55,35
Zinco 0 y = -3,081x3 + 26,751x2 - 74,306x + 79,659 0,713 39,16
20 y =-0,1485x3 + 12,012x2 - 72,631x + 110,74 65,01
Niquel 0 y = -2,1606x3 + 24,746x2 - 78,212x + 78,454 0,599 40,02
9 20 y =-2,811x3 + 32,406x2 - 104,39x + 104,2 52,69
Pisolithus sp. (UFSC Pt 24)

Cobre 0 y = -0,1959x3 + 5,3711x2 - 40,998x + 93,946 1,516 43,45
20 y = -0,3647x3 + 8,2346x2 - 56,7x + 124,32 56,02
Zinco 0 y = -5,0691x3 + 41,243x2 - 102,49x + 87,252 0,550 42,52
20 y = -4,3728x3 + 39,619x2 - 115,44x + 118,3 66,07
Niquel 0 y = -5,1124x3 + 40,442x2 - 63,12x + 64,76 0,487 43,02
9 20 y = -4,1124x3 + 44,132x2 - 71,15x + 72,06 52,40

* Equagao de resposta do fungo a concentragdo de metal no meio liquido.
** Concentragado de metal no meio de cultura que inibiu em 50% o crescimento miceliano.
*** Massa seca do micélio na concentracao que inibiu em 50% o crescimento miceliano.

A concentracdo de niquel que inibiu em 50% (CLsg) 0 crescimento dos
isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24 foi semelhante a observada por Ray et al.
(2005) para isolados de Pisolithus tinctorius. No entanto, quando da adi¢do do éleo
essencial ao meio de cultura liquido, a concentracdo do CLso obtida neste trabalho
foi superior a encontrada pelos autores. Grazziotti et al. (2001b) estudando o efeito
de metais pesados sobre o crescimento do fungo P. tinctorius (isolado Pt 306),
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observaram que as concentragdes de 1,18 mmol L™ de cobre e de 2,71 mmol L™ de
zinco inibiram o crescimento fungico em 50% (CLsp). No entanto, os mesmos autores
observaram estimulo ao crescimento de P. tinctorius quando incubado com 0,47
mmol L' de cobre. Este efeito de estimulo ao crescimento miceliano nao foi
observado no presente trabalho. Segundo Grazziotti et al. (2001a), a tolerancia de
fECM a metais pesados € dependente ndo somente do tipo de metal, mas do isolado
ectomicorrizico utilizado.

Todavia, o micélio de Basidiomicetos pode apresentar diferencas em seu
crescimento quando houver auséncia de substratos sélidos, o0 que, em alguns casos,
pode alterar a resposta de isolados de fECM a metais (HARTLEY et al., 1997).

Neste sentido, deve-se ter cuidado quanto aos resultados de sobrevivéncia
dos isolados de fECM na presenca de metais pesados em meios de cultura, visto
que os meios podem, dependendo da sua constituicdo, precipitar os metais,
reduzindo sua disponibilidade (ANGLE et al., 1992). Segundo Grazziotti et al. (2003)
este € um dos motivos para a realizacdo, em um segundo momento, de testes de
toxicidade no préprio solo, a fim de determinar a real concentragdo de metal capaz
de inibir o crescimento fungico.

Devido a grande variacao de resultados na literatura, os quais apresentam as
concentracdes de metais pesados capazes de limitar o crescimento de fungos
mantidos tanto em meio de cultura como no solo, resultados recentes (BELLION et
al., 2006) colocam em duvida a especificacdo de concentracbes de metais pesados,
0S quais causariam toxidez a fungos, sendo necessaria a realizagao de calibracdes
para cada espécie ou isolado fungico de interesse. Por este motivo, afirmagdes
quanto a inoculagcdo de uma espécie de fECM em uma determinada esséncia
florestal, a qual garantiria o desenvolvimento da planta em solos contendo elevados
teores de cobre, devem ser cautelosas.
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5.5 Conclusoes

O 6leo essencial de Eucalyptus grandis na concentragéo de 20 pL L™ em meio
de cultura liquido, favorece o crescimento de isolados ectomicorrizicos na presenca
de cobre, zinco e niquel;

A adicdo do Oleo essencial de E. grandis proporciona aumento no
crescimento dos isolados ectomicorrizicos avaliados até concentracbes de 3,94
mmol L de cobre, 1,57 mmol L de zinco e 0,85 mmol L™ niquel no meio de cultura
liquido;

A presenca do Oleo essencial de E. grandis em meio de cultura liquido
aumenta a tolerancia dos isolados ectomicorrizicos UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24 aos

metais pesados cobre, zinco e niquel.
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6 Capitulo IV

Efeito do 6leo essencial de eucalipto na micorrizacao e no crescimento de
mudas de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden

6.1 Resumo

O estabelecimento da maioria das esséncias florestais exoticas é
dependente da associacado das plantas com fungos ectomicorrizicos. Estes elevam a
resisténcia das mudas aos estresses iniciais apds transplante no campo,
favorecendo a manutencao dos povoamentos florestais em condi¢cdes adversas. O
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo do Oleo essencial de
eucalipto na colonizacdo ectomicorrizica in situ e no crescimento de mudas de
Eucalyptus grandis, em condicbes de casa de vegetacdo. Os tratamentos foram
constituidos por cinco concentracées do 6leo essencial de eucalipto e dois isolados
ectomicorrizicos, além dos tratamentos controle. Foram utilizados fungos das
espécies Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) e Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116).
Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado com oito repeticoes.
Noventa dias apds o transplante das plantulas de eucalipto para tubetes foram
avaliados os parametros: altura da muda (cm), didmetro do colo (mm), massa da
parte aérea fresca e seca (mg), volume radicular (cm®), massa das raizes secas
(mg) e porcentual de colonizagdo ectomicorrizica. A inoculacdo de ambos o0s
isolados ectomicorrizicos proporcionou aumentos significativos tanto na massa
fresca como na massa seca da parte aérea das mudas de eucalipto. A utilizacao do
6leo essencial de eucalipto no crescimento de mudas de eucalipto micorrizadas
apresentou resposta de dose-efeito, dependendo do isolado ectomicorrizico
utilizado. A utilizacao do 6leo essencial de eucalipto nas concentracoes de 20 a 40
uL L proporcionou aumentos na parte aérea e nas raizes das mudas de eucalipto.
O dbleo essencial de E. grandis mostrou-se eficiente no estimulo a colonizacao
ectomicorrizica das mudas de eucalipto, porém, quando aplicado em concentracdes

acima de 40 uL L™, resultou em diminuicdo do crescimento das mudas.

Palavras-chave: ectomicorrizas; simbiose; eucalipto; metabdlitos secundarios.
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6.2 Introducao

O éxito na formacado de povoamentos florestais € diretamente proporcional a
qualidade das mudas das esséncias florestais utilizadas, sendo que estas devem
apresentar vigor suficiente para resistir ao estresse inicial apés o transplante
(GOMES et al., 2002; TREVISAN et al., 2007). Em decorréncia disso, busca-se
alternativas tecnolégicas para producdo de mudas de qualidade (PERA; PARLADE,
2005). Segundo Ba et al. (2010) o estabelecimento da maioria das esséncias
florestais exoticas somente é possivel devido a associacao das plantas com fungos
ectomicorrizicos (fECM) capazes de proporcionar as condi¢gdes necessarias para a
manutencao das plantas no campo.

Segundo Brundrett (2009), a grande maioria das esséncias florestais
necessitam de micorrizas para sua nutricdo. Em virtude disso, a micorrizacéo
controlada apresenta-se como uma ferramenta fundamental, tornando possivel o
estabelecimento de mudas florestais em solos com condicbes de deficiéncia de
nutrientes ou mesmo na presenca de alguns poluentes (BRUNNER, 2001; PERA;
PARLADE, 2005; SMITH; READ, 2008).

Dentre os fungos do solo capazes de formar associagdes ectomicorrizicas, 0s
do género Pisolithus apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo capazes de
formar associagcdao simbidtica com aproximadamente 450 espécies florestais,
especialmente as de interesse econbmico pertencentes as familias Pinaceae e
Myrtaceae (CHAMBERS; CAIRNEY, 1999; PEREIRA et al., 2005; SMITH; READ,
2008). Devido a isto, o género Pisolithus € um dos mais utilizados em estudos
quanto a colonizagcdo micorrizica € em programas de micorrizacdo controlada
(BURGESS et al., 1995; PEREIRA et al., 2005; YUWA-AMORNPITAK, 2009).

Embora os fungos do género Pisolithus possuam a habilidade de formar
basididsporos in situ e disseminem seus esporos no solo das comunidades florestais
consolidadas (BRUNDRETT et al., 1996), devem ser inoculados na producdo de
mudas em larga escala nos viveiros florestais, garantindo a simbiose entre fungo e
planta, resultando em mudas florestais com maior vigor e aptas para o transplante a
campo (PERA; PARLADE, 2005).

Além do aumento da absorcao de agua e nutrientes minerais proporcionado
pelas micorrizas as plantas (TARKKA et al.,, 2005; SMITH; READ, 2008), é

reconhecido também o papel dos fungos micorrizicos no controle bioldgico de
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determinados patégenos de raizes (WHIPPS, 2004), no aporte de substancias
reguladoras do crescimento vegetal (BARKER; TAGU, 2000), na sobrevivéncia das
mudas apdés o transplante para o campo (MELLO et al., 2009), nas interacbes com
microrganismos da rizosfera (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), na ciclagem de
nutrientes e manutencdo de comunidades florestais (HOGBERG; HOGBERG, 2002;
HOBBIE, 2006) e no aumento do crescimento vegetal (SOUZA, 2003; SILVA et al.,
2003; SOUZA et al., 2006; ALVES et al., 2010).

No Brasil, apesar do crescente interesse pelo cultivo de esséncias florestais,
0s programas de micorrizagdo controlada ainda sao limitados, apresentando
grandes possibilidades de expansdo e de melhoria da qualidade das mudas
produzidas (PEREIRA et al., 2005). Nos programas de reflorestamento, o controle
da micorrizagao, desde a selegdo do isolado ectomicorrizico a ser utilizado até a
inoculagdo deste na semeadura de espécies florestais, é de fundamental
importancia para o sucesso no estabelecimento das plantas ap6s o transplante e
para a manutengdo da estabilidade de comunidades florestais (ANDREAZZA et al.,
2004; SOUZA et al., 2004; SOUZA et al., 2006).

Os trabalhos encontrados na literatura sobre a otimizagdo da colonizacéo
ectomicorrizica e, consequentemente, sobre o maior desenvolvimento das plantas
inoculadas, baseiam-se nos modos de inoculacdo e dosagens utilizadas (ROSSI et
al., 2002, 2007; PERA; PARLADE, 2005), colonizagao consorciada (PARLADE et al.,
1999; BONNASSIS, 2007), especificidade micorrizica (MEIJER, 2001; DUNABEITIA
et al., 2004; GIACHINI et al., 2004; MELLO et al., 2006; SOUZA et al., 2008) e
inoculacdo das plantas com mais de um isolado (PROBANZA et al., 2001;
DORMENECH et al., 2004; RINCON et al., 2005).

A associacdo de fungos mutualistas com o sistema radicular de plantas
hospedeiras representa uma estratégia adaptativa do vegetal. A producdo e o
acumulo de determinados metabdlitos secundarios dos vegetais desempenham
papel fundamental durante o processo (ZHI-LIN et al., 2007). Wenke et al. (2010) ao
descreverem as funcdes dos compostos volateis no solo, demonstram a importancia
destes nas interacbes formadas entre microrganismos e entre microrganismos e
plantas. Segundo Ryabushkina (2005) e Wenke et al. (2010) os compostos volateis
exudados pelas raizes devem ser considerados como sinais bioquimicos essenciais

para a manutencao de ecossistemas.
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A presenga destes sinais bioquimicos ou “moléculas verdes” estimula a fase
pré-simbiotica, desencadeando as mudancgas fisiolégicas e morfolégicas tanto no
fungo como na planta (BECARD et al., 2004 ; AKIYAMA et al., 2005; ZHI-LIN et al.,
2007). No entanto, os relatos sobre a utilizagdo de compostos volateis vegetais no
estimulo a colonizagao micorrizica sao raros (LUDLEY et al., 2008, 2009), sendo
necessarios estudos mais aprofundados, a fim de se determinar o efeito da
aplicacao destes extratos em mudas florestais.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicagdo do
6leo essencial de eucalipto na colonizacdo ectomicorrizica € no crescimento de

mudas de E. grandis em condicdes de casa de vegetacgao.
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6.3 Material e métodos

O experimento objetivou avaliar o efeito da aplicagcdo de diferentes
concentracdes do 6leo essencial de eucalipto na colonizagdo ectomicorrizica in situ
e no crescimento de mudas de E. grandis, em condigdes de casa de vegetacao. Os
tratamentos foram constituidos por cinco concentracbées do 6leo essencial de
eucalipto e dois isolados ectomicorrizicos, além dos tratamentos controle. Para o
desenho experimental, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com oito

repeticoes.

6.3.1 Obtencao do dleo essencial de Eucalyptus grandis

A extragdo do Oleo essencial foi realizada através da técnica de
hidrodestilacdo das folhas frescas de eucalipto. Inicialmente, foram coletadas as
folnas de eucalipto segundo a metodologia proposta por Vitti e Brito (2003). As
folhas frescas foram cortadas em pedacos de 2 cm, pesadas e separadas em lotes
individuais de 100 g. Posteriormente, as folhas foram colocadas em baldo
volumétrico no aparelho de Clevenger modificado (SERAFINI; CASSEL, 2001),
mantendo-se agua destilada em ebulicdo dentro do baldo volumétrico com
aquecedor externo. Os componentes vegetais liquidos extraidos, apés a passagem
por um condensador, foram coletados e mantidos sob refrigeracdo a 4° C, até sua

utilizagéo.

6.3.2 Sementes

As sementes de E. grandis foram obtidas na Estacdo Experimental de
Silvicultura de Santa Maria — FEPAGRO. Para a desinfestacdo das sementes, as
mesmas foram imersas em etanol (70%) durante 30 segundos, sob agitacdo. Em
seguida, as sementes foram lavadas em agua destilada estéril para retirada do
residual de etanol. Posteriormente, as sementes foram imersas em hipoclorito de
sédio (1%) durante 30 segundos e lavadas trés vezes em agua destilada estéril,
para retirada do residual de hipoclorito.

Apbs a assepsia das sementes, estas foram pré-germinadas em placas de

Petri contendo solugdo de germinacdo de &cido bérico (3 uM), glicose (2 g L™,
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sulfato de calcio (500 pM) e &gar (4 g L), a pH 5,7 (Figura 6.1), conforme
metodologia descrita por Bonnassis (2007).

Foto: Ricardo Bemfica Steffen

Figura 6.1 - Plantulas de Eucalyptus grandis pré-germinadas em meio de cultura.

6.3.3 Isolados ectomicorrizicos

Utilizou-se como in6culos os fECM das espécies Pisolithus sp. (UFSC Pt 24)
e Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), fornecidos pelo banco de fungos do
Laboratoério de Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal de Santa Catarina. Para formagdo do inéculo basico, os
isolados foram mantidos em meio de cultura sélido Melin-Norkrans modificado MNM
em pH 5,8 (MARX, 1969), em placas de Petri de 90 mm de didmetro. O material foi
colocado em estufa a 26° C e, posteriormente, multiplicado através de repicagens
para o meio da mesma composi¢ao, sob condi¢des asseépticas.

6.3.4 Producao do in6culo de fungo ectomicorrizico

Para produgéo do inoculante vegetativo de fECM utilizou-se uma adaptagéo
da técnica descrita por Chavez et al. (2009), sendo realizadas suspensoes
micelianas dos isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24 em 50 mL de meio Melin-
Norkrans modificado MNM liquido (MARX, 1969) em Erlenmeyers de 150 mL, a
partir de discos de 10 mm de didmetro obtidos das culturas em placa, seguindo-se
de incubacdo a 26° C, durante 30 dias. Apbs este periodo, o contelddo dos
Erlenmeyers foi separado por isolado e fragmentado em 200 mL de meio MNM
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liquido, em liquidificador, durante 10 segundos, e misturado a 300 mL de turfa
estéril, em bequer de 1000 mL. Apbs a fragmentacdo do micélio fungico e sua
homogeneizacao no substrato, este foi acondicionado em incubadora a 26° C, até o

momento da utilizacéo.
6.3.5 Preparacao dos tubetes

Em casa de vegetacdo, tubetes conicos de PVC de 100 cm® foram dispostos
sobre telado utilizado em viveiros comerciais e preenchidos 90% do seu volume com
turfa. A turfa utilizada como substrato foi produzida pela empresa Turfa Fértil S.A. A
composicdo do substrato apresentou pH em agua 5,8; célcio 25,9 cmol, dm™;
magnésio 4,7 cmol, dm®; H+Al 2,5 cmol, dm™; CTC efetiva 31,1; matéria organica
12%; argila 9%; potassio 176 mg dm™ e fésforo 11,3 mg dm™. Antes do transplante
das plantulas, o substrato foi esterilizado em autoclave a 1212 C durante 60 minutos,
trés vezes consecutivas, com um intervalo de 24 horas entre cada esterilizagao.

Preenchidos os tubetes, estes foram irrigados a fim de adensar a turfa no seu
interior, chegando esta a um volume aproximado de 80% do tubete. Apds este
processo, completou-se o volume restante dos tubetes com a turfa inoculada com os
isolados ectomicorrizicos, mantendo-se o0 substrato Umido até o momento do

transplante das plantulas de eucalipto.

6.3.6 Germinacao e crescimento inicial de mudas de E. grandis micorrizadas

Decorrido o periodo de germinacao das sementes, as plantulas de eucalipto
foram transplantadas para tubetes de plastico de 100 cm®, contendo turfa inoculada
com fECM. Apéds o transplante, os tubetes permaneceram sobre telado em casa de
vegetacao. A reposicao da umidade foi realizada adicionando-se diariamente agua
destilada aos tubetes, sendo aplicada solucédo nutritiva de Hoagland e Arnon (1951)
em intervalos de 25 dias.

Para avaliacdo do efeito da concentragdo do 6leo essencial de eucalipto
sobre o desenvolvimento das plantulas, solubilizou-se o éleo essencial em etanol
96,5% na proporcao de 1:1 (v/v), conforme metodologia proposta por Fabrowski et
al. (2003). Aplicou-se sobre o substrato de cada tubete, 3 mL do éleo solubilizado
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nas concentracdes de 0, 20, 30, 40 e 50 pL L, em intervalos de 7 dias a contar da
data de transplante das plantulas.

6.3.7 Avaliacbes

As avaliacdes foram realizadas aos 90 dias apds o transplante das plantulas
sendo avaliados os parametros: altura da muda (cm), diametro do colo (mm), massa
da parte aérea fresca e seca (mg), volume radicular (cm®), massa das raizes secas
(mg) e porcentual de colonizagdo ectomicorrizica.

Para a determinacdo da massa da parte aérea fresca e seca, as plantas
foram cortadas no nivel do substrato. Em seguida, foi pesada a parte aérea,
caracterizando a massa da parte aérea fresca. As raizes foram separadas do
substrato e lavadas com agua destilada. O diametro do colo foi determinado com
auxilio de paquimetro universal e o volume radicular pelo método de deslocamento
de agua, adaptando-se metodologia utilizada para solos (EMBRAPA, 1997).

Para a determinacdo da porcentagem de colonizacdo radicular, utilizou-se a
técnica das interseccoes de Giovanetti e Mosse (1980), modificado por Brundrett et
al. (1996), onde as raizes, previamente separadas do substrato, foram lavadas
cuidadosamente em agua corrente. As raizes foram cortadas em pedacos de 2 cm e
conservadas em solucao de FAA (5% de formalina a 40%, 5% de acido acético e
90% de alcool etilico a 50%), segundo Kormanik e MC Grow (1982), até o momento
da avaliagéo.

As amostras de raizes mantidas em FAA foram espalhadas aleatoriamente no
interior de placas de Petri (diametro de 9 cm) apresentando a superficie inferior
seccionada em quadrados de 1,27 cm de lado, para determinacédo do porcentual da
colonizacdo radicular. As raizes assim distribuidas foram observadas em lupa
binocular (30x), registrando-se a presenga ou auséncia de colonizagdo micorrizica
nos pontos de intersec¢ao entre as raizes e as linhas da placa.

As raizes e a parte aérea das plantas foram colocadas em sacos de papel
individuais, os quais foram levados a estufa a 65° C, onde permaneceram até os
tecidos vegetais atingirem peso constante, efetuando-se a determinacdo da massa
da parte aérea seca e massa de raizes secas.

Os dados de altura da muda, didmetro do colo, massa da parte aérea fresca e

seca, volume radicular, massa de raizes secas e porcentual de colonizacao
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ectomicorrizica foram submetidos a analise de variancia e ao teste de médias pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro pelo software SISVAR (FERREIRA,
2000).
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6.4 Resultados e discussao

Analisando-se os resultados referentes a altura e ao didmetro do colo das
mudas de eucalipto submetidas a aplicacdo do 6leo essencial de E. grandis,
observou-se que este interferiu no crescimento das mudas, dependendo da
concentragdo do 0Oleo e do isolado ectomicorrizico utilizado. As mudas inoculadas
com o fECM P. microcarpus (UFSC Pt 116) e submetidas a adicao do 6leo essencial
de eucalipto nas concentracdes de 30, 40 e 50 uL L7, apresentaram altura
significativamente superior em relagdo as demais. J& para o didmetro do colo, ndo
houve diferenga significativa quando da utilizacdo do Oleo essencial nas
concentragdes de 30 e 40 uL L' (Tabela 6.1).

Para o fungo Pisolithus sp. (UFSC Pt 24), a aplicagdo do 6leo essencial de
eucalipto na concentracdo de 20 e 40 pL L™ proporcionou aumentos significativos na
altura das mudas e no diametro do colo, respectivamente, embora as concentracdes
de 20 e 30 pL L™ nao tenham apresentado diferenca significativa para a altura das
mudas (Tabela 6.1).

Tabela 6.1 - Altura das mudas e didmetro do colo de mudas de Eucalyptus grandis aos 90 dias apds
a micorrizagéo e o inicio da aplicacdo de diferentes concentragdes do 6leo essencial de
eucalipto. Média de oito repeticdes (n = 8). Santa Maria, 2010.

Tratamento / Altura das mudas (cm)
Concentragédo opLL" 20pL L 30pLL" 40 pL L 50 pL L™
Sem fungo 18,02b B’ 18,35b B 19,70 b A 19,00c AB 18,81 c AB
UFSC Pt 116 2480aB 2488aB 25,94 a AB 27,80 a A 26,80 a AB
UFSC Pt 24 2442 aB 26,17 a A 25,61 aA 25,30bAB 24,48 b AB
CV (%)** 4,42 5,56 4,91 3,94 5,15
Diametro do colo (mm)
Sem fungo 1,72b B’ 1,77b B 2,00cA 1,72¢c B 1,79¢c B
UFSCPt116 252aB 2,67aB 2,94aA 2,92aA 2,70aB
UFSCPt24 242aAB 2,46aAB 2,62 b AB 2,67b A 240b B
CV (%)~ 6,26 7,82 3,40 2,87 6,74

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
** Coeficiente de variacao

A altura e o didmetro do colo demonstram o efeito de concentragdo do 6leo
essencial sobre os isolados ectomicorrizicos (Tabela 6.1). Observou-se maior
desenvolvimento das mudas nas concentracdes de 30 e 40 uL L. Com a utilizacdo
do 6leo na concentragdo de 50 pL L', comecou a ocorrer decréscimo no
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crescimento das mudas, evidenciando o efeito antagonista do 6leo essencial quando
em concentracdes elevadas (BATISH et al., 2004; ZANELATTO et al., 2009).

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com os encontrados
por Ludley et al. (2009), os quais descrevem que a resposta de fECM a presenca de
metabdlitos secundarios dos vegetais nao esta condicionada apenas a concentragao
dos compostos presentes, mas ao género, a espécie e até mesmo ao isolado
micorrizico exposto a estes compostos.

Analisando-se os resultados referentes apenas a inoculagao de fECM nas
mudas de E. grandis, evidencia-se que a inoculagao resultou em plantas com maior
desenvolvimento, visto que as ectomicorrizas, através de seu manto fungico, podem
absorver e armazenar glicogénio, proteinas e lipidios, além dos nutrientes
inorganicos, como N, P, K e Ca (SMITH; READ, 2008). Outro efeito observado
corresponde a influéncia do 6leo essencial aplicado nas mudas ndo micorrizadas,
onde a concentracdo de 30 pL L™ proporcionou plantas maiores e com caule mais
desenvolvido (Tabela 6.1). Desta forma, assim como foi observado no capitulo Il
deste trabalho, a aplicagdo do 6leo essencial nas mudas de E. grandis pode ter
ocasionado tanto modificacbes enzimaticas e/ou fisioldgicas no vegetal, devido a
ativacao de elicitores, como pela inibicdo seletiva de microrganismos associados a
rizosfera das mudas, os quais estariam associados a estresses bi6ticos ao seu
crescimento, ou promocado do desenvolvimento de microrganismos capazes de
produzir hormdnios vegetais, como citocininas, giberelinas e acido indol-3-acético e
vitaminas, como riboflavina, niacina e vitamina B12, que contribuem para o
crescimento vegetal (LEINHOS; VACEK, 1994), sendo chamados de
microrganismos “helpers” (DUPONNOIS; GARBAYE, 1990).

O crescimento vegetal ocorrido nos tratamentos onde houve a adi¢cdo do 6leo
essencial de eucalipto também pode estar associado a presenca de compostos
fendlicos e terpenos, os quais atuam no estimulo ao crescimento da planta devido,
ndao somente a presenca de horménios, mas também de componentes de
membrana, além de atuarem na sintese de glicoproteinas e como transportadores
de acucares na parede celular (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A figura 6.2 demonstra a diferenca observada em mudas de E. grandis nao
inoculadas e inoculadas com diferentes isolados de fECM (Figura 6.2a, 6.2b e 6.2¢)
e o efeito da aplicacdo do 6leo essencial na concentracédo de 30 pL L' em mudas
nao micorrizadas, em relacdo ao tratamento controle (Figura 6.2d, e 6.2e). Ja a
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figura 6.3 demonstra as diferencas observadas quando foi aplicado 6leo essencial
de eucalipto nas mudas micorrizadas com diferentes isolados ectomicorrizicos.
Houve incremento na altura das mudas quando foi realizada inoculagdo com o
isolado UFSC Pt 116 e efeito da utilizacdo do 6leo essencial (Figura 6.3a, 6.3b e
6.3c), assim como incremento na altura das mudas quando foi realizada inoculacao
com o isolado UFSC Pt 24 e efeito da utilizacao do 6leo essencial (Figura 6.3d, 6.3 e
e 6.3f).

Figura 6.2 - Mudas de Eucalyptus grandis submetidas aos tratamentos controle (a), UFSC Pt 116 (b)
e UFSC Pt 24 (c) e aos tratamentos controle (d) e aplicagdo de 30 uL L" do dleo
essencial de eucalipto (e). Santa Maria, 2010.

Fotos: Ricardo Bemfica Steffen

Fotos: Ricardo Bemfica Steffen

Figura 6.3 - Mudas de Eucalyptus grandis submetidas aos tratamentos controle (a), UFSC Pt 116 (b)
e UFSC Pt 116 + 40 pL L do dleo essencial de eucalipto (c) e aos tratamentos controle
(d)y UFSC Pt 24 (e) e UFSC Pt 24 + 20 L L" do dleo essencial de eucalipto (f). Santa
Maria, 2010.

Souza (2003) e Smith e Read (2008) consideram que as medidas de diametro
do colo tém pouca utilidade para avaliar o efeito da inoculacdo na fase inicial de
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desenvolvimento das plantas, pois a resposta inicial da colonizagdo micorrizica esta
associada ao aumento de captacdo e aproveitamento de agua e nutrientes, tendo
maior reflexo na producdo de ramos e folhas. Desta forma, observou-se que os
beneficios oriundos da inoculacdo, tanto para os parametros de altura e diametro do
colo (Tabela 6.1) como para massa fresca e seca da parte aérea, foram maiores nos
tratamentos onde ocorreu a inoculacdo dos isolados fungicos aliada a aplicagédo do
6leo essencial de eucalipto, quando comparados ao tratamento controle, o qual nao
foi inoculado (Tabela 6.2).

Tabela 6.2 - Massa fresca e seca da parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis aos 90 dias apds
a micorrizacdo e o inicio da aplicacao de diferentes concentragdes do éleo essencial de
eucalipto. Média de oito repeti¢cdes (n = 8). Santa Maria, 2010.

Tratamento / Massa fresca da parte aérea (mg)

Concentragdo QL L" 20 pL L 30 pL L 40 pL L 50 pL L
Sem fungo 1240bC° 1640cAB  1710bA 1470cB  1490b B
UFSCPt116 2640aB 2740bB 2940 a AB 3190aA 2750aB
UFSCPt24 2800aAB 3040aA 2680 b B 2670bB 2830 a AB

%

CV (%) 6,74 4,05 6,96 5,92 4,98
Massa seca da parte aérea (mg)

Sem fungo 343bC 591 c A 584 b A 595¢c A 523cB

UFSC Pt 116 824 aC 850b C 894 aB 956a A 843aC

UFSC Pt 24 856 a B 918a A 869 a B 797 b B 780b C

CV (%) 2,96 4,48 3,89 3,98 2,66

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
** Coeficiente de variacao

Avaliando-se o efeito da inoculagdo micorrizica, verificou-se que a utilizacéo
de ambos os isolados proporcionou aumentos significativos tanto na massa fresca
como na massa seca da parte aérea das mudas (Tabela 6.2). Esses dados
corroboram com o0s encontrados por Souza (2004) e Silva et al. (2007), os quais
trabalhando com Eucalyptus spp. verificaram maior crescimento da parte aérea em
plantas inoculadas com fECM.

Para as mudas nao micorrizadas, a adicdo do o6leo essencial nas
concentragdes de 20 a 40 pL L™ resultou em plantas mais desenvolvidas, de acordo
com o maior acumulo de tecidos (Tabela 6.2). Ja nas mudas inoculadas com
isolados ectomicorrizicos, a adigcdo do éleo essencial nas concentragdes de 20 e 40
uL L resultou em plantas mais desenvolvidas, quando inoculadas com os isolados
UFSC Pt 24 e UFSC Pt 116, respectivamente (Tabela 6.2). Estes resultados podem
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ter ocorrido devido a interagdes entre o éleo essencial e a planta, resultando em
incrementos no crescimento vegetal. Mafia et al. (2005) e Bonaldo et al. (2007)
descrevem que a aplicacao de 6leos essenciais sobre as plantas resulta na ativacao
de mecanismos de defesa latentes ou reguladores do crescimento, como fitoalexinas
e citocininas.

O valor de massa seca da planta é considerado a variavel mais Gtil para medir
o efeito de tratamentos sobre o crescimento das plantas (BONNASSIS, 2007). Desta
forma, a adicdo do 6leo essencial, em determinadas concentragdes, mostrou-se
eficiente no crescimento de mudas de eucalipto em condigbes de viveiro. Também
observou-se que as plantas referentes aos tratamentos onde houve inoculagdo com
fungos e adicdo do 6leo essencial de eucalipto nas mudas apresentaram maior
desenvolvimento radicular. As mudas inoculadas com os isolados micorrizicos
apresentaram maior volume radicular quando foi adicionado 6leo essencial de
eucalipto na concentragdo de 40 uL L (Tabela 6.3). As mudas inoculadas com o
isolado UFSC Pt 116 apresentaram maior massa seca das raizes quando
submetidas & aplicacéo do 6leo essencial de eucalipto na concentragdo de 40 pL L™,
Ja, as mudas inoculadas com o isolado UFSC Pt 24 ndo apresentaram diferenga
significativa com relacdo a aplicacao do 6leo essencial (Tabela 6.3).

Tabela 6.3 - Massa seca das raizes e volume radicular de mudas de Eucalyptus grandis aos 90 dias
apdés a micorrizagdo e o inicio da aplicagdo de diferentes concentragbes do 6leo
essencial de eucalipto. Média de oito repeti¢cdes (n = 8). Santa Maria, 2010.

Tratamento / Massa seca das raizes (mg)
Concentragao OpuLL" 20 pL L™ 30 pL L™ 40 pL L™ 50 pL L™
Sem fungo 1376bB"  170,8bA 1558bAB 140,6bB 140,4bB
UFSCPt116 216,0aB 215,8aB 219,8aB 252,0aA 221,0aB
UFSC Pt 24 2134a A 1994bB 207,0abB 2134ab A 2234aA
CV (%) 7,12 8,09 8,17 9,05 7,27
Volume radicular (cm®)

Sem fungo 0,873aB 1,0199pb AB 1,000bAB 1,017bAB 0,868bB
UFSC Pt116 1,315aB 1,193aB 1,308aB 1,344aA 1,162aB
UFSC Pt 24 1,271 a AB 1,129 b B 1,154 b B 1,292a A 1,280 a AB
CV (%)~ 9,15 10,59 7,12 7,33 7,27

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

** Coeficiente de variagao

Segundo Narloch (2002) a colonizagdo micorrizica promove alteracoes
fisiolégicas e trocas especializadas entre os simbiontes, estabelecendo um novo
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equilibrio microbiano na regiao de influéncia da raiz colonizada. Desta forma, plantas
cujo sistema radicular esteja habitado por microrganismos benéficos, como no caso
de rizobactérias e fungos micorrizicos, apresentam crescimento superior ao
crescimento de plantas cultivadas em substratos estéreis (BANCHIO et al., 2009).

Baptista et al. (1999), em estudos quanto a produgédo de compostos fenélicos
durante a simbiose ectomicorrizica, descrevem que compostos fendlicos vegetais
induzem genes catabdlicos em diversos microrganismos, assim como genes
atuantes na formacdo e manutencao das simbioses com plantas. Estes compostos
agem direta ou indiretamente na sinalizacdo entre planta hospedeira e
microrganismo, interferindo no metabolismo vegetal.

Para o estabelecimento da simbiose micorrizica € necessario a presenca de
metabdlitos secundarios da planta hospedeira. Apés formada a associagao, o fungo
continua desencadeando na planta mecanismos de defesa, os quais permanecem
estimulando a producao de compostos fendlicos responsaveis pela regulacao desta
simbiose. Larose et al. (2002) observaram alteracdes prolongadas na concentracédo
de flavondides metabolizados por plantas colonizadas por fungos micorrizicos.
Segundo Luo et al. (2009) apenas fungos capazes de formar associacao
ectomicorrizica possuem capacidade de suportar o estresse osmaético decorrente da
simbiose fungo-planta, devido a presenca dos metabdlitos secundarios na
micorrizosfera.

A transdugdo de sinal observada no processo de simbiose é semelhante a
observada no processo de patogénese de plantas. Mas, no caso da simbiose (a
exemplo dos fECM) a resposta de defesa da planta é temporaria e significativamente
inferior, cessando apds o estabelecimento da associacdo (GARCIA-GARRIDO;
OCAMPO, 2002; HAHLBROCK et al., 2003; HAUSE; FESTER, 2005). Desta forma,
acredita-se que o efeito de estimulo ao crescimento das plantas inoculadas e que
receberam o 6leo essencial esteja relacionado, entre outros fatores, ao estimulo a
colonizagao micorrizica, visto que, apesar da adicdo destes compostos ao meio ter
ocorrido de forma artificial, estes foram extraidos de planta formadora de associagcéao
ectomicorrizica, podendo conter assim, sinais bioquimicos envolvidos na formacao e
manutencdo da simbiose micorrizica. Conforme os dados observou-se que a

aplicacdo do 6leo essencial de eucalipto na concentracdo de 40 pL L™ resultou em
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aumentos significativos na porcentagem de colonizacdo ectomicorrizica de plantas
inoculadas com o isolado UFSC Pt 116, e que a adicdo do 6leo essencial nas
concentragbes de 20 e 30 upL L' resultou em aumentos significativos na
porcentagem de colonizagdo ectomicorrizica de plantas inoculadas com o isolado
UFSC Pt 24 (Figura 6.4).

Observou-se também que o efeito alelopatico do 6leo essencial sobre a
colonizacdo ectomicorrizica foi mais evidente no isolado UFSC Pt 24, quando houve

aplicacdo do 6leo essencial em concentracdes acima de 40 pL L™ (Figura 6.4).

OUFSC Pt116 mUFSC Pt24

a

N N wW w B
o ($)] o ($)] o
I I I I |

o
*

Porcentagem de colonizacao
ectomicorrizica

— —h
o o o o
I I I

0 20 30 40 50
Concentracéo do 6leo essencial de Eucalyptus grandis (uL L™)

Figura 6.4 - Porcentagem de colonizagdo ectomicorrizica das raizes de Eucalyptus grandis aos 90
dias apds a micorrizacdo e o inicio da aplicacdo de diferentes concentragbes do dleo
essencial de eucalipto. *Médias seguidas pela mesma letra, em cada isolado, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. UFSC Pt 116 CV (%) 4,14.
UFSC Pt 24 CV(%) 4,81. Santa Maria, 2010.

Copetta et al. (2006) avaliando a relagdo existente na interface fungo
micorrizico e éleo essencial em plantas de Ocimum basilicum L., observaram que a
alteragdo nos componentes do Oleo essencial influenciou a porcentagem de
colonizacdo das raizes. Os autores atribuiram este efeito a concentragédo de
determinados componentes, os quais atuam na interface fungo-planta. Mucciarelli et
al. (2003) observaram aumento na colonizagdo in vitro e in vivo de fungos
endofiticos ndo micorrizicos, quando da utilizacdo do 6leo essencial de Mentha
piperita L..
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Analisando-se a morfologia das raizes colonizadas (Figura 6.5), observou-se
a presenca de hifas partindo das raizes, ndo sendo observada a presenca de
alteragdes morfolégicas caracteristicas da simbiose ectomicorrizica. De acordo com
Agerer (2001) o numero de hifas e as caracteristicas destas enquadram a
associacao como pequena. De acordo com Kranabetter et al. (2009) este tipo de
exploracdo das hifas representa a maior proporcéo entre as formas de associacéo,

tanto em plantas com baixa como alta porcentagem de colonizagao ectomicorrizica.

Fotos: Ricardo Bemfica Steffen

Figura 6.5 - Raizes de Eucalyptus grandis colonizadas pelo fungo ectomicorrizico Pisolithus
microcarpus (UFSC Pt 116) aos 90 dias ap6s a inoculagdo. PR = Pélo radicular, RS =
Raiz secundaria, H = hifa do fungo. Santa Maria, 2010.

Considerando-se o0s beneficios que a aplicacdo do 6éleo essencial
proporcionou as mudas de eucalipto micorrizadas, resultando em plantas mais
desenvolvidas, ficou evidente o efeito benéfico da aplicacdo do éleo essencial, visto
que este estimulou a colonizacéo ectomicorrizica (Figura 6.4), resultando em plantas
de maior porte e com maior massa seca (Figuras 6.6 € 6.7).

O aumento na colonizagdo ectomicorrizica resultou em incrementos no
crescimento vegetal de forma diferenciada, dependendo do isolado ectomicorrizico
utilizado. Quando as mudas foram inoculadas com o fungo P. microcarpus (UFSC Pt
116), verificou-se que quanto maior a colonizagdao ectomicorrizica, mais homogéneo
o crescimento da planta tanto em altura como em massa seca. Ja, quando da
utilizacdo do fungo Pisolithus sp. (UFSC Pt 24), a resposta de crescimento das
plantas em relagdo ao aumento da colonizagdo ectomicorrizica foi mais
heterogéneo, principalmente para a massa seca da parte aérea das plantas.

De forma geral, os efeitos da utilizacdo dos Oleos essenciais, tanto
alelopaticos como sinérgicos, podem ser atribuidos aos compostos fendlicos e
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terpenos, com énfase aos monoterpenos e sesquiterpenos presentes na composi¢ao
dos metabdlitos secundarios de plantas bioativas (HAHLBROCK et al., 2003;
BATISH et al., 2004; RYABUSHKINA et al., 2007; ZHI-LIN et al., 2007).
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Figura 6.6 - Correlagdo entre a colonizagdo ectomicorrizica e a altura das mudas de Eucalyptus
grandis, aos 90 dias apés o transplante, inoculadas com os fungos ectomicorrizicos
Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) (A) e Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) (B). Santa

Maria, 2010.
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Figura 6.7 - Correlagdo entre a colonizacdo ectomicorrizica e a massa seca da parte aérea das
mudas de Eucalyptus grandis, aos 90 dias apds o transplante, inoculadas com os
fungos ectomicorrizicos Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) (A) e Pisolithus sp.
(UFSC Pt 24) (B). Santa Maria, 2010.

Apesar dos estudos utilizando-se Oleos essenciais de plantas bioativas
estarem sendo realizados em grande numero nos ultimos anos, o conhecimento
sobre a acao destes 6leos na fisiologia de fECM e sua influéncia na simbiose com
plantas micossimbiontes ainda é escasso. Todavia, com base nos resultados obtidos
neste trabalho, fazem-se inferéncias sobre as possiveis agdes do 6leo essencial de

eucalipto, ou de compostos presentes neste, em alguns pontos referentes ao
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desenvolvimento dos isolados como: acao nos mecanismos de estimulacao tréfica,
através da promocao do desenvolvimento de substancias utilizadas como substratos
para os fECM; produgdo de enzimas que facilitam a penetracao das hifas fungicas
no cortex da raiz, tais como enzimas pectinoliticas e celuloliticas; ou lise de
compostos fendlicos produzidos pelos fECM, os quais limitam seu préprio
desenvolvimento. No entanto, apesar da evidente promocdo no crescimento de
mudas de E. grandis e no estimulo a colonizacdo ectomicorrizica, estudos
bioquimicos sao necessarios para a elucidacao das reais fungdes do 6leo essencial
de eucalipto na interacao fungo-planta.

Quanto a possibilidade de utilizacdo comercial de metabdlitos secundarios
de plantas bioativas' na agricultura, Zhi-Lin et al. (2007) descrevem que, em curto
prazo, a engenharia metabdlica manipulara sinais bioquimicos de origem vegetal, a

fim de serem utilizados na formacgéo de associagcées micorrizicas em larga escala.

' Segundo Schiedeck (2006) plantas bioativas refere-se a espécies vegetais que tem agao
sobre outros seres vivos, manifestando efeito pela sua presenca naquele espago ou pelo
uso direto de substancias delas extraidas, mediante uma inteng¢éo ou significado humano.
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6.5 Conclusoes

O 6leo essencial de eucalipto nas concentracdes de 20 a 40 pL L
proporciona aumento no crescimento da parte aérea e nas raizes das mudas de
eucalipto;

A colonizagdo ectomicorrizica em mudas de eucalipto é estimulada na
presenca do 6leo essencial de eucalipto até a concentracdo de 40 uL L';

Concentracdes do 6leo essencial acima de 40 pL L™ reduzem o crescimento

das mudas de eucalipto.
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7 Capitulo V

Utilizacao do 6leo essencial de eucalipto na micorrizagao e no crescimento de
mudas de sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides Benth.)

7.1 Resumo

Apesar da consolidacdo do conhecimento sobre os beneficios decorrentes da
associagdo micorrizica, poucos sao os trabalhos de pesquisa relacionados a
simbiose com espécies florestais nativas. Os metabdlitos secundarios extraidos de
espécies florestais formadoras de ectomicorrizas podem estimular a simbiose entre
fungos ectomicorrizicos e espécies florestais nativas do Rio Grande do Sul. O
objetivo deste trabalho foi determinar o efeito do 6leo essencial de eucalipto na
formacao de associacao ectomicorrizica e no crescimento de mudas de sibipiruna,
em condicdes de casa de vegetacao. Decorridos 90 dias de crescimento, as mudas
foram coletadas e avaliou-se a estatura das plantas, diametro do colo, comprimento
de raizes, massa seca da parte aérea e porcentagem de colonizagdo micorrizica. A
aplicacdo do 6leo essencial de eucalipto favoreceu a ocorréncia de associacao
ectomicorrizica, com Pisolithus microcarpus em mudas de sibipiruna,
proporcionando maior desenvolvimento da parte aérea das mudas, ndo sendo
observada diferenca significativa entre os tratamentos quanto ao comprimento das

raizes.

Palavras-chave: Plantas nativas; Pisolithus microcarpus; metabdlitos secundarios.
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7.2 Introducao

Dentre as inter-relagdes biolégicas estabelecidas no solo, a simbiose entre
planta e microrganismos heterotréficos, como o caso das micorrizas, destaca-se
pelos beneficios proporcionados a producao vegetal. As micorrizas sao
consideradas a simbiose de maior expressao ecoldgica e econémica entre fungos do
solo e raizes de plantas superiores (SMITH; READ, 2008), representando alternativa
para o estabelecimento de mudas a campo e para a manutencao e estabilidade das
florestas (OLIVEIRA et al., 2008). Os fungos ectomicorrizicos (fECM) séao
importantes agentes estruturadores de comunidades florestais, favorecendo a
sucessao e resiliéncia, especialmente durante periodos de alteragdes climaticas
(SMITH; READ, 2008). Estes microrganismos interagem com espécies vegetais
formando associacao simbidtica mutualista, resultando em beneficios, como maior
absorcdo de agua e nutrientes e protecdo das plantas a estresses bibticos e
abiéticos (KHAN, 2001; GRAZZIOTTI et al., 2001; FENG et al., 2002; SILVA et al.,
2003a; PERA; PARLADE, 2005; ZEPPA et al., 2005; GOHRE; PASZKOWSKI,
2006).

Apesar da consolida¢do do conhecimento sobre os beneficios decorrentes da
associagdo micorrizica, poucos sao os trabalhos de pesquisa relacionados a
simbiose com espécies florestais nativas. Avaliando a simbiose ectomicorrizica in
vitro de espécies florestais nativas, Silva (2007) observou associacao de isolados
ectomicorrizicos com as espécies canafistula (Peltophorum dubium Sprengel.),
angico-vermelho (Parapiptadinia rigida Benth.) e timbauva (Enterolobium
contostisiliquum Vell.). Estudando a ocorréncia natural de associagdo micorrizica em
espécies florestais nativas do Rio Grande do Sul, Andreazza et al. (2008)
observaram somente a presencga de fungos micorrizicos arbusculares associados as
raizes das espécies araucaria (Araucaria angustifdlia Bertol.), timbalva, canafistula,
ipé-amarelo (Tabebuia chrysotricha Mart. ex DC), ipé-roxo (Tabebuia heptaphylla
Vell.) e grapia (Apuleia leiocarpa Vog.). Conforme estes autores, o conhecimento
sobre a associacao entre espécies florestais nativas no estado gaucho e fungos
ectomicorrizicos pode representar uma alternativa para o estabelecimento,
sustentabilidade e desenvolvimento destas espécies arboreas.

No entanto, os fECM parecem formar simbiose apenas com espécies
florestais especificas, limitando a ocorréncia dessa associagdo (SMITH; READ,
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2008). Contudo, ndo ha um consenso sobre a ocorréncia de ectomicorrizas em
espécies florestais nativas do Brasil, sendo considerada rara esta associacao em
condicoes naturais (OLIVEIRA et al., 2008). E, para espécies florestais nativas como
a sibipiruna, trabalhos relacionados a colonizagdo micorrizica sao raros ou
inexistem.

Esse comportamento resulta do fato de que muitas espécies, ou mesmo
isolados de fECM, apresentam seletividade em relagcdo a determinadas espécies
vegetais (SMITH; READ, 2008), permitindo a dependéncia do fungo na presenca de
sinais bioquimicos especificos, produzidos pela planta hospedeira (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Essa relagao ocorre em associagcées compativeis (SOUZA et al.,
2006), onde o sistema radicular das plantas sintetiza e disponibiliza metabdlitos
secundarios preferenciais do fungo que atuam como sinais bioquimicos favoraveis
ao quimiotropismo (BAPTISTA et al.,, 1999; FEUGEY et al.,, 1999). Assim, a
utilizacdo dos metabdlitos produzidos por plantas simbiontes, como o eucalipto,
pode ser uma alternativa tecnolégica para estimular o estabelecimento dessa
associagcao nas espécies florestais nativas do Brasil.

A utilizacdo de metabdlitos secundarios na forma de Oleos essenciais de
plantas de eucalipto pode causar efeito antagdnico a determinadas espécies de
microrganismos (BATISH et al., 2008) e alelopatia a determinadas espécies vegetais
(CRUZ et al., 2000; FERREIRA; AQUILA, 2000; GOETZE; THOME, 2004). No
entanto, dependendo da concentragdo de determinados compostos, podera ocorrer
relacbes de sinergismo, proporcionando a inducdo do crescimento de
microrganismos ou plantas (BLUM, 1999; MAIRESSE, 2005). A partir desse efeito,
alguns trabalhos tém mostrado a bioestimulacdo dos Oleos essenciais no
desenvolvimento microbiano (MARTINS et al.,, 2000) e em espécies vegetais
(ALVES et al., 2004; BONALDO et al., 2007). Entretanto, ndo ha relatos na literatura
mostrando o efeito da aplicacdo do Oleo essencial de Eucalyptus spp. na
bioestimulacéo da colonizagao ectomicorrizica de espécies florestais nativas.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do dleo essencial de E. grandis na
estimulacdo da associacdo ectomicorrizica e no crescimento de mudas de

sibipiruna.
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7.3 Material e métodos
7.3.1 Obtencao e preparo das sementes

As sementes de sibipiruna foram obtidas na Estagdo Experimental de
Silvicultura de Santa Maria — FEPAGRO. Para a desinfestagcdo das sementes, as
mesmas foram imersas em etanol (70%) durante 30 segundos, sob agitacao.
Posteriormente, foram imersas em hipoclorito de sédio (1%) durante 30 segundos e
lavadas trés vezes em agua destilada estéril, para retirada do residual de hipoclorito.
Apébs a assepsia, as sementes foram pré-germinadas em placas de Petri contendo
solucdo de germinagdo composta por acido bérico (3 pM), glicose (2 g L), sulfato
de calcio (500 uM) e agar (4 g L") a pH 5,7, conforme metodologia descrita por
Bonnassis (2007).

7.3.2 Obtencéo do 6leo essencial de E. grandis

A extracdo do Oleo essencial foi realizada através da técnica de
hidrodestilacdo das folhas frescas de eucalipto (VITTI; BRITO, 2003). As folhas
coletadas foram cortadas em pedacos de 2 cm, pesadas e separadas em lotes
individuais de 100 g. Posteriormente, as folhas foram colocadas em baldo de fundo
redondo no aparelho de Clevenger modificado (SERAFINI; CASSEL, 2001),
mantendo-se agua destilada em ebulicdo dentro do baldo, por meio de aguecedor
externo. Os componentes vegetais extraidos, apds a passagem do destilado por um
condensador, foram coletados e mantidos sob refrigeracio a 4° C, até sua utilizagao.

7.3.3 Preparo do inoculante vegetativo de fECM

Utilizou-se o fECM Pisolithus microcarpus (UFSC Pt116), mantido em meio de
cultura sélido Melin-Norkrans modificado MNM em pH 5,8 (MARX, 1969), em placas
de Petri de 90 mm de didmetro, em estufa a 26° C.

Para produgdo do inoculante vegetativo de fECM, adaptou-se a técnica
descrita por Chavez et al. (2009). Inicialmente, foram realizadas suspensdes
micelianas do isolado UFSC Pt116, em 50 mL de meio MNM liquido, em
erlenmeyers de 150 mL, a partir de discos de 10 mm de didmetro obtidos de culturas
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puras, mantidas em meio solido, seguindo-se de incubacao a 26° C, durante 30 dias.
Apébs esse periodo, o conteudo dos erlenmeyers foi fragmentado em liquidificador,
contendo 200 mL de meio MNM liquido, durante 10 segundos, e misturado a 300 mL
de turfa estéril, em bequer de 1000 mL, sendo posteriormente acondicionado em
incubadora a 26° C até o momento da utilizacéo.

7.3.4 Montagem e conduc¢ao dos ensaios

Em casa de vegetacao, foram utilizados vasos plasticos de cultivo com 1000
cm®, os quais tiveram 90% do seu volume preenchido com turfa. A mesma
apresentou pH em &gua 5,8; calcio 25,9 cmol, dm™; magnésio 4,7 cmol. dm™; H+Al
2,5 cmol, dm™; CTC efetiva 31,1; matéria organica 12%; argila 9%; potassio 176 mg
dm™ e fésforo 11,3 mg dm™. O substrato foi previamente esterilizado em autoclave a
1212 C, durante 60 minutos, por duas vezes consecutivas.

Os vasos foram irrigados a fim de adensar a turfa no seu interior, chegando
esta a um volume aproximado de 80% do vaso. Apds este processo, estabeleceu-se
um delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos: a) nao
inoculado e sem aplicacédo de éleo essencial (controle), b) ndo inoculado + aplicagao
do 6leo essencial (éleo), c) inoculagdao e sem aplicacado do 6leo essencial (inoculado)
e d) inoculado + aplicacado do 6leo essencial (inoculado + 6leo), com sete repeticdes.
Para os tratamentos com inoculacdo, completou-se o volume restante dos vasos
com o inoculante vegetativo, mantendo-se o substrato Umido até o momento do
transplante das plantulas. Para os tratamentos sem inoculagdo, os vasos foram
preenchidos somente com turfa esterilizada.

Decorrido o periodo de germinacao das sementes, as plantulas de sibipiruna
com dois pares de folhas definitivas foram transplantadas para os vasos de cultivo. A
reposicdo da umidade foi realizada adicionando-se diariamente agua destilada.
Aplicou-se solucéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1951) em intervalos de 25 dias.

O o6leo essencial foi solubilizado em etanol 96,5% na proporgao de 1:1 (v/v),
conforme metodologia proposta por Fabrowski et al. (2003). Sobre o substrato dos
tratamentos correspondentes, foram aplicados 5 mL do 6leo solubilizado na
concentragdo de 40 pL L, nos periodos de 0, 7 e 14 dias a contar da data de

transplante das plantulas.
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7.3.5 Avaliacbes

As avaliacoes foram realizadas aos 90 dias apds o transplante, sendo
determinados e analisados os seguintes parametros: diametro do colo (mm),
estatura da muda (cm), massa seca da parte aérea (mg), comprimento de raizes
(cm), porcentagem de colonizag&o radicular e contribuigdo efetiva dos tratamentos
para a altura e massa seca da parte aérea e formacgao de ectomicorrizas.

O diametro do colo foi determinado utilizando-se um paquimetro universal. A
estatura foi determinada com régua milimetrada, sendo obtida pela distancia do colo
da planta até a extremidade das ultimas axilas foliares. Posteriormente, as plantas
foram cortadas rente ao substrato e colocadas, individualmente, em sacos de papel
devidamente identificados e levados a estufa a 65° C, onde permaneceram até peso
constante, efetuando-se a determinacdo da massa seca da parte aérea em balanca
analitica com precisdo de 0,01 g. O comprimento das raizes foi determinado pela
distancia entre o colo da planta e o apice da raiz.

Para a determinacao da porcentagem de colonizagao radicular, empregou-se
a técnica das interseccoes de Giovanetti e Mosse (1980), modificado por Brundrett
et al. (1996). A contribuicdo efetiva dos tratamentos (CET) expressa a contribuicao
porcentual do tratamento em relagéo ao controle, sendo calculada pela férmula: CET
(%) = [(PCT — PST) / PST]*100, onde P: parametro analisado (altura ou MSPA); CT:
com tratamento (6leo, fungo, ou 6leo + fungo) e ST: sem tratamento (controle).

A formagédo de ectomicorrizas foi avaliada por meio das caracteristicas
anatdmicas das raizes, sendo realizados cortes histoldgicos transversais das raizes
adventicias e confecg¢do de laminas. A avaliacido da morfologia interna foi realizada
em microscopio 6ptico, detectando-se a presenca de manto fungico e rede de Hartig
(Brundrett et al., 1996).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e quando da
significancia dos efeitos apontados pela analise, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000), tomando-se como base
os niveis de significancia maiores que 95% (P<0,05).
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7.4 Resultados e discussao

Nao foram observadas estruturas caracteristicas da formagao de
ectomicorrizas nas raizes de sibipiruna nao inoculadas com o fECM (Figura 7.1A).
Nas raizes das plantas inoculadas e submetidas a aplicacdo do 6leo essencial de
eucalipto, observaram-se alteracdes na morfologia interna pela presenca da rede de
Hartig e do manto fangico recobrindo a superficie das raizes (Figura 7.1B). Essas
estruturas sdo tipicas formagbes ectomicorrizicas e sdo responsaveis pelo
armazenamento temporario de nutrientes e pelas trocas de nutrientes e carboidratos
entre o fungo e o sistema radicular das plantas (BRUNDRETT et al., 1996;
PETERSON et al., 2004).

Fotos: Ricardo Bemfica Steffen

Figura 7.1 - Cortes transversais de raizes de mudas de sibipiruna nao inoculadas (A) e inoculadas
com o fECM Pisolithus microcarpus e submetidas a aplicagdo do 6leo essencial de
eucalipto (B, C e D). (EP) células da epiderme, (C) células do cértex radicular, (RH) rede
de Hartig, (M) manto fangico, (H) hifa.

Observou-se a penetracao de hifas fangicas através da lamela média, a
presenga de hifas enoveladas nas camadas externas da epiderme (Figuras 7.1B,
7.1C e 7.1D) e a ocorréncia de hifas externas, perpendiculares a raiz, a partir do
manto fungico (Figuras 7.1C e 7.1D). A formagédo das ectomicorrizas inicia pela
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superficie das raizes e, posteriormente, pela penetracdo destas através das juncdes
celulares na zona de colonizagao micorrizica (SOUZA et al., 2006).

A formacéao da associacao entre o fECM e o sistema radicular no tratamento
inoculado + éleo resultou em maior altura e didmetro do colo das mudas de
sibipiruna (Figuras 7.2A, 7.2B e 7.3).

25 T a

15 + b*

10 +

0 - | |
Controle Inoculado Oleo Inoculado + 6leo Controle Inoculado Oleo Inoculado + 6leo
Tratamento Tratamento

Figura 7.2 - Estatura (A) e didmetro do colo (B) de mudas de sibipiruna submetidas aos tratamentos:
controle, inoculado, 6leo e inoculado mais éleo. * Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Altura das mudas (CV%
11,94), Diametro do colo (CV% 12,31). Santa Maria, 2010.

Foto: Ricardo Bemfica Steffen

Figura 7.3 - Mudas de sibipiruna submetidas ao tratamento inoculado + 6leo (A) e ao tratamento
controle (B), 90 dias apéds o transplante. Santa Maria, 2010.
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Esses resultados demonstram efeito positivo da aplicacdo do éleo essencial e
da simbiose ectomicorrizica no crecimento em altura e didmetro das mudas de
sibipiruna, ja que isoladamente o in6culo micorrizico e o 6leo essencial nédo
diferenciaram do controle. Resultados demonstrando o efeito positivo da associacéo
ectomicorrizica quanto ao crescimento das plantas tém sido constantemente
relatados na literatura (SILVA et al., 2003b; ANDREAZZA et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2008; MELLO et al., 2009).

Observou-se diferencga significativa na massa seca da parte aérea das mudas
de sibipiruna nos tratamentos de inoculacdo e aplicacdo de 6leo essencial em
relagdo ao controle (Figura 7.4A). A altura das mudas e a massa seca da parte
aérea sao consideradas os parametros mais importantes em estudos relacionados a
eficiéncia de tratamentos sobre o crescimento e desenvolvimento vegetal (SOUZA,
2003). Os fECM séao capazes de produzir substancias que auxiliam o crescimento da
planta, como horménios de crescimento vegetal e apresentam a capacidade de
armazenar metabdlitos e nutrientes, funcionando como sistema de reserva para
situagdes de escassez nutricional ou crescimento ativo de ambos (KENDRICK,
2000; SMITH; READ, 2008).
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Figura 7.4 - Massa seca da parte aérea (A) e comprimento de raizes (B) de mudas de sibipiruna
submetidas aos tratamentos: controle, inoculado, 6leo e inoculado + 6éleo. *Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Massa seca da parte aérea (CV% 14,72), comprimento de raizes (CV%
9,25).

A massa seca da parte aérea no tratamento inoculado + 6leo apresentou

aumento significativo em relagdo aos tratamentos inoculado e 6leo (Figura 7.4A),
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indicando a ocorréncia de efeito sinérgico entre o fECM e o 6leo essencial de
eucalipto aplicado.

O maior valor de massa seca da parte aérea observado no tratamento 6leo,
em relagdo ao tratamento sem O6leo (Figura 7.4A), pode ter ocorrido devido a
introducdo dos compostos fendlicos presentes no 6leo, que sob condicdes
favoraveis, podem promover direta ou indiretamente, o crescimento de plantas.

Alguns compostos vegetais sdo denominados de bioestimuladores,
proporcionando maior producao vegetal e resisténcia a fatores externos (RUSSO;
BERLYN, 1991). Mafia et al. (2007) e Bonaldo et al. (2007) descrevem que a
aplicagéo de 6leos essenciais sobre as plantas resulta na ativagdo de mecanismos
de defesa latentes ou reguladores do crescimento, como fitoalexinas e citocininas. A
ativacdo desses mecanismos pode resultar em maior desenvolvimento vegetal.

Nao foi observada diferenca significativa entre os tratamentos quanto ao
comprimento das raizes (Figura 7.4B). O maior crescimento das plantas
micorrizadas se estabelece pela elongacédo das hifas fungicas no solo, nao sendo
resultante de aumentos no comprimento radicular (SMITH; READ, 2008). Segundo
estes autores, em muitos casos, plantas micorrizadas podem apresentar raizes
menores em relacdo a plantas nao micorrizadas.

Nao foi observada a formacédo de estruturas caracteristicas da associacao
ectomicorrizica nos tratamentos inoculado e éleo (Figura 7.5).
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Figura 7.5 - Porcentagem de colonizacao radicular e contribuigédo efetiva dos tratamentos inoculado,
6leo e inoculado + 6leo para a altura e massa seca da parte aérea (MSPA) das mudas
de sibipiruna, em relagéao ao tratamento controle. *“Médias seguidas da mesma letra, nos
diferentes pardmetros analisados, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Esses resultados corroboram com Oliveira et al. (2008) que consideram rara a
ocorréncia de associacdo de fECM com espécies florestais nativas do Brasil.
Entretanto, no tratamento inoculado + 6leo, a porcentagem de colonizacao radicular
foi de 22% (Figura 7.5).

Essa colonizacdo, embora possa ser classificada como baixa, conforme
classificacao proposta por Zangaro et al. (2002), indica a possibilidade da ocorréncia
de associacdo ectomicorrizica nas mudas de sibipiruna, quando a inoculagédo for
condicionada por estimulos bioquimicos externos.

Nos tratamentos inoculado e 6leo, as mudas de sibipiruna apresentaram
contribuicao efetiva de 48 e 52% na producao da massa seca da parte aérea e 13 e
10% na altura das mudas, em relagdo ao tratamento controle, respectivamente
(Figura 7.5).

Provavelmente, esse resultado tenha sido influenciado pela adicdo dos
metabdlitos secundarios, os quais podem favorecer o desenvolvimento vegetal, ou
por interacbes entre microrganismos na rizosfera, que indiretamente, podem ter
influenciado o maior desenvolvimento das mudas (BAREA et al., 2005; DUPONNOIS
et al., 2008).

Contudo, no tratamento inoculado + 6leo, a contribuicdo efetiva na massa
seca da parte aérea foi de 74% e, na altura das mudas, de 77% superiores ao
tratamento controle. Estes resultados reforcam a ocorréncia de efeito benéfico da
aplicacdo do 6leo essencial de eucalipto sobre o estabelecimento da simbiose
micorrizica e, consequentemente, no crescimento de mudas de sibipiruna.

Segundo Weathers et al. (2006) a pré-colonizagéo entre o fungo micorrizico e
a planta, induz no vegetal a formagao e acumulo do fosfato mycorradicin e blumenin,
enzimas responsaveis pela simbiose fungo-planta. Segundo Weathers et al. (2006) e
Zhi-Lin et al. (2007), tanto a mycorradicin € a blumenin, quanto os compostos
fendlicos e terpendides constituintes dos Oleos essenciais, sdo gerados pela
biossintese do isopentenil difosfato. Desta forma, pressupde-se que a utilizacao do
6leo essencial extraido de planta conhecidamente micossimbionte com fECM possa
influenciar na sinalizagdo bioquimica entre os fungos micorrizicos e o sistema
radicular das plantas simbiontes e das tradicionalmente nao formadoras desta
associacao.

A observacao da associagao entre o fECM e o sistema radicular das plantas e
sua consequente resposta em crescimento, evidencia a possibilidade de
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micorrizagdo de espécies florestais nativas, desde que fornecidos compostos ou
solugdes capazes de agir como sinalizadores bioquimicos ou fisioldégicos atuantes
no quimiotropismo fungo-planta. No entanto, outros trabalhos devem ser
desenvolvidos a fim de elucidar os mecanismos fisiolégicos e/ou bioquimicos, os
quais culminaram na associagao entre o fECM e o sistema radicular das mudas de

sibipiruna.
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7.5 Conclusoes

A aplicagdo do 6leo essencial de eucalipto, na concentragdo de 40 pL L™,
estimula a ocorréncia de associacao ectomicorrizica em mudas de sibipiruna;

A utilizacado do éleo essencial de eucalipto conjuntamente com a inoculagao
do fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus proporciona maior desenvolvimento

da parte aérea de mudas de sibipiruna.



192

7.6 Referéncias bibliograficas

ALVES, M. da C. S. et al. Alelopatia de extratos volateis na germinacao de sementes
e no comprimento da raiz de alface. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v.
39, n. 11, p.1083-1086, novembro 2004.

ANDREAZZA, R. et al. Espécies de Pisolitus sp. na producdo de mudas de
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden em solo arenoso. Ciéncia Florestal, Santa Maria,
v. 14, n. 2, p. 51-59, dezembro 2004.

ANDREAZZA, R. et al. Ocorréncia de associacao micorrizica em seis esséncias
florestais nativas do Estado do Rio Grande do Sul. Ciéncia Florestal, Santa Maria,
v. 18, n. 3, p. 339-346, julho/setembro 2008.

BAPTISTA, M. J. et al. Producdo de compostos fendlicos durante a infeccao
ectomicorrizica por dois isolados de Pisolithus tinctorius em Eucalyptus urophylla in
vitro. Revista brasileira de Botanica, Sao Paulo, v. 22, n. 2, p. 309-315, outubro
1999.

BAREA, J. M. et al. Microbial co-operation in the rhizosphere. Journal of
Experimental Botany, Lancaster, v. 56, n. 417, p. 1761-1778, july 2005.

BATISH, D. R. et al. Eucalyptus essential oil as nature pesticide. Forest Ecology
and Management, Melbourne, v. 256, n. 12, p. 2166-2174, december 2008.

BONALDO, S. M. et al. Contribuicdo ao estudo das atividades antifungica e elicitora
de fitoalexinas em sorgo e soja por eucalipto (Eucalyptus citriodora). Summa
Phytopatolégica, Jaboticabal, v. 33, n. 4, p. 383-387, 2007.

BONNASSIS, P. A. P. Caracterizacao de isolados fungicos ectomicorrizicos na
promocao do crescimento e na colonizacao radicular de Eucalyptus dunnii
Maiden. Florianopolis, 2007, 69p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Federal de Santa Catarina, 2007.

BLUM, U. Designing laboratory plant debris — soil bioassays: some reflections.
Pp.17-23. In: INDERJIT, DAKSHINI, K. M. M.; FOY, C. (Eds.). Principles and
practices in plant ecology: Allelochemical interactions. Boca Raton: CRC Press
LLC, 1999, 589p.



193

BRUNDRETT, M. et al. Working with Mycorrhizas in Forestry and Agriculture.
Canberra, ACIAR, 1996. 374p.

CARRERA-NIEVA, A.; LOPEZ-RIOS, G. F. Manejo y evaluacién de ectomicorrizas
en especies forestales. Revista Chapingo: Serie Ciencias Forestales y del
Ambiente, Chapingo, v. 10, n. 2, p. 93-98, agosto 2004.

CHAVEZ, D. M.; PEREIRA, G. C.; MACHUCA, A. H. Efecto de tipos de indculos de
tres especies fungicas en la micorrizacién controlada de plantulas de Pinus radiata.
Bosque, Valdivia, v. 30, n. 1, p. 4-9, enero/abril 2009.

CRUZ, M. E. da S.; NOZAKI, M. de H.; BATISTA, M. A. Plantas medicinais e
alelopatia. Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento, Brasilia, ano 3, n. 15, p. 28-
34, julho/agosto 2000.

DUPONNOIS, R.; GALIANA, A.; PRIN, Y. The mycorrhizosphere effect: a
multitrophic interaction complex improves mycorrhizal symbioses and plant growth.
In: SIDDIQUI, Z. A.; MOHD, S. A.; KAZUYOSHI, F. (Eds.) Mycorrhizal: sustainable
agriculture and foresty. Springer Science + Business Media, Aligarh, 2008. 359p.

FABROWSKI, F. J. et al. Investigacao da presenca de 6leo essencial em Eucalyptus
smithii R. T. Baker por meio da anatomia de seu lenho e casca. Ciéncia Florestal,
Santa Maria, v. 13, n. 1, p. 95-106, june 2003.

FERREIRA, A. G.; AQUILA, M. E. A. Alelopatia: uma area emergente da
ecofisiologia. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, Lavras, n. 12 (Edicéo
Especial), p. 175-204, 2000.

FERREIRA, D.F. Sistemas de anadlise estatistica para dados balanceados.
Lavras:UFLA/DEX/SISVAR, 2000. 145p.

FENG, G. et al. Improved tolerance of maize plants to salt stress by arbuscular
mycorrhiza is related to higher accumulation of soluble sugars in roots. Mycorrhiza,
Oregon, v. 12, n. 4, p. 185-190, august 2002.

FEUGEY, L. et al. Induced defence responses limit Hartig net formation in
ectomycorrhizal birch roots. New Phytologist, Lancaster, v. 144, n. 3, p. 541-547,
march 1999.



194

GIOVANETTI, M. G.; MOSSE, B. An evaluation of techniques for measuring
vesicular-arbuscular mycorrhizal infection in roots. New Phytologist, Lancaster, v.
84, n. 3, p. 489-500, march 1980.

GOETZE, M.; THOME, G. C. H. Efeito alelopatico de extratos de Nicotiana tabacum
e Eucalyptus grandis sobre a germinacao de trés espécies de hortalicas. Revista
Brasileira de Agrociéncia, Pelotas, v. 10, n. 1, p. 43-50, janeiro/marco 2004.

GOHRE, V.; PASZKOWSKI, U. Contribution of the arbuscular mycorrhizal symbiosis
to heavy metal phytoremediation. Planta, Bonn, v. 223, n. 6, p. 1115-1122, may
2006.

GRAZZIOTTI, P. H. et al. Tolerancia de fungos ectomicorrizicos a metais pesados
em meio de cultura adicionado de solo contaminado. Revista Brasileira de Ciéncia
do Solo, Vicosa, v. 25, n. 4, p. 839-848, julho/agosto 2001.

HOAGLAND, D. R.; ARNON, D. |. The water culture method for growing plants
without soil. Berkeley, CA: University of California, (California Agricultural
Experiment Station). Circular, 1951. 347p.

KENDRICK, B. The Fifth Kingdom. Ontario: Mycologue Publications, 2000. 373p.

KHAN, A. G. Mycorrhizoremediation — an enhanced form of phytoremediation.
Journal of Zhejiang University Science, Zhejiang, v. 7, n. 7, p. 503-514, july 2006.

MAFIA, R. G. et al. Inducdo do enraizamento e crescimento do eucalipto por
rizobacterias: efeito da adigdo de fonte alimentar e da composi¢ao do substrato de
enraizamento. Revista Arvore, Vicosa, v. 31, n. 4, p. 589-597, julho/agosto 2007.

MAIRESSE, L. A. da S. Avaliacao da bioatividade de extratos de espécies
vegetais, enquanto excipientes de aleloquimicos. 2005, 340f. Tese (Doutorado
em Agronomia) - Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, 2005.

MARTINS, M. A.; GONCALVES, G. F. de; SOARES, A. C. F. Efeito de fungos
micorrizicos arbusculares associados a compostos fendlicos, no crescimento de
mudas de mamoeiro. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 35, n. 7, p.
1465-1471, july 2000.

MARX, D. H. The influence of ectotrophic mycorrhizal fungi on the resistance of pine
roots to pathogenic fungi and soil bacteria. I. Antagonism of mycorrhizal fungi to root



195

pathogenic fungi and soil bacteria. Phytopathology, Saint Paul, v. 59, p. 153-163,
1969.

MELLO, A. H. de et al. Estabelecimento a campo de mudas de Eucalyptus grandis
micorrizadas com Pisolithus microparcus (UFSC Pt 116) em solo arenoso. Ciéncia
Florestal, Santa Maria, v. 19, n. 2, p. 149-155, abril/junho 2009.

MOREIRA, F. M. S.; SIQUEIRA, J. O. Microbiologia e bioquimica do solo. 2°Ed.
Editora UFLA. 2006. 729p.

OLIVEIRA, V. L. de.; ROSSI, M. J.; TARGHETTA, B. L. Avancgos na aplicacao de
ectomicorrizas. In: FIGUEIREDO, M. do V. B. et al. Microrganismos e
agrobiodiversidade: o novo desafio para a agricultura. Guaiba:Agrolivros, 2008,
568p.

PERA, J.; PARLADE, J. Inoculacién controlada con hongos ectomicorricicos en la
produccién de planta destinada a repoblaciones forestales: estado actual en Espana.
Investigacion Agraria: Sistemas y Recursos Forestales, Madrid, v. 14, n. 3, p.
419-433, 2005.

PETERSON, R. L.; MASSICOTTE, H. B.; MELVILLE, L. H. Mycorrhizas: anatomy
and cell biology. Ottawa: NRC Research Press, 2004. 173p.

RUSSO, R. O.; BERLYN, G. P. The use of organica biostimulants to help low input
sustainable agriculture. Journal of Sustainable Agriculture, Santa Cruz, v.1, n. 2,
p. 19-42, january 1991.

SERAFINI, L. A.; CASSEL, E. Producéo de éleos essenciais: uma alternativa para a
agroindustria nacional. In: SERAFINI, L. A.; BARROS, N. M.; AZEVEDO, J. L.
Biotecnologia na agricultura e na agroindustria. Guaiba: Agroindustria, 2001. p.
333-377.

SILVA, R. F. da; ANTONIOLLI, Z. I.; ANDREAZZA, R. Efeito da inoculagdo com
fungos ectomicorrizicos na producdo de mudas de Eucalyptus grandis W. ex
Maiden em solo arenoso. Ciéncia Florestal, Santa Maria, v. 13, n. 1, p. 33-42,
junho 2003a.

SILVA, R. F. da et al. Fungos ectomicorrizicos no desenvolvimento de mudas de
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden. Bioscience Journal, Uberlandia, v. 19, n. 3, p. 9-
17, setembro/dezembro, 2003b.



196

SILVA, R. F. da. Tolerancia de espécies florestais Arbdéreas e fungos
ectomicorrizicos ao Cobre. Santa Maria, 2007, 135p. Tese (Doutorado em Ciéncia
do Solo) - Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, 2007.

SMITH, S. E.; READ, D. J. Mycorrhizal symbiosis. 32 ed., San Diego, Academic
Press, 2008, 787p.

SOUZA, L. A. B. Selecao de fungos ectomicorrizicos eficientes para promocao
do crescimento de Eucalyptus dunni Maiden. 2003, 100f. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia) — Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 2003.

SOUZA, V. C. de et al. Estudos sobre fungos micorrizicos. Revista Brasileira de
Engenharia Agricola e Ambiental, Campina Grande, v. 10, n. 3, p. 612-618,
julho/setembro 2006.

VITTI, A. M. S.; BRITO, J. O.; Universidade de Sao Paulo: Escola superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”. Oleo essencial de Eucalipto. Sdo Paulo, 2003. 26f.
(Documentos,17).

WEATHERS, P. J.; ELKHOLY, S.; WOBBE, K. K. Artemisinin: the biosynthetic
pathway and its regulation in Artemisia annua, a terpenoid-rich species. In Vitro
Cellular and Developmental Biology - Plant, lowa, v. 42, n. 4, p. 309-317, july
2006.

ZANGARO, W. et al. Micorriza arbuscular em espécies arbdreas nativas da bacia do
Rio Tibagi, Parana. Cerne, Lavras, v. 8, n. 1, p. 77-87, 2002.

ZEPPA, S. et al. Tilia platyphyllos Scop.-Tuber brumale Vittad. vs. T. platyphyllos
Scop.- T. borchii Vittad. ectomycorrhizal systems: a comparison of structural and
functional traits. Plant Physiology and Biochemistry, Paris, v. 43, n. 7, p. 709-716,
july 2005.

ZHI-LIN, Y.; CHUAN-CHAO, D.; LIAN-QING, C. Regulation and accumulation of
secondary metabolites in plant-fungus symbiotic system. African Journal of
Biotechnology, Bowie, v. 6, n. 11, p. 1266-1271, june 2007.



197

8 Capitulo VI

Acao do dleo essencial de eucalipto na formacao de mudas e no crescimento
de plantas de Eucalyptus grandis micorrizadas em solo contaminado por cobre
8.1 Resumo

A associagdo de fungos ectomicorrizicos com espécies florestais auxilia o
estabelecimento destas em solo contaminado e representa uma alternativa para o
estabelecimento vegetal em areas onde naturalmente as plantas teriam dificuldades
de crescimento ou até mesmo nao se estabeleceriam devido ao potencial
contaminante do cobre no solo. O trabalho teve por objetivo determinar a melhor
forma de aplicagdo do Oleo essencial de eucalipto na formacdo de mudas de
Eucalyptus grandis e sua influéncia no crescimento dessas mudas em solo
contaminado por cobre. Primeiramente, avaliou-se o efeito do éleo essencial de
eucalipto na formagdo de mudas de Eucalyptus grandis em casa de vegetacéo,
utilizado diretamente no substrato das mudas, no momento da formacao do in6culo
ectomicorrizico em laboratério, e adicionado no substrato durante o crescimento das
mudas. Posteriormente, as mudas foram transplantadas para solo contaminado por
cobre, a fim de se avaliar o efeito dos diferentes tratamentos no crescimento das
plantas em solo contaminado durante 150 dias em casa de vegetacao, e 240 dias no
campo. O 6leo essencial de E. grandis favoreceu o crescimento de mudas de
eucalipto micorrizadas, principalmente quando aplicado diretamente no substrato
durante o crescimento das mesmas em casa de vegetacdo. A aplicacao do 6leo
essencial de E. grandis nas mudas de eucalipto aumentou a colonizagao micorrizica.
O oleo essencial de E. grandis aplicado em mudas de eucalipto micorrizadas
favoreceu o crescimento e a sobrevivéncia das mudas em condi¢cées de casa de

vegetacdo e campo.

Palavras-chave: metais pesados; metabdlitos secundarios, fungos ectomicorrizicos.
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8.2 Introducao

O Brasil, devido as excelentes condigcbes edafoclimaticas e ao avancado
desenvolvimento na area de silvicultura, apresenta o maior programa de
reflorestamento do mundo, onde utiliza, predominantemente, espécies dos géneros
Pinus e Eucalyptus, que correspondem a 1,8 e 3 milhées de hectares plantados,
respectivamente (ALVES et al., 2001; JUVENAL; MATTOS, 2002; SCARPINELLA,
2002; SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA, 2008). Entretanto, devido a
crescente preocupacdo com a questdo do crescimento demografico e ao
consequente aumento no consumo de produtos florestais, a extracéo florestal resulta
no desmatamento de areas nativas, o que vem forcando a silvicultura brasileira a
aumentar seus niveis de producao.

Nesse contexto, é alternativa o uso de locais degradados, tanto por produtos
quimicos ou devido ao excesso de metais pesados, para a implantagdo de
programas de reflorestamento visando a exploracdo da madeira e de subprodutos.
Dessa forma, a associacado de espécies florestais com organismos que auxiliem o
seu estabelecimento em solo contaminado passa a ser uma alternativa para o
estabelecimento vegetal em areas onde as plantas teriam dificuldades de
estabelecimento ou até mesmo ndo se estabeleceriam devido ao potencial
contaminante do solo (KHAN, 2006; GOHRE; PASZKOWSKI, 2006).

Recentemente estudos estdo sendo direcionados para a utilizacdo de
microrganismos na biorremediacdo de solos contaminados por metais, como
alternativa para recuperacdo de areas degradadas (GRAZZIOTTI et al., 2003;
GADD, 2004; AMEZCUA-ALLIERI et al, 2005; KHAN, 2006; GOHRE;
PASZKOWSKI, 2006). Dentre o0s microrganismos capazes de auxiliar no
estabelecimento de plantas em areas degradadas, encontram-se os fungos que
formam associagbes ectomicorrizicas com o sistema radicular de plantas,
favorecendo a absorcao, translocacao e utilizacdo de agua e nutrientes do solo para
a planta hospedeira (SMITH; READ, 2008). Os fungos ectomicorrizicos (fECM)
representam um elo fundamental entre o solo e uma variedade de espécies
florestais (KRANABETTER et al., 2009), possibilitando o aumento do volume de solo
explorado pelas raizes e, consequentemente, da quantidade de nutrientes e de agua
absorvidos, visto que as hifas fungicas sédo capazes de explorar locais fora do
alcance das raizes (SMITH; READ, 2008).
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A utilizacdo de plantas do género Eucalyptus é recomendada para a
revegetacdo de areas contaminadas, devido a eficiéncia destas plantas quanto a
absorcdo de nutrientes e produgdo de biomassa vegetal, possuindo elevada
eficiéncia fotossintética (LIMA, 1996; MELLO et al., 2009) e atuando como
facilitadoras da regeneracdo florestal (FEYERA et al., 2002; NERI et al., 2005).
Segundo B4 et al. (2010) o estabelecimento de esséncias florestais exéticas, como
no caso do género Eucalyptus, somente € possivel devido a associacao das plantas
com fECM capazes de proporcionar as condicdes necessarias para a manutencao
das plantas no campo.

Para obter éxito na instalagcdo de mudas de eucalipto micorrizadas em areas
contaminadas por metais, € necessario que estas apresentem crescimento
satisfatério em casa de vegetacdo, proporcionando condicdes para que a
colonizagdo ocorra e permaneca apos transplante, possibilitando seu
estabelecimento a campo (SMITH; READ, 2008).

A inoculacdo de fECM em mudas utilizadas para revegetacdo de areas
contaminadas auxilia e acelera os processos de recuperagao dos solos, ajudando no
estabelecimento das mudas no campo e no restabelecimento da ciclagem de
nutrientes (ANGELINI, 2008). Segundo estes autores, a inoculagdo ectomicorrizica
influencia na sucessdo vegetal, favorecendo o estabelecimento de espécies de
plantas proprias de etapas sucessionais, resultando na recuperacao da cobertura
vegetal.

Em solos contaminados por metais pesados, os beneficios da inoculacao das
plantas com fECM deve-se a protecdo das raizes pelo micélio fungico, formando
uma barreira fisico-quimica ao ion metal, e a processos metabdlicos como a
precipitacdo extracelular, quelagdo intra e extracelular, complexacdo e
compartimentalizacdo dos metais pesados (KHAN et al.,, 2000; CUMMING et al.,
2001; FOMINA et al., 2005; BELLION et al., 2006).

No setor florestal, alguns resultados de pesquisa demonstram que o0s
metabdlitos secundarios ou 6leos essenciais de plantas bioativas estdo sendo
utilizados como agentes biolégicos no controle de crescimento de fungos simbiontes
de interesse comercial (ZHI-LIN et al., 2007; LUDLEY et al., 2009). No entanto, os
resultados existentes sdo escassos, sendo necessarios estudos mais aprofundados
com relacao aos beneficios inerentes da utilizacao de 6leos essenciais de plantas
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bioativas na micorrizacdo e no crescimento e desenvolvimento de esséncias
florestais em solos contaminados.

Deste modo, o trabalho teve por objetivo determinar a melhor forma de
aplicacdo do éleo essencial de eucalipto na formagdo de mudas de Eucalyptus
grandis e sua influéncia no crescimento dessas mudas em solo contaminado por

cobre.
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8.3 Material e métodos

O experimento foi realizado em duas etapas: primeiro, avaliou-se o efeito do
modo de aplicagcdo do Oleo essencial de eucalipto na formagdo de mudas de
Eucalyptus grandis em casa de vegetacdo. Posteriormente, as mudas foram
transplantadas para solo naturalmente contaminado por cobre, para avaliar o
crescimento das plantas nestas condicbes. Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado, com 10 repeticdes para a avaliagdo da forma de utilizacdo do 6leo
essencial na formacdo de mudas, e 20 repeticbes para a availagdo do efeito dos
tratamentos na sobrevivéncia e no crescimento das mudas em solo contaminado por

cobre.

8.3.1 Efeito da forma de utilizacdo do 6leo essencial de eucalipto na formacao de
mudas de E. grandis micorrizadas

8.3.1.1 Obtencéao do 6leo essencial de eucalipto

A extracdo do 6leo essencial das folhas frescas de eucalipto foi realizada
através da técnica de hidrodestilacao (SERAFINI; CASSEL, 2001). Inicialmente,
foram coletadas folhas de eucalipto, segundo a metodologia proposta por Vitti e Brito
(2003). As folhas frescas foram cortadas em pedacos de 2 cm, pesadas e separadas
em lotes individuais de 100 g. Posteriormente, as folhas foram colocadas em balao
volumétrico no aparelho de Clevenger modificado (SERAFINI; CASSEL, 2001),
mantendo-se dgua destilada em ebulicdo dentro do baldo com aquecedor externo.
Os componentes vegetais liquidos extraidos, ap6s a passagem por um

condensador, foram coletados e mantidos sob refrigeracdo a 4° C até sua utilizagéo.

8.3.1.2 Sementes

As sementes de E. grandis foram obtidas na Estacdao Experimental de
Silvicultura de Santa Maria — FEPAGRO. Para a desinfestagcdo das sementes, as
mesmas foram imersas em etanol (70%) durante 30 segundos, sob agitacdo. Em
seguida, as sementes foram lavadas em &agua destilada estéril para retirada do

residual de etanol. Posteriormente, as sementes foram imersas em hipoclorito de
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sédio (1%) durante 30 segundos, e lavadas trés vezes em agua destilada estéril
para retirada do residual de hipoclorito.

Apébs a assepsia das sementes, estas foram pré-germinadas em placas de
Petri contendo solugdo de germinacdo de &cido bérico (3 uM), glicose (2 g L™),
sulfato de célcio (500 pM) e 4gar (4 g L), a pH 5,7, conforme metodologia descrita
por Bonnassis (2007).

8.3.1.3 Isolado ectomicorrizico

Utilizou-se o fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus, isolado UFSC Pt
116, fornecido pelo banco de fECM da Universidade Federal de Santa Catarina, o
qual foi mantido em meio de cultura sélido Melin Norkrans modificado - MNM
(MARX, 1969) em pH 5,8, em placas de Petri de 90 mm de didametro. O material foi
mantido em estufa a 26° C e multiplicado através de repicagens para o meio de
mesma composicao, sob condicées assépticas.

Para producdo do inoculante vegetativo do fECM, foram utilizadas duas
formas de multiplicagao do isolado. Na primeira, o isolado foi multiplicado utilizando-
se adaptacdo da técnica descrita por Chavez et al. (2009), sendo realizadas
suspensoes micelianas do isolado ectomicorrizico, em 50 mL de meio MNM liquido
(MARX, 1969) em Erlenmeyers de 150 mL, a partir de discos de 10 mm de diametro
obtidos das culturas em placa, seguindo-se de incubacado a 26° C, durante 30 dias.
Para a segunda forma de multiplicacdo, o isolado ectomicorrizico foi multiplicado
segundo a metodologia descrita acima, porém, adicionando-se 20 u L do éleo
essencial de E. grandis ao meio de cultura liquido no momento da incubacao.

Apo6s o periodo de incubagédo, o conteudo dos Erlenmeyers, referentes a
ambos os métodos de crescimento miceliano, foi fragmentado em 200 mL de meio
MNM liquido, em liquidificador, durante 10 segundos. Em seguida, foi misturado a
300 mL de turfa estéril, em bequer de 1000 mL. Apos a fragmentacdo do micélio
fungico e sua homogeneizacao no substrato, este foi acondicionado em incubadora
a 26° C, até o momento da utilizagao.
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8.3.1.4 Tratamentos

Para avaliacdo do efeito da utilizacdo do 6leo essencial de eucalipto sobre a
inoculagédo ectomicorrizica de mudas de eucalipto, formularam-se seis tratamentos:
1) controle (sem inoculacdo do fECM e sem a adicao do 6leo essencial), 2) controle
+ 40 pL L™ (sem inoculagdo do fECM mas com a adicdo do éleo essencial na
concentracdo de 40 pL L), 3) UFSC Pt 116 (com a inoculagdo do fECM crescido
em meio de cultura liquido normal e sem a adicao do 6leo essencial), 4) UFSC Pt
116 + 40 pL L (com a inoculacdo do fECM crescido em meio de cultura liquido
normal e com a adi¢do do 6leo essencial na concentracdo de 40 uL L), 5) UFSC Pt
116 (20 pL L") (com inoculagdo do fECM crescido em meio de cultura liquido
contendo 6leo essencial na concentracdo de 20 yL L' e sem a adicdo do 6leo
essencial no tubete) e 6) UFSC Pt 116 (20 uL L") + 40 uL L™ (com inoculagdo do
fECM crescido em meio de cultura liquido contendo 6leo essencial na concentracédo
de 20 uL L™ e com a adicéo do 6leo essencial no substrato na concentragio de 40
uL L.

8.3.1.5 Preparo dos tubetes e producédo das mudas de E. grandis

Para o preparo das mudas a serem transplantadas para o substrato, tubetes
conicos de PVC de 100 cm® foram dispostos sobre telado, em casa de vegetacdo, e
preenchidos 90% do seu volume com substrato fornecido pela empresa Turfa Fértil
S.A.. O substrato apresentou pH em agua 5,8; célcio 25,9 cmol, dm™; magnésio 4,7
cmol, dm™; H+Al 2,5 cmol, dm™; CTC efetiva 31,1; matéria organica 12%; argila 9%;
potassio 176 mg dm™e fésforo 11,3 mg dm™.

Apos o preenchimento de 90% do volume dos tubetes com turfa, estes foram
irrigados a fim de adensar o substrato no seu interior, chegando este a um volume
aproximado de 80% do tubete. Apds este processo, completou-se o restante do
volume dos tubetes com o substrato inoculado e ndo inoculado com fECM,
mantendo-o umido até o momento do transplante das plantulas de eucalipto.

Apbs o transplante, os tubetes permaneceram sobre telado em casa de
vegetacao. A reposicao da umidade foi realizada adicionando-se diariamente agua
destilada aos tubetes, sendo aplicada solucao nutritiva de Hoagland e Arnon (1951),

em intervalos de 20 dias.
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Para a aplicacdo do 6leo essencial nos tratamentos correspondentes, o éleo
essencial de eucalipto foi solubilizado em etanol 96,5% na proporgéo de 1:1 (v/v),
conforme metodologia proposta por Fabrowski et al. (2003). 4 mL da solucéo
contendo 6leo essencial na concentragdo de 40 pL L™ foram aplicados no substrato
ao entorno das mudas, em intervalos de 7 dias a contar da data de transplante das

mudas.

8.3.1.6 Avaliacdes

Aos 90 dias ap6s o transplante das plantulas avaliou-se a altura da muda
(cm), didametro do colo (mm), massa da parte aérea fresca e seca (mg), volume
radicular (cm®), massa das raizes secas (mg), porcentual de colonizacdo
ectomicorrizica (%) e o incremento no crescimento vegetal de cada tratamento em
relagéo ao tratamento controle (%).

Para a determinacdo da massa da parte aérea fresca e seca, as plantas
foram cortadas no nivel do substrato. Em seguida, foi pesada a parte aérea,
caracterizando a massa da parte aérea fresca. As raizes foram separadas do
substrato, lavadas com agua destilada e determinado o didametro do colo com auxilio
de paquimetro universal. O volume radicular foi determinado através da densidade
em agua destilada.

Para a determinacdo da porcentagem de colonizagao radicular, empregou-se
a técnica das interseccdes de Giovanetti e Mosse (1980), modificado por Brundrett
et al. (1996), onde as raizes, previamente separadas do substrato, foram lavadas
cuidadosamente em agua corrente. As raizes foram cortadas em pedagos de 2 cm e
conservadas em solugao de FAA (5% de formalina a 40%, 5% de acido acético e
90% de alcool etilico a 50%), segundo Kormanik e McGrow (1982) até o momento
da avaliagéo.

As amostras de raizes mantidas em FAA foram espalhadas aleatoriamente no
interior de placas de Petri (diametro de 9 cm) apresentando a superficie inferior
seccionada em quadrados de 1,27 cm de lado, para determinagao do porcentual da
colonizacdo radicular. As raizes assim distribuidas foram observadas em lupa
binocular (30x), registrando-se a presenga ou auséncia de colonizagdo micorrizica
nos pontos de interseccao entre as raizes e as linhas da placa, conforme Giovanetti
e Mosse (1980).
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Apds, as raizes e a parte aérea das plantas foram colocadas em sacos de
papel individuais devidamente identificados e levados a estufa a 65° C, onde
permaneceram até atingir peso constante, efetuando-se a determinacdo da massa
da parte aérea seca e a massa de raizes secas.

Para a determinacdo do incremento no crescimento vegetal, adaptou-se a
metodologia apresentada por Ying Chu et al. (2001), utilizando-se a equacao:
[(massa seca da planta inteira no tratamento y — massa seca da planta inteira no
tratamento controle) / massa seca da planta inteira no tratamento y]*100, onde o
tratamento “y” correspondeu ao tratamento avaliado em relacdo ao tratamento
controle.

Os dados de altura da muda, didmetro do colo, massa da parte aérea fresca e
seca, volume radicular, massa das raizes secas, porcentual de colonizacio
ectomicorrizica e indice de crescimento vegetal foram submetidos a analise de
variancia e ao teste de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro
pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000), tomando-se como base os niveis de
significAncia maiores que 95% (p<0,05).

8.3.2 Avaliacdo da utilizagdo do 6leo essencial de eucalipto no crescimento de
plantas de E. grandis micorrizadas em solo contaminado por cobre

Esta etapa do trabalho foi dividida em duas etapas. Primeiro avaliou-se o
crescimento das mudas de E. grandis obtidas na etapa 8.3.1 em solo contaminado
com cobre em condicdes de casa de vegetacdo. Posteriormente, as mudas foram
transplantadas para o campo, na area de rejeito das Minas do Camaqua, localizada
no municipio de Cagapava do Sul, a fim de determinar a sobrevivéncia e o

crescimento destas em condi¢gdes naturais de contaminagéo.

8.3.2.1 Coleta do solo contaminado por cobre

O solo utilizado no experimento foi coletado na area de rejeito das Minas do
Camaqua, pertencente a Companhia Brasileira do Cobre (CBC), no municipio de
Cacapava do Sul. O solo foi coletado em area representativa do rejeito (Figura 8.1) a
uma profundidade de 0 — 20 cm e acondicionado em sacos plasticos até o momento

da utilizagao.
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O solo apresentou as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: 27% das
particulas correspondentes a fragdo argila; pH em agua 6,8; calcio 3,3 cmol, dm’;
magnésio 0,4 cmol, dm™; H+Al 0,6 cmol, dm™; CTC efetiva 3,8; CTC pH 7 4,4 cmol,

-3

dm™®; matéria organica 0,3 %; potassio 28 mg dm™, fésforo 142,3 mg dm?,

manganés 10,3 mg dm™ e cobre 286,3 mg dm™.

Foto: cado Befica Steffen

Figura 8.1 - Area de rejeito das Minas do Camaqua, onde foram realizadas as coletas do solo
contaminado por cobre (A) e area circundante ao local de coleta (B).

8.3.2.2 Transplante das mudas para o solo contaminado por cobre em
condicOes de casa de vegetacao

Decorrido o periodo de 90 dias de crescimento das mudas (Etapa 8.3.1),
estas foram transplantadas para vasos de 10 L, contendo 8 L do solo naturalmente
contaminado por cobre. No momento do transplante, as mudas foram retiradas dos
tubetes e inseridas em uma cova no centro de cada vaso. Apés o transplante, os
vasos permaneceram em casa de vegetacdo por um periodo de 150 dias, sendo a
reposicado da umidade realizada diariamente, adicionando-se agua destilada aos
vasos.

8.3.2.3 Avaliacbes

As avaliagbes de altura das plantas e didmetro do colo foram realizadas aos
30, 60, 90, 120 e 150 dias apds o transplante das mudas. A altura foi determinada
com régua milimetrada, sendo obtida pela distancia do colo da planta até a
extremidade das ultimas axilas foliares, e o didmetro do colo obtido com auxilio de
paquimetro.
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Para a determinacédo do teor de cobre no tecido vegetal, coletaram-se seis
folhas de cada planta, as quais foram secas em estufa com circulagéo de ar a 65° C
até peso constante, pesadas e moidas em moinho tipo Willey equipado com peneira
de malha de 0,38 mm. Em seguida, efetuou-se a digestao nitrico-perclérica do
material seco e moido, obtendo-se extratos para determinacao dos teores de cobre
por espectrofotometria de absorcdo atdémica, conforme metodologia descrita por
Lawrense (1999).

Os dados de altura das mudas, diametro do colo e teor de cobre nas folhas
foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de médias pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000), tomando-se

como base os niveis de significancia maiores que 95% (p<0,05).

8.3.2.4 Transplante das mudas para o solo contaminado por cobre em
condi¢coes de campo

Decorrido o periodo de 150 dias de crescimento das plantas (Etapa 8.3.2.2),
estas foram transplantadas para o campo, na area de rejeito das Minas do
Camaqua. No momento do transplante, as plantas foram retiradas dos vasos e
inseridas em uma cova, sem a adicdo de fertilizantes e corretivos. Apds o
transplante, as plantas permaneceram no campo por 240 dias, ndo sendo efetuado
nenhum tipo de trato cultural, a fim de determinar as condig6es de sobrevivéncia das

mesmas no ambiente em estudo.

8.3.2.5 Avaliacbes

As avaliacbes de altura das plantas, didmetro do colo e porcentual de
sobrevivéncia foram realizadas aos 240 dias apds o transplante das mudas. A altura
foi determinada com régua milimetrada, sendo obtida pela distancia do colo da
planta até a extremidade das ultimas axilas foliares, e o didmetro do colo obtido com
auxilio de paquimetro.

Os dados de altura das mudas e didmetro do colo foram submetidos a analise
de variancia e ao teste de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro
pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000), tomando-se como base os niveis de
significancia maiores que 95% (p<0,05).
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8.4 Resultados e discussao

Oleo essencial de eucalipto na formacédo de mudas de E. grandis micorrizadas

As mudas de eucalipto inoculadas com o fECM P. microcarpus (UFSC Pt 116)
que receberam o Oleo essencial de eucalipto tanto na formacdo do indculo
ectomicorrizico (tratamento UFSC Pt 116 (20 L L)) como na aplicacdo direta no
substrato em intervalos de sete dias (tratamento UFSC Pt 116 + 40 pL L™),
apresentaram crescimento significativamente superior aos demais tratamentos
(Tabela 8.1).

Tabela 8.1 - Altura e diametro do colo de mudas de Eucalyptus grandis submetidas a diferentes
formas de inoculagdo, 90 dias apds o transplante para os substratos. Média de dez
repeticdes (n = 10). Santa Maria, 2010.

Altura das mudas Diametro do colo
Tratamento (cm) (mm)
Controle 16,25 d* 1,68 c*
Controle + 40 pL L™ 17,46 d 1,70 ¢
UFSC Pt 116 23,93 b 2,45 b
UFSC Pt 116 + 40 L L™ 28,21 a 2,87 a
UFSC Pt 116 (20 uL L™ 26,88 a 2,79 a
UFSC Pt 116 (20 yL L") + 40 pL L™ 21,25 ¢ 2,44 b
CV (%)** 7,74 6,01

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
** Coeficiente de variagao

Além dos beneficios que os fECM proporcionam as plantas, devido ao
aumento na absorcédo de agua e nutrientes, estes produzem fitorménios (acido indol
acético — AIA e alguns compostos derivados de auxinas) em resposta a liberagdo de
compostos fendlicos pelas raizes da planta no momento da infeccao (SMITH; READ,
2008). Estes fitormbnios sdo excretados na micorrizosfera, ficando biodisponiveis
para as plantas e apresentando efeito importante no crescimento vegetal. Este efeito
foi evidenciado pelo maior crescimento, tanto na parte aérea como radicular das
mudas inoculadas com o fECM (Tabelas 8.1, 8.2). Resultados demonstrando o efeito
positivo da associacdo ectomicorrizica quanto ao crescimento das plantas tém sido
constantemente relatados na literatura (SILVA et al.,, 2003; ANDREAZZA et al.,
2004; MELLO et al., 2009). No entanto, observou-se que o crescimento das plantas
foi superior quando a inoculagdo ectomicorrizica ocorreu concomitantemente a

utilizagdo do 6leo essencial de eucalipto.
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Neste trabalho, os resultados de diametro do colo correspondem aos
resultados de altura de plantas (Tabela 8.1), sugerindo que os incrementos
proporcionados pela inoculacdo dos isolados e utilizagdo do 6leo essencial ao
desenvolvimento vegetativo das plantas foram significativos. Isto indica que nao
houve estiolamento das plantas e que os tratamentos que se destacaram realmente
foram eficientes em promover o crescimento das mudas de eucalipto. Segundo
Souza (2003), a massa seca de ramos e folhas é o parametro mais importante em
estudos onde se busca verificar a eficiéncia de determinadas variaveis sobre o
desenvolvimento e crescimento vegetal. Estes fatores representam a eficiéncia da
planta na formacgdo de tecidos. Com base nisso, os tratamentos onde a inoculacao
ectomicorrizica ocorreu concomitantemente a utilizacdo do 6leo essencial de
eucalipto, representaram os tratamentos com maior efeito bioestimulatério em
relagdo aos demais tratamentos avaliados (Tabela 8.2).

Com o aumento da parte area das plantas micorrizadas onde houve adicéo do
6leo essencial, pressupde-se que ocorreram aumentos na superficie de captacao de
luz, na assimilagdo de CO. e na producao de fotoassimilados. Esta maior producao
de fotoassimilados atende as demandas do fungo ectomicorrizico e da planta
hospedeira (BAGO et al., 2003). Esse tipo de beneficio é resultante, provavelmente,
do aumento na absorcao de nutrientes pelos fungos e suas implicagcdes nos niveis
fisiolégico e bioquimico, como o estimulo da sintese de hormbnios, aminoacidos,
proteinas e fotoassimilados (SMITH; READ, 2008).

Tabela 8.2 - Massa fresca e seca da parte aérea de mudas de Eucalyptus grandis submetidas a
diferentes formas de inoculagido ectomicorrizica, 90 dias ap6s o transplante para os
substratos. Média de dez repeticdes (n = 10). Santa Maria, 2010.

Tratamento Massa f,resca da Massa,seca da

parte aérea (mg) parte aérea (mg)
Controle 1020 d* 234 d*
Controle + 40 pL L™ 1150 d 385d
UFSC Pt 116 2400 b 702 b
UFSC Pt 116 + 40 L L™ 3030 a 949 a
UFSC Pt 116 (20 uL L'1) 2890 a 904 a
UFSC Pt 116 (20 uL L'1) + 40 uL L 1870 ¢ 598 ¢
CV (%)** 6,69 8,65

* Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
** Coeficiente de variagao
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Segundo Barker et al. (1998) os fECM podem produzir hormdnios que
diminuem o crescimento das raizes e podem induzir a bifurcacdo das pontas e a
formacao de aglomerados de raizes, variando as estruturas conforme a espécie
hospedeira e o fungo associado. No entanto, o efeito de diminuicdo do crescimento
radicular ndo foi observado no presente trabalho, onde plantas colonizadas com o
fungo P. microcarpus apresentaram valores de massa seca de raizes e volume
radicular, significativamente superiores aos observados nas plantas que nao

formaram associagao ectomicorrizica (Tabela 8.3).

Tabela 8.3 - Massa seca de raizes e volume radicular de mudas de Eucalyptus grandis submetidas a
diferentes formas de inoculagdo ectomicorrizica, 90 dias apds o transplante para os
substratos. Média de dez repeticdes (n = 10). Santa Maria, 2010.

Massa seca de raizes Volume radicular

Tratamento (mg) (cm3)
Controle 101 ¢* 0,864 d*
Controle + 40 pL L 131 ¢ 1,012d
UFSC Pt 116 168 b 1,170 be
UFSC Pt 116 + 40 L L 241 a 1,435 a
UFSC Pt 116 (20 uL L™ 211 a 1,325 a
UFSC Pt 116 (20 uL L") + 40 pL L™ 161 b 1,102 c
CV (%)** 8,13 9,30

* Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
** Coeficiente de variagao

A melhor resposta das mudas de eucalipto quanto a altura e ao didmetro do
colo (Tabela 8.1), massa seca da parte aérea e raizes (Tabela 8.2) e volume
radicular (Tabela 8.3) ocorreu quando foi realizada inoculacdo das mudas com o
fECM P. microcarpus (UFSC Pt 116), utilizando-se o 6leo essencial de eucalipto na
formacao do inoculante ectomicorrizico ou via aplicagdes posteriores, evidenciando
a eficiéncia do éleo essencial no estimulo ao desenvolvimento de mudas em

condi¢des de casa de vegetacao.
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Observou-se que a utilizacdo do éleo essencial de eucalipto, tanto no indculo
inicial como via aplicagdes posteriores, estimulou a colonizagcdo ectomicorrizica
(Figura 8.2). Este resultado pode estar associado aos sinais bioquimicos
responsaveis pela simbiose fungo-planta. Desta maneira, a presenca do éleo
essencial estaria atuando de forma efetiva no quimiotropismo entre as hifas fungicas
e as células radiculares. Segundo Wong e Fortin (1990) e Weiss et al. (1997), os
sinais bioquimicos de reconhecimento compéem a produgdo e o acumulo de
fenilpropandides nas raizes, bem como a liberacdo pelo fungo de compostos
inddlicos que atuam na rizogénese, induzindo a adesao das hifas fungicas, que sao

0s passos iniciais da formacao da simbiose ectomicorrizica.
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Figura 8.2 - Porcentagem de colonizagado ectomicorrizica das raizes de Eucalyptus grandis aos 90
dias apds o transplante para substratos com diferentes formas de inoculagéo. * Médias
seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV(%) 7,25. Santa Maria, 2010.

Nos tratamentos onde houve inoculagdo das mudas com o fungo P.
microcarpus € a utilizacdo do 6leo essencial de eucalipto, foram observadas
porcentagens de colonizagdo ectomicorrizica semelhantes, o que nao foi observado
nas plantas inoculadas com o mesmo fungo, porém sem a utilizagcdo do dleo
essencial. Estes resultados demonstram o efeito estimulante do 6leo sobre a
simbiose ectomicorrizica. No entanto, observou-se que a aplicacao do 6leo essencial
de eucalipto nas mudas onde o indculo ectomicorrizico ja apresentava o 6leo
essencial (UFSC Pt 16 (20 L L) + 40 pL L) resultou em plantas significativamente

menores em relagdo as plantas dos demais tratamentos que receberam o 6leo
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essencial na inoculacdo ou durante a formacédo das mudas (Tabelas 8.1, 8.2 e 8.3).
Provavelmente, este efeito tenha ocorrido devido a alta concentracdo do Oleo
essencial, visto que a adicdo do 6leo de eucalipto nas mudas inoculadas com o
fECM crescido em meio de cultura contendo o 6leo essencial pode ter ocasionado
excesso destes compostos. Batish et al. (2008) descrevem que, dependendo da
concentracdo, o Oleo essencial de eucalipto pode passar de uma condicao de
estimulo para condicdo de limitagdo do crescimento vegetal, devido aos efeitos
alelopéticos a planta.

A aplicacdo do dleo essencial de eucalipto sobre o substrato, resultou em
plantas com crescimento 35% superior ao tratamento controle (Figura 8.3).
Observou-se também que a inoculacédo das mudas com o fECM P. microcarpus, sem
a adicao do 6leo essencial, proporcionou crescimento das plantas 59,6% superior ao
observado nas plantas do tratamento controle (Figura 8.3). Estes dados corroboram
com Diniz (2007), onde descreve que a simbiose ndo s6 aumenta a biomassa
vegetal, como também influencia a propor¢do na qual esta se distribui entre a parte
aérea e a raiz das plantas.
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Figura 8.3 — Incremento no crescimento vegetal (%) proporcionado pelos tratamentos em relagéo ao
tratamento controle nas mudas de Eucalyptus grandis aos 90 dias apos o transplante
para os substratos. * Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. CV(%) 9,17. Santa Maria, 2010.

Entretanto, quando as plantas foram inoculadas com o fECM e submetidas a

utilizacdo do 6leo essencial de eucalipto, o incremento no crescimento vegetal foi de
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71 e 68,7%, respectivamente, para os tratamentos onde a utilizacdo do ébleo

essencial ocorreu via inoculagéo e via aplica¢des posteriores.

Oleo essencial de eucalipto no crescimento de plantas de E. grandis micorrizadas
em solo contaminado por cobre

Quando as mudas foram transplantadas para o solo contendo elevado teor de
cobre, o crescimento foi semelhante ao evidenciado durante a formagéo das mudas
em condicao de casa de vegetacao, ou seja, as plantas inoculadas com o fECM e
que receberam o O6leo essencial continuaram apresentando crescimento
significativamente maior em relacdo aos demais tratamentos (Tabelas 8.4 e 8.5).
Provavelmente, este resultado no crescimento esteja relacionado a maior
colonizagdo ectomicorrizica observada nestes tratamentos, a qual, devido aos
beneficios da simbiose ectomicorrizica, proporciona melhores condicbes de

crescimento na presenca de metais no solo.

Tabela 8.4 - Altura das mudas de Eucalyptus grandis aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias apds o
transplante para o solo contaminado com cobre em condigées de casa de vegetacao.
Média de 20 repeticdes (n = 20). Santa Maria, 2010.

Altura das mudas (cm)

Tratamento 30dias 60dias  90dias 120 dias 150 dias
Controle 1466d* 29,91d 4516 ¢ 55,33¢ 58,33 cC
Controle + 40 L L™ 1733d  3491cd 47.00c 60.66b 64.25b
UFSC Pt 116 2441b 3841bc 4891b 6383b 67.58b
UFSC Pt 116 + 40 uL L™ 2805ab 4283ab 4991b 6650a 7183a
UFSC Pt 116 (20 uL L) 3083a 4583a 5475a 6583a 6916a
UFSCPt116 (20 uL L") + 40 uL L' 2241c 3875bc 5250ab 57.83c  66.55b
CV (%)™ 9.38 8.00 8.66 9.26 8.58

* Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
** Coeficiente de variagao

Mesmo as plantas de eucalipto ndo inoculadas com o fECM P. microcarpus
apresentaram crescimento, embora limitado, no solo contaminado por cobre
(Tabelas 8.4 e 8.5). Isto ocorreu porque plantas ndo micorrizadas, dependendo do
estado fisiolégico e nutricional, podem se desenvolver, embora com dificuldade, em
solos contaminados por metais pesados, devido a mecanismos de captacao e efluxo
de metais pelo bombardeamento através da membrana plasmatica, quelagdo de
metais no citosol, acdo de fitoquelatinas e compartimentalizacdo dos metais no
vacuolo (HALL, 2002).
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Tabela 8.5 - Diametro do colo das mudas de Eucalyptus grandis aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias apds
o transplante para o solo contaminado com cobre em condicdo de casa de vegetagao.
Média de 20 repeti¢cdes (n = 20). Santa Maria, 2010.

Diametro do colo (mm)

Tratamento 30dias  60dias 90dias 120 dias 150 dias
Controle 1,13 d* 1,65¢ 2,21¢ 4,71 ¢ 6,60 c
Controle + 40 L L™ 133c  198c 250c 528bc  7.60b
UFSC Pt 116 158b  220b 325bc 585b  8,00ab
UFSC Pt 116 + 40 uL L™ 175a 246a 368b 671a 820a
UFSC Pt 116 (20 ulL L) 172a 257a 373a 642a 820a
UFSCPt116 (20 uL L") + 40 L L'  157b 221b 3.18bc  557b  7.60b
CV (%)™ 8.54 902 866 8.98 914

* Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
** Coeficiente de variagao

Existem divergéncias quanto aos teores ideais de cobre em plantas de
eucalipto. Silveira et al. (2005), em recomendacao ao estado nutricional de plantas
do género Eucalyptus apresentaram os valores de cobre de 6 mg kg' como os
ideais para as plantas de E. grandis, E. mycrocoris, E. saligna e os valores de 5 mg
kg' para o E. resinifera e E. robusta como a concentracdo ideal de cobre no tecido
vegetal. Soares et al. (2000), observaram nivel critico de toxidez na matéria seca da
parte aérea entre 12 e 13 mg kg' para as E. maculata e E. urophylla. Os dados
apresentados na figura 8.5 demonstram que o teor de cobre no tecido das plantas
submetidas aos tratamentos onde houve a inoculagdo ectomicorrizica e a utilizacao
do 6leo essencial de eucalipto, foi significativamente inferior ao observado no tecido
vegetal das plantas submetidas aos demais tratamentos.

Alguns estudos demonstram que a presenca do manto fungico sobre as
raizes da planta hospedeira nao altera o deslocamento dos metais presentes na
solucdo do solo até a superficie das raizes, mas impede sua translocagao para o
interior das plantas. Outro fator fisiologico resultante da simbiose micorrizica esté
relacionado a diminuicdo ou auséncia de proteinas extracelulares especificas
produzidas pelo sistema radicular em resposta a presenca de metais pesados. Em
plantas nao micorrizadas, estas proteinas desencadeiam estresses oxidativos
prejudiciais a elongacgao radicular e ao crescimento vegetal (BELLION et al., 2006).
No entanto, Baum et al. (2006) observaram que apesar dos fECM proporcionarem

uma barreira fisico-quimica a absorcao de metais pesados pelas raizes, algumas
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plantas, quando inoculadas com o fungo Paxillus involutus aumentaram a absorg¢ao

de metais como cobre e zinco.
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Figura 8.6 — Teor de cobre nas folhas de Eucalyptus grandis submetidas aos diferentes tratamentos,
150 dias apés o transplante para o solo contaminado. * Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV(%) 7,62. Santa
Maria, 2010.

Provavelmente, o menor teor de cobre encontrado na parte aérea das plantas
submetidas aos tratamentos onde houve inoculagdo micorrizica e presenca do éleo
essencial, tanto no in6culo utilizado como na adicao posterior (tratamentos UFSC Pt
116 (20 L L") e UFSC Pt 116 + 40 pL L") (Figura 8.6) tenha resultado em menor
fitotoxidez de cobre, visto que, quanto menor o teor de cobre translocado, menor
sera a interferéncia deste na absorcao e translocacao de elementos como o fésforo,
potassio, calcio e magnésio, nutrientes essenciais ao desenvolvimento vegetal
(SOARES et al., 2000).

Outra grande contribuicao dos fECM ao estabelecimento de plantas em solos
contendo grandes concentragbes de metais pesados refere-se aos mecanismos de
transporte, os quais facilitam a difusdo catiébnica do cobre, evitando sua absorgcao
pelos tecidos radiculares das plantas. Quando o cobre é absorvido pelas raizes,
provoca alteracées no tecido radicular, interferindo na expansao do sistema radicular
e na absorcdo dos nutrientes pelo mesmo (BELLION et al., 2006).
Consequentemente, plantas com baixo volume radicular apresentam menor

capacidade de exploracdo do solo para absorver os elementos essenciais ao
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crescimento e desenvolvimento das plantas, gerando plantas com menor porte.
Neste sentido, a presenca de associacées micorrizicas nas raizes de plantas
presentes em areas com elevadas concentracoes de metais pesados, favorece o
desenvolvimento do sistema radicular das plantas, permitindo que estas se
desenvolvam de forma satisfatéria e com reduzidos danos a sua estrutura.

A quelagdo extracelular esta relacionada com a adsor¢cdo de elementos
toxicos (metais pesados) externamente a planta hospedeira, na parede celular do
manto fangico. Este processo ocorre devido a excrecao, pelo fungo, de moléculas
organicas, principalmente de acidos di e tri-carboxilicos, os quais formam quelatos
com os ions metélicos (BELLION et al., 2006). No entanto, este mecanismo ndo é o
unico responsavel pela formacao de uma barreira a entrada de metais nos tecidos
das plantas hospedeiras. Outro mecanismo que apresenta relacao direta com a
quelacdo extracelular é a ligacdo de metais pesados por melaninas fungicas,
fenbmeno este que explica o fato de fungos pigmentados apresentarem maior
tolerancia a metais pesados (GRAZZIOTTI et al., 2003). Segundo Hegedis et al.
(2007) os fECM quando expostos a concentragdes elevadas de metais pesados,
tendem a aumentar a concentragdo de glutationa no seu tecido, auxiliando na
tolerancia do fungo a determinado metal, acumulando este nas suas hifas.

Dentre os sintomas observados em plantas presentes em solos contaminados
por cobre, o escurecimento e a diminuicdo das raizes sdao 0s mais comuns e,
geralmente, acarretam limitacao ou impedimento ao crescimento vegetal. Isto ocorre
devido ao cobre se acumular nas raizes, comprometendo a permeabilidade das
membranas (MALAVOLTA et al., 1997; FERNANDEZ et al., 2007). No entanto,
observou-se que as plantas mantidas em casa de vegetacdo que foram submetidas
a inoculacao ectomicorrizica e que receberam a adicdo do 6leo essencial (via
inoculacdo ou aplicagdo posterior), ndo apresentavam os sintomas de reducgéo e
engrossamento radicular, escurecimento das folhas e retardo de crescimento (Figura
8.5). Ja as plantas mantidas no campo, apresentaram limitacoes evidentes do
crescimento, apresentando as folhas avermelhadas, sintoma caracteristico da
fitotoxidez causada pelo excesso de cobre no solo (ROMHELD, 2001; PATSIKKA et
al., 2002) (Figura 8.6).
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Foto: Ricardo Bemfica Steffen

Figura 8.6 - Comparativo das mudas de Eucalyptus grandis submetidas aos tratamentos UFSC Pt
116 + 40 uL L™ (A), UFSC Pt 116 (20 pL L'1) (B) e UFSC Pt 116 (C) aos 150 dias apés o
transplante para o solo contaminado por cobre em condigdes de casa de vegetacao.
Santa Maria, 2010.

No campo, o efeito dos tratamentos ficou evidente pela diferenga observada
quanto ao porcentual de sobrevivéncia das plantas (Tabela 8.6). Embora apés o
periodo de formacdo das mudas em casa de vegetacdo, as plantas nao tenham
recebido nenhum tipo de tratamento, a maior colonizagdo ectomicorrizica (Figura
8.2) e o incremento no crescimento das mudas inerente aos tratamentos (Figura 8.3)
resultaram em plantas com maiores condigbes de permanéncia no solo

contaminado.

Tabela 8.6 — Porcentagem de sobrevivéncia, altura e diametro do colo das plantas de Eucalyptus
grandis aos 240 dias apds o transplante para o solo contaminado com cobre em
condi¢gdes de campo. Santa Maria, 2010.

Plantas vivas Altura das Diametro do

Tratamento (%) plantas (cm) colo (mm)
Controle 15 63,45 d* 7,60 d
Controle + 40 pL L 30 66,86 d 8,57 d
UFSC Pt 116 45 73,44 bc 11,40 b
UFSC Pt 116 + 40 puL L™ 75 87,05 a 13,25 a
UFSC Pt 116 (20 uL L) 60 75,14 b 11,85b
UFSC Pt 116 (20 uL L") + 40 yL LT 40 70,09 ¢ 10,00 cd
CV (%)** 10,54 13,14

* Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
** Coeficiente de variagao
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As plantas inoculadas com fECM e que receberam a adicao do 6leo essencial
de eucalipto na fase de formacdo das mudas, apresentaram valores de altura e
didmetro do colo significativamente superiores aos demais tratamentos (Tabela 8.5).
No entanto, para todos os tratamentos, a fitotoxidez causada pelo cobre foi evidente,

sendo que as plantas apresentaram folhas e ramos de coloracdo avermelhada
(Figura 8.7).

Figura 8.7 - Comparativo das plantas de Eucalyptus grandis submetidas aos tratamentos controle (A),
controle + 40 uL L™ (B), UFSC Pt 116 (C), UFSC Pt 116 + 40 uL L™ (D), UFSC Pt 116
(20 uL L") (E) e UFSC Pt 116 (20 uL L") + 40 pL L' (F), aos 240 dias apds o
transplante para o campo. Santa Maria, 2010.

E importante observar que o solo presente nas Minas do Camaqua é oriundo
do rejeito do processo de mineragao do cobre, ou seja, é a rocha moida, a qual apds
0 processo fisico-quimico de extracdo do cobre, foi depositada sobre uma antiga

zona de mineragao, estando sujeita aos fatores climaticos e biolégicos. Além disso,



219

no momento do transplante do E. grandis para o campo, ndao foram adotadas
quaisquer tecnologias de amenizacdo do efeito de metais pesados sobre o
crescimento vegetal (VANGRONSVELD et al., 1995; BADORA et al., 1998; GE et al.,
2000; MULLIGAN et al., 2001; ACCIOLY et al., 2004; ACCIOLY et al., 2009), sendo
as diferencas observadas no crescimento das plantas no campo inerentes aos
tratamentos utilizados no momento da producao das mudas em condicéo de casa de
vegetacao (Etapa 8.3.1).

Cabe ressaltar que os efeitos dos fECM na protecdo das plantas em solos
com excesso de metais pesados nao estdo condicionados apenas ao isolado
fungico utilizado e a sua habilidade em se desenvolver nestes ambientes, mas
também a fatores ambientais, comportamento e biodisponibilidade do metal no solo
(GRAZZIOTTI et al., 2003).

Sabendo-se que este solo, ou substrato, apresenta teores de matéria
organica muito baixos (0,3% m/v), provavelmente a complexagcdo do cobre por
compostos organicos seja limitada, devido a relacao entre altos teores de cobre (286
mg dm™) e baixos teores de matéria organica. Pelo fato do rejeito estar depositado
nesta area ha alguns anos e o incremento de material organico sobre este ser quase
nulo, acredita-se que as reacdo de complexacao estejam saturadas, ndo estando o
cobre sujeito a estas ligacoes.

Por se tratar de um solo ou substrato de textura arenosa, apresentando 27%
de sedimentos pertencentes a fracdo argila, o que resulta em baixos teores de
argilominerais e 6xidos, e com CTC efetiva de 3,8 cmol. dm™®, a capacidade de
adsorcdo deste metal as particulas minerais do solo é baixa, sendo boa parte do
cobre presente no solo encontrado na forma de Cu®*. O elevado pH do rejeito (6,8)
diminui a disponibilidade do cobre as plantas. No entanto, observa-se que este metal
ainda apresenta-se como limitante ao desenvolvimento vegetal na area, conforme
analise da situagcado da vegetacao existente no local.

Sabendo-se que o cobre apresenta baixa mobilidade no solo e que o rejeito
em questao apresenta baixos teores de fracdes solidas reativas com o cobre no solo
(matéria organica, argilominerais e 6xidos de ferro e aluminio) e que o incremento de
matéria organica provavelmente seja quase nulo, devido a baixa populagdo de
plantas presentes no local, acredita-se que a disponibilidade e os teores deste
elemento no solo ndo serao alterados ao longo do tempo. Desta forma, além dos
tratamentos utilizados no presente trabalho, outras medidas devem ser adotadas a
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fim de fornecer condicbes de estabelecimento de esséncias florestais em ambientes
contaminados por metais pesados, com énfase ao cobre, visando a revegetacéo e,

consequentemente, a exploragao destas areas.
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8.5 Conclusoes

A O dleo essencial de Eucalyptus grandis favorece o crescimento de mudas
de eucalipto micorrizadas com o isolado UFSC Pt 116, quando aplicado diretamente
no substrato durante o crescimento das mesmas em casa de vegetacao;

As mudas de E. grandis que receberam aplicacdo do 6leo essencial de
eucalipto apresentaram maior porcentagem de colonizagao micorrizica;

O 6leo essencial de E. grandis aplicado em mudas de eucalipto micorrizadas
favorece o crescimento e a sobrevivéncia das plantas em solo contaminado por
cobre.
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9 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Por meio dos resultados obtidos neste trabalho, evidenciou-se que o éleo
essencial extraido de folhas de Eucalyptus grandis, esséncia florestal
conhecidamente micossimbionte, apresenta influéncia sobre o crescimento e
desenvolvimento de isolados ectomicorrizicos.

Da mesma forma, a aplicagdo do éleo essencial nas mudas de eucalipto
resultou em maior crescimento destas, provavelmente devido a alteracbes
fisioldgicas nas plantas, decorrentes da presenca dos compostos constituintes dos
metabdlitos secundarios do eucalipto e aos beneficios da colonizagéao
ectomicorrizica, a qual também foi favorecida pela presenca destes compostos.

Embora o trabalho tenha demonstrado a influéncia dos compostos
presentes no 6éleo essencial sobre crescimento dos fECM e das plantas de eucalipto
e sibipiruna, ainda nao foram identificados os compostos responsaveis pelas
alteracées morfo-fisioldgicas tanto nos fungos como nas plantas. Desta forma, o
conhecimento dos compostos envolvidos no estimulo ao crescimento destes
organismos, possibilitaria a elaboracao de aditivos, naturais ou sintéticos, os quais
poderiam ser utilizados como bioestimuladores tanto do crescimento fungico como
da micorrizagdo de esséncias florestais, micossimbiontes ou nao, visando a

otimizagédo de programas de micorrizagdo controlada.



