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- de isolados ectomicorrizicos, os quais auxiliam o estabelecimento de esséncias

Termos para indexacdo: florestais em solos contaminados por cobre. O trabalho teve por objetivo determinar
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Metabolitos secundarios
Fungos ectomicorrizicos

Index terms:

a melhor forma de aplicacdo do dleo essencial de eucalipto na formagao de mudas de
Eucalyptus grandis micorrizadas e sua influéncia no estabelecimento dessas mudas em
solo contaminado por cobre. Utilizou-se o fungo ectomicorrizico (fFECM) Pisolithus
microcarpus. As formas de aplicacdo do 6leo essencial foram avaliadas em casa de

Heavy metals vegetacdo, por meio de seis tratamentos. Posteriormente, as mudas foram transplantadas

Secondary metabolites e avaliadas em solo contaminado por cobre, em condi¢des de casa de vegetagdo e
Ectomycorrhizal campo. Determinou-se altura, didmetro, massa fresca e seca da parte aérea e raizes,

teor de cobre na planta, coloniza¢@o micorrizica e sobrevivéncia no campo. O 6leo
Histérico do artigo: essencial de E. grandis favorece o crescimento de mudas de eucalipto micorrizadas,
Recebido em 20 abr 2011 principalmente quando aplicado diretamente no substrato. A aplicagdo do dleo essencial
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mudas em condicdes de casa de vegetagdo e campo.
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Eucalyptus essential oil action on mycorrhizal colonization and the
establishment of Eucalyptus grandis in soil contaminated by copper

Abstract - The use of eucalyptus essential oil can optimize the growth of
ectomycorrhizal isolates, which aid the establishment of forest species in soils
contaminated by copper. The study aimed to determine the best application of eucalyptus
essential oil in the formation of mycorrhizal seedlings of Eucalyptus grandis and its
influence on the establishment of these seedlings in soil contaminated by copper. It
was used the ectomycorrhizal fungi (fFECM) Pisolithus microcarpus. The application
forms of the essential oil were evaluated in a greenhouse, by means of six treatments.
Subsequently, the seedlings were transplanted and evaluated in soil contaminated by
copper, greenhouse and field. It was determined height, diameter, fresh and dry weight
of shoots and roots, copper content in plant, colonization and survival in the field. The
essential oil of E. grandis supports the growth of mycorrhizal of eucalyptus seedlings,
particularly when applied to the substrate. The application of essential oil increases the
colonization, promoting growth and survival of seedlings under greenhouse conditions
and field.
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Introducio

Em areas contaminadas por metais ocorrem danos ao
meio ambiente devido a agao desses elementos sobre o
solo, a dgua, a vegetagao e os organismos que habitam o
ecossistema. A maioria das plantas quando submetidas a
substancias quimicas a base de cobre manifesta sintomas
de toxidez como necrose ¢ redugdo no crescimento do
sistema radicular (Soares et al., 2000), mas também
podem ocorrer necrose das folhas, desfolhamento
precoce e diminuicdo do crescimento aéreo da planta
(Grassi Filho, 2005).

Entre os metais pesados que podem estar presentes
no ambiente com potencial de causar toxicidade a
maioria dos organismos animais e vegetais, o cobre
constitui fator limitante (Camargo et al., 2001; Turnau
et al., 2001). As Minas do Camaqua, antiga e principal
mineradora de cobre situada no Rio Grande do Sul,
embora desativada, representa consideravel potencial
contaminante, devido aos elevados niveis de cobre
presentes nas areas de rejeito.

A utilizagdo de microrganismos na biorremediagdo
de solos contaminados por metais tem sido estudada
como alternativa para viabilizar a recuperacdo dessas
areas degradadas (Grazziotti et al., 2003; Gadd, 2004;
Amezcua-Allieri et al., 2005; Khan, 2006; Gohre
& Paszkowski, 2006). Dentre os microrganismos
capazes de auxiliar no estabelecimento de plantas em
areas degradadas, destacam-se os fungos que formam
associagdes ectomicorrizicas (fECM), propiciando
aumento no volume de solo explorado pelas raizes
e favorecendo a absor¢do e translocacdo de agua e
nutrientes do solo para a planta hospedeira (Smith &
Read, 2008). Em relagao a solos contaminados por
metais, os beneficios da inoculacdo das plantas com
fungos ectomicorrizicos devem-se a prote¢ao das raizes
pelo micélio fungico, formando uma barreira fisico-
quimica ao ion metal, e a processos metabdlicos como
precipitacdo extracelular, quelacdo, complexagdo e
compartimentalizacdo dos metais pesados (Cumming
etal., 2001; Fomina et al., 2005; Bellion et al., 2006).

No que se refere a revegetacao de areas contaminadas,
recomenda-se a utilizacdo de plantas do género
Eucalyptus devido a sua eficiéncia na absor¢do de
nutrientes ¢ producdo de biomassa vegetal, as quais
possuem elevada eficiéncia fotossintética (Mello et
al., 2009), atuando como facilitadoras da regeneracao
florestal (Feyera et al., 2002; Neri et al., 2005). Segundo
Baetal. (2010), o estabelecimento de esséncias florestais
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exoticas, como no caso do género Fucalyptus, somente
¢ possivel devido a associagdo das plantas com fECM
capazes de proporcionar as condi¢des necessarias
para a manutengdo das plantas no campo. Entretanto,
para obter éxito na instalacdo de mudas de eucalipto
micorrizadas em areas contaminadas por metais, &
necessario que estas apresentem crescimento satisfatorio
em casa de vegetagao, possibilitando condigdes para que
a colonizag@o ocorra e permaneca apds o transplante
(Smith & Read, 2008).

A inocula¢do 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 sucessao vegetal,
favorecendo o estabelecimento de espécies de plantas
proprias de etapas sucessionais e resultando na
recuperagdo da cobertura vegetal.

No setor florestal, resultados de pesquisa indicam
que os metabolitos secundarios ou 6leos essenciais
bioativos de algumas plantas podem ser utilizados como
agentes biologicos no estimulo de crescimento de fungos
simbiontes de interesse comercial (Zhi-Lin et al., 2007,
Ludley et al., 2009) e como indutores bioldgicos do
crescimento vegetal (Steffen et al., 2010). No entanto,
os resultados existentes sdo escassos, sendo necessarios
mais estudos com relacdo aos beneficios inerentes da
utilizagdo de dleos essenciais de plantas bioativas na
micorrizagao e crescimento de esséncias florestais, como
o eucalipto, em solos contaminados.

Desse modo, este trabalho teve por objetivo determinar
a melhor forma de aplicagcdo do 6leo essencial de
eucalipto na formacao de mudas de Eucalyptus grandis
micorrizadas e sua influéncia no crescimento dessas
mudas em solo contaminado por cobre.

Material e métodos

O experimento foi realizado em duas etapas.
Primeiro, avaliou-se o efeito de diferentes formas de
aplicacdo do 6leo essencial de eucalipto na formagao
de mudas de Eucalyptus grandis em casa de vegetagao.
Posteriormente, as mudas foram transplantadas para solo
naturalmente contaminado por cobre, coletado na area de
rejeito de uma antiga mineradora de cobre, para avaliar
o crescimento das plantas nestas condi¢des. Utilizou-
se o delineamento inteiramente casualizado, com 10
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repeticdes para a avaliagdo da forma de utilizagdo do 6leo
essencial na formacdo de mudas, e 20 repeti¢des para a
avaliac@o do efeito dos tratamentos na sobrevivéncia e no
crescimento das mudas em solo contaminado por cobre.

Obtencao do dleo essencial de eucalipto

A extracdo do 6leo essencial das folhas frescas
de eucalipto foi realizada através da técnica de
hidrodestilagdo (Serafini & Cassel, 2001). Inicialmente,
foram coletadas folhas de eucalipto, segundo a
metodologia proposta por Vitti & Brito (2003). Estas
foram cortadas em pedagos 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 ebuli¢do dentro do
baldo com aquecedor externo. Os componentes vegetais
liquidos extraidos, apds a passagem por um condensador,
foram coletados e mantidos sob refrigeragao a 4 °C até
sua utilizacao.

Sementes

As sementes de E. grandis foram obtidas na
Estacdo Experimental de Silvicultura de Santa
Maria (Fepagro). Apos a assepsia das sementes em
hipoclorito de sodio (Bonnassis, 2007), estas foram
pré-germinadas em placas de Petri contendo meio de
germinacdo de acido borico (3 uM), glicose (2 gL1),
sulfato de calcio (500 uM) e agar (4 g L"), a pH 5,7.
Isolado ectomicorrizico

Utilizou-se o fungo ectomicorrizico Pisolithus
microcarpus,isolado UFSC Pt116, fornecido pelo banco de

fECM da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
o qual foi mantido em meio de cultura solido Melin
Norkrans modificado - MNM (Marx, 1969) em pH 5,8.

Para producao do inoculante vegetativo do fECM,
foram utilizadas duas formas de multiplicacdo do
isolado. Na primeira, o isolado foi multiplicado
utilizando-se adaptacao da técnica descrita por Chavez
et al. (2009), sendo realizadas suspensdes 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 didmetro obtidos das culturas
em placa, seguindo-se de incubacdo a 26 °C, durante 30
dias. Para a segunda forma de multiplicagdo, o isolado
ectomicorrizico foi multiplicado segundo a metodologia
descrita acima, porém, adicionando-se 20 pL. L' do 6leo
essencial de E. grandis ao meio de cultura liquido no
momento da incubacao.

Apos o periodo de incubagdo, 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 1.000 mL. Apds a fragmentagdo
do micélio fungico e sua homogeneizagao no substrato,
este foi acondicionado em incubadora a 26 °C, até o
momento da utilizagao.

Tratamentos

Para avaliagdo do efeito da forma de utilizag¢ao do 6leo
essencial de eucalipto sobre a inoculagao ectomicorrizica
de mudas de eucalipto, formularam-se seis tratamentos
(Tabela 1).

Tabela 1. Descrigdo dos tratamentos utilizados para avaliagdo do efeito da forma de utilizagdo do dleo essencial de eucalipto

sobre a inoculagdo ectomicorrizica de mudas de eucalipto.

Oleo essencial no substrato

Tratamento Inoculagiio do fECM em meio de cultura liquido (UL L)
Controle ausente 0
40 uL L! ausente 40
UFSCPt 116 presente 0
UFSCPt 116 +40 pL L presente 40
0 presente, com meio de cultura acrescido de 6leo
UFSCPt116 (20 uL. L7 essencial na concentragdo de 20 pL L™ 0
UFSC Pt 116 (20 uL L) + 40 uL L presente, com meio de cultura acrescido de 6leo 40

essencial na concentragdo de 20 pL L'

Pesq. flor. bras., Colombo, v. 31, n. 67, p. 245-255, jul./set. 2011



248 R. B. Steffen et al.

Preparo dos tubetes e producio das mudas de
E. grandis

Tubetes conicos de PVC de 100 ¢m? 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 as seguintes
caracteristicas: pH em d4gua=5,8; cdlcio =25,9 cmol dm™;
magnésio = 4,7 cmol_dm™; H+Al = 2,5 cmol dm?; CTC
efetiva= 31,1 cmol dm™; matéria organica = 12%; argila
= 9%; potassio = 176 mg dm>e fosforo = 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 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 imido até o momento do transplante das
plantulas de eucalipto.

Ap0s o transplante, os tubetes permaneceram em casa
de vegetagdo, sobre estrutura metalica para suporte de
tubetes, comumente utilizado para mudas florestais.
A reposicdo da umidade foi realizada adicionando-se
diariamente agua destilada aos tubetes, sendo aplicada
solug@o nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), em
intervalos de 20 dias.

Para a aplicacdo do 6leo essencial de eucalipto nos
tratamentos correspondentes, este foi solubilizado em
etanol 96,5% na propor¢do de 1:1 (v v'!), conforme
metodologia proposta por Fabrowski et al. (2003). Foram
aplicados 4 mL da solug@o contendo 6leo essencial
na concentra¢do de 40 uL L! no substrato no entorno
das mudas, em intervalos de 7 dias a contar da data de
transplante das mudas.

Avaliacoes

Aos 90 dias apos o transplante, foram determinadas e
analisadas as variaveis: altura da muda (cm), diametro
do colo (mm), massa da parte aérea fresca e seca (mg),
volume radicular (cm®), massa das raizes secas (mg),
porcentual de colonizagdo ectomicorrizica (%) e o
incremento no crescimento vegetal de cada tratamento
em relacdo ao tratamento controle (%).

Para a determinagdo 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 diametro do colo com auxilio de paquimetro universal.
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O volume radicular foi determinado através da densidade
em agua destilada. Para a determinag@o da porcentagem
de colonizagdo radicular, empregou-se a técnica das
intersec¢des de Giovanetti & Mosse (1980), modificado
por Brundrett (1996).

Ap0s, 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 equagdo: [(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 relagdo ao
tratamento controle.

Os dados obtidos nas variaveis foram submetidos a
analise de varidncia e comparacdo 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).

Avaliacdo em campo da utilizaciao do éleo essencial
de eucalipto no crescimento de plantas de E. grandis
micorrizadas em solo contaminado por cobre

Foi avaliado o crescimento das mudas de E. grandis
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, pertencente 8 Companhia Brasileira
do Cobre (CBC), localizada no Municipio de Cagapava
do Sul, RS, a fim de determinar a sobrevivéncia e o
crescimento em condi¢des naturais de solo contaminado.

Coleta do solo contaminado por cobre

O solo utilizado no experimento foi coletado na area
de rejeito das Minas do Camaqua. O solo foi coletado
na profundidade de 0 —20 cm e acondicionado em sacos
plasticos até o momento da utilizacao.

O solo apresentou as seguintes caracteristicas fisico-
quimicas: 27% de 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 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?.
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Instalacio dos experimentos em casa de vegetacio
€ a campo

Decorrido o periodo de 90 dias de crescimento das
mudas nos tubetes, 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. Apos o transplante, 0s vasos permaneceram
em casa de vegetagdo por 150 dias, sendo irrigados
diariamente com agua destilada.

Ap6s o periodo de 150 dias de crescimento nos vasos,
as plantas foram transplantadas para area de rejeito
das Minas do Camaqud. No momento do transplante,
as plantas foram retiradas dos vasos e inseridas em
uma cova, sem a adi¢do de fertilizantes e corretivos.
As plantas permaneceram no campo por 240 dias, ndo
sendo efetuados tratos culturais, a fim de determinar a
sobrevivéncia nas condi¢des naturais do ambiente.

Avaliacoes

Em casa de vegetagdo, avaliaram-se teores de cobre
no tecido vegetal, altura e diametro do colo das plantas.
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, sendo realizadas aos 30, 60,
90, 120 e 150 dias apds o transplante das mudas. Para
a determinacao do teor de cobre, efetuou-se a digestao
nitrico-perclorica do tecido vegetal e determinacdo
em espectrofotometria de absor¢ao atdomica, conforme
metodologia descrita por Lawrense (1999).

No campo foram avaliadas a altura das plantas,
diametro do colo e porcentual de sobrevivéncia. A altura
e didmetro do coleto foram determinadas conforme
descricdo anterior.

Os dados de altura das mudas, didmetro do colo e
teor de cobre nas folhas foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas 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).

Resultados e discussao

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

As mudas de eucalipto inoculadas com o fECM
P. microcarpus (UFSC Pt 116) que receberam o 6leo
essencial de eucalipto, tanto na formagdo do indculo
ectomicorrizico (tratamento UFSC Pt 116 (20 uL L))
como na aplicagdo direta no substrato (tratamento
UFSC Pt 116 + 40 uL L), apresentaram altura,
diametro do colo, massa fresca e seca da parte aérea
significativamente superior aos demais tratamentos
(Tabela 2). Resultados demonstrando o efeito positivo
da associagdo ectomicorrizica no crescimento das plantas
tém sido relatados na literatura (Andreazza et al., 2004;
Mello et al., 2009).

Tabela 2. Altura, didmetro do colo e massa fresca e seca da parte aérea de mudas de Eucalyptus grandis
submetidas a diferentes formas de inoculag@o, 90 dias apos o transplante para os substratos.

Altura das Diametro do  Massa frescada  Massa seca da
Tratamento mudas colo parte aérea parte aérea

(cm) (mm) (mg) (mg)
Controle 16,25d 1,68 ¢ 1020 d 234d
Controle + 40 puL L™ 17,46 d 1,70 ¢ 1150d 385d
UFSC Pt 116 23,93 b 2,45b 2400 b 702 b
UFSCPt 116 +40 uL L' 28,21 a 2,87a 3030 a 949 a
UFSC Pt 116 (20 uL L) 26,88 a 2,79 a 2890 a 904 a
UFSCPt 116 (20 uL L) + 40 pL L*! 21,25¢ 2,44 b 1870 ¢ 598 ¢
CV (%)* 7,74 6,01 6,69 8,65

Meédias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.; *Coeficiente

de variagdo. Média de dez repetigoes (n = 10).
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Além dos beneficios que os fECM proporcionam
as plantas, devido ao aumento na absorcdo de agua e
nutrientes, podera haver a produgdo de fitormonios
(acido indol acético — AIA e auxinas) em resposta a
exsudac@o de compostos fendlicos pelas raizes da planta
no momento da infec¢ao (Smith & Read, 2008). Estes
fitormonios sdo excretados na micorrizosfera, ficando
biodisponiveis para as plantas e apresentando efeito
importante no crescimento vegetal.

Emboraa adi¢do do 6leo essencial tenha proporcionado
aumento nos parametros altura, didmetro do colo, massa
fresca e seca da parte aérea das mudas, quando aplicado
no tratamento onde o indculo do fECM ja havia recebido
a adi¢do do o6leo essencial (UFSC Pt 116 (20 uL L) +
40 pL L), observou-se crescimento inferior das mudas
em relagdo aos tratamentos onde o 6leo essencial
foi utilizado somente no indculo ou em aplicagdes
posteriores no substrato. Possivelmente, este resultado
esteja relacionado a sobreposicao da aplicagdo, o que
pode ter prejudicado o crescimento das mudas em fungao
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da concentragao elevada do 6leo essencial de eucalipto.
Segundo Souza (2003), a massa seca de ramos e folhas ¢
0 parametro mais importante em estudos onde se busca
verificar a eficiéncia de determinadas variaveis sobre o
desenvolvimento e crescimento vegetal. Os resultados
desse trabalho evidenciam eficiéncia do 6leo essencial
no estimulo ao desenvolvimento de mudas em condigoes
de casa de vegetacao.

De acordo com Barker et al. (1998), os fECM
podem também produzir horménios que diminuem o
crescimento das raizes e podem induzir a bifurcagdo
das pontas e a formagdo de aglomerados de raizes,
variando as estruturas conforme a espécie hospedeira e
o fungo associado. No entanto, o efeito de diminuicao
do crescimento radicular ndo foi observado no
presente trabalho, onde plantas colonizadas com o
fungo P. microcarpus (UFSC PT 116) apresentaram
valores de massa seca de raizes e volume radicular
significativamente superior aos observados nas plantas
que ndo formaram associacao ectomicorrizica (Tabela 3).

Tabela 3. Massa seca de raizes e volume radicular de mudas de Eucalyptus grandis
submetidas a diferentes formas de inoculacdo ectomicorrizica, 90 dias apos o transplante

para os substratos.

Massa seca de raizes Volume radicular

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

Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; *Coeficiente de variagdo. Média de dez repeti¢cdes (n = 10).

Observou-se que a utilizacdo do 6leo essencial de
eucalipto, tanto no momento da produgdo do inéculo
(UFSC PT 116 - 20 puL L") como via aplicagdes
posteriores no substrato (UFSC Pt 116 - 40 uL L),
estimulou significativamente a porcentagem de
colonizagdo ectomicorrizica (Figura 1). Esse resultado
pode estar associado aos sinais bioquimicos responsaveis
pela simbiose fungo-planta.

Dessa maneira, a presenca do 6leo essencial estaria
atuando de forma efetiva no quimiotropismo entre as
hifas flingicas e as células radiculares. Segundo Wong &
Fortin (1990) e Weiss et al. (1997), os sinais bioquimicos
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de reconhecimento compdem a produg¢ao ¢ o acimulo de
fenilpropanoides nas raizes, bem como a liberagao pelo
fungo de compostos inddlicos que atuam na rizogénese,
induzindo a adesao das hifas fungicas, passo inicial para
formagdo de ectomicorriza. Entretanto, a aplicacao do
oleo essencial de eucalipto nas mudas onde o in6culo
ectomicorrizico ja continha o dleo essencial (UFSC Pt 16
(20 uL L") + 40 puL L") resultou em plantas com menor
colonizacao radicular (Figura 1) e significativamente
menores em relagdo as plantas dos tratamentos que
receberam o 6leo essencial na inoculagdo ou durante a
formacao das mudas (Tabelas 2 e 3).
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A aplicacdo do 6leo essencial de eucalipto sobre o
substrato resultou em plantas com crescimento 35%
superior ao tratamento controle (Figura 2). Observou-
se também que a inoculagdo das mudas com o fECM
P. microcarpus, sem a adigdo do o6leo essencial,
proporcionou crescimento das plantas 59,6% superior
ao observado nas plantas do tratamento controle (Figura
2). Esses dados corroboram com Diniz (2007), onde
descreve que a simbiose ndo s6 aumenta a biomassa
vegetal, como também influencia a propor¢ao na qual
esta se distribui entre a parte aérea e a raiz das plantas.

Porcentagem de colonizagio
ectomicorrizica (%)
B
5
(=2
L3

UFSC Pt 116
(20 UL LYy + 40 pL Lt

UFSCPt 116 UFSC Pt 116+
40 uL 1

Tratamentos

UFSC Pt 116
0 pL L)

Figura 1. Incremento no crescimento vegetal (%)
proporcionado pelos tratamentos em relacdo ao tratamento
controle nas mudas de Eucalyptus grandis aos 90 dias apds
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%.

Incremento no crescimento
vegetal (%)
-
[s)
.

60 -
50 A
30
20 A
10
0,

UFSC Pt116 UFSC Pt 116

20 L 11)

Controle +
40 uL T

UFSC Pt 116 +

UFSC Ptllﬁ @ouLLY) +
40 pL I L Lt

Tratamentos

Figura 2. Porcentagem de colonizagdo ectomicorrizica das
raizes de Eucalyptus grandis aos 90 dias apds o transplante
para substratos com diferentes formas de inoculagdo. *Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. CV = 7,25%.

Entretanto, quando as mudas foram inoculadas com
o fECM e submetidas a utilizacao do 6leo essencial de
eucalipto, o incremento no crescimento vegetal foi de
71% e 68,7%, respectivamente, para os tratamentos onde
a utilizagdo do 6leo essencial ocorreu via inoculagdo
e via aplicacdes posteriores no substrato. Quando da
aplicacdo do 6leo essencial de eucalipto nas mudas onde
o indculo ectomicorrizico ja continha o 6leo essencial
(UFSC Pt 16 (20 uL L") + 40 pL L), observou-se
incremento de 57% no crescimento vegetal.
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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 formacdo das

mudas em condigdo de casa de vegetagdo, ou seja, as
plantas inoculadas com o fECM e que receberam o
oleo essencial continuaram apresentando crescimento
significativamente maior em relacdo aos demais
tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Altura das mudas e didmetro do colo de Eucalyptus grandis aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias apos o
transplante para o solo contaminado com cobre, em condigdes de casa de vegetagao.

Altura das mudas (cm)

Tratamento
30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias
Controle 14,66 d 2991d 45,16 ¢ 55,33 ¢ 58,33 ¢
Controle +40 pL L™ 17,33d 34,91 cd 47,00 ¢ 60,66 b 64,25b
UFSCPt 116 24,41b 38,41 be 4891 b 63,83 b 67,58 b
UFSCPt 116 +40 pL L*! 28,05 ab 42,83 ab 4991 b 66,50 a 71,83 a
UFSC Pt 116 (20 uL L") 30,83 a 4583 a 54,75 a 65,83 a 69,16 a
UFSC Pt 116 (20 uL L") + 40 pL L*! 2241 ¢ 38,75 be 52,50 ab 57,83 ¢ 66,55b
CV (%)** 9,38 8,00 8,66 9,26 8,58
Didmetro do colo (mm)
Tratamento - - - - -
30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias
Controle 1,13d 1,65 ¢ 221c¢ 4,71 ¢ 6,60 ¢
Controle + 40 pL L™ 1,33 ¢ 1,98 ¢ 2,50 ¢ 5,28 be 7,60 b
UFSCPt 116 1,58 b 2,20 b 3,25 bc 585b 8,00 ab
UFSC Pt 116 +40 pL L 1,75a 2,46 a 3,68b 6,71 a 8,20 a
UFSCPt 116 (20 pL L) 1,72 a 2,57 a 3,73a 6,42 a 8,20 a
UFSC Pt 116 (20 uL L") + 40 pL L*! 1,57b 2,21b 3,18 be 5,57b 7,60 b
CV (%)* 8,54 9,02 8,66 8,98 9,14

Meédias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; *Coeficiente de

variagdo. Média de 20 repeti¢oes (n = 20).

Provavelmente, este resultado no crescimento esteja
relacionado a maior colonizacdo ectomicorrizica
observada nestes tratamentos, a qual, devido aos
beneficios da simbiose ectomicorrizica, proporciona
melhores condigdes de crescimento na presenga de
metais no solo.

As plantas de eucalipto ndo inoculadas com o fECM P,
microcarpus também apresentaram crescimento, embora
limitado, no solo contaminado por cobre (Tabela 4). Isso
pode ter ocorrido devido as plantas ndo micorrizadas,
dependendo do estado fisiologico e nutricional, poderem
se desenvolver, embora com dificuldade, em solos
contaminados por metais pesados, o que ¢ viabilizado
por mecanismos de captacdo e efluxo de metais através
da membrana plasmatica, quelagdo de metais no citosol,
acao de fitoquelatinas e compartimentalizagdo dos metais
no vacuolo (Hall, 2002).
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O teor de cobre no tecido das plantas submetidas aos
tratamentos onde houve a inocula¢do ectomicorrizica
e a utilizagdo do o6leo essencial de eucalipto, foi
significativamente inferior ao observado no tecido
vegetal das plantas submetidas aos demais tratamentos
(Figura 3). Fomina et al. (2005) demonstram que a
presenga do manto fingico 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 translocagdo para o interior das plantas.

Provavelmente, o menor teor de cobre encontrado
na parte aérea das plantas submetidas aos tratamentos
onde houve inoculagdo micorrizica e presenca do 6leo
essencial, tanto no inoculo utilizado como na adigao
posterior (tratamentos UFSC Pt 116 (20 pL L!) e UFSC
Pt 116 +40 uL L") (Figura 3), tenha resultado em menor
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fitotoxidez de cobre, visto que, quanto menor o teor de
cobre translocado, menor sera a interferéncia deste na
absorcao e translocagdo de elementos como o fésforo,
potassio, calcio e magnésio, nutrientes essenciais ao
desenvolvimento vegetal (Soares et al., 2000).

Figura 3. Teor de cobre nas folhas de Eucalyptus grandis
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submetido aos diferentes tratamentos, 150 dias apds 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.

No campo, o efeito dos tratamentos de inoculacdo
e oleo essencial ficou evidente devido a diferenca
observada quanto ao porcentual de sobrevivéncia das
plantas (Tabela 5). Embora ap6s o periodo de formagao
das mudas em casa de vegetacdo, as plantas nao
tenham recebido nenhum tipo de tratamento, a maior
colonizagdo ectomicorrizica (Figura 1) € o incremento no
crescimento das mudas inerente aos tratamentos fECM
+ 6leo (Figura 2) resultaram em plantas com condigdes
de permanéncia no solo contaminado.

E importante observar que o solo presente nas Minas
do Camaqua, RS, ¢ oriundo do rejeito do processo de
mineracao do cobre, o qual, apds a moagem da rocha
e o processo fisico-quimico de extragdo do cobre, foi
depositado sobre area de mineragao, estando sujeito aos
fatores climaticos e biologicos. Além disso, no momento
do transplante do E. grandis para o campo, ndo foram
adotadas tecnologias de amenizagao do efeito de metais
pesados sobre o crescimento vegetal (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
producdo das mudas em condi¢do de casa de vegetagao.

Conclusoes

O oleo 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 aplicagao
do oleo essencial de eucalipto apresentam maior
porcentagem de colonizagdo 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.

Tabela 5. 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 condigdes de campo.

Tratamento Sobrevivéncia Altura das plantas Diametro do colo
(%) (cm) (mm)
Controle 15 63,45 d* 7,60 d
Controle + 40 uL L™ 30 66,86 d 8,57d
UFSC Pt 116 45 73,44 be 11,40b
UFSC Pt 116 +40 pL L 75 87,05 a 1325 a
UFSC Pt 116 (20 pL L) 60 75,14 b 11,85b
UFSC Pt 116 (20 pL L") + 40 pL L 40 70,09 c 10,00 cd
CV (%)** 10,54 13,14

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

de variagdo.
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