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OLEO ESSENCIAL DE EUCALIPTO COMO BIOESTIMULADOR DO CRESCIMENTO DE
FUNGOS ECTOMICORRIZICOS IN VITRO

EUCALYPTUS ESSENTIAL OIL AS BIO-STIMULATOR OF THE GROWTH OF IN VITRO
ECTOMYCORRHIZAL FUNGI

Ricardo Bemfica Steffen' Zaida Inés Antoniolli? Gerusa Pauli Kist Steffen’
Rodrigo Josemar Seminoti Jacques* Marcos Leandro dos Santos® Helena Teixeira Godoy?®
Stanislau Bogusz Junior’

RESUMO

Os metabolitos secundarios extraidos de esséncias florestais conhecidamente micossimbiontes podem
estimular o crescimento de isolados ectomicorrizicos in vitro. Assim, determinou-se o efeito de concentragdes
do dleo 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 ¢ UFSM RA 2.8) em
meio de cultura liquido. Apds o periodo de 25 dias de incubacdo, avaliou-se a morfologia e o crescimento dos
isolados. A adigdo do 6leo essencial nas concentragdes 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 ¢ UFSM
RA 2.8. A adi¢do do 6leo essencial na concentragdo de 20 pL L resultou em aumento no didmetro e na
ramificagdo das hifas dos isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24. A utilizacdo de 6leo essencial na elaboracdo
de meios de cultura para o crescimento de isolados ectomicorrizicos mostra-se eficiente, por aumentar a
produgdo de massa micelial do fungo.

Palavras-chave: crescimento miceliano; metabolitos secundarios; produgdo de indculo.
ABSTRACT

The secondary metabolites extracted from forest species known as micossimbiontes can stimulate the
growth of in vitro ectomycorrhizal isolates. We determined the effect of concentration of Eucalyptus grandis
essential oil in stimulating growth of the ectomycorrhizal 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 RA UFSM 2.2 and 2.8) in liquid culture medium. After a period
of 25 days of incubation, we evaluated the morphology and growth of the isolates. The addition of essential
oil at concentrations from 20 to 30 uL L' promoted mycelial growth in vitro in isolated Pt 24 UFSC,
UFSC Pt 116, Ch 163 UFSC, UFSC Sc 124, UFSM RA RA UFSM 2.2 and 2.8. The addition of essential
oil at a concentration of 20 uLL L' resulted in an increase in the diameter and branching hyphae of isolates
UFSC Pt 116 and Pt 24 UFSC. The use of essential oil in the preparation of culture media for the growth of
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ectomycorrhizal isolates has shown to be efficient and to increase the mycelial mass of the fungus.

Keywords: mycelium growth; secondary metabolites, production of inoculum.

INTRODUCAO

Nas tultimas décadas, o interesse pela uti-
lizagdo dos fungos ectomicorrizicos inoculados a
espécies florestais se intensificou devido aos bene-
ficios que estes proporcionam as plantas (SMITH e
READ, 2008). A inocula¢ao ectomicorrizica torna
possivel o estabelecimento de espécies florestais
em solos que apresentam condi¢des subadequadas
de disponibilidade de nutrientes, ou mesmo com
presenca de poluentes (BRUNNER, 2001; ROSSI
etal., 2002; SOUZA et al., 2006). No entanto, a mi-
corrizacdao controlada de esséncias florestais exige
ndo somente a sele¢do de espécies flngicas eficien-
tes em formar simbiose com a planta (OLIVEIRA e
GIACHINI, 1999; ROSSI et al., 2002), mas a mul-
tiplicagdo em larga escala destes isolados fungicos,
possibilitando a inoculagdo adequada das mudas
florestais.

Segundo Pera e Parladé (2005), as micorri-
zas sdo consideradas a simbiose de maior expressao
ecologica e econdmica entre fungos do solo e ra-
izes de plantas superiores. Os fungos ectomicorri-
zicos, além de estarem envolvidos na ciclagem de
nutrientes em ecossistemas arboreos (HOGBERG
e HOGBERG, 2002; HOBBIE, 2006; COURTY et
al., 2010), desempenham fungdes fundamentais no
estabelecimento e na manuten¢do de comunidades
florestais (SMITH e READ, 2008).

Na simbiose mutualistica ocorre uma mi-
cotrofia, onde os fungos, além de proporcionarem
ao hospedeiro maior absor¢do de agua e nutrientes
minerais essenciais ao seu desenvolvimento, confe-
rem as raizes maior tolerancia a estresses bioticos
¢ abidticos (ZEPPA et al., 2005; SMITH e READ,
2008). Em contrapartida, a planta libera na forma de
exudatos radiculares, alguns fotossintatos, compos-
tos organicos e aminoacidos, beneficiando o desen-
volvimento miceliano e a manutencdo da simbiose
(ZEPPA et al., 2005; SOUZA et al., 2006; SMITH ¢
READ, 2008; NEHLS et al., 2010).

Durante a formagao da simbiose ectomicor-
rizica, ocorrem algumas alteragdes fisiologicas na
planta hospedeira que irdo determinar a compatibili-
dade ou ndo com o fungo. Estas alteragdes compre-
endem desde modificagdes morfologicas nas raizes
até a formacao e deposi¢do de exudatos radicula-
res e compostos fenolicos, dependendo do isolado

ectomicorrizico utilizado (BAPTISTA et al., 1999;
SMITH e READ, 2008).

Os compostos fendlicos ou esséncias vege-
tais sdo compostos de origem natural, que podem
ser obtidos pela hidrodestilagdo de tecidos vege-
tais, recebendo a denominacdo de 6leos essenciais
(SALGADO e CAMPOS, 2003), os quais estdo
envolvidos nas interagdes entre plantas e microrga-
nismos (SIMIONATTO, 2004), atuando na adapta-
bilidade da planta a0 ambiente em que se encontram
(MATOS, 2004). Atualmente, a utilizacdo de meta-
bolitos secundarios, devido as propriedades encon-
tradas nos terpenos, monoterpenos e sesquiterpenos
presentes nestes compostos, representa uma alterna-
tiva biotecnoldgica no manejo de microrganismos
patogénicos ou simbiontes do solo (LUDLEY et al.,
2009; BA et al., 2010).

Embora os metabolitos secundarios ou ole-
os essenciais estejam relacionados com diversas
fungdes necessarias a sobrevivéncia da planta, exer-
cendo papel fundamental na defesa do vegetal con-
tra a acdo de microrganismos (OLUMA e GARBA,
2004; DEL GIUDICE et al., 2008; MAFFEI et al.,
2010; SHRIVASTAVA et al., 2010), alguns traba-
lhos descrevem que os efeitos aleloquimicos dos
compostos fendlicos podem assumir diferentes
formas de acdo sobre o desenvolvimento de orga-
nismos (BRIMECOMBE et al., 2001), inibindo de-
terminado organismo (SCHAWN-ESTRADA et al.,
2003; MEDICE et al., 2007) ou estimulando seu de-
senvolvimento, dependendo da concentragdo de uso
e da interacdo entre os compostos (MARTINS et al.,
2000; STEFFEN et al., 2010).

No caso da associacao ectomicorrizica, a
formagdo da simbiose fungo-planta depende, de
forma direta, das condigdes bioldgicas dos exuda-
tos radiculares e das condigdes fisico-quimicas da
rizosfera (SOUZA et al., 2006). Segundo Baptista
et al. (1999), Menotta et al. (2004), Martin et al.
(2008) e Smith e Read (2008), o quimiotropismo ¢
estabelecido pela exudacdo de compostos fendlicos
pelas raizes da planta hospedeira, os quais atuam
como sinalizadores bioquimicos e estabilizadores
da simbiose ectomicorrizica.

Em florestas de coniferas, Koide et al.
(1998) observaram que a decomposi¢do dos resi-
duos vegetais sobre o solo resulta em actimulo de
metabolitos secundarios, os quais influenciam no
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crescimento de fungos ectomicorrizicos, limitando
sua associagcdo com as raizes das plantas. Com base
nestes dados, Kainulainen et al. (2003) verificaram
que em comunidades florestais, a liteira em decom-
posicao € responsavel pela liberacdo de metabolitos
secundarios, que estabelecem, dependendo da con-
centracado, a relacdo de espécies de fungos capazes
de tolerar estes compostos e formar simbiose com
a planta.

Esfor¢os estdo sendo concentrados nao
somente no aprimoramento de metodologias para
fabricacdo de inoculantes micorrizicos, mas tam-
bém na otimizagdo do desenvolvimento micelial,
buscando-se compostos organicos com capacidade
de bioestimulacao do crescimento fungico, visando
a maior producdo de material para ser utilizado nos
programas de micorrizagdo. Partindo-se do conhe-
cimento sobre as interagdes estabelecidas na sim-
biose entre os fungos ectomicorrizicos e o sistema
radicular de plantas e do conceito sobre a sintese e
constituicdo dos oleos essenciais, 0 objetivo nesse
trabalho foi determinar a a¢ao bioestimuladora do
o6leo essencial de Eucalyptus grandis no crescimen-
to de isolados ectomicorrizicos in vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi constituido pela utili-
zagdo do 6leo essencial de Eucalyptus grandis em
diferentes concentragdes, visando determinar a con-
centracao na qual ocorreria maxima estimulagdo do
micélio fungico. O trabalho foi realizado em trés
etapas: (1) extragdo do 6leo essencial de Eucalyptus
grandis por hidrodestilacao (SERAFINI e CASSEL,
2001) e caracterizagdo dos compostos obtidos; (2)
avaliagdo do efeito do oleo essencial de Eucalyptus
grandis como bioestimulador do desenvolvimento
in vitro de sete isolados de fungos ectomicorrizicos
e (3) caracterizagdo morfométrica dos isolados de
fungos ectomicorrizicos inoculados em meio de cul-
tura liquido contendo 6leo essencial de eucalipto.

Obtencao do oleo essencial de Eucalyptus
grandis

A extracdo do oleo essencial foi realizada
através da técnica de hidrodestilacdo das folhas
frescas de eucalipto (VITTI e BRITO, 2003). As fo-
lhas coletadas foram cortadas em pedagos 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 modi-
ficado (SERAFINI e CASSEL, 2001), mantendo-

-se agua destilada em ebulicao dentro do baldo, por
meio de aquecedor externo. Os componentes vege-
tais extraidos, apds a passagem do destilado por um
condensador tipo Liebig, foram coletados e manti-
dos sob refrigeracdo a 4 °C, até sua utilizacao.

Isolados de fungos ectomicorrizicos

Utilizaram-se os fungos ectomicorrizi-
cos das espécies Pisolithus sp. (isolados UFSC Pt
24 e UFSC Pt 188), Pisolithus microcarpus (isolado
UFSC Pt 116), Chondrogaster angustiporus (isola-
do UFSC Ch 163), Scleroderma citrinum (isolado
UFSC Sc 124) e Suillus sp. (isolados UFSM RA
2.2 e UFSM RA 2.8) coletados em plantagdes de
eucalipto. 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 es-
tufa a 26 °C e multiplicado a partir de culturas da co-
lecdo, através de repicagens para o meio da mesma
composi¢do, sob condigdes assépticas.

Determinacio dos compostos presentes no 6leo
essencial

Para a caracterizagdo dos compostos, o 6leo
essencial foi seco sob sulfato de sodio anidro e re-
colhido em recipiente para fins de quantificacao do
rendimento do 6leo.

Para as analises cromatograficas foram uti-
lizados: cromatografo marca Varian® 3800 dotado
de detector de ionizagdo de chama FID e equipado
com o programa Star Chromatography Workstation
(versdo 4.5); e cromatdgrafo marca Shimadzu GC-
17A dotado de espectrometro de massas Shimadzu®
modelo QP5000. Em ambos os equipamentos, em-
pregou-se coluna capilar SPB™-5 (30 m x 0.25 mm
i.d. x 0.25 pm de fase estacionaria) da Supelco
(BELLEFONTE, PA, USA). Os espectros de massa
obtidos foram comparados com os espectros do site
da NIST (http://webbook.nist.gov/chemistry/) na
internet.

Avaliacao do 6leo essencial de Eucalyptus
grandis sobre o desenvolvimento de isolados de
fungos ectomicorrizicos in vitro

Para a avaliacdo do efeito das diferentes
concentracdes do oleo essencial de Eucalyptus
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. Apés a esterilizagdo e o res-
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friamento dos Erlenmeyers a temperatura ambien-
te, adicionou-se as concentracoes de 0, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100 pL L' do 6leo essen-
cial, previamente solubilizado em etanol 96,5 %
na propor¢do de 1:1 (v/v), conforme metodologia
proposta por Fabrowski et al. (2003). Apds a adi-
¢ao do odleo 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 fingico, acrescentou-se um
tratamento controle contendo apenas meio de cul-
tura Melin-Norkrans modificado MNM (MARX,
1969) liquido e etanol na concentracdo utilizada
para solubilizar a concentracdo mais elevada de
oleo essencial.

Apb6s a montagem das unidades experi-
mentais, as mesmas foram incubadas por 25 dias,
a 26 °C + 0,2 no escuro. Terminado o periodo
de incubagdo, 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
fingicos.

As regressdes foram obtidas pelo software
Table Curve (JANDEL SCIENTIFIC, 1991). Para
a determinagdo dos tratamentos mais eficientes
quanto ao bioestimulo do desenvolvimento mi-
celiano, os dados obtidos nos tratamentos foram
transformados para raiz quadrada de x + 0,1 e sub-
metidos a andlise de varidncia e ao teste de médias
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade de erro
pelo software SISVAR (FERREIRA, 2000).

Caracteristicas morfolégicas das hifas

Apos a determinagdo dos isolados fingicos
que melhor responderam a adi¢do de 6leo essencial
ao meio de cultura e da concentragdo ideal do 6leo
essencial, estes isolados foram avaliados quanto
(1) a evolugao do crescimento in vitro dos isolados
ectomicorrizicos expostos ao 6leo essencial em re-
lagao ao tratamento controle e (2) as caracteristicas
morfologicas das hifas fingicas crescidas em meio
de cultura liquido contendo o 6leo essencial.

Para a avaliagdo da evolugdo do cresci-
mento 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.
Apos a adicao do 6leo essencial ao meio de cultu-
ra, inocularam-se 2 discos de 10 mm de didmetro
do micélio fungico em cada Erlenmeyer. O mate-
rial foi mantido em incubadora por 25 dias, a 26 °C
+ 0,2 no escuro, com seis repeti¢cdes. As avaliagdes
foram realizadas a cada cinco dias.

Para a avaliagdo das caracteristicas morfo-
métricas dos isolados ectomicorrizicos, utilizaram-
-se laminas de microscopia, sobre as quais foram
acoplados canulos de vidro de 1,5 mm de didmetro.
Sobre esta estrutura, colocou-se uma laminula de
microscopia de forma que houvesse espago entre
a lamina e a laminula, formando a unidade experi-
mental. No espaco entre as laminas, adicionou-se
500 pL de meio de cultura Melin-Norkrans mo-
dificado MNM liquido a pH 5.8 (MARX, 1969).
Foram utilizadas trés concentragdes de 6leo essen-
cial de eucalipto: (1) tratamento controle (sem a
adi¢do do oleo essencial), (2) concentragdo do 6leo
essencial que proporcionou melhor resposta ao es-
timulo do crescimento miceliano (20 uL L para
os isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24) e (3) con-
centracao do dleo essencial que resultou em menor
crescimento miceliano (40 pL 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 diametro de 90 mm, conten-
do agua destilada estéril, a fim de proporcionar um
ambiente umido evitando a desidratacdo do meio
de cultura.

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

Cada conjunto (lamina + laminula) foi ava-
liado e fotografado em maquina fotografica digital
marca Sony, acoplada ao microscopio dptico com
aumento de 300 vezes. As imagens obtidas foram
ampliadas no sofiware GIMP 2.4.5 (GNU Image
Manipulation Program), onde se avaliou o diame-
tro 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 probabili-
dade de erro pelo software SISVAR (FERREIRA,
2000), tomando-se como base os niveis de signifi-
cancia maiores que 95 % (p<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No oleo essencial de Eucalyptus grandis
foram identificados 40 compostos (Tabela 1), Estes
compostos corroboram com os descritos na literatu-
ra referente a composigdo de 6leos essenciais extra-
idos de plantas do género Eucalyptus (BARANSKA
et al., 2005).

Dentre estes componentes, 0 monoterpe-
no 1,3,3-trimetil-2-oxabiciclo[2.2.2]-octano, co-
nhecido como eucaliptol (1,8-Cineol) destacou-se
em propor¢do em relagdo aos demais. Garcia et al.
(2009) atribuem os efeitos de inibigdo ou bioesti-
mulo do crescimento vegetal e microbiano princi-
palmente ao eucaliptol, seguido pelo citral, timol, a
e P-pineno, cetonas e compostos flavonicos. Estes
compostos, dependendo da concentragdo, podem
proporcionar relagdes de sinergismo, resultando
na indu¢@o do crescimento de microrganismos ou
plantas (LAGRANGE et al., 2001; LUDLEY et al.,
2009). Segundo Estanislau et al. (2001), provavel-
mente este efeito esteja relacionado ao fato do euca-
liptol interagir com radicais livres contendo radical
hidroxila, inibindo a produgao de substancias oxige-
nadas reativas.

Alguns compostos vegetais, quando utili-

zados em concentragdes extremamente reduzidas,
podem proporcionar efeito Hormese no crescimento
microbiano. Segundo Forbes (2000), este efeito se
caracteriza pela inducdo de determinadas caracteris-
ticas provocadas pela utilizacao de baixas concentra-
¢oes de compostos considerados toxicos. Baseados
nesta caracteristica, alguns trabalhos demonstram
atividade de 6leos essenciais na bioestimulagao do
desenvolvimento microbiano (MARTINS et al.,
2000; LUDLEY et al., 2009).

As concentracdes de oleo essencial que
proporcionaram incrementos no crescimento mi-
celiano fingico encontram-se entre 10 e 30 pL L,
dependendo do isolado ectomicorrizico utilizado
(Figura 1).

No entanto, o isolado UFSC Pt 188
(Pisolithus microcarpus) apresentou maior cres-
cimento no meio de cultura sem a adi¢ao do dleo
essencial, uma vez que o 6leo, mesmo na concentra-
¢do de 10 puL L', apresentou efeito negativo sobre
o isolado.

Os isolados UFSC Sc 124 (Scleroderma
citrinum), UFSC Ch 163 (Chondrogaster
angustiporus) ¢ UFSM RA 2.8 (Suillus sp.) apre-
sentaram maior crescimento quando da adicao de
10 uL L' de 6leo essencial de eucalipto ao meio

TABELA 1: Componentes do 6leo essencial extraido de folhas frescas de Eucalyptus grandis.

TABLE 1:  Components of the Fucalyptus grandis essential oil extracted from fresh leaves.
Composto PR(%) ! Composto PR(%) !

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
allo-Aromadendra-4(15),10(14)-diene 2,00 Longipinene epoxide 0,27
(E)-Nerolidol 1,95 B-Myrcene 0,25
o-Humulene 1,87 o-Muurolene 0,23
a-Guaiol 1,70 Elemene 0,19
T-Cadinol 1,28 Bisabolene 0,14
Germacrene B 0,95 o-Farnesene 0,12
v-Himalacheno 0,84 (E)-3(10)-caren-4-ol 0,11
Guaia-6,10(14)-diene 4f3--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

Em que: ' PR = Porcentagem Relativa em relagio ao total extraido.

Ci. Fl., v. 23, n. 2, abr.-jun., 2013



408 Steffen, R. B. et al.
120 TUFSCPtlls TUFSC Pt 24
110 '
100

= 0,0013%° - 0,1624x° + 3,0057% + 79,72

&0 1 ;
20 R =0,074
BO -
50 A +
40 )
30 A y=0D005K - 00841 +3 2283+ 86,882
20 1 R*=0,9703
10
EI T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 BO 90 100 0 W N W 40 W B0 T B W AW
120 7 120 -
110 UFSMERA 28 110 A UFSMRA 22
100 1 100
. 904 . 3 : 90 = 2E-6x* + 0,001 - 0,005¢ + 2, 1456x + 49 776
= 80 y =-BE-06x’ + 00014 - 0,1127%° + 23755 + 46,126 g A ¥= - L - -
= T0H R =0 992 70 1 R =0892
o 60 1 60 A +
= 501 50 4
2 407 40 1
= 30 1 30 A
e 207 20
o 101 . 10 4
é D T T T T T T T T T T D r T T T T T T . T 1
= 0 1 20 30 40 50 60 VO 80 90 100 g 40 20 30 40 50 60 FO S0 90 100
g 120
ER UFSC Ch 163 UFSC Pt 188
g 100
§ 90 1 vy =0,0004 - 0,0705 +2,568% + 50,320

R =0983

y=-0,0030¢* — 0,3866x+ 64,451
R*= 0,085

0 70 80 90

30 40 50 6 20 30 40 50 &0 VO

UFSC 5c 124

¥ =0,0001% - 0,017 6" + 0,2484x + 30,184
R =0,084

FIGURA 1:

FIGURE 1:

30+
20 1
10 A
0 T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 VO 80 90 100
Concentracio do oleo essencial de Eucalyptus grandis (uL L1)

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 ¢ UFSC SC 124) em meio de
cultura liquido contendo concentragdes crescentes de oleo essencial de Eucalyptus grandis.
Growth in vitro mycelium of ectomycorrhizal isolates (UFSC Pt 116, Pt 24 UFSC, UFSM RA
2.8, UFSM RA 2.2, UFSC Ch 163, UFSC Pt 188 and UFSC SC 124) in liquid culture medium
containing increasing concentrations of Eucalyptus grandis essential oil.
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de cultura. Ja, os isolados UFSC Pt 116 (Pisolithus
microcarpus), UFSC Pt 24 (Pisolithus sp.) e UFSM
RA 2.2 (Suillus sp.) apresentaram maior crescimen-
to com a adigdo de 20 pL L' de 6leo essencial.

De forma geral, os efeitos da utilizagao dos
o6leos essenciais, tanto no controle de microrganis-
mos como no bioestimulo do crescimento destes, po-
dem ser atribuidos aos compostos fenoélicos e terpe-
nos, com énfase aos monoterpenos e sesquiterpenos
presentes na composi¢cdo dos metabolitos secunda-
rios de plantas bioativas (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Avaliando o crescimento de isolados de
fungos ectomicorrizicos em substratos contendo di-
ferentes concentragdes de metabolitos secundarios,
Ludley et al. (2008, 2009) observaram variacao sig-
nificativa, tanto de inibi¢do como de estimulo dos
isolados, dependendo da espécie ectomicorrizica e
da concentracdo dos metabolitos. Segundo os auto-
res, o comportamento das espécies ectomicorrizi-
cas frente a presenga de metabolitos secundarios é
fundamental para a sele¢do de isolados capazes de
formar simbiose com determinada comunidade de
plantas.

De acordo com Taiz e Zeiger (2004), os com-
postos fendlicos, compostos contendo grupos fenois,
um grupo hidroxila e um anel aromatico, apresentam
grande variedade de fungdes nas espécies vegetais,
atuando como sinal bioquimico na simbiose de plan-
tas e microrganismos mutualistas.

Segundo Ludley et al. (2009), os resultados
referentes a acdo de oleos essenciais no estimulo
ou na inibicdo do crescimento de microrganismos

ndo estdo somente relacionados ao tipo de com-
postos presentes nos 6leos, mas sim no compor-
tamento dose-efeito. Segundo os autores, embora
alguns metabolitos secundarios sejam essenciais
para o desenvolvimento e crescimento miceliano,
determinados compostos, quando em concentragdes
elevadas, causam retardo ou até mesmo limitam a
expansao das hifas de isolados ectomicorrizicos. De
acordo com Atanda et al. (2007), os dleos essenciais
de Cinnamomun cassia Blume e Laurus nobilis
L. estimularam o crescimento micelial in vitro de
Aspergillus parasiticus.

Em concentragdes de 6leo essencial acima
de 30 uL L', observa-se diminui¢do do crescimen-
to fungico, evidenciado pela menor massa seca do
micélio (Tabela 2). Soliman e Badeaa (2002) em es-
tudos quanto ao efeito de 6leos essenciais de plantas
bioativas sobre micotoxinas e fungos patogénicos,
observaram que a inibi¢do do crescimento fingico
esta diretamente relacionada a concentracdo dos
compostos presentes nos 6leos. Singh et al. (2003)
observaram efeito inibitorio sobre o crescimento
fungico, utilizando 6leos essenciais de plantas bio-
ativas em concentrag¢des superiores a 1000 pL L.

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 adi¢do
do oleo essencial no meio de cultura liquido (incre-
mento de 49,13 %). No entanto, este isolado apresen-
ta crescimento lento em meio de cultura, sendo sua
massa micelial significativamente inferior aos iso-

TABELA 2: Massa seca do micélio fingico (mg) dos isolados ectomicorrizicos incubados na presenca do
oleo essencial de Eucalyptus grandis. Média de seis repetigoes (n=6).

TABLE 2:

Dry mass of mycelium (mg) of ectomycorrhizal isolates incubated in the presence of

Eucalyptus grandis essential oil. Average of six replicates (n = 6).

Fungo ectomicorrizico MSC! MSCAL? MSOE?
Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) 87,24 aB” 91,32aB 116,65 a A
Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) 81,45aB 81,69 ab B 106,57 a A
Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 188) 63,47bA 66,07 bc A 63,47 bc A
Chondrogaster angustiporus (UFSC Ch 163) 49,52 bc B 55,00c B 73,85b A
Suillus sp. (UFSM RA 2.2) 49,15bc B 53,47 ¢ AB 60,05cA
Suillus sp. (UFSM RA 2.8) 46,80 bc B 48,85¢cdB 59,10c A
Scleroderma citrinum (UFSC Sc 124) 30,07 c A 31,40d A 32,37dA
CV (%)™ 8,95 7,60 6,96

Em que: ' Massa seca do micélio no tratamento controle. > Massa seca do micélio no tratamento controle alcool. *
Massa seca do micélio no tratamento com a concentragdo de 6leo essencial de maior eficiéncia. UFSC Pt 24 (20 pL
L"), UFSC Pt 116 (20 uL L"), UFSC Pt 188 (0 pL L"), UFSC Ch 163 (10 uL L"), UFSM RA 2.2 (20 uL L"), UFSM
RA 2.8 (10 pL L") e UFSC Sc 124 (10 pL L"), * Médias seguidas da mesma letra mintscula nas colunas e maiuscula
nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. ** Coeficiente de variagao.
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lados pertencentes ao género Pisolithus (Tabela 2).
Desta forma, o fECM Chondrogaster angustiporus
ndo apresenta caracteristicas ideais para ser utiliza-
do em programas de producdo 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 ec-
tomicorrizico Suillus sp. (isolado UFSM RA 2.2), a
presenca do alcool no meio de cultura resultou em
aumento no crescimento miceliano (Tabela 2).

Estudando o efeito da utilizagdo do o6leo
essencial de Eucalyptus spp. no controle de fungos
do género Aspergillus, Garcia et al. (2009) obser-
varam que a oxidagdo provocada pelo composto
eucaliptol (1,8-cineol) provocou a formacdo dos
compostos 2-exo-hydroxi-1,8-cineol, 2-endo-hydro-
xi-1,8 cineol, 3-exo-hydroxi-1,8-cineol e 3-endo-
-hydroxi-1,8-cineol, os quais resultaram na inativa-
¢do do patogeno. Ja Bakkali et al. (2008) observaram
que os componentes aromaticos e alifaticos presen-
tes nos metabolitos secundarios dos vegetais po-
dem atuar como pro-oxidantes danosos, afetando
as membranas celulares dos organismos, ou como
antioxidantes benéficos, beneficiando a manutengao
e o desenvolvimento celular, dependendo da concen-
tragdo e natureza.

120 -
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1001 =1 20pL 1

& 40].1LL'1

80
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[==]
1

)
o
1

Massa seca do micélio fingico (mg)
(=]
L]

[==]

Analisando-se o crescimento miceliano dos
isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24 durante o peri-
odo de incubagao, verifica-se que ao final de 25 dias,
estes apresentaram crescimento significativamente
superior quando inoculados em meios de cultura
com a adi¢do de 20 uL. L' de 6leo essencial. No en-
tanto, este maior crescimento comega a ser evidente
apenas entre o 10° e 15° dias de incubagdo para am-
bos isolados (Figura 2).

Desde a repicagem do material (tempo zero)
até o 5° dia de incubacgdo, a adi¢do ou nao do dleo
essencial ndo alterou o crescimento miceliano de
ambos os isolados. A partir do 5° dia de incubagao,
no tratamento controle, no qual ndo se adicionou o
oleo essencial, os isolados apresentaram crescimen-
to acelerado, sendo este evidenciado até o 10° dia de
incubacdo (Figura 2). A partir do 10° dia, ambos os
isolados (UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24) apresentaram
diminui¢do na taxa de crescimento, permanecendo
até o 15°. Durante este periodo, os tratamentos onde
foi utilizado o o6leo essencial na concentracao de
20 uL L' de meio de cultura apresentaram cresci-
mento continuo e linear até o término do periodo de
incubacao.

A partir do 15° dia, os isolados incubados no
tratamento controle apresentam crescimento mais
acelerado, ndo sendo observada diminui¢do no cres-
cimento até o término do periodo de incubagdo.

UFSC Pt 24

Controle
20uL Lt
50uL Lt

bt

Periodo de incubacdo (dias)

FIGURA 2: 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.

FIGURE 2: Curve of growth of mycelium of the ectomycorrhizal Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116)
and Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) in liquid medium containing different concentrations of

eucalyptus essential oil.
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Os isolados UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24, nos
tratamentos onde se aplicaram as concentragdes de
oleo essencial que limitaram o crescimento fungi-
co, igualando-se ao tratamento controle (Figura 1),
apresentaram crescimento miceliano inferior aos de-
mais tratamentos a partir do 5° dia de incubag@o. No
entanto, este tratamento ndo limitou o crescimento
miceliano no periodo do 10° ao 15° dia, observado
no tratamento controle.

Verificou-se que a adi¢do de 20 uL L' do

oleo essencial de eucalipto no meio de cultura liqui-
do resultou em maior densidade de micélio fungico,
evidenciado pela menor distdncia entre os pontos
de ramificagdes, pelo maior didmetro das hifas e
maior numero de hifas laterais partindo de um mes-
mo ponto de ramifica¢do (Figuras 3 e 4). Segundo
Denny e Wilkins (1987), esta maior densidade de
miceélio proporciona ao isolado maior grau de sobre-
vivéncia no campo e maior eficiéncia na associacao
e manuten¢do da simbiose com plantas simbiontes.

FIGURA 3: Hifas do fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) no tratamento controle
(a), tratamento 20 uL L' do 6leo essencial (b) e tratamento 40 uL L' do 6leo essencial (c),
cinco dias apds a incubagdo. (barra =5 pm).

FIGURE 3: Hyphae of the ectomycorrhizal fungus Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) in control (a)
treating 20 uL L essential oil (b) treatment and 40 uL L' essential oil (c¢) five days after

incubation. (bar =5 um).
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FIGURA 4: Diametro médio das hifas dos fungos ectomicorrizicos (A) Pisolithus microcarpus (UFSC Pt
116) nos tratamentos controle, 20 pL L' ¢ 40 uL L' e do fungo ectomicorrizico (B) Pisolithus
sp. (UFSC Pt 24) nos tratamentos controle, 20 uL L' ¢ 50 uL L!. Média de seis repeti¢des. *
Meédias 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).

FIGURE 4: Mean diameter of the hyphae of ectomycorrhizal fungi (A) Pisolithus microcarpus (UFSC
Pt 116) the control treatment, 20 pL L' and 40 pL L' and the ectomycorrhizal fungus (B)
Pisolithus sp. (UFSC Pt 24) the control treatment, 20 pL. L' and 50 uL L'. Average of six
replicates. * Means followed by same letter do not differ from Tukey test at 5 %. UFSC Pt 116

(CV 7.15 %), UFSC Pt 24 (CV 8.61 %).
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O aumento no diametro das hifas, devido
a adi¢@o de 20 puL L' do 6leo essencial de euca-
lipto ao meio de cultura, resultou em maior massa
de micélio fingico por area. Tendo em vista que,
quando da utilizacao de tubetes, 100 mg de micé-
lio sdo suficientes para inocular 1 m? de viveiro, o
ganho em massa micelial observado com a adicao
do 6leo essencial possibilita a inoculagdo de maior
numero de mudas em relagdo ao inoculo tradicio-
nal (sem a utilizagao do 6leo essencial).

Quando adicionado 6leo essencial na con-
centragdo de 40 uL L' e 50 uL L', houve redu-
¢do significativa no diametro das hifas dos isola-
dos UFSC Pt 116 e UFSC Pt 24, respectivamente.
Estas concentragdes resultaram em crescimento
miceliano abaixo do crescimento observado no
tratamento controle (Figura 1).

Além do efeito de estimulo ou limitagao do
desenvolvimento das hifas fungicas, evidenciado
pelo didmetro destas, dependendo da concentracao
do oleo essencial adicionado ao meio de cultura, o
oleo proporcionou maior ou menor ramificagao das
hifas, estabelecendo-se uma relacdo de dose-efei-
to. Este padrao de comportamento foi demonstra-
do por Ludley et al. (2009), em estudos quanto ao
desenvolvimento de fungos ectomicorrizicos na
presenca de determinados compostos presentes no
metabolismo secundario de coniferas.

Durante a formagao da simbiose micorri-
zica, observou-se na planta a formagdo e o acu-
mulo de polipeptideos de baixo peso molecular,
idénticos aos observados quando da penetracao
de fungos patogénicos no sistema radicular, evi-
denciando a reagao de mecanismos de defesa
(FEUGEY et al., 1999). Observou-se também a
inducdo da quitinase, peroxidase e o estimulo ao
metabolismo de fenilpropanoides, resultando este
na deposicdo de compostos fenolicos responsaveis
pela estabilizagdo da simbiose (MENSEN et al.,
1998; FEUGEY et al., 1999). Em plantas micos-
simbiontes, a formacao destes elicitores, especial-
mente dos N-acetilglucosamina, garante ndo so-
mente a associa¢do, mas também sua manutengao
e seu crescimento no decorrer do tempo (SALZER
et al., 1996). Burgess et al. (1995) e Lagrande et
al. (2001) demonstraram a sintese destes poli-
peptideos durante a simbiose ectomicorrizica em
Eucalyptus grandis. Desta forma, possivelmente a
utilizacao do o6leo essencial de Eucalyptus grandis
atue de forma similar a que ocorre na natureza,
como promotor do crescimento miceliano de iso-
lados ectomicorrizicos in vitro.

CONCLUSOES

O estimulo ao crescimento fungico devido
a adicao do oleo essencial de Eucalyptus grandis ao
meio de cultura MNM liquido apresenta respostas
de dose-efeito, dependendo da concentragao do dleo
essencial e do isolado ectomicorrizico utilizado;

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

O oleo essencial de Eucalyptus grandis,
em concentragdes acima de 40 pulL L', atua como
supressor da atividade fingica, limitando o cresci-
mento miceliano in vitro.
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