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 Resumo - Os metabólitos secundários bioativos de algumas plantas são capazes de 
estimular o crescimento dos fungos ectomicorrízicos. Quando em associação com 
plantas, esses fungos proporcionam as mesmas condições de se desenvolverem em 
ambientes contaminados por metais pesados. Avaliou-se o efeito da adição de óleo 
essencial de Eucalyptus grandis no crescimento de isolados ectomicorrízicos na 
presença de cobre, zinco e níquel. Os fungos ectomicorrízicos Pisolithus microcarpus 
(UFSC Pt 116) e Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) foram incubados em meio de cultura 
líquido na presença de concentrações crescentes de cobre, zinco e níquel e de óleo 
essencial de Eucalyptus grandis na concentração de 20 µL L-1. Após período de 
incubação de 25 dias, avaliou-se a massa seca do micélio e a concentração que inibiu o 
crescimento fúngico em 50%. Nas concentrações de cobre, zinco e níquel superiores a 
3,94, 1,57 e 0,85 mmol L-1, respectivamente, não foi verificado aumento no crescimento 
dos isolados ectomicorrízicos avaliados pela adição do óleo essencial. A presença do 
óleo essencial de E. grandis na concentração de 20 µL L-1 em meio de cultura líquido 
aumentou a tolerância dos isolados ectomicorrízicos UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24 aos 
metais pesados cobre, zinco e níquel.

Essential oil of Eucalyptus grandis effect on the growth of ectomycorrhizal 
isolates in different copper, zinc and nickel concentrations

Abstract - The bioactive secondary metabolites of some plants are capable of 
stimulating the growth of ectomycorrhizal fungi. Combined with plants, these fungi 
provide the same conditions to grow in environments contaminated by heavy metals. 
We evaluated the effect of adding essential oil of Eucalyptus grandis in the growth of 
ectomycorrhizal isolates in the presence of copper, zinc and nickel. The ectomycorrhizal 
Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) and Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) were incubated 
in liquid culture medium in the presence of increasing concentrations of copper, zinc 
and nickel and essential oil of Eucalyptus grandis at a concentration of 20 µL L-1. 
After an incubation period of 25 days, we estimated the dry mass of mycelium and 
concentration that inhibited fungal growth by 50%. At concentrations of copper, zinc 
and nickel above of 3.94, 1.57 and 0.85 mmol L-1 respectively, no increase was observed 
in the growth of ectomycorrhizal isolates evaluated by the addition of essential oil. The 
presence of essential oil of E. grandis at a concentration of 20 µL L-1 in liquid culture 
medium increased the tolerance of ectomycorrhizal isolates UFSC Pt 116 and Pt 24 
UFSC to the heavy metals copper, zinc and nickel.

Pesquisa Florestal
Brasileira P BF



Pesq. flor. bras., Colombo, v. 31, n. 67, p. 227-234, jul./set. 2011

228 R. B. Steffen et al.

Introdução

A contaminação do solo por metais pesados oriundos 
de processos de mineração e manufatura de metais, como 
pela deposição de produtos contendo estes elementos, 
resulta em problemas ambientais, afetando os mais 
variados ecossistemas (Navarro-Aviñó et al., 2007; 
Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007). A tentativa de 
recuperação destes solos pode ser realizada por processos 
físicos, químicos e/ou biológicos, dependendo do tipo de 
metal contaminante e da destinação futura da área (Khan, 
2006). As técnicas de descontaminação do solo podem 
ser divididas em dois grupos: 1) utilizando-se técnicas 
ex situ, em que o solo contaminado é removido do local 
para posterior tratamento, ou 2) técnicas in situ, na qual 
estratégias de remediação são utilizadas no próprio 
local, sendo esta a mais recomendada devido a fatores 
econômicos e ambientais (Khan et al., 2000).

Estudos estão sendo direcionados para a utilização 
de microrganismos na biorremediação de solos 
contaminados por metais, como alternativa para 
recuperação de áreas degradadas. Dentre as alternativas, 
a utilização de fungos ectomicorrízicos (FEM) apresenta 
resultados satisfatórios quando da implantação de 
povoamentos florestais nas áreas degradadas (Bellion 
et al., 2006; Smith & Read, 2008). 

Os FEM apresentam função fundamental nos 
ecossistemas florestais, contribuindo nos processos 
de ciclagem de nutrientes, decomposição da matéria 
orgânica do solo, mobilização de nutrientes e interações 
com outros microrganismos presentes na rizosfera 
(Courty et al., 2010; Nehls et al., 2010). Em ambientes 
com excesso de metais pesados, as micorrizas conferem 
maior tolerância das plantas a estes elementos, devido 
ao aumento na absorção de nutrientes pelas raízes e a 
capacidade de imobilizar os metais pesados (Grazziotti 
et al., 2001a; Göhre & Paszkowski, 2006; Smith & 
Read, 2008). Segundo os mesmos autores, os FEM 
representam uma valiosa alternativa de auxílio ao 
estabelecimento de plantas em ambientes degradados, 
por fornecerem benefícios ao crescimento da planta 
hospedeira, principalmente em situações em que fatores 
edáficos são limitantes. 

A capacidade de os fungos micorrízicos reduzirem a 
biodisponibilidade de metais pesados tem sido atribuída 
à habilidade dessas associações em reter os metais no 
micélio fúngico, devido a mecanismos de complexação, 
quelação, compartimentalização e volatilização (Khan 
et al., 2000; Cumming et al., 2001; Fomina et al., 2005; 

Bellion et al., 2006; Göhre & Paszkowski, 2006), 
evitando a translocação destes para a parte aérea da 
planta, aumentando sua tolerância (Aggangan et al., 
1998; Moreira & Siqueira, 2006). 

Trabalhos de pesquisa têm demonstrado que a 
contaminação por metais pode inibir o desenvolvimento 
de alguns isolados fúngicos (Grazziotti et al., 2001b, 
2003) e a colonização ectomicorrízica (Bell et al., 1988). 
Rühling & Söderstrom (1990) observaram redução no 
número de frutificações em espécies de Basidiomicetos 
com o aumento do nível de contaminação por arsênio, 
cádmio, cobre, chumbo e zinco. Contudo, são poucos os 
trabalhos que visam avaliar alternativas de crescimento 
dos isolados ectomicorrízicos em condições com 
excesso de metais pesados. Desse modo, estudos para 
a maximização do crescimento micelial na presença 
de metais tornam-se necessários para utilização destes 
isolados na remediação e produção economicamente 
viável de áreas contaminadas. 

Dentre as alternativas de estímulo ao crescimento 
fúngico, encontra-se a utilização de metabólitos 
secundários de plantas bioativas, capazes de induzir 
a formação e o acúmulo de determinados ácidos 
orgânicos em FEM. Segundo Weathers et al. (2006) 
e Zhi-Lin et al. (2007), os compostos fenólicos e 
terpenóides constituintes dos óleos essenciais de plantas 
micossimbiontes atuam como sinal bioquímico para o 
crescimento micelial de FEM. 

Embora os óleos essenciais sejam usualmente 
utilizados na proteção de plantas, em baixas concentrações 
estes podem estimular o crescimento microbiano 
(Martins et al., 2000; Mucciarelli et al., 2003). Schützen-
Dübel & Polle (2002) descrevem que quanto maior 
o teor de metais pesados no solo, maior o estímulo à 
produção de compostos fenólicos na planta, os quais 
estimulam a manutenção da simbiose micorrízica. Desta 
forma, acredita-se que a aplicação destes compostos 
via óleo essencial extraído de plantas micossimbiontes 
possa auxiliar no crescimento de FEM em condições de 
excesso de metais.

No entanto, até o presente momento, inexistem 
trabalhos mostrando o efeito da utilização de óleos 
essenciais de plantas micossimbiontes no estímulo ao 
crescimento fúngico em condições de excesso de metais 
pesados. Assim, nesse trabalho, o objetivo foi determinar 
se o óleo essencial de Eucalyptus grandis contribui para 
o crescimento e tolerância de fungos ectomicorrízicos a 
cobre, zinco e níquel.
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Material e métodos

Isolados ectomicorrízicos
Os fungos utilizados como inóculo foram das espécies 

Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) e Pisolithus microcarpus 
(UFSC Pt 116) fornecidos pela coleção de fungos do 
Laboratório de Ectomicorrizas do Departamento de 
Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal 
de Santa Catarina. Estes isolados foram utilizados pelo 
fato de o gênero Pisolithus apresentar grande diversidade 
genética e adaptação ecológica (Junghans et al., 1998; 
Oliveira & Giachini, 1999).

Os isolados foram mantidos em meio de cultura sólido 
Melin-Norkrans modificado MNM em pH 5,8 (Marx, 
1969), em placas de Petri de 90 mm de diâmetro, sendo 
multiplicados a partir de culturas da coleção, por meio de 
repicagens para o meio de cultura da mesma composição, 
sob condições assépticas.

Obtenção do óleo essencial de E. grandis
A extração do óleo essencial foi realizada por meio da 

técnica de hidrodestilação, utilizando-se folhas frescas 
de eucalipto (Vitti & Brito, 2003). 

Para a extração do óleo, as folhas frescas de E. grandis 
foram pesadas em amostras de 100 g, as quais foram 
cortadas, com tesoura, em pedaços de aproximadamente 
2 cm e, posteriormente, colocadas em balão volumétrico, 
completando-se o volume do balão de hidrodestilação 
com, aproximadamente, 600 mL de água destilada. Em 
seguida, realizou-se o procedimento para obtenção do 
óleo essencial em aparelho de Clevenger modificado 
(Serafini & Cassel, 2001) durante 3 horas, mantendo-
se água destilada em ebulição dentro do balão com 
aquecedor externo. 

Os componentes líquidos vegetais extraídos, após 
a passagem por um condensador, foram coletados e 
mantidos sob refrigeração a 4 oC até sua utilização.

Efeito do óleo essencial de E. grandis no 
crescimento in vitro de FEM

Para a montagem dos ensaios, utilizou-se o meio 
de cultura Melin-Norkrans modificado MNM líquido 
(Marx, 1969) acrescido com concentrações crescentes 
de cobre (0; 1; 1,15; 1,97; 3,94; 7,8% mmol l-1) , 
níquel (0; 0,5; 0,85; 1,7; 3,4 e 6,8 mmol l-1) e zinco (0; 
0,65; 0,98; 1,07; 2,14; e 4,28  mmol l-1) na forma de 
soluções de CuSO4.5H2O, NiSO4.6H2O e ZnSO4.7H2O, 
respectivamente. Os ensaios foram conduzidos de 
forma separada para cada metal. A precipitação dos 

metais no meio de cultura líquido foi evitada utilizando-
se adaptação proposta por Grazziotti et al. (2001b), 
excluindo-se o (NH4)2HPO4, sendo parte do nitrogênio 
fornecido por 203 mg L-1 de NH4Cl. A concentração de 
KH2PO4 foi ajustada para 750 mg L-1 e o pH do meio 
ajustado para 4,7. Utilizou-se delineamento experimental 
inteiramente casualizado com dez repetições.

As unidades experimentais constaram de Erlenmeyers 
de 125 mL, contendo 25 mL de meio de cultura, nas quais 
foram adicionados dois discos de 10 mm de diâmetro do 
micélio fúngico retirados das bordas de crescimento em 
meio de cultura sólido, incubados a 26 oC sob agitação 
constante de 50 RPM durante 25 dias. Após o período de 
incubação, os micélios foram retirados dos Erlenmeyers 
por filtração em papel Whatman no 3 e lavados em água 
corrente sobre peneira de 0,037 mm, secos em estufa 
de circulação forçada durante 72 horas a 60 oC, para 
posterior determinação da matéria seca.

Com o intuito de determinar o efeito da adição do 
óleo essencial de eucalipto na tolerância dos isolados 
ectomicorrízicos aos metais pesados, a incubação 
dos isolados na presença dos metais foi novamente 
realizada, porém, adicionando-se o óleo essencial de 
eucalipto ao meio de cultura. Para isso, o óleo essencial 
foi solubilizado em etanol 96,5% na proporção de 1:1 
(v v-1), conforme metodologia proposta por Fabrowski 
et al. (2003), obtendo-se concentração de 20 µL L-1.

Os dados referentes à massa de micélio seco 
obtidos nos tratamentos foram submetidos à análise de 
variância e ao teste de médias de acordo com Scott e 
Knott (1974) pelo software Sisvar (Ferreira, 2000). A 
determinação da concentração do metal que inibiu o 
crescimento miceliano em 50% foi determinada pelo 
software PriProbit versão 1.63 (Sakuma, 1998) e as 
equações de resposta do crescimento fúngico em relação 
à concentração de metal pesado foram determinadas pelo 
software Systat 11 (Systat software, Inc.).

Resultados e discussão

O crescimento fúngico, avaliado pela massa do 
micélio seco de ambos os isolados ectomicorrízicos 
apresentou redução significativa de acordo com o 
aumento da concentração dos metais pesados cobre, 
zinco e níquel nos meios de cultura líquidos (Figura 1). 
De acordo com os resultados observados, a resposta dos 
FEM aos metais pesados foi influenciada pelo isolado, 
tipo de metal e sua concentração no meio de cultura.
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Figura 1. Massa seca do micélio dos fungos ectomicorrízicos Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) 
e Pisolithus sp. (UFSC Pt 24), submetidos a diferentes doses (mmol L-1) dos metais (A) cobre, (B) 
zinco e (C) niquel em meio de cultura líquido, com e sem a adição de óleo essencial de Eucalyptus 
grandis na concentração de 20 µL L-1. 

A

C

B
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Embora o comportamento dos FEM Pisolithus 
microcarpus (UFSC Pt 116) e Pisolithus sp. (UFSC Pt 
24) tenha sido semelhante, observa-se particularidades 
em relação ao tipo e à concentração do metal no meio de 
cultura. Egerton-Warburton & Griffin (1995) e Grazziotti 
et al. (2001b) demonstraram estas variações em isolados 
do mesmo gênero.

Segundo Grazziotti et al. (2001b), Gadd et al. (2001) e 
Bellion et al. (2006), diferentes isolados ectomicorrízicos 
podem apresentar níveis distintos de tolerância a 
metais pesados. Blaudez et al. (2000) descrevem que 
a heterogeneidade observada para FEM em relação 
à tolerância a metais pesados é intrínseca do isolado, 
não sendo influenciada por mecanismos de adaptação. 
Donnelly & Entry (1998) descrevem que, apesar da 
aparente tolerância a metais pesados observada em 
determinados isolados de FEM, de modo geral, muitos 
isolados são incapazes de suportar a presença do metal 
em longo prazo, tanto no solo como em meios de cultura.

Quando da adição do óleo essencial na concentração 
de 20 µL L-1 ao meio de cultura contendo diferentes 
concentrações de metais pesados, os isolados 
ectomicorrízicos apresentaram crescimento superior ao 
observado sem a presença do óleo essencial (Figura 1).

Na presença dos metais pesados, os isolados UFSC 
Pt 116 e UFSC Pt 24 com a adição de óleo essencial 
apresentaram retardo significativo da inibição do 
crescimento fúngico provocado pela presença do metal, 
quando em comparação  ao isolado sem adição de óleo 
essencial (Figura 1). 

O efeito de tolerância dos isolados ectomicorrízicos 
em meio de cultura contendo metais pesados pode 
ter ocorrido devido à produção e excreção de ácidos 
orgânicos e proteínas com propriedades de formar 
quelatos com os metais. A maior tolerância dos 
isolados ectomicorrízicos observada quando da adição 
do óleo essencial ao meio de cultura (Figura 1) pode 
ter ocorrido devido a mecanismos de excreção de 
moléculas orgânicas, principalmente de ácidos di e 
tri-carboxílicos, os quais formam quelatos com os íons 
metálicos (Bellion et al., 2006; Nehls et al., 2010) e/ou 
aumento na formação de melaninas fúngicas, que atuam 
nos mecanismos de tolerância dos FEM a metais pesados 
(Grazziotti et al., 2001a; 2001b).  

Ahonen-Jonnarth et al. (2008) observaram que 
em isolados ectomicorrízicos expostos a diferentes 
concentrações de metais pesados, há estímulo à produção 

de ácidos orgânicos como oxálico, cítrico, lático, acético, 
propiônico, fumárico, fórmico, butírico e iso-butírico, 
os quais atuam nos mecanismos de quelação dos metais 
pesados.

Com base nas equações de regressão, a concentração 
de metal pesado que inibiu o crescimento fúngico em 
50% (CL50) para o isolado UFSC Pt 116 foi de 1,898; 
0,713 e 0,599 mmol L-1 para o cobre, zinco e níquel, 
respectivamente. Já para o isolado UFSC Pt 24, a 
concentração de metal correspondente ao CL50 foi de 
1,516, 0,550 e 0,487 mmol L-1 para o cobre, zinco e 
níquel, respectivamente (Tabela 1). 

Com a adição do óleo essencial aos meios de 
cultura contendo a mesma concentração de metais que 
inicialmente provocou redução do crescimento fúngico 
em 50%, o isolado UFSC Pt 116 apresentou ganho de 
40,05%, 66,01% e 31,65% na massa micelial quando 
na presença de cobre, zinco e níquel, respectivamente 
(Tabela 1). Para o isolado UFSC Pt 24, o ganho em 
massa micelial foi de 28,92%, 55,38% e 21,80% quando 
foi adicionado óleo essencial de eucalipto ao meio de 
cultura líquido na presença de cobre, zinco e níquel, 
respectivamente (Tabela 1).

A concentração de níquel que inibiu em 50% (CL50) 
o crescimento dos isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24 
foi semelhante à observada por Ray et al. (2005) para 
isolados de Pisolithus tinctorius. No entanto, quando da 
adição do óleo essencial ao meio de cultura líquido, a 
concentração do CL50 obtida neste trabalho foi superior 
à encontrada pelos autores. Grazziotti et al. (2001b), 
estudando o efeito de metais pesados sobre o crescimento 
do fungo P. tinctorius (isolado Pt 306), observaram que 
as concentrações de 1,18 mmol L-1 de cobre e de 2,71 
mmol L-1 de zinco inibiram o crescimento fúngico em 
50% (CL50). No entanto, os mesmos autores observaram 
estímulo ao crescimento de P. tinctorius quando incubado 
com 0,47 mmol L-1 de cobre. Este efeito de estímulo ao 
crescimento miceliano não foi observado no presente 
trabalho. Segundo Grazziotti et al. (2001a), a tolerância 
de FEM a metais pesados é dependente não somente do 
tipo de metal, mas do isolado ectomicorrízico utilizado.

Todavia, o micélio de Basidiomicetos pode apresentar 
diferenças em seu crescimento quando houver ausência 
de substratos sólidos, o que, em alguns casos, pode 
alterar a resposta de isolados de FEM a metais (Hartley 
et al., 1997).
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Tabela 1. Resposta dos fungos ectomicorrízicos Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) e Pisolithus sp. (UFSC Pt 
24), submetidos a doses de cobre, zinco e níquel em meio de cultura líquido, com e sem a adição de óleo essencial de 
Eucalyptus grandis na concentração de 20 µL L-1.

Metal
Óleo 

essencial 
(μL L-1)

Equação1 CI50 
2

(mmol L-1)

MS micélio 
na CI50

3
 

(mg)

Ganho na 
massa micelial4 

(%)

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 40,05

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 66,01

Níquel
0 y = -2,1606x3 + 24,746x2 - 78,212x + 78,454 0,599 40,02
20 y = -2,811x3 + 32,406x2 - 104,39x + 104,2 52,69 31,65

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 28,92

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 55,38

Níquel
0 y = -5,1124x3 + 40,442x2 - 63,12x + 64,76 0,487 43,02
20 y = -4,1124x3 + 44,132x2 - 71,15x + 72,06 52,40 21,80

1Equação de resposta do fungo à concentração de metal no meio líquido; 2Concentração de metal no meio de cultura que inibiu em 50% o crescimento 
miceliano; 3Massa seca do micélio na concentração que inibiu em 50% o crescimento miceliano; 4Porcentagem de ganho de massa micelial em relação 
ao tratamento sem a adição do óleo essencial.

Neste sentido, deve-se ter cuidado quanto aos 
resultados de sobrevivência dos isolados de FEM na 
presença de metais pesados em meios de cultura, visto 
que os meios podem, dependendo da sua constituição, 
precipitar os metais, reduzindo sua disponibilidade 
(Angle et al., 1992). Segundo Grazziotti et al. (2003), 
este é um dos motivos para a realização, em um segundo 
momento, de testes de toxicidade no próprio solo, a fim 
de determinar a real concentração de metal capaz de 
inibir o crescimento fúngico.

Devido à grande variação de resultados na literatura, 
que apresentam as concentrações 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 dúvida a 
especificação de concentrações de metais pesados, os 
quais causariam toxidez a fungos, sendo necessária a 
realização de calibrações para cada espécie ou isolado 
fúngico de interesse. Por este motivo, afirmações 
quanto à inoculação de uma espécie de FEM em 
uma determinada essência florestal, que garantiria o 
desenvolvimento da planta em solos contendo elevados 
teores de cobre, devem ser cautelosas.

Conclusões

A adição de 20 µL L-1 de óleo essencial de E. grandis 
diminuiu a velocidade de inibição do crescimento 
micelial de fungos ectomicorrízicos provocado por 
metais pesados até as doses de 3,94 mmol L-1 de cobre, 
1,57 mmol L-1 de zinco e 0,85 mmol L-1 de níquel no 
meio de cultura líquido.

A presença do óleo essencial de E. grandis em meio 
de cultura líquido aumenta a tolerância dos fungos 
ectomicorrízicos Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) 
e Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) a cobre, zinco e níquel.
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