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RESUMO 

ANGELI, Karoline Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2019. 
Fungos micorrízicos Rizoctonioides associados a plântulas de Arundina graminifolia 
(Orchidaceae) e seu potencial para germinação simbiótica. Orientador: Olinto 
Liparini Pereira. Coorientadores: Marcus Vinícius Locatelli e Maria Catarina Megumi 
Kasuya. 
 
A germinação e desenvolvimento de protocormos em sementes de orquídeas está 

condicionada a diversos fatores, dentre eles a especificidade na associação com fungos 

micorrízicos rizoctonioides. O presente estudo objetivou isolar e identificar espécies de 

fungos rizoctonioides associados ao sistema radicular de plântulas de Arundina 

graminifolia, uma espécie de orquídea terrícola asiática, estabelecida espontaneamente 

em Itabirito-MG, e avaliar o seu potencial de aplicação na germinação simbiótica da 

espécie também asiática e terrícola de interesse comercial Phaius tankervilleae. Foram 

obtidos 21 isolados de fungos rizoctonioides, sendo 15 identificados filogeneticamente 

com base na sequência da região ITS, 12 pertencentes à família Tulasnellaceae e 03 à 

família Ceratobasidiaceae, constituindo 04 possíveis espécies novas de Tulasnella spp. e 

01 de Ceratobasidium sp.. Três isolados de Tulasnella spp. e dois de Ceratobasidium spp. 

foram selecionados para o teste de germinação. Apenas os isolados K12, K18 e K20 

pertencentes ao gênero Tulasnella, promoveram a germinação de sementes de A. 

graminifolia, em diferentes níveis de desenvolvimento. O isolado K12 favoreceu o 

desenvolvimento mais rápido do protocormo. No teste com P. tankervilleae apenas o 

isolado K9 (Ceratobasidium sp.) promoveu o desenvolvimento do embrião dentro do 

envoltório com formação de rizoides, mas sem o desenvolvimento do protocormo. Diante 

dos resultados foi possível concluir que há uma variedade de fungos micorrízicos 

rizoctonioides associados ao sistema radicular de A. graminifolia e os isolados possuem 

capacidade diferenciada de germinação de sementes e estabelecimento de protocormos 

de A. graminifolia e P. tankervilleae. 
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ABSTRACT 

ANGELI, Karoline Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2019. 
Rhizoctonia-like mycorrhizal fungi of Arundina graminifolia (Orchidaceae) 
seedlings and their potential for symbiotic germination. Advisor: Olinto Liparini 
Pereira. Co-advisors: Marcus Vinícius Locatelli and Maria Catarina Megumi Kasuya. 
 

The germination and development of protocorms in orchid seeds is conditioned by several 

factors, among them the rhizoctonioid fungi specificity. The present study aimed to 

isolate and identify species of rhizoctonioid fungi species associated with the root system 

of Arundina graminifolia, a species of Asian terrestrial orchid, established spontaneously 

in Itabirito-MG and to evaluate its potential for application in the symbiotic germination 

of the Asian terrestrial species of commercial interest, Phaius tankervilleae. Twenty-one 

isolates of rhizoctonioid fungi were obtained, being 15 phylogenetically identified based 

on the sequence of the ITS region, 12 belonging to the Tulasnellaceae family and 03 to 

the Ceratobasidiaceae family, constituting 04 possible new species of Tulasnella spp. and 

01 from Ceratobasidium sp.. Three isolates of Tulasnella spp. and two from 

Ceratobasidium spp. were selected for the germination test. Only isolates K12, K18 and 

K20 belonging to the genus Tulasnella promoted the germination of A. graminifolia seeds 

at different levels of development. The K12 isolate favored the faster development of the 

protocorm. In the P. tankervilleae test only the K9 isolate (Ceratobasidium sp.) promoted 

the development of the embryo inside the wrapping with rhizoid formation, but without 

the development of the protocorm. From the results it was possible to conclude that there 

are a variety of rhizoctonioid mycorrhizal fungi associated with the A. graminifolia root 

system and the isolates have different seed germination capacity and establishment of A. 

graminifolia and P. tankervilleae protocorms. 
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1. INTRODUÇÃO 

Orchidaceae é uma família com ampla adaptação a diversos habitats sendo 

possível encontrar representantes do sul ao extremo norte do planeta, com uma maior 

concentração de espécies nos trópicos (DRESSLER, 1981; MYERS et al., 2000; 

KOOPOWITZ, 2001; HUGHES, 2018). É a família com maior riqueza de espécies do 

reino vegetal, representando 8 % da diversidade de espécies de angiospermas (CHASE et 

al., 2003, 2015; WILLIS, 2017; FAY, 2018). Estima-se uma variedade de espécies entre 

17.500 - 35.000 (GARAY; SWEET, 1974; GENTRY; DODSON, 1987; MABBERLEY, 

1997; CRIBB et al., 2003; ZOTZ, 2013; CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016; WCSP, 2017), 

além de inúmeros híbridos, naturais e artificiais. 

As sementes de Orchidaceae apresentam tamanho diminuto, o que limita o 

armazenamento de nutrientes necessários para a germinação e desenvolvimento de 

protocormo. A associação de um ou mais fungos específicos com a semente induzem uma 

resposta micotrófica do embrião da orquídea, e a germinação se dá em consequência da 

obtenção de carbono e nutrientes minerais provindos da digestão do tecido fúngico 

simbionte, possibilitando a formação de protocormos para o desenvolvimento de novas 

plantas (RASMUSSEN, 1995; CAMERON et al., 2006; STEINFORT et al., 2010; 

DEARNALEY et al., 2012). Diante disso, a germinação das sementes está diretamente 

condicionada a interação com fungos micorrízicos para que o desenvolvimento ocorra na 

natureza (RASMUSSEN, 1995). 

Fungos micorrízicos de orquídeas apresentam uma perceptível diversidade 

relatada em diferentes habitats, com a presença de uma grande variedade de fungos em 

todas as fases de desenvolvimento da planta (HADLEY, 1970; RASMUSSEN, 1995; 

CURRAH et al., 1997; BRUNDRETT, 2004), sendo esses em sua maioria encontrados 

no Filo Basidiomycota e majoritariamente pertencentes a um grupo polifilético conhecido 

como rizoctonioides, cujos membros abrangem três famílias separadas: Tulasnellaceae, 

Ceratobasidiaceae e Serendipitaceae (WELLS 1994; RAFTER et al., 2016; WEISS et al., 

2016). 

A especificidade das orquídeas com os fungos micorrízicos pode variar ao longo 

da vida, indo de altamente específico para mais generalistas durante a fase adulta das 

orquídeas (BONNARDEAUX et al., 2007; BIDARTONDO e READ, 2008).   

http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-33062015000100040&script=sci_arttext&tlng=pt#B04
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A dependência das orquídeas com os fungos micorrízicos provem de uma alta 

especialização desenvolvida em uma consistente estratégia de um sistema alternativo 

nutricional (RASMUSSEN, 1995) que pode ser estabelecido em diferentes fases do ciclo 

de vida das orquídeas, mas principalmente durante a germinação (HUGHES, 2017). A 

relação simbiótica pode ser específica da espécie e, em alguns casos, apenas um fungo é 

capaz de germinar sementes de um grupo de espécies relacionados entre si, ou mesmo 

uma única espécie de orquídea pode apresentar mais de um fungo associado a ela 

(OTERO et al., 2004; STEWART; KANE, 2007; STEINFORT et al., 2010). Por vezes, a 

especificidade estabelecida por cada grupo ou espécie pode gerar espécies 

geograficamente limitadas à certos habitats ou regiões (CRIBB et al., 2003), acarretando 

assim, em micro-endemismos. 

Existem poucos trabalhos voltados para a interação fungos micorrízicos na 

germinação de sementes de orquídeas de espécies terrícolas em ambiente tropical. No 

Brasil os estudos de germinação simbiótica in vitro de orquídeas utilizando culturas puras 

tiveram início em 2005 (PEREIRA et al., 2005) e desde então poucas foram as 

publicações com as técnicas simbióticas aplicadas a orquídeas (PEREIRA O.L. et al., 

2005; PEREIRA M.C. et al., 2015). 

Arundina graminifolia (D.Don) Hochr. (Figura 1), também conhecida como 

orquídea bambu, é de habitat terrícola, exibe mais comumente flores magentas, podendo 

também ocorrerem formas alba e semi-alba, apresenta comportamento perene e seu 

pseudobulbo cilíndrico e fibroso pode atingir até 2 m de altura.  É originária da Ásia 

tropical que se estende da Tailândia, Cingapura, Índia, Nepal, Malásia, Indonésia, China, 

Sri Lanka, Vietnã, Filipinas (SEIDENFADEN, 1986; FERNANDO; ORMEROD, 2008) 

e há cinco décadas foi introduzida na América do Sul (KOLANOWSKA; KONOWALIK, 

2014). Germinações espontâneas e estabelecimento de plântulas de A. graminifolia 

formas alba e semi-alba foram observadas em condições naturais no distrito de Itabirito-

MG. Por estar germinando espontaneamente em condições brasileiras, sendo uma espécie 

asiática, supõe-se que há a presença de fungos micorrízicos não específicos induzindo a 

germinação das sementes. Arundina graminifolia também foi observada surgindo 

espontaneamente na encosta das lavas do vulcão Mauna Loa no Hawaii (CLARKSON, 

1997), mas nunca foi estudado os simbiontes associados a ela. 
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Com o presente estudo objetivou-se isolar e identificar as espécies de fungos 

rizoctonioides associados ao sistema radicular de plântulas de A. graminifolia 

estabelecidas espontaneamente em Itabirito-MG e avaliar o seu potencial de aplicação na 

germinação simbiótica da espécie asiática e terrícola de interesse comercial, Phaius 

tankervilleae (Banks ex L’ Herit) Bl. 

Figura 1.  Morfologia de plantas de Arundina graminifolia. (A): Plantas adultas no distrito de Ribeirão do 
Eixo, Itabirito, Minas Gerais; (B-D): Variações cromáticas de A. graminifolia: (B): flor magenta (tipo); (C): 
semi-alba; (D): alba; (E): plântulas e plantas estabelecidas, provenientes de germinação simbiótica em 
campo.  

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Isolar, identificar e avaliar o potencial de fungos micorrízicos não específicos, 

obtidos de A. graminifolia, em germinar simbioticamente Phaius tankervilleae. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Isolar e caracterizar fungos rizoctonioides associados ao sistema radicular de 

plântulas de A. graminifolia; 

 Estabelecer o posicionamento filogenético das espécies encontradas; 
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 Avaliar a capacidade dos isolados em germinar simbioticamente A. graminifolia, 

comprovando a relação micorrízica de determinados isolados; 

 Avaliar o potencial dos isolados em germinar simbioticamente P. tankervilleae. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Micologia e Etiologia de 

Doenças Fúngicas de Plantas, pertencente ao Departamento de Fitopatologia e no 

Laboratório de Associações Micorrízicas, pertencente ao Departamento de 

Microbiologia, Universidade Federal de Viçosa (UFV), Viçosa, Minas Gerais, Brasil. 

3.1 Coleta de plântulas e cápsulas de A. graminifolia 

Raízes sadias de 15 plântulas provenientes de germinação espontânea e cápsulas 

maduras de plantas adultas adjacentes de A. graminifolia foram coletadas no distrito de 

Ribeirão do Eixo, Itabirito, Minas Gerais.  

As amostras de raízes e cápsulas foram armazenadas sob refrigeração de 4 – 6 º C 

assim que chegaram no laboratório. As sementes foram retiradas das cápsulas e 

armazenadas em dessecador contendo sílica-gel. 

3.2 Coleta e análise do substrato 

 Amostras do substrato in loco foram coletas no entorno de plântulas de A. 

graminifolia em pontos distintos para análise. O substrato foi separado em duas camadas 

para caracterização física e química, sendo uma mais superficial até aproximadamente 3 

cm de profundidade, destacadamente rasa com resíduos orgânicos, e a outra mais 

profunda subsequente acompanhando o sistema radicular. Foram realizadas análise 

química e física de ambas camadas do substrato separadamente. 

3.3 Averiguação da colonização do sistema radicular de plântulas de A. graminifolia 

Parte das amostras de raízes das plântulas foram lavadas em água corrente para 

remoção dos detritos aderidos ao velame e seccionados manualmente para montagem 

entre lâmina e lamínula com adição de lactoglicerol e observação de pelotons sob 

microscópio Olympus BX 53 ® equipado com uma câmera digital Q-Color 5 Olympus. 
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3.4 Isolamento dos fungos 

Seguindo o protocolo descrito por Zambolim e Pereira (2012), realizou-se o 

isolamento fúngico, pelo método indireto, das raízes. Para a obtenção dos isolados, 

fragmentos de 5 mm de diâmetro de folhas, ramos e frutos sadios foram desinfestados em 

etanol 95 % (v/v) por 1 minuto, hipoclorito de sódio 3 % (v/v) por 1 minuto, etanol 95 % 

(v/v) por 30 segundos e lavados com água destilada autoclavada (PROMPUTTHA et al., 

2007). Posteriormente, os fragmentos foram dispostos sobre o meio batata-dextrose 

(BDA) com  antibiótico rifamicina SV sódica 10 mg/ml, em placas de Petri e incubados 

a 25 °C. Seguindo as características descritas por Pereira e Kasuya (2010), colônias que 

apresentavam a formação de ângulos retos de 90 º nas ramificações, células monilioides, 

coloração de colônia castanho/bege à branca e aspecto granuloso, aveludado ou liso, 

foram transferidos para placas com meio aveia agar (OMA) para obtenção de cultura pura. 

Fungos com micélio negro, escuros e/ou que esporularam foram descartados. Após a 

obtenção de todos os isolados, as culturas puras cultivadas foram armazenadas em glicerol 

e sílica gel conforme protocolo de Dhingra e Sinclair (1985) e depositados na 

Coleção Octávio Almeida Drummond (COAD). 

3.5 Extração de DNA, sequenciamento e análises filogenéticas 

A caracterização molecular dos fungos foi efetuada por análise filogenética, 

baseada em regiões gênicas usadas como marcadores universais para fungos (SCHOCH 

et al., 2012). Os isolados foram cultivados em meio BDA onde cresceram sob papel 

celofane a 25 °C. O micélio foi raspado com um palito estéril e transferido para um 

microtubo de 1,5 ml. A extração genômica de DNA foi realizada usando o Kit de 

Purificação de DNA Genômico Wizard® (Promega Corporation, WI, EUA) de acordo 

com Pinho et al. (2012) usando os primers ITS5 (White et al. 1990) / LR5 (Vilgalys; 

Hester, 1990). A reação de PCR de cada isolado foi realizada com 12,5 µl de Master Mix 

TM 2 × Dream Taq TM (MBI Fermentas, Vilnius, Lituânia); 1 µl de cada forward e 

reverse e 10 µM do primer (Invitrogen, Carlsbad, CA); 1 µl de dimetilsulfido (DMSO, 

Sigma–Aldrich, St. Louis, MO); 7,5 µl de água sem nuclease e 2 µl de DNA gênico (50 

ng/µL). As condições de ciclagem das regiões genômicas compreenderam uma 

desnaturação inicial a 95 ºC por 2 min, seguido por 35 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 

30 segundos, alongamento a 72 ºC por 1 min e um alongamento final a 72 ºC por 10 min. 

A temperatura de anelamento dos iniciadores ITS5 / LR5 foi de 50 ºC durante 30 

segundos. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2 
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% corados com GelRed ™ (Biotium Inc., Hayward, CA) em tampão 1 x TAE e 

visualizados sob luz UV para verificar o tamanho da amplificação. O produto de PCR foi 

purificado utilizando 5 µl dos produtos de amplificados e 2 µl do ExoProStar da PCR 

passo 1. O produto final desta purificação foi diluído com 15 µl de água sem nuclease. O 

sequenciamento foi realizado pela Macrogen Inc., Coréia (http://www.macrogen.com). 

As seqüências de nucleotídeos foram editadas e verificadas manualmente para obter as 

seqüências de consenso usando o software BioEdit ® (HALL, 2013). As sequências de 

consenso foram comparadas com o banco de dados do GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando o programa BLAST. Sequências das espécies com 

cada gênero identificado foram baixadas no formato FASTA e alinhadas usando o 

programa de alinhamento de múltiplas sequências MUSCLE ® (EDGAR, 2004), que é 

executado pelo software MEGA v. 7 (KUMAR et al., 2016). Análises filogenéticas foram 

realizadas por inferência bayesiana (BI) empregando o método de Markov Chain Monte 

Carlo. O melhor modelo de substituição de nucleotídeos foi determinado usando 

MrMODELTEST ® v.2.3 (POSADA e CRANDALL, 1998) e selecionado de acordo com 

o Akaike Information Criterion (AIC). A análise filogenética foi realizada no portal 

CIPRES (MILLER et al., 2010) usando MrBayes v.3.2.3 (RONQUIST et al. 2012). 

Quatro cadeias MCMC foram executadas simultaneamente, a partir de árvores aleatórias 

até 10 000 000 gerações. As árvores foram amostradas a cada 1.000 gerações, queimando 

25 % de todas as árvores obtidas. Probabilidades posteriores (RANNALA; YANG, 1996) 

foram determinadas na árvore mais consensual entre as 15.000 árvores remanescentes. 

As árvores foram visualizadas no FigTree ® v. 1.4.3 (RAMBAUT, 2009) e exportadas 

para programas gráficos. Os fungos Botryobasidium botryosum e Waitea circinata foram 

usados como outgroup nas análises filogenéticas da familia Tulasnellasceae, seguindo a 

filogenia de Solís et al. (2017), e da família Ceratobasidiaceae, de acordo com a análise 

de Melo et al. (2018), respectivamente. 

3.6 Germinação simbiótica de sementes de A. graminifolia e P. tankervilleae 

O teste de germinação foi conduzido em dois meios sólidos de cultivo, sendo um 

assimbiótico e o outro simbiótico (com os isolados inoculados) em meio aveia, com 

controle e teste negativo. Para o cultivo assimbiótico de orquídeas foram usados 2 g de 

carvão ativado, 30 g de açúcar cristal, 5 ml de adubo para orquídeas (Orquídeas B&G ®) 

e 10 g de ágar por litro. Para o meio simbiótico foi usado o protocolo de Rafter et al., 

2016, com 3,5 g de aveia e 0,1 g de extrato de levedura. A quantidade de sementes foi 

http://www.macrogen.com/
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calibrada através da câmara de Peters, ajustada de 300 a 350 sementes por placa de A. 

graminifolia e de 400 a 450 sementes por placa de P. tankervilleae, por se serem sementes 

menores. 

As sementes foram embebidas em água destilada autoclavada por 2 h, em seguida 

colocadas em solução de 25% (v/v) com água sanitária comercial 2,5 % (v/v) por 10 

minutos com posterior lavagem com água destilada autoclavada e repetição desse passo. 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Pelotons intactos e degradados foram observados nos cortes transversais 

realizados em raízes de plântulas de A. graminifolia confirmando a associação de fungos 

micorrízicos com a planta (Figura 2). Também foi possível constatar que as raízes mais 

jovens estavam mais colonizadas do que as mais velhas, além de apresentarem uma maior 

quantidade de pelotons intactos, também observados por Nogueira et al (2005) em 

orquídeas de campos rupestres do Quadrilátero Ferrífero e por Bonnardeaux et al., (2007) 

em orquídeas terrícolas da Austrália e África do Sul. 

 

Figura 2. Corte transversal de raízes de plântulas de A. graminifolia colonizados por fungos micorrízicos.  
(A): corte transversal de raiz de plântula de Arundina graminifolia com presença de pelotons, escala: 100 
µm; (B): células molinioides de Ceratobasidium sp. (K8), escala: 20 µm; (C): células molinioides de 
Tulasnella sp. (K12), escala: 20 µm. 
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Os dados da análise física permitiram classificar a textura do substrato, 

pertencente ao terço inferior do corte do barranco, onde se observa a germinação A. 

graminifolia, como franco-argilo-siltosa (Tabela 1) que em conjunto com a análise 

química (Tabela 2) tratando-se de um substrato de baixa fertilidade natural que condiz 

com a descrição de Valente (2009) sobre a região do Quadrilátero Ferrífero que, em geral, 

apresenta solos ácidos, pobres em nutrientes e ricos em alumínio trocável. A matéria 

orgânica presente na camada superior do solo possivelmente está desempenhando um 

importante papel no estabelecimento da comunidade fúngica micorrízica, visto que esses 

fungos possuem crescimento favorecido em solos ricos em materiais orgânicos 

(GOSLING et al., 2006; CLEMMENSEN et al., 2013). A associação micorrízica é 

formada pela interação simbiótica entre solo, planta e fungos micorrízicos (ATLAS; 

BARTHA, 1997; SMITH; READ, 1997; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Assim como 

em orquídeas, essa associação pode ser muito benéfica para plantas em condições 

ambientais desfavoráveis, tais como solos pobres ou em períodos de estiagem (SMITH; 

READ, 1997), pois auxiliam na aquisição de nutrientes através da mineralização e 

solubilização, principalmente na aquisição de P e N para as plantas a eles associados 

(HADLEY; PEGG, 1989; SMITH; READ, 1997; JONER et al., 2000). Além disso, atuam 

como mediadores no transporte de água e de nutrientes da solução do solo para a planta, 

abrangendo uma maior área de absorção nutritiva da planta com o solo (CAMERON et 

al., 2006).  

Tabela 1. Composição física do substrato do entorno e rizosfera de Arundina graminifolia. 

Areia      Argila    Silte Classificação textural* 

grossa   fina  

                               ---------kg kg-1---------  

0,042  0,037 0,593 0,328 Franco-Argilo-Siltosa 

0,027  0,038 0,634 0,300  

*Sistema Brasileiro de Classificação de Solos - SBCS 
 

 

Foram obtidos 21 isolados de fungos rizoctonioides, dos fragmentos da 

raiz de plântulas de A. graminifolia, com características culturais semelhantes, 

como micélio esbranquiçado à marrom claro, hifas com ramificação em ângulo 

reto e presença de células monilioides. 
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Tabela 2. Composição química do substrato do entorno e rizosfera de Arundina graminifolia. 

Profundidade 
do material 

coletado 

pH Al3+ H + Al Ca Mg K P V P-rem MO 

  ----------- cmolc dm-3---------- -- mg dm-3-- % mg L-1 g kg-1 

0 – 3 cm 4,87 0,20 1,6 1,16 0,19 71 1,5 48,9 25,3 2,61 

3 – 15 cm 4,80 0,39 1,3 0,40 0,07 6 0,3 27,4 38,8 0,65 

pH em água, KCl e CaCl - Relação 1:2,5; P - K - Extrator Mehlich-1; H + Al - Extrator Acetato de Cálcio 0,5 mol/L - pH 7,0; 
V= Índice de Saturacão por Bases ; P-rem = Fósforo Remanescente; Ca2+ - Mg2+ - Al3+ - Extrator: KCl - 1 mol/L;  MO 
(Mat. Orgânica) = C.Org x 1,724 -Walkley-Black. 
 

 

No entanto, as características morfológicas não são consideradas suficientes para 

a identificação dos isolados, ressaltando a importância da identificação com base na 

análise molecular.  

Quinze fungos micorrízicos foram identificados com base na sequência da região 

ITS, sendo doze pertencentes à família Tulasnellaceae e três a família Ceratobasidiaceae. 

Para os demais isolados (seis) não foram obtidas sequencias de qualidade para análise 

molecular, devido ao menor tamanho desses amplicons. 

Tulasnellaceae e Ceratobasidiaceae são pertencentes ao Filo Basidiomycota. 

Segundo Rasmussen (1995) e Taylor et al. (2002) quase todos os fungos micorrízicos de 

orquídeas conhecidas são pertencentes ao Filo Basidiomycota. Diversos trabalhos 

envolvendo a identificação de fungos micorrízicos em orquídeas terrícolas têm observado 

a associação com membros de Tulasnellaceae (SHARMA et al., 2003; STEINFORT et 

al., 2010; KEEL et al., 2011; SATHIYADASH et al., 2014; FRERICKS et al., 2018) e 

Ceratobasidiaceae (ZETTLER et al., 2001; SHARMA et al., 2003; SAZAK; OZDENER, 

2006; AGGARWAL; ZETTLER, 2010; STEINFORT et al., 2010; DECRUSE et al., 

2018). Fungos rizoctonioides pertencentes aos gêneros Rhizoctonia, Ceratobasium, 

Tulasnella e Sebacina vêm sendo identificados com base em análises filogenéticas, 

especialmente utilizando a região ITS. 

Entretanto, a grande maioria das sequências da região ITS depositadas em banco 

de dados são referentes à isolados identificados apenas em nível de gênero ou oriundos 

de sequências amplificadas diretamente do DNA total do sistema radicular colonizado. 

Outro fator que dificulta a identificação da espécie é a falta de sequências de tipos ou 

culturas de referências nos bancos de dados (NILSSON et al., 2008; PEREIRA et al., 

2009). Linde et al. (2014) propuseram análises multilocus (sendo seis genes de sequência 
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que inclui um gene mitocondrial (C14436; ATP) e cinco genes nucleares: C3304; helicase 

dependente de ATP, C10499; 26 complexo regulador do proteassoma, C12424; isocitrato 

desidrogenase, C4722; CAS1, C4102; sintase do glutamato) para delimitar espécies de 

Tulasnella em suporte a utilização apenas da região ITS, entretanto a topologia da árvore 

concatenada é muito semelhante a análise utilizando apenas a região ITS, o que não 

justifica o aumento do custo das análises, além de conter poucos ou nenhum dado das 

regiões gênicas propostas depositadas no NCBI. Além disso, a região ITS tem sido 

amplamente utilizada para delimitação de espécies em Tulasnella e Ceratobasidium 

(SOLÍS et al., 2017; LINDE et al., 2017; e MELO et al., 2018). 

Com base na análise filogenética, utilizando sequências nucleotídicas da região 

ITS (Figura 3), é possível observar que os três isolados de Ceratobasidium spp. formam 

um clado separado das demais espécies conhecidas, o que sugere ser uma nova espécie. 

Para Tulasnella spp. a análise filogenética também baseada na região ITS (Figura 

4), apresenta uma distribuição mais diversificada com o isolado K12 se agrupando no 

clado de Tulasnella repens, os isolados K1, K3, K4, K5, K14, K16, K17 e K20 agruparam 

juntos, e esse clado se diferenciou do isolado K21 com suporte de 0,97, o que 

possivelmente mostram ser duas espécies diferentes. O isolado K2 formou um ramo com 

suporte de 1, ficando isolado dos demais, bem como o isolado K18.  

Com base nesses dados é possível distinguir pelo menos quatro espécies diferentes 

pertencentes ao gênero Tulasnella e uma de Ceratobasidium. 

Com base nas análises filogenéticas foram escolhidos três representantes distintos 

de Tulasnella spp. e dois representantes de Ceratobasidium spp. para os testes de 

germinação simbiótica de sementes de A. graminifolia e P. tankervilleae. Apenas os 

isolados K12 e K20 pertencentes ao gênero Tulasnella, promoveram a germinação de 

sementes de A. graminifolia após 15 dias e o isolado K18 aos 22 dias, em diferentes níveis 

de desenvolvimento (Figura 5). Foram observadas as fases da germinação e 

estabelecimento do protocormo conforme descritas por Zettler e Hofer (1998), passando 

pela formação de rizoides, rompimento da testa, aparecimento do pró-meristema e 

lançamento da primeira e segunda folha, induzido pelos três isolados, com destaque para 

o isolado K12 com formação da segunda folha em 30 dias e os demais isolados em 

aproximadamente 37 dias. Os isolados do gênero Ceratobasidium (K8 e K9) não 

promoveram a germinação das sementes (Figura 5). 
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Figura 3. Árvore Filogenética Bayesiana baseada nas sequências nucleotídicas da região ITS-5.8S rRNA 
mostrando as relações entre espécies conhecidas de Ceratobasidium spp. Valores de probabilidade 
posteriores > 0,7 são indicados acima dos nós. A árvore foi enraizada com Waitea circinata IMI 375117. 

 

Essas observações sugerem que a A. graminifolia possui maior especificidade com 

Tulasnella spp. do que Ceratobasidium spp. para a germinação de sementes. Nos meios 

de cultivo com aveia modificado sem isolados fúngicos não houve a germinação da 

semente. No meio B&G com 30 dias as sementes apresentavam o embrião bem 

desenvolvido, mas sem rizoides e rompimento da testa.   

Os mesmos isolados de Tulasnella spp. e Ceratobasidium spp., foram utilizados 

para indução da germinação de sementes de P. tankervilleae, para avaliação do potencial  
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 Figura 4. Árvore filogenética Bayesiana baseada nas sequências nucleotídicas da região ITS-5.8S rRNA 
mostrando as relações entre espécies conhecidas de Tulasnella spp. Valores de probabilidade posteriores > 
0,7 são indicados acima dos nós. A árvore foi enraizada com Botryobasidium botryosum AFTOL ID604. 
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desses isolados em promover a germinação de uma outra espécie de orquídea também de 

origem asiática e terrícola. Em contraste com o observado em A. graminifolia, apenas o 

isolado K9 (Ceratobasidium sp.) promoveu um bom desenvolvimento do embrião dentro 

do envoltório com formação de rizoides em 14 dias, chegando apenas até a formação do 

pró-meristema. 

Figura 5. Teste de germinação de A. graminifolia em meios simbiótico e assimbiótico. (A): germinação 

simbiótica e formação da primeira e segunda folha, utilizando isolado K12 de Tulasnella sp.; (B): formação 

de protocormo em meio simbiótico e aparecimento do pró-meristema, utilizando isolado K20 de Tulasnella 

sp.; (C): formação de protocormo em meio assimbiótica B&G; (D): sementes em meio aveia modificado 

(controle); (E): esmagamento do protocormo e coloração com azul de tripano para constatação da formação 

de pelotons, escala: 100 µm; F: pelotons nos tecidos do protocormo corados com azul de tripano, escala: 

50 µm. 
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Tabela 3.  Avaliação do desenvolvimento da germinação de sementes e estabelecimento dos protocormos 
de Arundina graminifolia e Phaius tankervilleae em condições simbiótica e assimbiótica. 

Espécie Meio de 
cultura 

Isolado Germinação e rizoides (até 
25 dias)1 

Formação de 
protocormo1,2 

Arundina 

graminifolia 

Aveia* 

K8 - - 
K9 - - 

K12 + + 
K18 + + 
K20 + + 

 Assimbiotico - + 
B&G Assimbiotico - - 

Phaius 

tankervilleae 

Aveia* 

K8 - - 
K9 - - 

K12 - - 
K18 - - 
K20 - - 

 Assimbiotico - - 
B&G Assimbiotico - - 

1(-) Ausência, (+) Presença; 2Formação de rizoides bem desenvolvidos, colonizados e protocormos até o 
primeiro par de folhas; *Meio aveia modificado. 

 

Mesmo que alguns fungos colonizem as células do embrião de uma semente, nem 

todos são capazes de promover a germinação das sementes e 

estabelecimento/desenvolvimento do protocormo até o início de sua fase autotrófica com 

a emissão da primeira folha clorofilada (ARDITTI, 1992; PEREIRA et al., 2005; 2011). 

No teste de indução da germinação de sementes de P. tankervilleae o isolado K9 

correspondente a Ceratobasidium sp. apresentou maior especificidade do que os isolados 

de Tulasnella spp. e o isolado K8 de Ceratobasidium, mesmo que não tenha alcançado a 

fase autotrófica. Bidartondo e Read (2008) relatam que algumas orquídeas são 

sustentadas por grupos filogeneticamente específicos de fungos simbiontes que interagem 

de diferentes formas em diferentes etapas do ciclo de vida da planta. Portanto, é provável 

que a colonização, desde a germinação, não seja realizada apenas por um organismo 

simbionte, mas por um conjunto deles, promovendo interações diferentes entre si (fungo-

fungo e orquídea-fungo), durante todo o desenvolvimento e estabelecimento das 

necessidades intrínsecas e extrínsecas relacionadas a planta. 

Em geral as espécies de orquídeas possuem especificidade a nível de gêneros, 

espécies ou isolados de fungos micorrízicos (HADLEY; PEGG, 1989; VALADARES, 

2009). Alguns autores questionam o uso exclusivo da técnica in vitro para determinar a 

especificidade entre fungo e orquídea, considerando que tais condições nem sempre 

representam as mesmas onde naturalmente ocorrem a germinação simbiótica (PHILLIPS 

et al., 2011). Diante disso, mesmo que os isolados K8 e K9 de Ceratobasidium não 
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possuam a capacidade de germinação de sementes de A. graminifolia in vitro, é possível 

que sejam em condições in situ ou em um posterior estabelecimento do protocormo. Uma 

outra possibilidade é que esses isolados possam ter influência em algum outro estágio de 

desenvolvimento no ciclo de vida da planta, visto que Ceratobasidium spp. são 

comumente relatados como fungos micorrízicos de orquídeas (e.g. DECRUSE et al., 

2018). Ainda assim, fungos endofíticos não-micorrízicos contribuem para o ciclo de vida 

da planta ampliando o acesso das raízes aos nutrientes do solo, ativam a indução de 

resistência da planta pela produção de metabólitos secundários e podem até auxiliar no 

crescimento da planta através de fitorreguladores (STONE et al. 2000; CHEN et al., 2010; 

XING et al., 2011; DUTTA et al., 2014).  

Arundina graminifolia (Figura 1) e P. tankervilleae espécies de mesma origem e 

terrícolas, apresentam especificidades distintas no que tange a germinação de suas 

sementes. Essa especificidade talvez seja uma característica conservada ao longo da 

evolução e talvez seja mais provável que orquídeas próximas em um mesmo habitat 

compartilhem mais fungos micorrízicos em comum do que as orquídeas de ambientes 

distantes. McKendrick et al., (2002) e McCormick et al., (2004) relatam que fungos 

micorrízicos associados às orquídeas são mais semelhantes quando as orquídeas crescem 

próximas umas das outras. Outro dado interessante foi a constatação de especificidade 

inclusive entre os próprios simbiontes isolados das raízes de plântulas A. graminifolia, na 

germinação de suas sementes. 

Zettler et al. (1998) e Pereira et al. (2005) confirmam que algumas espécies de 

orquídea apenas germinam com fungos isolados de suas próprias raízes em campo. No 

entanto, existem trabalhos com sucesso na germinação in vitro de orquídeas com isolados 

fúngicos oriundos de outras orquídeas. Segundo Hadley (1970), em testes de germinação 

simbiótica in vitro é possível a associação de simbiontes de uma gama diferente da 

encontrada no sistema radicular, em seu habitat natural. Contudo, na natureza variações 

intraespecíficas existentes entre os isolados rizoctonioides, assim como entre as 

populações de uma espécie de orquídea, podem interferir no sucesso da associação 

micorrízica (PEREIRA et al., 2011). Segundo Pereira et al., (2006) a especificidade da 

associação micorrízica em orquídeas ainda é fonte de controvérsia, pois existem trabalhos 

demonstrando a existência de especificidade entre fungo e planta e outros demonstrando 

a baixa ou até nenhuma especificidade. 
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A especifidade está atrelada a vários fatores sejam eles bióticos ou abióticos, mas 

principalmente às associações micorrízicas recrutadas pelo hospedeiro, que podem 

determinar inclusive a sua distribuição geográfica. Orquídeas amplamente distribuídas 

geralmente apresentam especificidade baixa com fungos micorrízicos, ou são especificas 

a associações fúngicas igualmente bem distribuídas, como se observa em diversas 

relações mutualísticas (BASCOMPTE et al., 2003; VAZQUEZ; AIZEN, 2003, OTERO, 

2007). Mas também pode ser uma questão de plasticidade da associação micorrízica, onde 

as orquídeas são capazes de alternar entre os fungos simbiontes em resposta a uma 

adaptação a ambientes hostis (MCCORMICK et al., 2006). 

A observação de A. graminifolia germinando espontaneamente em campo 

levantou a possibilidade de se descobrir um potencial isolado generalista com aplicações 

comerciais para orquídeas valorizadas comercialmente. No entanto, com base nos 

resultados, por mais que um dos fungos isolados seja generalista de fato, ainda assim, a 

germinação de sementes poderá depender de diversos outros fatores. 

Existem isolados fúngicos com capacidade de germinação de várias espécies de 

orquídeas, porém essa compatibilidade nem sempre será observada ou de fato promissora 

até a planta tornar-se autotrófica. Portanto, se faz necessário a manutenção de coleções 

amplas de isolados diferentes tanto para o estudo de especificidade fungo-orquídea, 

quanto para a conservação de espécies e exploração comercial de orquídeas através da 

germinação simbiótica. 

 

5. CONCLUSÕES 

Há diferentes famílias de fungos micorrízicos rizoctonioides associados ao 

sistema radicular de Arundina graminifolia. 

Os isolados possuem capacidade diferenciada de germinação de sementes e 

estabelecimento de protocormos de Arundina graminifolia e Phaius tankervilleae. 
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