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RESUMO

PEREIRA, Marlon Corréa, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
setembro de 2009. Diversidade e especificidade micorrizica em
orquideas do género Epidendrum. Orientadora: Maria Catarina
Megumi Kasuya, Coorientadores: Elza Fernandes Araujo e Marcos
Rogério Tétola.

As orquideas associam-se comumente a fungos micorrizicos
rizoctonidides pertencentes aos géneros Ceratorhiza, Epulorhiza e
Rhizoctonia. Esses simbiontes fungicos tém mostrado eficiéncia em
promover a germinacdo de sementes e o desenvolvimento de
protocormios e plantulas. Epidendrum € um dos géneros de orquidea com
0 maior numero de espécies, as quais sdao comuns em fragmentos de
Mata Atlantica e associam-se com fungos do género Epulorhiza. Deste
modo, os objetivos deste trabalho foram: (i) comparar a utilizacdo das
caracteristicas morfolégicas e moleculares na andlise da diversidade de
fungos rizoctonioides; (ii) aplicar essas caracteristicas no estudo da
diversidade e especificidade micorrizica em Epidendrum secundum,
natural do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro — MG (PESB), e em
diferentes espécies de Epidendrum, de fragmentos de Mata Atlantica,
localizados nos Estados do Espirito Santo, de Minas Gerais e do Rio de
Janeiro; e (iii) caracterizar fungos micorrizicos de orquidea com base na
composicao de acidos graxos. Caracteristicas morfoldgicas qualitativas e
quantitativas foram analisadas por técnicas multivariadas, possibilitando
distinguir os géneros Ceratorhiza, Epulorhiza e Rhizoctonia e as
diferentes espécies de fungos micorrizicos Epulorhiza spp., o que foi
confirmado pelas analises dos resultados do RAPD e ITS-RFLP e da
sequéncia da regido ITS do rDNA. Uma grande diversidade de fungos do
género Epulorhiza e dois isolados de Opadorhiza foram observados em
onze populagdes de E. secundum localizadas em diferentes regides de
campo de altitude do PESB. Entretanto, a distingdo entre Epulorhiza e
Opadorhiza, e também entre algumas espécies de Epulorhiza spp., sé foi
possivel pela analise da sequéncia da regidao ITS do rDNA. Fungos

Sebacina spp. e Tulasnella spp., teleomorfos dos géneros Opadorhiza e
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Epulorhiza, respectivamente, foram isolados das diferentes espécies de
Epidendrum estudadas. Foi observada uma grande variabilidade na
sequéncia da regido ITS nos isolados de Tulasnella spp., os quais
formaram nove clados. Contudo, os isolados de Sebacina spp.
apresentaram uma menor variabilidade na sequéncia dessa regiao,
formando apenas trés clados. A analise da composi¢cédo de acidos graxos,
utilizando a distancia de Mahalanobis e o0 método UPGMA, possibilitou a
distincdo entre os géneros Epulorhiza e Ceratorhiza e entre os isolados
de Epulorhiza spp. pertencentes a trés diferentes clados observados pela
analise da regidao ITS, demonstrando que a analise da composicao de
acidos graxos é uma ferramenta util na caracterizagao e identificagdo de
fungos rizoctonidides micorrizicos de orquidea. As caracteristicas
morfolégicas sdo importantes ferramentas para distingdo de géneros de
fungos rizoctonidides, mas as analises moleculares, seja pela sequéncia
da regido ITS ou pela composi¢cao de acidos graxos, sdo ferramentas
uteis na distincdo de algumas espécies e géneros estudados. Sugere-se
que as orquideas do género Epidendrum, mesmo apresentando
preferéncia a fungos Tulasnella/Epulorhiza, ndo possuem especificidade a
esse género de fungo, pois também se associam a fungos do género
Sebacina/Opadorhiza. Este é o primeiro relatado da associagao
micorrizica entre as orquideas do género Epidendrum e os fungos do

género Sebacina/Opadorhiza.



ABSTRACT

PEREIRA, Marlon Corréa, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
September, 2009. Mycorrhizal diversity and specificity in orchids
of genus Epidendrum. Adviser: Maria Catarina Megumi Kasuya, Co-
Advisers: Elza Fernandes Araujo and Marcos Rogeério Totola.

Orchids are usually associated with Rhizoctonia-like mycorrhizal
fungi belonging to Ceratorhiza, Epulorhiza and Rhizoctonia genera. These
fungal symbionts have shown efficiency to promote seed germination and
development of protocorms and seedlings. Epidendrum is a genus of
orchid with the largest number of species, which are common in Atlantic
Forest fragments and associate with Epulorhiza fungi. Thus, the objectives
of this work were: (i) to compare morphological and molecular
characteristics in the analysis of Rhizoctonia-like fungi diversity; (ii) to
apply these characteristics in study of mycorrhizal diversity and specificity
in Epidendrum secundum, natural from Serra do Brigadeiro State Park —
MG (SBSP), and in different orchids species of Epidendrum, from Atlantic
Forest fragments located in Espirito Santo, Minas Gerais and Rio de
Janeiro States; (iii) and to characterize orchid mycorrhizal fungi based on
fatty acid composition. Qualitative and quantitative morphological
characteristics were analyzed using multivariate techniques, distinguishing
among Ceratorhiza, Epulorhiza and Rhizoctonia genera and different
species of Epulorhiza spp. mycorrhizal fungi, which was confirmed by
analyses of RAPD, ITS-RFLP and ITS rDNA sequence. A great diversity of
Epulorhiza fungi and two Opadorhiza isolates were observed in eleven E.
secundum populations located in different regions of “campo de altitude”
of SBSP. However, the distinction between Epulorhiza and Opadorhiza, as
well as among some Epulorhiza species, was possible just through
analysis of ITS rDNA sequence. Sebacina and Tulasnella fungi,
teleomorphs of the anamorphic genera Opadorhiza and Epulorhiza,
respectively, were obtained from different species of Epidendrum studied.
A great variability was observed on ITS sequence of Tulasnella spp.
isolates, which formed nine clades. However, Sebacina spp. isolates

showed lower variability in this sequence, forming only three clades. The



analysis of fatty acid composition, using Mahalanobis distance and the
UPGMA method, allowed the distinction between Epulorhiza and
Ceratorhiza genera and among Epulorhiza spp. belonging to three
different clades observed by the analysis of ITS sequence, demonstrating
that the analysis of fatty acid composition is a useful tool to
characterization and identification of Rhizoctonia-like mycorrhizal fungi of
orchids. The morphological characteristics are important tools to distinction
of some species and genera studied. It is suggest that Epidendrum
orchids, even showing preference to Tulasnella/Epulorhiza fungi, do not
present specificity to this fungal genus, because they associate with
Sebacina/Opadorhiza fungi. This is the first report of association among
Epidendrum orchids and Sebacina/Opadorhiza fungi.
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INTRODUGAO GERAL

DIVERSIDADE E ESPECIFICIDADE DA ASSOCIACAO MICORRIZICA
EM ORQUIDEAS



I. INTRODUGAO

Apds o primeiro relato da colonizagdo de células de plantulas de
orquidea por hifas fungicas, em 1840, os estudos seguintes concluiram
que a colonizagao das raizes por essas estruturas fugicas era universal
na familia Orchidaceae e que existia uma relacdo funcional entre a
nutricdo da orquidea e a presenca da hifa endofitica, a qual foi
interpretada como relagcdo de mutualismo e definida como uma
associagdo micorrizica (Arditti, 1992; Andersen e Rasmussen, 1996).
Contudo, além de auxiliar na nutricdo da planta adulta, observou-se que
esses fungos eram essenciais a germinacao de sementes, sendo, deste
modo, indispensaveis a realizagdo do ciclo de vida da orquidea
hospedeira na natureza (Arditti, 1992; Andersen e Rasmussen, 1996;
Smith e Read, 1997).

A maioria dos fungos endofiticos isolados do sistema radicular das
orquideas, denominados como fungos micorrizicos de orquidea, tém sido
identificados como basidiomicetos pertencentes ao género Rhizoctonia
D.C., um agrupamento complexo de fungos filamentosos referidos como
Rhizoctonia-like ou rizoctoniéides (Currah e Zelmer, 1992; Andersen e
Rasmussen, 1996; Stalpers e Andersen, 1996). Esses fungos apresentam
estado imperfeito ndo esporulante, ramificagcdo em angulo reto, constrigao
da hifa na base da ramificacdo, formacdo de células monilidides e
esclerdédios (Currah e Zelmer, 1992; Garcia et al., 2006). Cinco géneros
de fungos rizoctonidides ja foram identificados como micorrizicos de
orquideas, os quais apresentam grande diversidade morfologica e
molecular (Otero et al.,, 2002; Shan et al, 2002; Pereira et al., 2005b;c;
Pereira, 2006; Dealaney, 2007). Eles apresentam grande eficiéncia em
promover a germinagao da semente e o desenvolvimento do embrido da
orquidea a plantula, sendo promissora a sua aplicagdo em programas de
producdo de mudas de orquideas tanto para fins comerciais como para
fins de reintroducao (Zettler, 1997; Pereira et al., 2002; 2005a; Zettler et
al., 2003; Pereira, 2004). Entretanto, para isso, a selegdo prévia de
simbiontes mais eficientes é necessaria, pois, em geral, ha certo grau de

especificidade na associagdo orquidea/fungo micorrizico (Thompson,



1994; Taylor e Bruns, 1999). Deste modo, a especificidade € um fator
critico no estabelecimento dessas plantas no campo (Mckendrick et al.,
2002; Fay e Krauss, 2003).

A importdncia dessa associacdo micorrizica na natureza é
explicada pelas caracteristicas intrinsecas das orquideas e de seus
simbiontes fungicos (Arditti, 1992; Rasmussen, 1995; Dearnaley, 2007). O
papel desses fungos micorrizicos no desenvolvimento e na distribuicdo
das orquideas na natureza tem incentivado varios estudos para que se
possa compreender a ecologia da associacdo e elaborar metodologias
utilizando esses fungos na produgao simbiotica de mudas (Pereira et al.
2002; Taylor et al., 2002).

Il. AS ORQUIDEAS

Orchidaceae é uma das maiores familias entre as angiospermas,
sendo estimado um numero de espécies variando entre 20.000 e 35.000,
que estao distribuidas em cinco subfamilias e em mais de 500 géneros
(Peterson et al., 1998; 2004; Cribb et al., 2003). Os membros dessa
familia ocupam uma variedade de ambientes na natureza e
desenvolveram, ao longo da evolugdo, caracteristicas morfolégicas e
reprodutivas variadas e distintas (Arditti, 1992; Peterson et al., 1998;
2004).

Uma caracteristica comum das diferentes espécies de orquidea é
a producdo de sementes excessivamente pequenas, semelhantes a po6
(Peterson et al., 1998). As sementes possuem um embrido minusculo,
suspenso dentro de uma testa reticulada e cercado por grande volume de
ar (Arditti, 1992). Podem apresentar massa de 3 a 4 ug, comprimento de
0,4 a 1,25 mm e largura de 0,08 a 0,27 mm (Arditti, 1992; Peterson et al.,
1998; Arditti e Ghani, 2000). O numero de sementes produzidas por
algumas espécies € de, aproximadamente, 1.300 por capsula, enquanto
outras podem produzir até 4 milhdes (Arditti, 1992; Arditti e Ghani, 2000).
Clements (1988) observou quatro regides no embrido das espécies do

género Pterostylis: a do suspensor, a epidérmica, a cortical e a



meristematica. O embrido é simples e indiferenciado, ndo contém os
meristemas apicais da raiz e da parte aérea e € formado por células
parenquimaticas (Clements, 1988; Arditti, 1992; Peterson et al., 1998;
2004). A fuséao tripla entre os nucleos polares e o nucleo espermatico
ocorre na maioria das orquideas, mas este nucleo tripléide € degenerado
imediatamente e, consequentemente, o endosperma nao se desenvolve
(Arditti, 1992). Sem a formag&o do endosperma, falta o tecido de reserva
de nutrientes para permitir a germinagcdo da semente e o estabelecimento
da plantula em condigdes naturais (Arditti, 1992; Peterson et al., 1998). As
sementes podem apresentar corpos lipidicos, corpos protéicos ou
glicoproteinas, inclusdes globdides de fitina nos corpos protéicos e,
raramente, grados de amido, que sao, porém, insuficientes para permitir o
completo desenvolvimento do embrido na auséncia da infecgdo fungica
(Arditti, 1992; Rasmussen, 1995; Pereira, 2004; Pereira et al.,, 2005a).
Sementes de algumas espécies sdo capazes de germinar na auséncia do
simbionte fungico, chegando a sintetizar clorofila, mas n&o se

desenvolvem até a formagao da primeira folha (Arditti, 1992).

Apos a germinacdo, o embrido da semente de orquidea
desenvolve-se formando o protocdrmio, estrutura heterotréfica originada a
partir da diferenciacdo das células do embrido (Peterson et al., 1998;
2004). O protocormio depende do fungo simbionte para a obtencédo de
nutrientes e carboidratos, o que possibilita o seu desenvolvimento a
plantula (Leake, 1994; Rasmussen, 1995; Peterson et al.,, 2004,
Dearnaley, 2007). Essa relagdo é denominada mico-heterotrofismo e &
observada em todas as orquideas clorofiladas e aclorofiladas (Arditti,
1992; Leake, 1994; Rasmussen, 1995; Smith e Read, 1997; Peterson et
al., 1998; Dernarley, 2007).

. ASSOCIAGOES MICORRIZICAS EM ORQUIDEAS

A primeira observacdo de estruturas fungicas que colonizavam
células de pléantulas de orquidea foi relatada por Link, em 1840 (Andersen
e Rasmussen, 1996). Em 1853, Irmisch descreveu hifas fungicas que

colonizavam o rizoma de uma orquidea aclorofilada, Corallorhiza innata R.
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Br. (Andersen e Rasmussen, 1996). Em 1886, apds estudar varias
orquideas, Wahrlich observou a digestao das hifas dentro das células da
planta e estabeleceu que a colonizagdo das raizes por fungos é regra na
familia Orchidaceae (Arditti, 1992). Foi entdo que, em 1891, Frank sugeriu
a existéncia de relacdo funcional entre a nutricdo da orquidea e a
presenca da hifa endofitica, relagdo mutualista por ele definida como
associagdo micorrizica (Arditti, 1992; Andersen e Rasmussen, 1996).
Bernard descreveu o papel do fungo na germinagdo das sementes de
orquidea em 1899 e, até 1909, ja havia isolado alguns fungos associados
as orquideas na natureza, identificando-os como Rhizoctonia-like, isto €,
fungos rizoctonidides (Arditti, 1992; Andersen e Rasmussen, 1996; Smith
e Read, 1997). Desde entdo, os pesquisadores tém se empenhado em
isolar e identificar fungos micorrizicos associados as orquideas, em
discutir a especificidade na associagao e em desenvolver novas técnicas
para utilizagdo dessa associagado na propagagao simbiotica de mudas de
orquideas para horticultura comercial e reintroducdo de espécies
ameacadas de extingdo (Andersen e Rasmussen, 1996; Zettler, 1997;
Pereira, 2004; Pereira et al., 2005a; b; c).

A principal caracteristica da associagdo micorrizica em orquideas
€ a presenga de complexos novelos de hifas, os pelotons, formados
dentro das células colonizadas pelo fungo micorrizico (Smith e Read,
1997; Peterson et al., 2004; Sylvia et al., 2005). Os pelotons podem ser
observados em células dos protocérmios, das raizes, dos tubérculos e
dos rizomas de orquideas associadas ao simbionte fungico (Arditti, 1992;
Rasmussen, 1995). O peloton, quando bem desenvolvido, pode ocupar
quase todo o volume celular, provendo extensa superficie de contato

entre os simbiontes (Peterson et al., 1998).

A participagao do fungo micorrizico nos processos de germinagao
das sementes, de desenvolvimento dos protocérmios e de
estabelecimento das plantulas das orquideas ja € bem estabelecida
(Rasmussen, 1995; Smith e Read, 1997; Peterson et al., 2004; Dearnaley,
2007). Atualmente, os estudos tém buscado compreender o

funcionamento dessa associagao nas orquideas adultas. Em relagao as



orquideas aclorofiladas, o fungo é a verdadeira fonte de nutrientes,
fornecendo tanto o carbono como 0s minerais necessarios a manutencao
do metabolismo da planta, que é mico-heterotrofica durante todo o seu
ciclo de vida (Leake, 1994; 2005; Dearnaley, 2007). Os carboidratos
fornecidos as orquideas aclorofiladas pelos fungos sao, geralmente,
obtidos de outras plantas clorofiladas ou a partir da decomposi¢céo de
materiais organicos no solo (Leake, 1994; Zelmer e Currah, 1995a;
Peterson et al., 2004; Dearnaley, 2007). As orquideas clorofiladas, apos
adquirirem a capacidade de fotossintetizar, dependem dos fungos,
principalmente, para obtencdo de minerais, tais como fésforo e nitrogénio
(Dijk et al., 1997; Smith e Read, 1997; Cameron et al., 2007; Dearnaley,
2007). Mesmo estando fotossinteticamente ativas, essas plantas
continuam a obter carbono do fungo, mas transferem para o fungo mais
do que cinco vezes a quantidade de carbono que recebem,
caracterizando assim um fluxo bidirecional de carbono entre os simbiontes
(Cameron et al., 2006; 2008).

Para promover a germinagao, o fungo precisa infectar e colonizar
a semente. Esse processo € iniciado pela penetracado da hifa fungica pela
micropila ou falhas do tegumento da testa da semente, atravessando a
parede celular pela regido do suspensor do embrido e colonizando,
célula-a-célula, o parénquima cortical do protocérmio (Clements, 1988;
Rasmussen, 1995; Peterson et al., 1998; 2004). A primeira infecgao
também pode ocorrer nos rizoides ou nas células da protoderme
(Rasmussen, 1995; Peterson et al., 1998). Os rizoides, extensdes de uma
célula protodérmica, séo, geralmente, formados na parte basal do
protocérmio apds o intumescimento das células embrionarias e
rompimento da testa da semente (Arditti, 1992; Rasmussen, 1995;
Peterson et al., 1998). Raramente observa-se a colonizagdo das células
da protoderme do protocérmio e daquelas que originardo o meristema
apical da parte aérea e, posteriormente, as folhas (Rasmussen, 1995;
Pereira, 2004; 2006).

A produgéo de enzimas hidroliticas, como polifenol oxidase, pode

estar envolvida no processo de infeccdo da semente pelo fungo, pois



essas enzimas atuam na desorganizagao de areas localizadas da parede
celular, o que possibilita a hifa colonizar as células do embrido
(Rasmussen, 1995; Peterson et al., 2004). Dentro da célula, a hifa se
ramifica e se enovela rapidamente formando os pelotons (Rasmussen,
1995; Smith e Read, 1997). Entretanto, o processo de colonizagao
depende de um balangco delicado de compostos antifungicos, as
fitoalexinas, que sdo produzidos pelo hospedeiro e que regulam a
associagao simbiotica durante a germinacdo e a formagédo do peloton
(Rasmussen, 1995; Shimura et al., 2007). Esses pelotons sao recobertos
por material similar ao da parede celular, sendo separados do citoplasma
da célula por uma membrana perifungica, que é uma modificagdo da
membrana plasmatica da célula hospedeira (Peterson e Currah, 1990;
Rasmussen, 1995; Peterson et al., 1996; 1998; 2004).

No sistema radicular, pode-se observar a colonizagao das células
corticais, onde os pelotons apresentam distribuigdo variada (Rasmussen,
1995; Pereira et al., 2005b; c). Enquanto algumas espécies de orquideas
apresentam colonizagdo de poucas células em uma regido limitada do
cortex da raiz, outras apresentam colonizagdo em toda a extens&o da raiz
e em quase todo o cortex (Rasmussen, 1995; Pereira et al., 2005a; b; c).
Em orquideas terrestres, quase toda a area do cértex é colonizada (Arditti,
1992). Nas orquideas epifitas, a colonizagao do cértex ocorre apenas nas
regides periféricas em contato com o substrato (Arditti, 1992). O fungo
compativel pode penetrar na raiz através dos pélos radiculares ou pelas
células epidérmicas comuns, utilizando as células de passagem da
exoderme para atingir o cortex (Rasmussen, 1995; Linhares, 2006). A
partir da extremidade da raiz, um gradiente de maturacao do tecido pode
ser observado: as células do meristema da raiz, a zona de células de
armazenamento de amido, a zona de células vacuoladas sem amido, mas
contendo pelotons intactos, e a zona de lise dos pelotons (Rasmussen,
1995). Na face externa do cortex, pelotons sdo mantidos intactos, o que
tem sido interpretado como uma forma da planta garantir a presenga do
simbionte para recolonizar as células que tiveram os pelotons degradados
(Rasmussen, 1995; Smith e Read, 1997; Peterson et al., 2004).



Entretanto, tal organizacdo pode ser sazonal, variar de acordo com as

condigdes de crescimento ou com a espécie (Rasmussen, 1995).

A degradacédo do peloton é observada em todas as etapas de
desenvolvimento da planta (Arditti, 1992). A infeccdo pelo fungo
micorrizico e a lise do peloton formado ocorre repetidamente em uma
mesma ceélula cortical, sugerindo que possa haver uma alternancia ritmica
ou sazonal entre os periodos de crescimento intracelular da hifa e o
estadio de digestdo do peloton (Rasmussen, 1995, Rasmussen e
Whigham, 2002). Fosfatase acida, 1,3-B-glucanase endoquitinase e N-
acetilglucosaminidase sao exemplos de enzimas detectadas em plantulas
micorrizadas que podem estar relacionadas com a utilizagdo do endofitico
como fonte de nutrientes pelo hospedeiro (Rasmussen, 1995). Sais
minerais, carboidratos e outros compostos orgéanicos, necessarios ao
desenvolvimento da orquidea, sdo obtidos a partir da degradagcdo da
parede celular e da hidrolise dos compostos presentes no citoplasma da
hifa, tais como glicogénio, lipideos e proteinas, sendo o transporte de
nutrientes efetuado apdés a morte da hifa ou enquanto a mesma esta viva

(Rasmussen, 1995).

O fungo prové niveis adequados de agua para que a germinagao
ocorra e auxilia na obtengdo de agua durante o desenvolvimento do
protocormio, o que garante maior resisténcia a dessecacéao (Yoder et al.,
2000). A disponibilidade de nitrogénio e fésforo possui papel critico no
crescimento e desenvolvimento das orquideas (Dijk et al.,, 1997). Nas
primeiras fases do desenvolvimento, o crescimento da orquidea é
completamente dependente do fungo micorrizico para absor¢céo destes
minerais (Dijk et al., 1997). Como as raizes das orquideas sdo pouco
ramificadas e pouco numerosas, o fungo tem papel crucial na captagao de
nutrientes e agua, uma vez que os fungos ampliam a area de absor¢ao no
substrato (Smith e Read, 1997; Peterson et al., 2004).

Os fungos micorrizicos de orquideas apresentam diferentes papéis
na natureza. Warcup (1988) observou a germinagdo de sementes de
orquideas terrestres em associagdo com o fungo ectomicorrizico

Sebacina vermifera Oberwinkler. Do mesmo modo, Zelmer e Currah



(1995a) observaram que isolados de Corallorhiza trifida Chéantelain
formam ectomicorrizas em Pinus contorta Douglas ex Loundon. Nesses
casos, a orquidea pode obter os carboidratos necessarios ao seu
desenvolvimento da planta ectomicorrizada e para isso utiliza o fungo
como a ponte de conexdo que realiza o transporte (Rasmussen, 2002;
Peterson et al., 2004). Lentinus edodes Berk., Erthrorchis ochobienses
(Hayata) Garay, assim como outros fungos da podriddo de madeira,
podem promover o desenvolvimento simbiético de orquideas aclorofiladas
(Umata, 1998). Nesses casos, o fungo obtém carboidratos degradando o
carbono complexado na madeira e o fornece para a planta (Umata, 1998;
Rasmussen, 2002). Fungos potencialmente fitopatogénicos, a exemplo de
isolados de Rhizoctonia solani Kuhn, também formam associacao
micorrizica com diversas orquideas (Perkins e McGee, 1995; Carling et
al., 1999). Fungos do género Epulorhiza sdo estritamente saprofitas e tém
sido isolados de orquideas terrestres com frequéncia (Currah e Zelmer,
1992; Currah et al., 1997; Pereira et al., 2003). O carbono fornecido as
orquideas associadas com fungos Epulorhiza € fruto da degradagao da
matéria organica presente no substrato (Rasmussen, 2002; Peterson et
al., 2004).

IV. OS FUNGOS RIZOCTONIOIDES MICORRIZICOS DE ORQUIDEAS

Os fungos rizoctonidides micorrizicos de orquideas podem ser
denominados de duas formas: (i) pelos nomes anamorficos, baseados em
caracteristicas vegetativas, tais como morfologia da hifa e das estruturas
assexuais; e (ii) pelos nomes teleomorficos, baseados em caracteristicas
das estruturas reprodutivas sexuais, ou seja, caracteristicas
macroscopicas e microscopicas dos esporocarpos (Andersen e
Rasmussen, 1996; Garcia et al., 2006). Estruturas sexuais geralmente
fornecem caracteres mais informativos para a taxonomia e sistematica do
que as estruturas vegetativas (Currah e Zelmer, 1992; Andersen e
Rasmussen, 1996). Entretanto, os fungos micorrizicos de orquideas

dificilmente apresentam-se em estadio sexuado e, consequentemente,



sdo relacionados aos géneros anamorficos (Zelmer e Currah, 1995b;

Andersen e Rasmussen, 1996; Garcia et al., 2006).

Os principais fungos micorrizicos de orquideas pertencem ao
grupo dos Rhizoctonia-like (Currah e Zelmer, 1992; Andersen e
Rasmussen, 1996; Garcia et al., 2006), ou seja, rizoctonidides (Pereira et
al., 2005b). Eles se caracterizam por apresentar: (i) constricdo da hifa na
regidao do septo; (ii) ramificacdo da hifa logo apoés o septo e em angulo
reto; (iii) presenga de cadeias de células intumescidas, as células
monilidides, que sao propagulos assexuais de resisténcia; (iv) formagao
de esclerddios; (v) septo dolipérico complexo; (vi) auséncia de esporos
assexuados e (vii) ciclo sexual raro e de dificil observagao (Stalpers e
Andersen, 1996; Pereira, 2001; Taylor et al., 2002; Garcia et al., 2006).

Moore (1987) correlacionou o0s géneros anamorficos e
teleomorficos dos fungos rizoctonidides. Os géneros anamorfo/ teleomorfo
observados em associagdo com as orquideas sao Ascorhizoctonia Yang
& Korf/ Tricharina Eckblad, Ceratorhiza R.T. Moore/ Ceratobasidium D.P.
Rogers, Epulorhiza R.T. Moore emend Andersen & R.T. Moore/ Tulasnella
Schroéeter, Moliniopsis Ruhland. (Sin. = Rhizoctonia D.C.)/ Thanatephorus
Donk. (Sin = Botryobasidium Donk p.p.) e Opadorhiza Andersen &
R.T.Moore/ Sebacina Tul. (Moore, 1987; 1996; Andersen e Rasmussen,
1996; Taylor et al.,, 2002; Garcia et al.,, 2006; Dearnaley, 2007). A
identificacdo do género anamorfico dos fungos micorrizicos de orquideas
pode ser realizada utilizando-se chaves taxonbémicas baseadas em
caracteristicas culturais, morfolégicas e fisiolégicas (Currah e Zelmer,
1992; Currah et al., 1997). Entretanto, o processo de identificagdo é
trabalhoso e demanda muito tempo, incentivando a utilizagdo de técnicas

moleculares (Taylor et al., 2002).

Segundo a chave taxondmica apresentada por Currah e Zelmer
(1992), os trés principais géneros de fungos micorrizicos de orquideas,
Ceratorhiza, Epulorhiza e Rhizoctonia, sao diferenciados pelo aspecto da
colénia, numero de nucleos por célula e didmetro da hifa. Os fungos
pertencentes ao género Epulorhiza caracterizam-se culturalmente por

apresentarem coldnia de coloragao creme, crescimento lento, margem da
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colbnia submersa no meio, micélio aéreo escasso e aspecto mucoso
(Currah e Zelmer, 1992; Currah et al., 1997). Entretanto, quando aspecto
€ cotonoso, a colénia apresenta margem submersa e crescimento lento. O
didametro de hifa da maioria dos fungos pertencentes ao género
Epulorhiza € menor do que 4 um (Currah e Zelmer, 1992; Currah et al.,
1997). Espécies pertencentes ao género Ceratorhiza também possuem
células da hifa binucleadas, mas apresentam micélio aéreo abundante,
margem emersa e diametro de hifa vegetativa maior do que 4 ym (Currah
e Zelmer, 1992). As espécies de Rhizoctonia possuem células
multinucleadas, micélio aéreo abundante e diametro de hifa vegetativa
maior do que 4 um (Currah e Zelmer, 1992). Moore (1987) observou que
o septo dolipdrico também auxilia na identificagdo destes géneros, pois
fungos Epulorhiza spp. apresentam parenteossomo imperfurado,

enquanto os outros dois anamorfos possuem parenteossomo perfurado.

V. DIVERSIDADE DE FUNGOS MICORRIZICOS ASSOCIADOS AS
ORQUIDEAS

Ha uma grande diversidade de fungos capazes de estabelecer
associagao micorrizica com orquideas (Rasmussen, 2002; Dearnaley,
2007). Representantes de cinco dos sete géneros anamoérficos de fungos
rizoctonidides sdo capazes de estabelecer essa associagdo (Rasmussen,
2002; Garcia et al., 2006; Dearnaley, 2007). Além desses, fungos de
outros géneros tém sido identificados como micorrizicos de orquidea, a

exemplo: Russula e Phialophora (Dearnaley, 2007).

Segundo Prosser (2002), a analise da diversidade ¢é
particularmente importante quando se considera a habilidade dos
ecossistemas em responder as mudangas das condigcdes ambientais, a
necessidade de conservar o consorcio genético microbiano e as ligagdes
entre diversidade, processos do ecossistema, diversidade funcional e
fisiolégica, resiliéncia e sustentabilidade. Além disso, o estudo da
diversidade de fungos associados a determinada espécie de orquidea ou
grupos de orquideas possibilita compreender a ecologia e a

especificidade dessa associagao em campo (Zettler, 1997; Taylor et al.,
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2002; Fay e Kraus, 2003, Zettler et al., 2003). Deste modo, estudos de
diversidade sdo de grande importancia para a elaboragao de estratégias
de conservagao das orquideas e dos seus simbiontes fungicos, e para a
aplicagao biotecnolégica dessa associagao (Zettler, 1997; Pereira et al.,
2002; Fay e Kraus, 2003; Zettler et al., 2003; Otero et al., 2007).

O numero de espécies desses fungos é indeterminado e poucas
espécies tém sido descritas, em razdo das dificuldades concernentes a
identificacdo dos simbiontes (Taylor et al., 2002). Varios simbiontes novos
tém sido detectados por meio de técnicas moleculares baseadas em
regides conservadas do DNA total, porém, a maioria dos estudos tem sido
realizada dispensando o isolamento dos fungos micorrizicos e propondo a
identificacdo dos simbiontes apenas em nivel de género (Taylor e Bruns,
1999; Otero et al., 2002; 2007; Selosse et al., 2002; Kristiansen et al,
2004; McCormick et al., 2004; Weiss et al, 2004; Suarez et al., 2006;
2008; Bonnardeaux et al., 2007; Shefferson et al., 2007; 2008).

A diversidade dos simbiontes tem sido estudada pela analise da
variabilidade existente entre os pertencentes a diferentes géneros, a um
mesmo género ou a uma mesma espécie (Horton e Bruns, 2001; Prosser,
2002; Rasmussen, 2002; Garcia et al., 2006). Para isso, pode-se utilizar,
para comparagao, caracteristicas morfolégicas e caracteristicas
moleculares, sendo as ultimas avaliadas por meio de diferentes técnicas
baseadas na composicdo do DNA total desses fungos (Rasmussen, 2002;
Shan et al., 2002; Taylor et al, 2002; Pereira, 20006).

As caracteristicas  morfolégicas avaliadas durante a
caracterizagao de isolados de fungos rizoctonidides tém sido utilizadas
para agrupa-los através de técnicas biométricas que permitem o calculo
de medidas de distancias, a partir de dados qualitativos e quantitativos,
por exemplo, a analise de dados quantitativos pela técnica de variaveis
canbnicas (Cruz e Regazzi, 1997; Pereira, 2006). Caracteristicas
qualitativas (cor, aspecto, presenca de micélio aéreo, margem da colbnia
e condi¢cdo nuclear) e caracteristicas quantitativas (taxa de crescimento,
didmetro de colbénia, dimensdes das células monilidides e didmetro de

hifa) possibilitam determinar a variabilidade existente entre os isolados
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estudados para, em seguida, concluir quais se assemelham ou
distinguem-se (Pereira et al., 2005c; Linhares, 2006; Pereira, 2006).

A técnica PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Length Polymorphism) é muito utilizada na caracterizagao dos
fungos micorrizicos de orquideas cultivados in vitro e daqueles presentes
na micorriza, sem necessidade de isolamento (Taylor e Bruns, 1999;
Taylor et al., 2004; Pereira et al., 2005c; Shefferson et al., 2007). A partir
desta técnica, o polimorfismo de fragmentos de restrigdo da regido ITS
(Internal Transcribed Spacer) de simbiontes desconhecidos, isolados ou
nao, podem ser diferenciados e identificados pela comparagdo com o
polimorfismo observado em fungos previamente identificados (Taylor e
Bruns, 1999; Taylor et al., 2004; Pereira et al., 2005c; Shefferson et al.,
2007).

Pereira et al. (2005c) diferenciaram sete fungos rizoctonidides
isolados de raizes de sete espécies de orquideas brasileiras, pela analise
da regido ITS do rDNA por PCR-RFLP. Os fungos Epulorhiza spp.
formaram um ramo distinto dos fungos Ceratorhiza spp. Também foi
possivel, por meio dessa técnica, distinguir as espécies Epulorhiza repens
(N. Bernard) R.T. Moore e Epulorhiza epiphytica Pereira, Rollemberg et

Kasuya.

Estudos que n&o exigem o isolamento dos simbiontes foram
possibilitados gragas ao desenvolvimento de oligonucleotideos iniciadores
especificos para amplificar regides do genoma de fungos micorrizicos de
orquidea (Taylor e Bruns, 1999; Taylor et al., 2004; Shefferson et al.,
2007; Taylor e McCormick, 2008). Quando padrées desconhecidos de
RFLP sao observados, o simbionte é identificado a partir da amplificacao
e sequenciamento da subunidade maior mitocondrial (mtLSU) (Taylor e
Bruns, 1999; Shefferson et al., 2007).

Taylor e Bruns (1999) identificaram diferentes espécies de fungos
micorrizicos do género Russula associados a Corallorhiza maculata (Raf.)
Raf. e a Corallorhiza mertensiana Bong. utilizando a técnica PCR-RFLP.
Esses autores compararam o padrao de restricdo da regido ITS do fungo

micorrizico, amplificada a partir de fragmentos de raiz e rizoma
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colonizados, com o padrao de restricdo da mesma regido amplificada a
partir de basidiocarpos e micélio previamente identificados. Para
realizacéo do PCR, os oligonucleotideos ITS1F/ITS4 foram utilizados, pois
combinagdes de oligonuleotideos mais especificas, como ITS1F/ITS4B,
podem n&o permitir a detecgdo da presencga de fungos rizoctonidides, ja
que podem n&o amplificar a regido ITS deste grupo de fungos (Taylor e
Bruns, 1999).

Multiplos fungos micorrizicos podem ser detectados colonizando
um mesmo fragmento de raiz ao analisar o produto da amplificacdo da
regido ITS do rDNA dos simbiontes, a partir do DNA total da micorriza, por
meio da técnica de RFLP (Taylor e Bruns, 1999; Shefferson et al., 2007).
Se o padréo de bandas de RFLP indicar um fragmento maior do que o
estimado inicialmente, conclui-se que pelo menos duas diferentes
sequéncias foram amplificadas, ou seja, ha pelo menos dois fungos
associados ao fragmento de raiz analisado. Deste modo, para
identificacdo dos simbiontes, o produto do amplificado €& clonado para
posterior andlise das sequéncias clonadas por PCR-RFLP (Taylor e
Bruns, 1999; Shefferson et al., 2007). Neste sentido, a técnica DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) pode ser aplicada, pois, além
de possibilitar a analise da comunidade de fungos presentes em uma
amostra de raiz, possivelmente, dispensaria a clonagem de fragmentos de
DNA para identificacdo dos diferentes fungos detectados (Vainio e
Hantula, 2000; van der Wal et al., 2006). Por meio dessa técnica, detecta-
se em uma amostra a presenga de individuos de um grupo especifico de
microrganismo por meio da amplificagédo de sequéncias conservadas do
DNA desses individuos em reacao de PCR utilizando o DNA total extraido
da amostra e oligonucleotideos sintetizados especificamente para o grupo
de interesse (Vainio e Hantula, 2000; van der Wal et al., 2006). As
diferencas entre os fragmentos amplificados a partir dos diferentes
individuos sao reveladas pela separacdo dos mesmos durante a corrida
em gel contendo gradiente de compostos desnaturantes (Vainio e
Hantula, 2000). As bandas observadas correspondem a diferentes

fragmentos e, possivelmente, a diferentes espécies. Posteriormente, os
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fragmentos podem ser eluidos do gel e amplificados por PCR para a
identificacdo do fungo pelo padrédo de RFLP ou sequéncia do fragmento
(Vainio e Hantula, 2000; Liu et al., 2008). Deste modo, pode-se estudar a
comunidade de fungos micorrizicos em uma amostra de micorriza e

identifica-los sem que seja necessario realizar isolamento e cultivo.

A composi¢ao de acidos graxos tem sido também utilizada para
caracterizar, diferenciar e agrupar isolados de fungos rizoctonibides
fitopatogénicos (Johnk e Jones, 1992, 1993, 1994; Johnk et al., 1993;
Baird et al., 2000; Priyatmojo et al., 2002a, 2002b; Lanoiselet et al., 2005;
Sharon et al.,, 2006). Para isso, uma modificagdo do método MIDI
(Microbial Identification System, Newark, DE, USA) tem sido utilizada para
analisar e identificar os acidos graxos, desse grupo de fungos, apos
extracdo e metilagcdo (Sharon et al., 2006). Os grupos de anastomose
(AGs), criados com base na capacidade ou nao de fungos rizoctonidides
realizarem anastomose de hifa com isolados padrdées, tém sido
caracterizados, diferenciados e identificados por esta modificagdo do
método MIDI (Johnk e Jones, 1992, 1993, 1994; Johnk et al., 1993; Baird
et al., 2000; Priyatmojo et al., 2002a; Lanoiselet et al., 2005). Foi possivel,
até mesmo, separar claramente trés variedades de Waitea circinata
Warcup & Talbot (anamorfo: Rhizoctonia circinata) em trés grupos
utilizando esta técnica (Priyatmojo et al., 2002b). Deste modo, o método
MIDI pode ser uma ferramenta importante na caracterizacdo de fungos

rizoctonidides micorrizicos de orquidea.

VI. ESPECIFICIDADE NA ASSOCIAGAO

A maioria das espécies de orquideas possui especificidade em
relacdo a determinados grupos, espécies ou isolados de fungos
micorrizicos (Hadley e Pegg; 1989). A especificidade na associagao entre
orquideas e fungos micorrizicos pode ser definida como a gama de
fungos a qual uma espécie particular de orquidea se associa (Thompson,
1994). No entanto, uma simples lista taxon6mica de associagbes
encontradas poderia mascarar a complexidade da especificidade entre ou

dentro de populagdes, ja que condigdes abidticas, tais como composigao
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do substrato, temperatura, altitude, regido geografica e as variagoes
genéticas entre diferentes populagcbes afetam a interacdo entre a
orquidea e o fungo micorrizico (Thompson, 1994; Rasmussen, 1995;
Taylor e Bruns, 1999; Otero et al., 2004; 2007).

A infeccéao inicial pode ser evento chave para o reconhecimento
entre os simbiontes, definindo a compatibilidade da associagao
(Rasmussen, 1990; 1995). Quando ha incompatibilidade, a planta induz a
formagdo de compostos inibitérios ao crescimento do fungo, como o
acumulo de compostos fendlicos nas células infectadas pela hifa fungica
(Arditti, 1992). Alguns fungos, por mais que colonizem as células do
embrido, ndo sao capazes de sustentar o desenvolvimento da orquidea
até a formacado da primeira folha com producdo de clorofila, inicio da
autotrofia da planta (Arditti, 1992; Pereira, 2004; Pereira et al., 2005b).
Para que a orquidea colonize determinada regido, € necessaria a
presencga, no substrato, de fungo compativel e eficiente em permitir o
desenvolvimento da orquidea (Mckendrick et al., 2002). Assim, a
especificidade pode determinar as regides de crescimento de uma
espécie de orquidea devido a presencga ou auséncia do fungo compativel
(Taylor e Bruns, 1999; Mckendrick et al., 2002).

A especificidade tem sido estudada pela identificagdo dos fungos
micorrizicos associados (Rasmussen, 1995; Taylor e Bruns, 1999, Otero
et al., 2004, Shefferson et al., 2007) ou pela indugcdo da germinacao de
sementes in vitro ou ex vitro (Rasmussen, 1995; Taylor e Bruns, 1999;
Mckendrick et al., 2002; Otero et al., 2004; Pereira, 2004). O tipo de
estudo desenvolvido pode levar a obtengao de diferentes resultados e,
consequentemente, a diferentes compreensdes da especificidade da

associagao micorrizica em orquideas (Taylor e Bruns, 1999).

No trabalho de Taylor e Bruns (1999), foi observada a associagéo
das orquideas C. maculata e C. mertensiana, em 31 regides amostradas,
com fungos que pertenciam apenas ao género Russula. Foram
identificados 20 fungos associados a C. maculata e 3 a C. mertensiana,
sendo que essas orquideas, mesmo quando coletadas em uma mesma

regido, nao compartilhavam o simbionte fungico entre si. Por mais que
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pertengam a um mesmo género, essas espécies de orquidea apresentam
diferencas quanto a gama de simbiontes aos quais podem associar-se.
Entretanto, essas orquideas estabelecem associagdo com fungos de um
mesmo género e com um mesmo papel ecolégico que, a saber, € o de
estabelecer associacdo ectomicorrizica com plantas lenhosas
fotossintéticas. Isso possibilita a orquidea obter, por meio do fungo, o
carbono fixado pela outra planta para sustentar o seu metabolismo
(Zelmer e Currah, 1995a; Taylor e Bruns, 1999; Girlanda et al., 2006;
Nieto e Carbone, 2009).

Shefferson et al. (2007) estudaram a especificidade micorrizica
em 90 populagdes de 15 taxas de orquideas clorofiladas do género
Cypripedium e em trés continentes. Esse género monofilético de orquidea
associa-se, principalmente, com fungos da familia Tulasnellaceae. Ao
avaliar a amplitude filogenética dos simbiontes fungicos, foi observado
que orquideas filogeneticamente mais préximas compartiham uma
mesma amplitude filogenética média. Isso indica que essa caracteristica
pode ser conservada ao longo da evolugdo e que é mais provavel
orquideas proximas compartilharem os simbiontes fungicos do que

orquideas mais distantes.

Terashita (1982) isolou Rhizoctonia repens N. Bernard de raizes
de Spiranthes sinensis (Person) Ames var. amoena (M. Bieberstein) Hara
em varias regides do Japdo. Do mesmo modo, Currah et al. (1997)
isolaram Epulorhiza inquilina Currah, Zettler e Mclnnis consistentemente
e, quase, exclusivamente, de Platanthera clavellata (Michaux) Luer, P.
cristata (Michaux) Lindley e P. integrilabia (Correll) Luer crescendo em

pantanos sombreados de quatro estados dos EUA.

Fungos do género Epulorhiza tém sido isolados de sistema
radicular de orquideas do género Epidendrum (Zettler et al.,, 1998,
Nogueira, 2004; Nogueira et al., 2005; Pereira et al., 2005c; Linhares,
2006; Pereira, 2006). Zettler et al. (1998) observaram que sementes de
Epidendrum conopseum R. Br. germinavam apenas na presenga de um
fungo do género Epulorhiza isolado do seu sistema radicular, o que nao

ocorreu ao utilizar outros trés fungos: Ceratorhiza goodyera-repentis
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(Costantin e Dufour), Moniliopsis anomala Burgeff ex Currah e Epulorhiza
sp. isolado de Platanthera ciliaris (L.) Lindl. Os fungos micorrizicos
isolados de Epidendrum rigidum Jacq. e Epidendrum dendrobioides
Thunb. também foram identificados como Epulorhiza sp. (Nogueira et al.,
2005; Pereira et al., 2005b). Linhares (2006) e Pereira (2006) isolaram
apenas fungos micorrizicos do género Epulorhiza do sistema radicular de
Epidendrum secundum Jacq., sendo que sementes desta planta
apresentaram preferéncia a este género de fungo em experimento de

germinagao simbidtica (Pereira, 2006).

Em experimento de germinacao simbidtica, Oncidium flexuosum
Sims apresentou maior compatibilidade com o isolado M2 de Ceratorhiza
sp., fungo obtido do sistema radicular amostrado dessa orquidea na
natureza, do que com outros isolados de Ceratorhiza sp. e de Epulorhiza
sp. obtidos de hospedeiros distintos (Pereira et al., 2005b). Além disso,
apenas fungos do género Ceratorhiza sp. tém sido isolados das orquideas
brasileiras do género Oncidium (Nogueira, 2004; Nogueira et al., 2005;
Pereira et al., 2005c).

Sementes de C. cardiochilum germinaram apenas em associagao
com fungos pertencentes ao género Epulorhiza e apresentaram maior
compatibilidade com E. epiphytica, a qual promoveu o desenvolvimento
dos protocérmios até a formagao da primeira folha e da primeira raiz,
enquanto que E. repens promoveu o desenvolvimento dos protocormios
apenas até formagdo do pré-meristema (Pereira, 2004). Otero et al.
(2005) observaram, em Tolumnia variegata (Swartz) Braem, variagdo na
porcentagem de germinagdo e no indice de crescimento quando
sementes coletadas de diferentes populagdes foram inoculadas com os
mesmos fungos. Sementes de T. variegata de uma mesma populagéo
foram inoculadas com oito isolados de Ceratorhiza distribuidos em quatro
clados de uma arvore filogenética construida com base na sequéncia da
regidao ITS do rDNA. Os fungos de dois clados apresentaram maior
eficiéncia em promover a germinagdao das sementes e nao houve
diferenca estatistica entre a porcentagem de sementes germinadas na

presenca de simbiontes de um mesmo clado. A variagéo na eficiéncia da
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associacao fungo-planta foi explicada pela variagcdo genética intra-

especifica da planta e do fungo.
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CAPITULO 1

CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE FUNGOS
MICORRIZICOS DE ORQUIDEAS
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RESUMO

A diversidade de fungos micorrizicos de orquideas tem sido
estudada para que se possa compreender a ecologia dessa simbiose e
para se desenvolver estratégias de conservagdo das orquideas e dos
seus fungos micorrizicos, uma vez que essa associagcao € essencial para
a sobrevivéncia dessas plantas na natureza. Os fungos rizoctonioides sao
os principais fungos micorrizicos das orquideas brasileiras e a
identificacdo e a anadlise da diversidade desses fungos vém sendo
realizadas com base nas caracteristicas morfolégicas e moleculares. Com
o objetivo de comparar a utilizagdo das caracteristicas morfolégicas e
moleculares na analise da diversidade de fungos rizoctonioides, vinte
isolados foram estudados. Dezesseis isolados sdo fungos Epulorhiza
spp., obtidos de trés populagbes de Epidendrum secundum, dois sao
fungos rizoctonidides uninucleados, obtidos de uma populagdo de
Oncidium barbaceniae, e os outros dois s&o fungos fitopatogénicos,
Ceratorhiza sp. AGC e Rhizoctonia solani AG1lA. As caracteristicas
morfolégicas qualitativas e quantitativas foram analisadas por técnicas
multivariadas, possibilitando distinguir os géneros Ceratorhiza, Epulorhiza
e Rhizoctonia e também separar os isolados de Epulorhiza spp. em dois
grupos. Isso foi confirmado pela analise dos resultados do RAPD e ITS-
RFLP e pela analise da sequéncia da regidao ITS do rDNA. A taxa de
crescimento, o didmetro da colbénia e as dimensdes das células
monilidides foram as caracteristicas morfolégicas quantitativas mais
relevantes para se estimar a diversidade. Os simbiontes de O.
barbaceniae apresentaram identidade a seqUéncias da regidao ITS de
espécies do género Ceratobasidium/Ceratorhiza e foram identificados
como Ceratorhiza sp. A analise da sequéncia da regido ITS também
mostrou que os isolados de E. secundum possuem identidade a fungos
Tulasnella/Epulorhiza, representando duas espécies de fungos desse
género. Observou-se homogeneidade entre os isolados Epulorhiza spp.
obtidos de uma mesma populagao ou de populagdes de regides proximas,
mas maior variabilidade entre isolados obtidos de populacdes localizadas

em regides mais distantes. As caracteristicas morfoldgicas, assim como a

29



analise da sequéncia da regiao ITS, sdo ferramentas uteis para distingao
de géneros e espécies e para estimar a diversidade de fungos

rizoctonidides.
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ABSTRACT

Mycorrhizal fungi diversity in orchids has been studied to provide
better understanding of this symbiosis ecology and to develop strategies
to preserve orchids and their mycorrhizal fungi, since this association is
essential to the survival of these plants in nature. Rhizoctonia-like is the
main mycorrhizal fungi of Brazilian orchids and the identification and
diversity analysis of these fungi have been achieved based on
morphological and molecular characteristics. In order to compare
morphological and molecular characteristics in analysis of Rhizoctonia-like
fungal diversity, twenty isolates were investigated. Sixteen isolates are
Epulorhiza spp., obtained from three populations of Epidendrum
secundum, two are uninucleate Rhizoctonia-like fungi, obtained from
Oncidium barbaceniae, and the others are phytopathogenical isolates,
Ceratorhiza sp. AGC and Rhizoctonia solani AG1IA. Qualitative and
quantitative morphological characteristics were analyzed by multivariate
techniques, distinguishing Ceratorhiza, Epulorhiza and Rhizoctonia genera
and also separating the isolates of Epulorhiza spp. in two groups. This was
confirmed by analysis of RAPD and ITS-RFLP and by analysis of ITS
rDNA sequence. Growth rate, colony diameter and monilioid cell
dimensions were the most relevant quantitative morphological
characteristics to estimate diversity. Symbionts of O. barbaceniae
presented identity to ITS sequences belonging to Ceratobasidium/
Ceratorhiza genus and were identified as Ceratorhiza sp. The analysis of
ITS sequences also shows that E. secundum isolates have identity to
Tulasnella/Epulorhiza fungi, representing two species of this genus. It was
observed homogeneity among Epulorhiza spp. obtained from a single
population or from populations in near regions, but higher variability
among isolates obtained from populations located in more distant regions.
The morphological characteristics, as well as analysis of ITS sequence,
are useful tools for distinction of genera and species and for estimate

diversity of Rhizoctonia-like fungi.
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I. INTRODUGAO

Apenas fungos micorrizicos rizoctonidides do género Epulorhiza
vem sendo isolado do sistema radicular das espécies de Epidendrum
estudadas até o momento, os quais foram identificados, principalmente,
com base em suas caracteristicas morfoldégicas (Nogueira, 2004;
Nogueira et al., 2005; Pereira et al., 2005a; Linhares, 2006; Pereira,
2006). Muitos desses isolados sao capazes de promover a germinagéo de
sementes de orquideas, tanto hospedeiras como ndao hospedeiras, sendo
utilizados na propagacgao simbaética de orgideas (Zettler, 1997; Zettler et
al., 1998; Pereira, 2004; 2006).

As caracteristicas morfoloégicas dos fungos micorrizicos
rizoctonidides isolados de Epidendrum secundum Jacq., uma espécie
largamente distribuida em um campo de altitude do Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro (Araponga/MG), foram avaliadas por Pereira et al.
(2009) e identificados como Epulorhiza spp. Ao analisar as caracteristicas
quantitativas, dimensdes das células monilidides, didmetro da hifa,
diametro da coldnia e taxa de crescimento, por estatistica multivariada,
esses autores observaram baixa variabilidade entre os fungos obtidos de
plantas que cresciam em um mesmo local. Contudo, havia grande
variabilidade entre fungos isolados de plantas crescendo em diferentes
locais. Isso mostrou que as caracteristicas morfolégicas podem ser
utilizadas para agrupar os isolados, mas seria necessario confirmar até
que ponto os diferentes grupos representam diferentes espécies e se ha
relacgo com agrupamentos baseados em dados oriundos da

caracterizagdo molecular desses isolados.

Técnicas moleculares baseadas na sequéncia do DNA total sao,
frequentemente, empregadas para avaliar a variabilidade existente entre
isolados de fungos rizoctonioides, tanto micorrizicos como fitopatogénicos
(Cubeta e Vigalys, 1997; Rasmussen, 2002; Shan et al., 2002; Dealaney,
2007). A técnica RAPD (Random Amplified Polymorfic DNA) possibilita o
estudo simultaneo de multiplos loci do genoma completo a partir de cada
oligonucleotideo usado, revelando diferengas de nucleotideos entre

isolados (Shan et al.,, 2002). Com isso, € possivel determinar a
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variabilidade em nivel de espécie e em nivel de populacdo (Cubeta e
Vigalys, 1997; Shan et al., 2002). A analise da regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) do rDNA por RFLP (Restriction Fragment Length
Polimorphism) fornece informagdes mais conservadas a partir de um
locus especifico e, deste modo, é utilizada em estudo de variabilidade em
nivel de espécie e acima de espécie (Cubeta e Vigalys, 1997; Shan et al.,
2002; Bougoure et al., 2005; Pereira et al., 2005a). A regido ITS é
analisada em funcdo da sequéncia dos nucleotideos para identificar
isolados de fungos rizoctonidides e para determinar a variabilidade
existente entre eles, o que possibilita estudos de diversidade,
principalmente, de fungos micorrizicos associados a orquideas no campo
(Bougoure et al., 2005; Suarez et al., 2006; Bonnardeaux et al., 2007;
Shefferson et al., 2007).

Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar a utilizagdo das
caracteristicas morfolégicas e moleculares na analise da diversidade de

fungos rizoctonidides.
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Il. MATERIAL E METODOS
1. Isolados fungicos

Vinte fungos rizoctonidides foram utilizados neste trabalho. Dezoito
isolados pertencentes a Colegcdo de Fungos Micorrizicos de Orquidea do
Laboratério de Associagdes Micorrizicas (DMB/Bioagro/UFV), dezesseis
isolados de Epulorhiza spp. e dois fungos rizoctoniéides uninucleados.
Foram também utilizados dois fungos da Colegdo de Fungos
Fitopatogénicos do Laboratoério de Fitopatologia da UFV, um isolado de
Rhizoctonia solani Kuhn AG1IA (AG1) e um isolado de Ceratorhiza sp.
AGC. Os dezesseis isolados Epulorhiza spp. foram obtidos de trés
populagdes de E. secundum por Pereira et al. (2009) e os dois fungos
rizoctonidides uninucleados foram obtidos de uma populagdo de Oncidium
barbaceniae Lindl. por Pereira et al. (2006). As populagdes dessas
orquideas s&do naturais de um mesmo campo de altitude localizado no
Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, MG (Tabela 1). Esses isolados
foram reativados em placas de Petri contendo 25 mL de meio BDA
(Potato Dextrose Agar — ACUMEDIA) a partir de culturas armazenadas a

4 °C em tubos contendo 10 mL de meio BDA inclinado.

2. Caracterizagao morfolégica dos fungos rizoctonidides

As caracteristicas qualitativas (cor, aspecto, micélio aéreo,
margem, numero de nucleos por compartimento de hifa e crescimento
micelial ralo e translucido na borda) e quantitativas (diametro da col6nia,
taxas de crescimento em meio BDA e CMA [Corn Meal Agar —
ACUMEDIA], diametro de hifa, dimensdes de célula moliniéide), foram
avaliadas para caracterizagdo morfolégica dos isolados de fungos

rizoctonidides (Pereira et al., 2009).

As caracteristicas morfolégicas quantitativas foram submetidas a
analise de variancia, considerando o delineamento inteiramente ao acaso,
e a comparagao de meédias, pelo teste Scott Knott, a 5 % de significancia,
utilizando-se o programa GENES (versao 2007.0.0). Para isso, foram

analisados quatro dados de didametro da colbnia, medido 48 h apds a
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Tabela 1: Identificacdo e cddigo dos isolados de fungos micorrizicos rizoctonidides de orquidea, a espécies da orquidea
hospedeira, o cédigo da populagéo, a coordenada geografica do local de coleta e o habito e o habitat das orquideas de
cada populagéo

Identificagdo Cédigo Espécie de orquidea Populagdgo Coordenada Geografica Habito Habitat

Epulorhiza sp. ES1.2A Epidendrum secundum ES1 S20°42'11,1"  W042°28'32" Terrestre Campo de altitude/Campo graminoide
Epulorhiza sp. ES1.2B
Epulorhiza sp. ES1.2D
Epulorhiza sp. ES1.3A
Epulorhiza sp. ES1.3E
Epulorhiza sp. ES1.3F

Epulorhiza sp. ES2.2B Epidendrum secundum ES2 S20°42'10,8" WO042°28'31,8"  Terrestre Campo de altitude/Campo gramindide
Epulorhiza sp. ES2.2C
Epulorhiza sp. ES2.2D
Epulorhiza sp. ES2.2F
Epulorhiza sp. ES2.3B
Epulorhiza sp. ES2.3C

Epulorhiza sp. ES3.1A Epidendrum secundum ES3 S20°42'6,5" W042°28'30,1" Terrestre Campo de altitude/Campo graminoide
Epulorhiza sp. ES3.1D préximo a escrube

Epulorhiza sp. ES3.1G

Epulorhiza sp. ES3.3F

Rizoctonidide OB1.3H Oncidium barbaceniae  OB1 S20°42'8,38" WO042°28'30,53" Rupicola Campo de altitude/Campo gramindide
uninucleado

Rizoctonidide 0OB1.2G
uninucleado
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inoculagéo, e quatro taxas de crescimento determinados em meio BDA e
CMA. As medidas de largura de célula moniliéide (LCM), comprimento de
célula monilidide (CCM) e diametro de hifa (DH) foram organizadas em
ordem crescente para selecdo de quatro valores. Selecionou-se o maior
valor, o menor valor, e, aleatoriamente, dois valores intermediarios, buscando
assim cobrir toda a amplitude da variagdo. Deste modo, foram analisados

quatro dados de cada caracteristica avaliada.

As caracteristicas morfoldgicas quantitativas e qualitativas foram
analisadas por técnicas biométricas para gerar valores de distancia e o
agrupamento dos isolados, empregando-se o programa GENES (Cruz e
Regazzi, 1997; Cruz, 2008; Pereira et al., 2009). As caracteristicas
qualitativas foram analisadas como multicategoricas para calculo da matriz
de dissimilaridade, ou seja, 1 — complemento, e posterior agrupamento dos
isolados pelo método UPGMA (Unweighted Paired Group Method using
Arithmetic Averages) (Cruz, 2008). As caracteristicas quantitativas foram
analisadas pela técnica de Variaveis Canbnicas para realizar a dispersao
grafica dos isolados com base nas duas primeiras variaveis candnicas. A
distancia generalizada de Mahalanobis D? foi também calculada, gerando
uma matriz de distancias utilizada para o agrupamento dos isolados pelo
método de UPGMA.

As caracteristicas quantitativas foram, posteriormente, submetidas ao
critério de Singh (1981), baseado em D? de Mahalanobis, para se avaliar a
contribuicao relativa dessas caracteristicas na analise da diversidade e para
sugestao de descarte (Cruz, 2008). Para isso, também se utilizou o programa
GENES.

3. Caracterizagdo molecular dos fungos rizoctonidides

a) Obtencédo do micélio e extragcdo do DNA total dos fungos rizoctonidides

isolados

O micélio dos fungos para extragcdo de DNA foi obtido a partir da

36



inoculacdo de um disco de 9 mm de diametro de cada isolado, contendo
micélio em crescimento ativo, em frascos Erlenmeyers de 50 mL contendo 10
mL de meio BDL (Potato-Dextrose Broth — ACUMEDIA). O micélio obtido foi
transferido para tubo Eppendorff de 1,5 mL, congelado a -86 °C e liofilizado.
O micélio liofilizado foi, entdo, utilizado para extracdo de DNA total segundo
descrito por Schafer e Wadstemeyer (1992). O DNA foi quantificado por
eletroforese em gel de agarose a 0,8 % (Promega), contendo 0,5 ug mL™" de
brometo de etideo, e diluido em H,O milli Q para 10 ng pL™". As amostras de
DNA foram mantidas a -20 °C.

b) Analise dos fungos rizoctonidides por RAPD

Para analise dos isolados pela técnica de RAPD, as reag¢des de PCR
foram realizadas segundo descrito por Junghans et al. (1998). Os produtos
de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5
%, contendo 0,5 ug mL™" de brometo de etideo. Os géis foram digitalizados

em um sistema processador de imagens (Eagle Eye |l — Stratagene).

As imagens digitalizadas dos géis foram analisadas pelo programa
Gel-Pro Analyzer (versdao 3.1.00.00, Media Cybernetics, 1993-7) para
construgao das tabelas de presenga e auséncia de bandas. Posteriormente,
esses dados foram analisados, pelo programa GENES, para construgéo da
matriz de distancia de Jaccard e o agrupamento dos isolados empregando-
se a técnica UPGMA.

c) Amplificagcdo e sequenciamento da regido ITS do rDNA dos fungos

rizoctonioides

Para a amplificacdo da regido ITS do rDNA nuclear dos fungos
micorrizicos rizoctonioides, foi realizada reagdo de PCR utilizando-se o par
de oligonucleotideos ITS1-ITS4 (White et al., 1990) e as condi¢des de reagéo

descritas por Gardes e Bruns (1993).
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Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se Exo-Sap (USB
Corporation, Cleveland, Ohio), conforme recomendagao do fabricante. Esses
produtos foram enviados para Macrogen Inc. (Geumchun-gu, Korea do Sul)
para sequenciamento de ambas as fitas em ciclo conduzido utilizando-se

BigDye TM e Automatic Sequencer 3730xI (Applied Biosystems).

d) Analise das sequéncias da regido ITS do rDNA dos fungos rizoctonidides

As sequéncias da regidao ITS amplificadas dos isolados foram
analisadas no programa Sequencher versao 4.5 (Gene Codes) para edigao e
construgao dos contigs. Posteriormente, foram alinhadas e analisadas no
programa Mega versao 4 (Tamura et al., 2007). Dendrogramas foram
construidos pelo método Neighbor-Joining, modelo de analise de nucleotideo
Kimura 2-Parameter e bootstrap com 5.000 repeticdes, excluindo-se gaps e
dados perdidos (Sharon et al., 2008). Dos clados observados, foram
selecionadas, aleatoriamente, sequéncias para analise, aplicando-se o
algoritmo BLASTn (Altschul et al., 1997). Deste modo, foi possivel selecionar
sequéncias de nucleotideos armazenadas no banco de dados do NCBI
(GenBank; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com grande identidade com as
sequéncias da regiao ITS dos fungos micorrizicos rizoctonidides. As
sequéncias de fungos Tulasnellaceae (Epulorhiza spp. e Tulasnella spp.)
obtidas do banco de dados e as sequéncias dos isolados Epulorhiza spp.
foram alinhadas e o agrupamento desses organismos foi realizado, como
descrito acima, para identificacdo desses fungos isolados com base na
identidade as sequéncias obtidas pertencentes a fungos identificados. O
mesmo foi realizado para as sequéncias de isolados de R. solani AG1IA, de
Ceratorhiza sp. AGC e de fungos rizoctoniodides uninucleados estudados, em
relagdo as sequéncias de fungos pertencentes a esses géneros e aos

respectivos teleomorfos (Ceratobasidiaceae), obtidos do banco de dados.

Os alinhamentos das sequéncias dos isolados Tulasnellaceae e dos

isolados de Ceratobasidiaceae foram editados para apresentar,
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aproximadamente, 350 pb, utilizando o programa Mega verséo 4 (Tamura et
al., 2007). Em seguida, as sequéncias foram analisadas no programa
DNAMAN versao 6 para se comparar, separadamente, as sequéncias desses
dois grupos quanto a presenga e posigao de sitios de clivagem de enzimas

de restricao.

e) Analise dos isolados por ITS-RFLP

A regido ITS do rDNA nuclear de cinco isolados foi amplificada por
reagdo de PCR utilizando-se o par de oligonucleotideos ITS1-ITS4 (White et
al., 1990), segundo descrito por Pereira et al. (2005a). Um microlitro do
produto de amplificagcao foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 2
% em tampdo TBE (Tris-borato 79 mM; EDTA 5 mM) e, outra parte, foi
utiizada para analise com enzimas de restrigdo. Para digestdo, foram
utilizadas as endonucleases de restricdo BamHI, Hinfl, Hpall e Mbol,
selecionadas a partir da simulacéo de clivagem utilizando as sequéncias da
regido ITS. As reagdes foram realizadas como estabelecido pelo fabricante.
Os produtos da clivagem foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 3 %, contendo 0,5 ug mL™" de brometo de etideo. Os géis foram
digitalizados sob luz ultravioleta com camera Polaroid MP4 e um sistema
processador de imagens (Eagle Eye Il — Stratagene). Os géis foram
analisados no programa Gel-Pro Analyzer versdo 3.1.00.00 para
determinacao das bandas e construgcdo da matriz de auséncia e presenga. A
partir dessa matriz, calculou-se a dissimilaridade entre os isolados utilizando-
se o complemento do indice de Jaccard para posterior agrupamento dos
isolados pelo método UPGMA (Cruz, 2008).
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lll. RESULTADOS

As caracteristicas morfolégicas avaliadas revelaram variabilidade
entre os isolados estudados, o que possibilitou distinguir os diferentes
géneros de fungos rizoctonidides estudados (Tabela 2). Entre os dezesseis
isolados de E. secundum pertencentes ao género Epulorhiza, foi observada
variabilidade na caracteristica qualitativa micélio aéreo e nas caracteristicas
quantitativas (Tabela 2). Nao foi observada variagdo entre os dois fungos
rizoctonidides uninucleados, obtidos de O. barbaceniae, em relacdo a essas
caracteristicas. Os isolados fitopatogénicos Ceratorhiza sp. AGC e R. solani
AG1IA apresentaram semelhangas em relagéo as caracteristicas qualitativas,
mas Ceratorhiza sp. AGC foi mais semelhante aos fungos rizoctonidides

uninucleados (Tabela 2).

Os menores valores de dissimilaridade (D) observados na matriz
calculada pela analise multicategérica dos dados das caracteristicas
qualitativas foram entre fungos micorrizicos isolados de uma mesma espécie
de orquidea (Figura 1). Essa distancia foi maior do que 0,83 quando se
comparou isolados de géneros diferentes (Figura 1). No dendrograma
construido a partir da analise dessa matriz pelo método UPGMA, observou-
se a separacgao dos diferentes géneros de fungos rizoctonidides, simbiontes
de O. barbaceniae e de E. secundum, bem como dos simbiontes obtidos de

populagdes de E. secundum muito distantes no campo (Figura 2).

As maiores distancias de Mahalanobis (D?), calculadas a partir das
caracteristicas quantitativas avaliadas, foram observadas entre os isolados
Epulorhiza spp. e o isolado R. solani AG1IA (Figura 3). Entre os isolados
Epulorhiza spp., foram observadas D? variando entre 1,01 e 353,69, sendo
que entre os isolados de uma mesma populacdo foram observados os
valores de D? menores do que 64,00, com excegdo do isolado ES2.2B, que
apresentou valores de D? maiores do que 149,00 quando comparado aos
demais isolados da populagédo a qual pertence (Figura 3). O isolado ES2.2B

apresentou semelhanca aos isolados da populagéo ES3 (Figura 3).
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Tabela 2: Caracteristicas morfolégicas qualitativas e quantitativas dos isolados de fungos rizoctonidides

Caracteristicas Qualitativas

Caracteristicas Quantitativas**

Isolado *DBDA  *DCMA *TBDA *TCMA *LCM *CCM *DH
Aspecto Coloragao *M aéreo Borda Margem *C Nuclear 4
cm cmh um

Rhizoctonia solani AG1-1A Cotonoso Amarela  Abundante’ Ausente Aérea Multi 6,20 a 6,68 a 0,0651 a 0,0708 a 19,6278 a 30,2501 a 5,8411 a
Ceratorhiza sp. AGC Cotonoso Amarela  Abundante’  Ausente Aérea Bi 438 ¢ 433 b 00458 b 0,0443 c 8,7692 b 30,8665 a 3,9076 b
Rhizoctonia sp. OB1.2G Cotonoso Creme Abundante®  Ausente Aérea Uni 465 b 445 b 00458 b 0,0422 4 11,8167 a 27,8313 a 55676 a
Rhizoctonia sp. OB1.3H Cotonoso Creme Abundante®  Ausente Aérea Uni 470 b 4,45 b 00464 b 0,0464 b 11,7392 a 24,6526 a 54009 a
Epulorhiza sp. ES1.2A Aveludado Creme Médio Presente  Submersa Bi 190 d 298 ¢ 00104 d 00293 e 13,6455 a 16,0652 b 4,7880 a
Epulorhiza sp. ES1.2B Aveludado Creme Médio Presente  Submersa Bi 215 d 2,70 ¢ 0,0160 ¢ 0,0280 e 14,1678 a 16,7961 b 4,5291 a
Epulorhiza sp. ES1.2D Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 215 d 3,03 c¢c 0,0163 ¢ 0,0293 e 153074 a 17,7361 b  4,5572 a
Epulorhiza sp. ES1.3A Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 230 d 285 ¢ 00151 ¢ 0,0262 f 12,1209 a 16,4605 b  3,6827 b
Epulorhiza sp. ES1.3E Aveludado Creme Médio Presente  Submersa Bi 218 d 290 ¢ 00115 d 00302 e 13,3136 a 158847 b 3,8195 b
Epulorhiza sp. ES1.3F Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 195 d 295 ¢ 0,0123 d 0,0300 e 14,8017 a 16,2967 b 3,6123 b
Epulorhiza sp. ES2.2B Aveludado Creme Escasso Presente Submersa Bi 1,38 e 163 f 0,0052 e 0,0087 h 9,7085 b 12,4441 b 2,3883 b
Epulorhiza sp. ES2.2C Aveludado Creme Médio Presente  Submersa Bi 1,83 d 233 d 0,0094 d 0,0241 f 13,6877 a 15,6687 b 4,0467 b
Epulorhiza sp. ES2.2D Aveludado Creme Médio Presente  Submersa Bi 213 d 273 ¢ 00191 ¢ 00306 e 155172 a 16,6920 b 3,8906 b
Epulorhiza sp. ES2.2F Aveludado Creme Médio Presente  Submersa Bi 215 d 243 d 00156 c 00259 f 12,9635 a 18,0511 b 3,1073 b
Epulorhiza sp. ES2.3B Aveludado Creme Médio Presente  Submersa Bi 203 d 29 c¢ 00167 ¢ 00297 e 14,4406 a 14,9857 b 3,1475 b
Epulorhiza sp. ES2.3C Aveludado Creme Médio Presente  Submersa Bi 205 d 298 ¢ 00174 ¢ 00286 e 14,1792 a 154072 b 3,1310 b
Epulorhiza sp. ES3.1A Aveludado Creme Escasso Presente  Submersa Bi 150 e 195 e 0,0108 d 0,0137 ¢ 76486 b 18,4753 b 3,0056 b
Epulorhiza sp. ES3.1D Aveludado Creme Escasso Presente Submersa Bi 148 e 155 f 0,0075 e 0,0089 h 7,3533 b 12,4803 b 2,8258 b
Epulorhiza sp. ES3.1G Aveludado Creme Escasso Presente Submersa Bi 133 e 145 f 0,0073 e 0,0097 h 8,6728 b 13,3350 b 3,1293 b
Epulorhiza sp. ES3.3F Aveludado Creme Escasso Presente Submersa Bi 168 e 198 e 0,0102 0,0137 g 9,8711 b 12,6860 b  3,0809 b
*CV % 7,93 6,19 10,12 4,83 23,35 38,01 22,23

*M aéreo, micélio aéreo; C nuclear, condigdo nuclear; DBDA, didametro da colénia em meio BDA; DCMA, didmetro da colénia determinada em meio CMA; TBDA, taxa de crescimento em meio BDA; TCMA, taxa
de crescimento em meio CMA; LCM, largura de célula monilidide; CCM, comprimento de célula monilidide; DH, diametro de hifa; CV %, coeficiente de variagdo em porcentagem.

**Médias, nas colunas, seguidas de uma mesma letra sdo estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5 % de significancia



AG1 AGC OB1.2G OB1.3H ES1.2A ES1.2B ES1.2D ES1.3A ES1.3E ES1.3F ES2.2B ES2.2C ES2.2D ES2.2F ES2.3B ES2.3C ES3.1A ES3.1D ES3.1G ES3.3F
AGC 0.33
OB1.2G 0.50 0.50 -
OB1.3H 0.50 0.50 0.00 -
ES1.2A 1.00 0.83 0.83 0.83 -
ES1.2B 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 -
ES1.2D 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 0.00 -
ES1.3A 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 0.00 0.00 -
ES1.3E 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 -
ES1.3F 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
ES2.2B 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
ES2.2C 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
ES2.2D 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
ES2.2F 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
ES2.3B 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
ES2.3C 1.00 0.83 0.83 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
ES3.1A 1.00 0.83 0.83 0.83 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 017 0.17 0.17 017 0.17 0.17 -
ES3.1D 1.00 0.83 0.83 0.83 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.00
ES3.1G 1.00 0.83 0.83 0.83 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 017 0.17 0.17 0.00 0.00
ES3.3F 1.00 0.83 0.83 0.83 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.00 0.00 0.00

Figura 1: Matriz do complemento da similaridade, calculada a partir das
caracteristicas qualitativas apresentadas pelos fungos
rizoctonidides estudados, mostrando a variabilidade existente
entre os isolados. Os cddigos apresentados na matriz
correspondem aos isolados estudados: AG1, R. solani AG1IA;
AGC, Ceratorhiza sp. AGC; os demais codigos sao referentes
aos isolados de E. secundum conforme a Tabela 1.

ES3.1A
ES3.1D
ES3.1G
ES3.3F
ES2.2B
ES1.2A
ES1.2B
ES1.2D
ES1.3A
ES1.3E
ES1.3F
ES2.2C
ES2.2D
ES2.2F
ES2.3B
ES2.3C
0B1.2G |
0B1.3H [

AG1 )
AGC

L i
L L L

% o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

d o 0,08 0,17 0,26 0,34 0,43 0,52 0,61 0,69 0,78 0,87

Figura 2: Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides estudados
gerado a partir da anadlise das caracteristicas qualitativas
utilizando a dissimilaridade calculada pela técnica
multicategérica e o0 método UPGMA. Os cdodigos apresentados
no dendrograma correspondem aos isolados estudados: AG1,
R. solani AG11A; AGC, Ceratorhiza sp. AGC; os demais codigos
sao referentes aos isolados de E. secundum conforme a Tabela
1. D, dissimilaridade; %, porcentagem em relagdo a
dissimilaridade maxima.
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AG1  AGC OB1.2G OB1.3H ES1.2A ES1.2B ES1.2D ES1.3A ES1.3E ES1.3F ES22B ES2.2C ES2.2D ES2.2F ES2.3B ES2.3C ES31A ES3.1D ES3.1G ES3.3F
AGC 689,73 -
OB1.2G 74645 26,70

OB1.3H 62131 2906 11,24 -

ES1.2A 237948 707,47 690,19 737,01 -

ES12B 225440 592,55 579,80 63483 1914 -

ES12D 211915 551,28 548,88 59689 2051 618 -

ES1.3A 226955 582,71 579,14 64400 3288 624 1012 -

ES13E 222146 620,19 62529 667,97 1431 1202 785 1629 -

ES1.3F 222427 644,17 667,98 70939 30,70 26,12 13,17 2638 765 -

ES2.2B 384244 140335 138886 153245 298,16 259,33 307,17 22847 300,77 30459 -

ES2.2C 2709,78 831,82 82046 890,86 32,06 2317 4032 2507 31,19 4311 14968 -

ES2.2D 204316 520,23 54093 58132 5257 2001 1127 2258 19,54 1461 33097 5861 -

ES2.2F 234873 62449 64402 709,18 66,71 2309 2877 1254 31,16 3065 203,12 30,10 20,63 -

ES2.3B 210843 573,98 609,81 65289 60,32 3607 19,06 3059 2354 7,81 32052 6523 7,62 2552 -

ES23C 212101 56587 599,64 64861 63,67 3464 1891 2604 2685 11,39 30221 6355 862 2126 101 -

ES3.1A 3349,18 1082,21 1067,01 119383 184,32 14954 191,88 128,08 19627 211,97 3522 8649 221,58 12503 22507 207,78 -

ES3.1D 3821,88 135576 1319,53 146580 290,77 25251 311,52 22924 310,70 332,35 1522 153,94 348,03 21999 353,69 333,60 21,09

ES3.1G 3828,87 1369,20 133516 147608 276,19 24234 300,87 223,93 207,91 317,70 14,72 141,95 33508 21256 341,22 32316 21,77 161

ES3.3F 330238 1082,88 1060,14 1181,98 167,32 13045 169,32 110,89 172,53 184,53 2587 6627 194,77 10427 197,22 181,76 7,66 2351 2241

Figura 3: Matriz da distdncia de Mahalanobis, calculada a partir das
caracteristicas quantitativas apresentadas pelos fungos
rizoctonidides estudados, mostrando a variabilidade existente
entre os isolados. Os cdbdigos apresentados na matriz
correspondem aos isolados estudados: AG1, R. solani AG1IA;
AGC, Ceratorhiza sp. AGC; os demais codigos s&o referentes
aos isolados de E. secundum conforme a Tabela 1.

O dendrograma construido pelo método UPGMA, com base na
matriz de D? (Figura 4), assim como a dispersdo grafica por variaveis
candnicas (Figura 5), separou os isolados em quatro grupos. Os isolados
de Epulorhiza spp. formaram um grupo claramente distinto dos demais e
houve a formagao de dois grupos entre esses isolados (Figuras 4 e 5). Foi
observada uma grande similaridade entre os dois fungos rizoctonidides

uninucleados e o isolado de Ceratorhiza sp. (Figuras 4 e 5).

Segundo o critério de Singh (1981), baseado na distancia de
Mahalanobis, a caracteristica quantitativa TCMA foi a de maior
contribuicdo para a diversidade observada entre os isolados, sendo
seguida da caracteristica TBDA (Tabela 3). DH foi a caracteristica que
apresentou a menor contribuicdo para determinacdo dessa diversidade,

sendo sugerida para descarte (Tabela 3).

A partir da comparagdo dos fungos rizoctonidides pela técnica
RAPD, utilizando-se 9 oligonucleotideos aleatérios e 140 loci, observou-
se na matriz de dissimilaridade que a menor distancia foi observada entre
os isolados de Epulorhiza sp., enquanto que a maior distancia foi entre o
isolados uninucleado OB1.3H e Epulorhiza sp. ES1.2B (Figura 6).
Isolados obtidos de uma mesma populacido de orquidea apresentaram

distdncias menores do que 0,387, exceto o isolado ES2.2B, que
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ES2.3B
ES2.3C
ES2.2D
ES1.3E h
ES1.3F )
ES1.2B
ES1.2D
ES1.3A
ES2.2F
ES1.2A
ES2.2C
ES3.1A
ES3.3F
ES3.1D
ES3.1G
ES2.2B
0B1.2G
OB1.3H

AGC |
AG1

% o
D2 o

Figura 4:

M M M M M M M
L L Ll L Ll L L L) Ll L

10 20 30 40 50 60 70 80 920 100
130,39 260,78 391,18 521,57 651,97 782,36 912,75 1043,15 1173,54 1303,94

Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides estudados
a partir da analise das caracteristicas quantitativas utilizando a
distancia de Mahalanobis e o método UPGMA. Os cddigos
apresentados no dendrograma correspondem aos isolados
estudados: AG1, R. solani AG1IA; AGC, Ceratorhiza sp. AGC;
os demais codigos sao referentes aos isolados de E. secundum
conforme a Tabela 1. D? distancia de Mahalanobis; %,
porcentagem em relagéo a distancia de Mahalanobis maxima.
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Figura 5: Dispersdo grafica dos

isolados de fungos

47,8 54,1 60,4 66,7 73

rizoctonidides

estudados baseada nas duas primeiras variaveis candnicas
(VC1 e VC2), calculadas a partir dos dados das caracteristicas
morfolégicas quantitativas, mostrando a variabilidade existente
entre os isolados. Os cddigos apresentados na dispersao
grafica correspondem aos isolados estudados: AG1, R. solani
AG1lA; AGC, Ceratorhiza sp. AGC; os demais codigos sao
referentes aos isolados de E. secundum conforme a Tabela 1.
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Tabela 3: Contribuicao

AGC
0B1.2G
OB1.3H
ES1.2A
ES1.2B
ES1.2D
ES1.3A
ES1.3E
ES1.3F
ES2.2B
ES2.2D
ES2.2F
ES2.3B
ES2.3C
ES3.1A
ES3.1D
ES3.1G
ES3.3F

AG1
0,300
0,145
0,145
0,841
0,841
0,841
0,841
0,841
0,829
0,844
0,853
0,853
0,841
0,841
0,856
0,844
0,844
0,853

AGC

0,282
0,282
0,975
0,975
0,975
0,975
0,975
0,961
1,039
0,989
0,989
0,989
0,975
1,055
1,039
1,039
1,067

relativa

das

caracteristicas
quantitativas na estimativa da diversidade observada entre os
isolados, calculada segundo o critério de Singh (1981), baseado
na distancia de Mahalanobis.

Variavel*

Valor em Porcentagem

DBDA
DCMA
TBDA
TCMA
LCM
CCM

DH

18,55
13,15
25,50
38,74
2,48
1,45
0,13

*DBDA, diametro da colénia em meio BDA; DCMA, diametro da
colénia em meio CMA; TBDA, taxa de crescimento em meio BDA;
TCMA, taxa de crescimento em meio CMA; LCM, largura de célula
moniliéide; CCM, comprimento de célula monilidide; DH, diametro

de hifa.

OB1.2G OB1.3H

0,000
0,832
0,832
0,832
0,832
0,832
0,820
0,794
0,844
0,844
0,844
0,832
0,806
0,794
0,794
0,803

0,832
0,832
0,832
0,832
0,832
0,820
0,794
0,844
0,844
0,844
0,832
0,806
0,794
0,794
0,803

ES1.2A

0,000
0,000
0,000
0,000
0,003
0,457
0,003
0,003
0,006
0,000
0,464
0,457
0,457
0,464

Figura 6: Matriz de

ES1.2B

0,000
0,000
0,000
0,003
0,457
0,003
0,003
0,006
0,000
0,464
0,457
0,457
0,464

ES1.2D

0,000
0,000
0,003
0,457
0,003
0,003
0,006
0,000
0,464
0,457
0,457
0,464

ES1.3A

0,000
0,003
0,457
0,003
0,003
0,006
0,000
0,464
0,457
0,457
0,464

ES1.3E

0,003
0,457
0,003
0,003
0,006
0,000
0,464
0,457
0,457
0,464

ES1.3F

0,457
0,006
0,006
0,009
0,003
0,464
0,457
0,457
0,464

ES2.2B

0,464
0,464
0,456
0,457
0,003
0,000
0,000
0,006

dissimilaridade (d)
rizoctonidides estudados, calculada com base no padrdo de
bandas de RAPD utilizando o indice de Jaccard, mostrando a
variabilidade existente entre os
apresentados na matriz correspondem aos isolados estudados:
AG1, R. solani AG1IA; AGC, Ceratorhiza sp. AGC; os demais
codigos sao referentes aos isolados de E. secundum conforme
a Tabela 1.

ES2.2D

0,000
0,009
0,003
0,470
0,464
0,464
0,471

dos

ES2.2F ES2.3B ES2.3C
0,009 -
0,003 0,006 -
0,470 0,462 0,464
0,464 0,456 0,457
0,464 0,456 0,457
0,471 0,463 0,464
isolados

isolados.

morfolégicas

ES3.1A ES3.1D ES3.1G ES3.3F

0,003
0,003 0,000
0,003 0,006 0,006

de fungos

Os codigos
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apresentou distancia maior do que 0,723 em relagdo aos isolados de sua
populagao, ES2 (Figura 6). Ao agrupar os isolados utilizando essa matriz
de dissimilaridade e o método UPGMA, observou-se a formacéo de sete
grupos ao se cortar o dendrograma a 50 % de dissimilaridade (Figura 7).
Os fungos isolados de uma mesma orquidea foram reunidos em um
mesmo grupo, exceto o isolado ES2.2B, que n&o agrupou com os demais
isolados da populagao 2 (Figura 7). O isolado ES2.2B e os isolados de R.
solani AG1IA (AG1) e de Ceratorhiza sp. AGC n&o apresentaram
similaridade a nenhum dos isolados analisados, com dissimilaridade
maior do que 0,70, de forma que cada um desses isolados formou um

grupo distinto (Figura 7).

O produto de PCR, obtido a partir da amplificagdo da regido ITS do
rDNA dos fungos estudados, apresentou fragmentos de aproximadamente
600 pb quando analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5 %.
Com base na analise do alinhamento dessas sequéncias, foi construida a
matriz de distdncia de Kimura 2-Parametros, que mostrou as maiores
distancias entre os isolados Epulorhiza spp. e Ceratorhiza sp. AGC e as
menores distancias entre os isolados de Epulorhiza spp. (Figura 8). Apos
a analise dessa matriz pelo método Neighbor-Joining, os diferentes
géneros foram separados e houve a identificagdo de dois grupos entre os
isolados de Epulorhiza spp., no qual isolados da populagcdo ES1 e ES2
foram reunidos em um mesmo grupo, com excecao do isolado ES2.2B,
que formou o segundo grupo juntamente com os isolados da populagao
ES3 (Figura 9).

Na anadlise do alinhamento, contendo sequéncias da regiao ITS do
rDNA dos isolados Epulorhiza spp. estudados e de fungos Epulorhiza spp.
e Tulasnella spp., depositadas no banco de dados, observou-se que os
isolados das populagdes ES1 e ES2, exceto o isolado ES2.2B, foram
agrupados com Tulasnella calospora Aut., acesso AB369939. As
sequéncias dos isolados da populacdo ES3 foram agrupados as
sequéncia de Tulasnella albida Bourdot & Galzin, Tulasnella pruinosa

Bourdot & Galzin e Tulasnella violea (Quél.) Bourdot & Galzin, mas
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ES2.2C
ES2.2F
ES2.3C
ES2.2D
ES2.3B
ES1.2B
ES1.3A
ES1.2D
ES1.3F
ES1.2A
ES1.3E
AG1

AGC

ES3.1A

R R

ES3.1G
ES3.3F
ES2.2B
0B1.2G
OB1.3H

%

Figura 7:

AGC
0B1.2G
0B1.3H
ES1.2A
ES1.2B
ES1.2D
ES1.3A
ES1.3E
ES1.3F
ES2.2B
ES2.2D
ES2.2F
ES2.3B
ES2.3C
ES3.1A
ES3.1D
ES3.1G
ES3.3F

d

0
0

AG1
0.300
0.145
0.145
0.841
0.841
0.841
0.841
0.841
0.829
0.844
0.853
0.853
0.841
0.841
0.856
0.844
0.844
0.853

—

:l—)i

\
]
I } } } } } } } } } |
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0,03 0,16 0,25 0,33 0,42 0,50 0,58 0,67 075 0,84

Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides estudados
a partir da andlise da dissimilaridade (d) calculada a partir do
padrao de bandas de RAPD utilizando o indice de Jaccard e o
método UPGMA. Os coédigos apresentados no dendrograma
correspondem aos isolados estudados: AG1, R. solani AG1IA;
AGC, Ceratorhiza sp. AGC; os demais codigos sao referentes

aos isolados de E. secundum, conforme a Tabela 1.

AGC OB1.2G OB1.3H ES1.2A ES1.2B ES1.2D ES1.3A ES1.3E ES1.3F ES2.2B ES2.2D ES2.2F ES2.3B ES2.3C ES3.1A ES3.1D ES3.1G ES3.3F
0.282 -

0.282  0.000 -

0975 0.832 0.832 -

0975 0832 0.832 0.000 -

0975 0.832 0.832 0.000 0.000 -

0975 0.832 0.832 0.000 0.000 0.000 -

0975 0832 0.832 0.000 0.000 0.000 0.000 -

0.961 0.820 0.820 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 -

1.039 0794 0794 0457 0457 0457 0457 0457 0457 -

0989 0.844 0.844 0003 0003 0.003 0.003 0.003 0.006 0.464 -

0989 0.844 0.844 0003 0003 0.003 0.003 0.003 0.006 0.464  0.000 -

0989 0.844 0.844 0006 0006 0.006 0.006 0.006 0.009 0456 0.009  0.009 -

0975 0.832 0.832 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.003 0457 0003 0.003 0.006 -

1055 0806 0.806 0464 0464 0464 0464 0464 0464 0003 0470 0470 0462 0.464 -

1.039 0794 0794 0457 0457 0457 0457 0457 0457 0.000 0464 0464 0456 0457 0.003

1.039 0794 0794 0457 0457 0457 0457 0457 0457 0.000 0464 0464 0456 0457 0.003  0.000

1.067 0803 0.803 0464 0464 0464 0464 0464 0464 0006 0471 0.471 0463 0464 0.003 0.006 0.006

Figura 8: Matriz de dissimilaridade dos isolados de fungos

rizoctonidides

estudados, calculada a partir da analise do alinhamento das
sequéncias da regido ITS do rDNA utilizando o algoritmo
Kimura 2-Parametros, mostrando a variabilidade existente entre
os isolados. Os codigos apresentados na matriz correspondem
aos isolados estudados: AG1, R. solani AG1IA; AGC,
Ceratorhiza sp. AGC; os demais codigos s&o referentes aos
isolados de E. secundum, conforme a Tabela 1.
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671 ES2.2D
ES2.2F
ES1.2D
ES2.3C
ES1.2B
ES1.3A
1ES1.2A
100 || ES1.3E
- ES2.3B
ES1.3F
ES3.1D
% ES3.1G
18 ES2.2B
23{ ES3.1A
651 ES3.3F

59

65

38 AG1
AGC
100 0B1.2G
95 0B1.3H

0.1

Figura 9: Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides estudados
com base na analise do alinhamento das sequéncias da regido
ITS do rDNA utilizando a distadncia Kimura 2-Paradmetros, o
método Neighbor-Joining e bootstraps com 5000 repetigdes. Os
cédigos apresentados no dendrograma correspondem aos
isolados estudados: AG1, R. solani AG1IA; AGC, Ceratorhiza
sp. AGC; os demais codigos sao referentes aos isolados de E.
secundum conforme a Tabela 1.
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apresentaram grande dissimilaridade (Figura 10).

Ao analisar o alinhamento das sequéncias dos fungos
rizoctonidides uninucleados, dos isolados de Ceratorhiza sp. AGC e R.
solani e das sequéncias de outros fungos desses géneros, e respectivos
géneros teleomorficos, obtidas do banco de dados NCBI, utilizando-se a
distancia de Kimura 2-Parametros e o método Neighbor-Joining, ndo foi
observada grande identidade da sequéncia de Ceratorhiza sp. AGC com
outras sequéncias do banco de dados (Figura 11). Nessa mesma analise,
as sequéncias dos isolados uninucleados e de R. solani AG1IA foram
agrupadas em um grupo maior (Figura 11). Ao analisar esse grupo,
utilizando-se apenas sequéncias mais similares, R. solani AG1IA agrupou
com sequéncias de R. solani AF472512 e Thanatephorus cucumeris
(Frank) Donk EU244843 e os isolados uninucleados apresentaram
identidade as sequéncias de isolados do género Ceratobasidium (Figura
12). Com isso, pode-se identificar os isolados uninucleados como
Ceratorhiza sp.

Na simulagdo computacional da clivagem por enzimas de restrigao
do alinhamento, contendo sequéncias da regiao ITS do rDNA dos
isolados Epulorhiza spp. e sequéncias de outros 10 fungos
Tulasnellaceae obtidas no banco de dados NCBI, as quais apresentavam
tamanho entre 351 a 361 pares de base, encontrou-se sitios de clivagem
de 83 enzimas em pelo menos uma das sequéncias analisadas, enquanto
que apenas 20 clivaram todas as sequéncias. O mesmo procedimento foi
realizado com alinhamento contendo sequéncias de apenas
Ceratobasidiaceae, tanto dos isolados estudados como das sequéncias
obtidas no banco de dados NCBI. Foram encontradas 68 enzimas com
pelo menos um sitio de clivagem em pelo menos uma das dez sequéncias
analisadas, sendo que apenas 16 clivaram todos os isolados. Dado a
grande variabilidade existente entre a regido ITS1 e ITS4 das seqléncias
dos isolados Ceratobasidiaceae e Tulasnelaceae, nado foi possivel

analisa-los em conjunto nessa simulagao.
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Figura 10: Agrupamento dos fungos rizoctonioides Epulorhiza spp., pelo
método do Neighbor-Joining e a matriz de distancia Kimura 2-
Parametros calculada a partir do alinhamento das sequéncias
da regido ITS do rDNA. Os estdo precedidos do cédigo de
isolamento. Os codigos em destaque no dendrograma sao
referentes aos fungos micorrizicos isolados de E. secundum,
conforme a Tabela 1.
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Figura 11: Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides
uninucleados (OB1.2G e OB1.3H), Ceratorhiza sp. AGC, R.
solani AG1IA (AG1), Thanatephorus spp. e Ceratobasidium
spp. com base na matriz de dissimilaridade calculada a partir
do alinhamento das sequéncias da regido ITS do rDNA
utilizando o algoritmo Kimura 2-Parametros e o método

Neighbor-Joining.
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Figura 12: Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides
uninucleados (OB1.2G e OB1.3H), R. solani AG1IA (AG1),
Thanatephorus spp. e Ceratobasidium spp. com base na
matriz de dissimilaridade calculada a partir do alinhamento
das sequéncias da regido ITS do rDNA utilizando o algoritmo
Kimura 2-Parametros e o método Neighbor-Joining.
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Todas as sequéncias da regido ITS do rDNA de fungos
Tulasnellaceae analisadas apresentaram sitios de clivagem para BamHl,
em regides bem conservadas, o que nao foi observado nas sequéncias de
Ceratorhiza spp. e R. solani. As enzimas HinfHI, Hpall e Mbol
apresentaram sitio de clivagem nas sequéncias de todos os
Tulasnellaceae analisados. Além disso, os sitios de restricdo dessas
enzimas estdo localizados em posi¢bes conservadas nas sequéncias
agrupadas em um mesmo clado, mas apresentam diferengas entre
sequéncias agrupadas em diferentes clados. Essas quatro enzimas foram
utilizadas para clivagem da regido ITS de isolados de fungos micorrizicos
representativos de cada uma das populagdes de orquideas. Assim, o
produto da reagcdo de PCR da regido ITS dos isolados ES1.2A, ES2.2B,
ES2.3B, ES3.1D e OB1.3H foram submetidos a reagcdo de clivagem,
sendo observado um padrao de bandas (Figura 13) que foi utilizado para
agrupar esses isolados, utilizando-se o complemento da distancia de
Jaccard e o método UPGMA, sendo observado o agrupamento dos
isolados ES1.2A e ES2.3B, assim como dos isolados ES2.2B e ES3.1D
(Figura 14). O isolado de Ceratorhiza sp. uninucleado, OB1.3H, foi
distinto dos demais, ndo agrupando com nenhum deles (Figura 14). Ao
analisar a sequéncia da regido ITS dos isolados R. solani AG1 e
Ceratorhiza sp. AGC por ITS-RFLP, utilizando-se as mesmas enzimas,
observou-se que apenas Hinfl e Mbol sdo capazes de clivar a sequéncia

desses isolados.
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Analise da variabilidade existente entre isolados de fungos
micorrizicos de orquidea Epulorhiza spp., ES1.2A (2), ES2.3B
(1), ES2.2B (3) e ES3.1D (4), e de fungos rizoctonidides
uninucleados, OB1.3H (5), utilizando-se da técnica ITS-RFLP.
A regiao ITS foi amplificada por PCR e o produto clivado com
as enzimas BanHI, Hinfl, Hpall e Mbol.
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Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonibides
micorrizicos de orquidea com base no padrdao de bandas
gerado na analise ITS-RFLP utilizando as enzimas BanHlI,
Hinfl, Hpall e Mbol. Com base no padrao de bandas, foi criada
uma matriz de auséncia e presenca, utilizada para calcular o
complemento da distancia de Jaccard e para agrupamento
utilizando o meétodo UPGMA. Os cdédigos dos isolados
estudados sao conforme apresentado na Tabela 1.
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IV. DISCUSSAO

Os isolados do género Epulorhiza estudados nesse trabalho, ja
haviam sido caracterizados morfologicamente por Pereira et al. (2009).
Entretanto, esses autores ndo puderam concluir se todos os isolados
pertenciam a uma mesma espécie e se a variabilidade observada seria
devida a variagdo em nivel de populagéo, ou se cada grupo de isolados
representava uma espécie diferente. Com base na caracterizagao
morfolégica e molecular, foi possivel confirmar que ha variabilidade entre
os fungos Epulorhiza spp. obtidos das diferentes populagcées de E.
secundum, os quais pertencem a duas espécies do género Epulorhiza.
Além disso, foi possivel distinguir os isolados Epulorhiza spp. dos isolados

pertencentes aos géneros Ceratorhiza e Rhizoctonia.

As caracteristicas morfoldégicas permitiram a identificacdo do
género dos simbiontes estudados e as caracteristicas moleculares, além
de confirmarem essa identificacdo, possibilitaram a separacdo das
espécies. Os dezesseis isolados Epulorhiza spp. apresentaram as
caracteristicas morfoldgicas tipicas descritas para esse género (Tabela 2)
(Currah e Zelmer, 1992; Currah et al., 1997; Shan et al., 2002; Ma et al.,
2003; Pereira et al., 2003; 2005a; 2009; Nogueira, 2004; Nogueira et al.,
2005) e foram separados em dois grupos nas anadlises de agrupamento

realizadas (Figuras 2, 4 e 5).

Isolados de fungos rizoctonidides uninucleados tém sido obtidos de
orquideas do Brasil (Pereira et al., 2006; Oliveira et al., 2008) e de Porto
Rico (Otero et al., 2002). Os isolados de uninucleados obtidos de O.
barbaceniae apresentaram caracteristicas morfologicas qualitativas
semelhantes as de isolados de Ceratorhiza sp. obtidos de orquideas
brasileiras (Nogueira, 2004; Nogueira et a., 2005; Pereira et al., 2005a;b):
aspecto cotonoso, coloracdo creme, micélio aéreo abundante e hifas
aéreas alcancando a tampa da placa de forma homogénea. O que sugere
que esses isolados uninucleados pertencessem ao género Ceratorhiza.
Isolados uninucleados também foram observados como patdégenos
agressivos de raizes de Pinus silvestre L. (Lilja et al.,, 1992) e forma

basidio caracteristico de Ceratobasidium sp. (Hietala et al., 1994).
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As caracteristicas quantitativas avaliadas neste estudo
apresentaram diferentes porcentagens de contribuicdo relativa ao se
estimar a diversidade dos fungos rizoctonidides (Tabela 3), sendo as
taxas de crescimento, seguidas dos didametros da colbnia, as
caracteristicas que mais contribuiram com a variabilidade observada. A
DH contribuiu com menos de 1 % para a variabilidade observada e foi
sugerida para descarte, ndo apenas por apresentar uma porcentagem
baixa de contribuicdo, mas por apresentar a menor porcentagem. Verifica-
se, portanto, que DH ndo é util para se estimar a variabilidade em
trabalhos que objetivam analisar a diversidade através de caracteristicas
morfolégicas. Contudo, DH, assim como as dimensdes das células
monilidides, sdo caracteristicas importantes na identificacdo de isolados e
descrigcdo de espécies (Currah e Zelmer, 1992; Zelmer e Currah, 1995;
Currah et al., 1997; Pereira et al., 2003).

Tanto as caracteristicas morfologicas vegetativas quanto as das
estruturas reprodutivas sdo de grande aplicacdo na identificacdo de
isolados fungicos (Andersen e Rasmussen, 1996; Ogoshi, 1996; Taylor et
al.,, 2002). Dada a existéncia de variagdo entre as caracteristicas de
culturas de isolados de uma mesma espécie e a grande dificuldade de se
induzir a formagéao de estruturas reprodutivas em fungos rizoctonidides, a
aplicagao de técnicas moleculares para auxiliar na identificagao tem sido
vista como essencial (Bruns et al., 1991; Ogoshi, 1996; Horton e Bruns,
2001; Taylor et al., 2002). Entretanto, os dados obtidos sugerem que as
caracteristicas morfologicas permitem agrupar fungos de um mesmo
género, assim como de uma mesma espécie, possibilitando selecionar

isolados para uma posterior analise molecular e identificagao.

Da mesma forma que as caracteristicas morfologicas, as
caracteristicas moleculares permitiram a distingdo dos géneros dos
fungos estudados, exceto a analise por RAPD, e a separagao do grupo
dos isolados do género Epulorhiza em dois sub-grupos (Figuras 9, 10, 11
e 13). Esse resultado permitiu concluir que os isolados do género
Epulorhiza s&o representantes de duas espécies, Epulorhiza sp.1,

representada pelos isolados das populagdes ES1 e ES2, exceto ES2.2B,
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e Epulorhiza sp.2, representada pelos isolados das populagées ES3 e o
isolado ES2.2B. No agrupamento baseado na analise dos isolados por
RAPD, o isolado ES2.2B apresentou grande dissimilaridade em relagéo
aos demais isolados do género Epulorhiza (Figura 7) e foi essa a
discordancia observada entre essa analise e as demais. Tal discordancia
pode ser explicada pela sensibilidade dessa técnica as variagoes
existentes entre populacdes e entre espécies (Cubeta e Vilgalys, 1997;
Shan et al., 2002; Sharon et al., 2006), de modo que ES2.2B nao foi
agrupado aos demais isolados de sua populagao de origem, por pertencer
a uma espécie diferente, e nem aos isolados da sua espécie, por ter sido

obtido em uma populacdo hospedeira diferente.

As sequéncias da regido ITS dos isolados de Epulorhiza sp1.
apresentaram identidade a sequéncia de T. calospora (Figura 10). Esse
teleomorfo ndo tem anamorfo correspondente descrito na literatura
consultada. As sequéncias dos isolados Epulorhiza sp.2 nao
apresentaram identidade a nenhuma das sequéncias de fungos
Epulorhiza spp. contidas no banco do NCBI (Figura 10). Técnicas
moleculares revolucionaram os estudos dos simbiontes fungicos
associados a orquideas, pois, regides conservadas do DNA dos fungos,
analisadas por RFLP ou com base na sequéncia de nucleotideos, tém
reforcado as identificacdbes propostas com base em caracteristicas
morfologicas e agilizado os estudos, eliminando a necessidade de avaliar
essas caracteristicas e de, até mesmo, isolar os simbiontes (Taylor e
Bruns, 1997; 1999; Kristiansen et al., 2001; 2004; Otero et al., 2002; 2004;
2007; Selosse et al., 2002; Taylor et al., 2004; Pereira et al., 2005a;
Shefferson et al., 2005; 2007; 2008; Dearlaney e Brocque, 2006; Suarez
et al., 2006; 2008; Bonnardeaux et al., 2007). A partir da analise do rDNA
por essas técnicas, é possivel relacionar, mais faciimente, fungos
micorrizicos de orquideas obtidos em diferentes trabalhos. Entretanto, a
identificacdo da espécie de isolados, a partir apenas das técnicas
moleculares, pode ser limitada pela inexisténcia das culturas de referéncia
identificadas que possuam informagdes dessa regido disponiveis. Desta

forma, de posse da cultura pura de Epulorhiza sp.1 e Epulorhiza sp.2,
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pode-se descrever a espécie anamoérfica, armazenar a cultura como
referéncia e disponibilizar as sequéncias para serem utilizadas em outros

estudos.

A existéncia de um representante de Epulorhiza sp.2 entre os
isolados obtidos da populagdo ES2 mostra que o mesmo é capaz de se
dispersar e crescer na regiao de campo graminoide da populagdo ES1 e
ES2, mesmo que de maneira menos competitiva. Porém, Epulorhiza sp.1
nao foi obtido de raizes de E. secundum da populacdo ESS,
provavelmente por n&o ter sido dispersado para essa regidao ou por ser
incapaz de colonizar o substrato que suporta essa populagdo hospedeira
tdo eficientemente como Epulorhiza sp.2. Pereira (2006) observou que
diferentes isolados de Epulorhiza sp.1 e Epulorhiza sp.2 sédo capazes de
promover a germinacao de sementes de E. secundum coletadas de
plantas da ES2, porém os protocormios germinados na presenga de
isolados de Epulorhiza sp.1, obtidos da populagdo ES1 e ESZ2,
desenvolviam muito mais rapido que os protocormios germinados na
presenca dos isolados de Epulorhiza sp.2. Além disso, Epulorhiza sp.1
apresenta, em meio de cultura, uma taxa de crescimento até trés vezes
maior que Epulorhiza sp.2 (Tabela 2). Esses dois fatores podem ter
influenciado na maior colonizacdo de raizes de E. secundum das

populagdes ES1 e ES2 por Epulorhiza sp.1.

Nao foi encontrada nenhuma seqiéncia com alta identidade as
sequéncias dos fungos micorrizicos de O. barbaceniae, nem mesmo a
sequéncia de C. bicorne, um dos fungos rizoctonidides que contém
condigado uninucleada (Hietala et al., 1994; 2001). Mas os isolados de O.
barbaceniae apresentaram identidade de sequéncia a fungos do género
Ceratobasidium (Figura 12), concordando com o agrupamento baseado
nas caracteristicas quantitativas, no qual esses isolados ficaram

agrupados a Ceratorhiza sp. AGC (Figuras 4 e 5).

A avaliacdo da sequiéncia da regiao ITS em computador mostrou
que os sitios de clivagem de enzimas de restricao estao localizados em
posicdes semelhantes nas sequéncias de isolados pertencentes a uma

mesma espécie, mas estdo localizados em posigdes diferentes quando
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sdo comparados isolados de diferentes espécies do género Epulorhiza e
isolados de diferentes géneros: Epulorhiza, Ceratorhiza e Rhizoctonia.
Isso foi confirmado ao avaliar a regido ITS de dois isolados
representativos de cada espécie de Epulorhiza e um representante dos
fungos micorrizicos de O. barbaceniae pela técnica de RFLP utilizando
quatro enzimas de restricdo. Os dois isolados Epulorhiza sp.1.
selecionados apresentaram o mesmo padrao bandas de RFLP, assim
como os dois isolados Epulorhiza sp.2. Entretanto, Epulorhiza sp.1 e
Epulorhiza sp.2 foram distinguidos (Figuras 13 e 14). Essa informagao
tem posterior aplicacdo na identificacdo de simbiontes presentes no
sistema radicular de orquideas, pois a técnica ITS-RFLP tem apresentado
grande aplicagdo para detectar diferengas entre isolados de diferentes
espécies de um mesmo género, assim como, entre isolados de diferentes
géneros, de uma forma rapida (Bruns et al., 1991; Taylor e Bruns, 1999;
Horton e Bruns, 2001; Taylor et al., 2004; Pereira et al., 2005a; Shefferson
et al., 2007). Esta técnica é sensivel a pequenas variagdes na sequéncia
analisada, pois as diferengas entre taxas sao, geralmente, resultado de
insercdes ou delecdes de nucleotideos que causam variagao de tamanho
nos fragmentos de DNA obtidos. Dessa forma, pode-se realizar a
comparacgao entre isolados pelo padrao de bandas de forma simples e,
assim, determinar a existéncia ou nao de identidade em nivel de espécie
(Horton e Bruns, 2001).

Com base na caracterizagdo morfolégica e molecular dos isolados,
€ possivel estabelecer a melhor estratégia de obtengcdo de dados para
estimar a diversidade de fungos micorrizicos de orquidea. Uma vez que
as analises dos dados obtidos, a partir da caracterizacdo morfolégica,
apresentaram resultados semelhantes as analises dos dados obtidos por
técnicas moleculares, pode-se escolher a técnica a ser adotada para
estimar a diversidade com base nos recursos disponiveis. Os dados
morfolégicos quantitativos possibilitaram, com um menor custo, distinguir
entre os trés géneros de fungos rizoctonidides estudados e detectar
variabilidade entre isolados geneticamente proximos. Considerando que

DH foi descartado na analise pelo critério de Singh (1981 — Tabela 3),
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avaliando-se as caracteristicas morfolégicas quantitativas TBDA, TCMA,
DBDA, DCMA, LCM e CCM, é possivel estimar a diversidade de fungos
rizoctonidides micorrizicos de orquidea. Desta forma, a analise da
sequéncia da regiao ITS do rDNA serviria como uma ferramenta para
confirmar a identificacdo proposta com base na caracterizagao
morfologica. Entretanto, dispondo de mais recursos, pode-se estimar a
diversidade e identificar os simbiontes de orquideas apenas com a analise

da sequéncia da regiéo ITS.
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. CONCLUSOES

. Os fungos micorrizicos isolados de E. secundum estudados sao

representantes de duas espécies do género Epulorhiza.

. As caracteristicas morfolégicas possibilitam distinguir as duas
espécies de fungos do género Epulorhiza e os trés géneros

Epulorhiza, Ceratorhiza e Rhizoctonia.

. A caracteristica diametro de hifa (DH) contribui relativamente pouco
com a diversidade avaliada com base nas caracteristicas morfologicas

quantitativas, podendo ser descartada nas analises multivariadas.

. Ha grande concordancia entre os agrupamentos obtidos com base nas
caracteristicas morfologicas e os agrupamentos obtidos com base na
analise da regido ITS do rDNA dos fungos micorrizicos de orquidea

estudados.

. Ha grande variabilidade intra-especifica entre isolados obtidos de
diferentes populagbes de E. secundum, sendo baixa entre isolados

obtidos de uma mesma populagao.
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CAPIiTULO 2

FUNGOS MICORRIZICOS Epulorhiza spp. E Opadorhiza spp.
ASSOCIADOS A Epidendrum secundum (ORCHIDACEAE) NO
PARQUE ESTADUAL DA SERRA DO BRIGADEIRO - MG
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RESUMO

Apenas fungos do género Epulorhiza tém sido isolados de
Epidendrum secundum naturais de fragmentos de Mata Atlantica
localizados no Estado de Minas Gerais. Isolados de duas espécies de
Epulorhiza foram obtidos de populagdées de E. secundum crescendo em
duas regides de um campo de altitude localizado no Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro (PESB), sendo observada prevaléncia de uma
espécie em cada uma dessas regides e variabilidade morfolégica e
molecular inter e intra-especifica. Deste modo, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a diversidade de fungos micorrizicos de onze populagdes de E.
secundum distribuidas no PESB. Quarenta e trés isolados fungicos foram
obtidos, sendo quarenta e um pertencentes ao género Epulorhiza e dois
ao género Opadorhiza. A distingdo entre Epulorhiza e Opadorhiza, bem
como entre algumas espécies de Epulorhiza spp., s6 foi possivel pela
analise da sequéncia da regido ITS do rDNA. A andlise das
caracteristicas morfolégicas e das sequéncias da regidao ITS do rDNA
revelaram uma grande variabilidade entre os fungos Epulorhiza spp. Isso,
somado a larga distribuicdo, no PESB, de um fungo Epulorhiza sp. que, in
vitro, apresenta grande eficiéncia em promover a germinagdo e o
desenvolvimento de mudas de orquidea, pode explicar a abundéancia de
E. secundum nos campos de altitude estudados. Conclui-se que E.
secundum associa-se a uma grande diversidade de fungos do género
Epulorhiza e também com fungos do género de Opadorhiza. Este é o
primeiro relato da associagdo micorrizica entre E. secundum e

Opadorhiza sp.
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ABSTRACT

Only Epulorhiza fungi have been isolated from Epidendrum
secundum growing in Atlantic Forest fragments located in Minas Gerais
State. Isolates from two Epulorhiza species were obtained from
populations of E. secundum growing in two regions of “campo de altitude”
located in Serra do Brigadeiro State Park (SBSP), showing the prevalence
of one species in each region, and inter and intra-specific morphological
and molecular variability. Thus, the aim of this study was to evaluate
mycorrhizal fungi diversity among eleven populations of E. secundum
distributed in SBSP. Forty three fungal isolates were obtained, been forty
one Epulorhiza and two Opadorhiza. The distinction between Epulorhiza
and Opadorhiza, as well as among some species of Epulorhiza, was
possible just by analysis of ITS rDNA sequence. The analyses of
morphological characteristics and of ITS rDNA sequence show a great
variability among Epulorhiza fungi. This, added to the large distribution, in
SBSP, of a Epulorhiza fungi efficient to promote in vitro germination and
seedling development in orchids, can explain the abundance of E.
secundum in the “campos de altitude” studied. It is concluded that E.
secundum associate with a large diversity of Epulorhiza fungi and also
with Opadorhiza fungi. This is the first report of mycorrhizal association

between E. secundum and Opadorhiza sp.
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I. INTRODUGAO

O género Epidendrum € um dos géneros da familia Orchidaceae
com maior numero de espécies, reunindo mais de 1.100 espécies (Chase
et al., 2003). Pertence a subtribo Laeliinae, da tribo Epidendreae, que esta
dentro da maior subfamilia da familia Orchidaceae, Epidendroideae
(Chase et al., 2003). Os remanescentes de Mata Atléntica do Brasil, que
correspondem a menos de 8 % da area original desse bioma, possuem
varios representantes desse género (Leoni e Tinte, 2004; Caiafa e Silva,
2005; Miller et al., 2006). No Parque Estadual da Serra do Brigadeiro
(PESB), localizado em Minas Gerais, ja foram catalogadas oito espécies
Epidendrum (Leoni e Tinte, 2004; Caiafa e Silva, 2005). Dentre essas
espécies, observa-se Epidendrum secundum Jacq., espécie clorofilada de
habito terrestre, epifita e, ou rupicola, comum em campos gramindides e
em afloramentos rochosos de diferentes regides de campo de altitude do
PESB (Caiafa e Silva, 2005). E. secundum apresenta floracdo durante
todo o ano, o que, além de facilitar sua identificacdo no campo, a torna
uma espécie de grande aplicagdo na horticultura comercial e um modelo

de estudo da associagao micorrizica.

A associagdo micorrizica € essencial ao ciclo de vida das
orquideas, pois auxilia na germinagao das sementes, no desenvolvimento
do embrido a plantula e na manutengao da planta adulta (Arditti, 1992;
Smith e Read, 1997; Peterson et al., 1998, 2004; Dearlaney, 2007). Por
apresentarem sementes pequenas e desprovidas de reservas, o0 embrido
necessita do simbionte para obter os carboidratos e o0s minerais
necessarios ao seu desenvolvimento por meio da degradacao do peloton,
enovelados de hifas fungicas formados entre a membrana plasmatica e a
parede celular de células da regido basal do embrido (Ramussen, 1995;
Peterson et al., 2004). Nas orquideas aclorofiladas, a dependéncia pelo
fungo micorrizico € mantida durante todo o ciclo de vida da planta (Leake,
1994; 2005). As orquideas clorofiladas, ao alcangcarem o estadio
autotrofico, dependem dos fungos micorrizicos, principalmente, para obter
0S minerais necessarios ao metabolismo, os quais sao captados por

esses simbiontes do solo e transferidos para a planta (Djik et al., 1997;
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Smith e Read, 1997). Porém, uma transferéncia bidirecional de carbono
tem sido observada entre a planta clorofilada e o simbionte fungico, o qual
recebe mais de cinco vezes a quantidade de carbono que transferiu para
a planta (Cameron et al., 2006 e 2008).

Os fungos rizoctoniodides sdo os principais simbiontes de orquideas
clorofiladas (Currah e Zelmer, 1992; Rasmussen, 2002; Taylor et al.,
2002). Dentre os cinco géneros de fungos rizoctonidides capazes de
estabelecerem associacdo com as orquideas, representantes dos
géneros Ceratorhiza, Epulorhiza e Rhizoctonia, tém sido isolados de
orquideas brasileiras (Pereira, 2001; Pereira et al., 2003; Nogueira, 2004;
Nogueira et al., 2005; Pereira et al., 2005a,b; Linhares, 2006; Pereira et
al., 2009).

Fungos do género Epulorhiza sao, frequentemente, isolados do
sistema radicular de orquideas do género Epidendrum (Nogueira, 2004;
Nogueira et al., 2005; Linhares, 2006; Pereira et al., 2009) e apresentam
grande eficiéncia em promover a germinagdo das sementes dessas
plantas (Zettler et al., 1998,; Pereira et al., 2005b; Pereira, 2006). Zettler
et al. (1998) observaram que sementes de Epidendrum conopseum R. Br.
germinavam apenas na presenga de um fungo do género Epulorhiza
isolado do seu sistema radicular, o que n&o ocorreu ao utilizar outros trés
fungos: Ceratorhiza goodyera-repentis (Costantin e Dufour), Moniliopsis
anomala Burgeff ex Currah e Epulorhiza sp., isolado de Platanthera ciliaris
(L.) Lindl. Os fungos micorrizicos isolados de Epidendrum rigidum Jacq. e
Epidendrum dendrobioides Thunb. também foram identificados como
Epulorhiza spp. (Nogueira et al., 2005; Pereira et al., 2005b). Apenas
fungos micorrizicos do género Epulorhiza tém sido isolados do sistema
radicular de E. secundum, sendo observada a preferéncia das sementes
dessa planta por fungos desse género em experimentos de germinagao
simbidtica (Linhares, 2006; Pereira, 2006; Pereira et al., 2009).

A diversidade dos simbiontes Epulorhiza spp. obtidos de quatro
populacdes de E. secundum foi avaliada com base nas caracteristicas
morfolégicas (Pereira et al., 2009). Baixa variabilidade morfologica foi

observada entre os isolados obtidos de uma mesma populagao
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hospedeira ou de populagdes préoximas (Pereira et al., 2009). Entretanto,
isolados de populagbes distantes apresentaram grande diversidade
morfolégica (Pereira et al., 2009). Agrupamentos semelhantes foram
observados ao se caracterizar morfolégica e molecularmente isolados
obtidos de trés dessas quatro populagdes (Capitulo 1). Entretanto, os
isolados avaliados foram obtidos de apenas uma das serras contidas no
PESB, sendo importante obter amostras de mais populagdes de E.
secundum para compreender a ecologia da associagdo entre essa

orquidea e seus simbiontes fungicos.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a
diversidade de fungos micorrizicos de onze populagdes de E. secundum
distribuidas no PESB. A caracterizacao, a identificacdo e a avaliacdo da
diversidade dos isolados foi realizada com base nas caracteristicas
morfolégicas e na sequéncia da regido ITS do rDNA. Caracteristicas de
dois isolados micorrizicos de Ceratorhiza sp. uninucleada e dois isolados
fitopatogénicos, Ceratorhiza sp. AGC e Rhizoctonia solani AG1IA, foram

também adicionadas na analise como padréao para comparagao.
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Il. MATERIAL E METODOS
1. Isolados fungicos

Para a anadlise da diversidade dos fungos micorrizicos associados
a E. secundum do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), Minas
Gerais, foram avaliados isolados da Colegao de Fungos Micorrizicos de
Orquidea (CFMO) do Laboratério de Associagbes Micorrizicas
(DMB/Bioagro/UFV) e de fungos obtidos durante a realizacdo de novos
isolamentos. Dezesseis isolados Epulorhiza spp. foram selecionados
dessa colegao, representando as populagdes ES1, ES2 e ES3 (Tabela 1).
Para comparacéao, foram selecionados mais cinco fungos rizoctonidides.
Desses fungos, trés também pertencem a CFMO: um isolado de
Epulorhiza sp., micorrizico de Epidedrum sp., e dois isolados de
Ceratorhiza sp. uninucleada, micorrizicos de Oncidium barbaceniae Lindl.
(Tabela 1). Os outros dois fungos pertencem a Colecdo de Fungos
Fitopatogénicos do Laboratorio de Fitopatologia da UFV: um isolado de
Rhizoctonia solani Kuhn AG1IA e um isolado de Ceratorhiza sp. AGC.

Para isolamento de fungos associados a outras populacdes de E.
secundum no PESB foram coletados segmentos de raiz de oito
populagdes dessa orquidea crescendo em diferentes regides de campo
de altitude (Tabela 1), com a licenga IEF UC/COL 032/05 Prorrogagao II.
A coleta foi feita utilizando uma tesoura de poda, mas de forma a néao
provocar a morte das plantas amostradas. No caso de plantas com parte
aérea e raizes pequenas, todo o individuo foi coletado. As raizes ou
individuos coletados foram embalados em sacos plasticos, devidamente
identificados, separando por populacido e local, armazenados em bolsa
térmica, contendo barra de gelo quimico, e transportados para o
Laboratério de Associagbes Micorrizicas (BIOAGRO/UFV, Vigosa/MG),
onde foram mantidos em geladeira a 4 °C até realizagdo do isolamento

dos fungos micorrizicos.

Em laboratério, foi realizado o isolamento dos fungos micorrizicos,

conforme descrito por Pereira et al. (2009), transferindo-se as porgdes do
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Tabela 1: Espécie de orquideas hospedeiras dos isolados de fungos micorrizicos estudados, designacao da populagao, habito e
habitat das plantas das populagcdes amostradas, localidade, cidade/UF, altitude e coordenadas das localidades dessas

9.

populacdes
Espécie Populagdo  Habito Habitat Localidade Cidade/UF Altitude Coordenada
Epidendrum secundum ES1 Terrestre  Campo de Altitude/Campo Gramindide PESB/Serra das Araponga/MG 1706 m  S20°42’'11,1” W042°28'32”
Jacq. Cabecas/Totem Deitado
ES2 Terrestre  Campo de Altitude/Campo Gramindide PESB/Serra das Araponga/MG  1705m  S20°42'10,8” W042°28'31,8”
Cabecas/Totem Deitado
ES3 Terrestre  Campo de Altitude/Campo Gramindide PESB/Serra das Araponga/MG 1692 m  S20°42'6,5” W042°28'30,1”
préximo escrube Cabecas/Totem Deitado
ES4 Terrestre  Campo de Altitude/Campo Gramindide PESB/Serra das Araponga/MG 1717 m  S20°41'27,4” W042°28'17”
Cabegas/Mamute
ES5 Rupicola  Campo de Altitude/Afloramento Rochoso PESB/Serra das Araponga/MG 1717 m  S20°41°27,4” W042°28'17”
Cabecgas/Mamute
ES6 Rupicola  Campo de Altitude/Afloramento Rochoso PESB/Serra das Araponga/MG 1717 m  S20°41'27,4”  WO042°28'17”
Cabecgas/Mamute
ES7 Terrestre  Campo de Altitude/Campo Gramindide PESB/Serra das Araponga/MG 1706 m  S20°41'27,3” W42°28°'17,4”
Cabecgas/Mamute
ES8 Terrestre  Campo de Altitude/Campo Gramindide PESB/Serra das Araponga/MG  1712m  S20°42'11,3” W042°28'32”
Cabecas/Totem Deitado
ES9 Terrestre  Campo de Altitude/Campo Gramindide PESB/Serra das Araponga/MG 1693 m  S20°42'6,8” W042°28'30”
proximo escrube Cabecas/Totem Deitado
ES10 Rupicola  Campo de Altitude/Campo Graminoide PESB/Pedra do Pato Araponga/MG 1800 m S20°44°42” W042°28'24”
ES11 Terrestre  Campo de Altitude/Campo Gramindéide PESB/Pedra do Pato Araponga/MG 1908 m S20°44'44" WO42°27'56"
Epidendrum sp. ESP1 Epifita Floresta Estacional Semidecidual PESB/Trilha do Moinho Araponga/MG  1315m  S20°43'14,5” W042°29'00,7”
Oncidium barbaceniae OB1 Rupicola  Campo de Altitude/Afloramento Rochoso PESB/Serra das Araponga/MG 1700 m  S20°42'8,38" \W042°28'30,53"

Lindl.

Cabecas/Totem Deitado




cortex contendo pelotons, obtidas de raizes colonizadas, para placas de
Petri contendo 25 mL dos meios BDA (Batata Dextrose Agar — 1 L de
caldo proveniente do cozimento de 300 g de batata e pH 5,6; 15 g de
glicose e 15 g de agar) e para placas contendo 25 mL de meio FMA
(Farelo de Milho Agar — 1 L de caldo proveniente do cozimento de 30 g de
farelo de milho e pH 5,6; 15 g de agar). As placas, seladas com filme
PVC, foram armazenadas a 25 °C em cémara de crescimento, tipo BOD.
Avaliagbes periddicas foram realizadas para observagdo do crescimento
fungico a partir das porgcbes de cortex transferidas. Assim que o
crescimento fungico foi observado, um fragmento de agar contendo parte
do micélio obtido foi transferido para novas placas de Petri contendo meio
BDA e repicagens sucessivas foram realizadas para obtencéo de cultura
pura. Quando observada a contaminagdao da cultura com bactéria, foi
realizada transferéncia sucessiva em meio BDA acrescido de
Estreptomicina (50 mg L"), Ampicilina (10 mg L") e Cloranfenicol (100 mg
L.

2. Caracterizagao morfologica dos fungos micorrizicos

rizoctonidides

Os fungos rizoctonidides isolados, ou seja, fungos que
apresentaram constricdo da hifa na regido do septo, ramificacdo da hifa
logo apds o septo e em angulo reto e cadeias de células intumescidas, as
células monilidides (Currah e Zelmer, 1992; Garcia et al., 2006), foram
avaliados quanto as caracteristicas morfolégicas qualitativas (cor,
aspecto, micélio aéreo, margem, numero de nucleos por hifa vegetativa e
crescimento micelial ralo e translucido na borda) e quantitativas (didmetro
da coldnia, taxas de crescimento em meio BDA [Potato Dextrose Agar,
ACUMEDIA] e CMA [Corn Meal Agar, ACUMEDIA], didmetro de hifa,
dimensbes de célula molinidide), segundo descrito por Pereira et al.
(2009).

Os dados provenientes da caracterizagdo morfolégica dos fungos

obtidos dos novos isolamentos foram analisados juntamente com os
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dados obtidos dos fungos estudados no Capitulo 1. Os dados referentes
as caracteristicas quantitativas foram submetidos a analise de variancia,
considerando o delineamento inteiramente ao acaso, e a comparagao de
médias pelo teste Scott Knott, a 5 % de significancia, utilizando o
programa GENES (versdo 2007.0.0). Para isso, foram analisados quatro
dados de didmetro da colénia, medido 48 h apds a inoculagdo, e quatro
taxas de crescimento determinados em meio BDA e CMA. As medidas de
largura de célula monilidide (LCM), comprimento de célula monilidide
(CCM) e diametro de hifa (DH) foram organizadas em ordem crescente
para selecdo de quatro valores. Selecionou-se o maior valor, o menor
valor, e, aleatoriamente, dois valores intermediarios, buscando assim
cobrir toda a amplitude da variacdo. Deste modo, foram analisados quatro

dados de cada caracteristica avaliada.

As caracteristicas morfologicas quantitativas e qualitativas foram
analisadas por técnicas biométricas, para gerar valores de distancia e o
agrupamento dos isolados, utilizando-se o programa GENES (Cruz e
Regazzi, 1997; Cruz, 2008; Pereira et al., 2009). As caracteristicas
qualitativas foram analisadas como multicategéricas para calculo da
matriz de dissimilaridade, isto €&, 1 — complemento, e posterior
agrupamento dos isolados pelo método UPGMA (Unweighted Paired
Group Method using Arithmetic Averages) (Cruz, 2008). As caracteristicas
quantitativas foram analisadas pela técnica de Variaveis Candnicas para
realizar a dispersao grafica dos isolados com base nas duas primeiras
variaveis candnicas. A distancia generalizada de Mahalanobis D? foi
também calculada e gerou uma matriz de distancias que foi utilizada para

0 agrupamento dos isolados pelo método de UPGMA.

3. Caracterizagdao molecular dos fungos micorrizicos rizoctonidides

a) Obtencdo do micélio e extragdo do DNA total dos fungos

rizoctonioides isolados

O micélio dos fungos isolados foi obtido para extracdo de DNA a

partir da inoculacdo de discos de 9 mm de didmetro de cada isolado,
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contendo micélio em crescimento ativo, em frascos Erlenmeyers de 50 mL
que continham 10 mL de meio BDL (Potato Dextrose Broth, ACUMEDIA).
O micélio obtido foi transferido para tubo Eppendorff de 1,5 mL,
congelado a -86 °C e liofilizado. O micélio liofilizado foi, entdo, utilizado
para extracao de DNA total, segundo descrito por Schafer e Wostemeyer
(1992). O DNA foi quantificado por eletroforese em gel de agarose 0,8 %
(Promega), contendo 0,5 pg mL™" de brometo de etideo, e diluido em H,O
milli Q para 10 ng L. As amostras de DNA foram mantidas a -20 °C.

b) Amplificagdo e sequenciamento da regido ITS do rDNA dos fungos

rizoctonidides

Para a amplificagcdo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do
rDNA nuclear dos fungos micorrizicos rizoctonidides foi realizada reagao
de PCR utilizando o par de oligonucleotideos ITS1-ITS4 (White et al.,

1990) e as condigdes de reagéo descritas por Gardes e Bruns (1993).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se Exo-Sap (USB
Corporation, Cleveland, Ohio), conforme recomendacdo do fabricante.
Esses produtos foram enviados para Macrogen Inc. (Geumchun-gu,
Korea do Sul) para sequenciamento de ambas as fitas em ciclo conduzido
utiizando-se BigDye TM e Automatic Sequencer 3730xI (Applied

Biosystems).

c) Analise das sequéncias da regido ITS do rDNA dos fungos

rizoctonidides

As sequéncias da regiao ITS dos isolados amplificadas foram
analisadas no programa Sequencher versdo 4.5 (Gene Codes) para
edicdo e construgdo dos contigs. Posteriormente, foram alinhadas e
analisadas utilizando o programa Mega versdo 4 (Tamura et al., 2007).
Dendrogramas foram construidos pelo método Neighbor-Joining através
da utilizagdo do modelo de analise de nucleotideo Kimura 2-Parameter,
bootstrap com 5.000 repeticdes e excluindo-se gaps e dados perdidos

(Sharon et al., 2008). Sequéncias muito divergentes foram re-alinhadas
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separadamente, para determinacéo de haplotipos, utilizando o programa
DNA Sequence Polymorphism v4.90.1 (Rozas et al., 2003). Sequéncias
de um representante de cada haplotipo foram selecionadas
aleatoriamente e analisadas utilizando o algoritmo BLASTn (Altschul et
al.,, 1997) para selecionar, no banco de dados do NCBI (GenBank;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), as sequéncias de nucleotideos com maior
identidade a cada haplotipo. As sequéncias representantes dos haplotipos
e as sequéncias obtidas no banco de dados foram separadas de acordo
com o género, re-alinhadas e analisadas através dos mesmos critérios
apresentados acima. Em seguida, os alinhamentos de cada um dos
géneros foram analisados para determinar o melhor modelo de evolugéo,
utilizando-se MrModeltest para posterior analise pela estatistica
Bayesiana, o método MCMC (Markov chain Monte Carlo) e em 1.000.000

de geracgoes, realizada no programa MrBayes v3.1.
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lll. RESULTADOS

Pelotons intactos e degradados foram observados no cortex das
amostras de sistema radicular coletados das oito populacbes de E.
secundum do PESB (Tabela 1). A partir do processamento das raizes
colonizadas, foram obtidos quarenta e trés isolados de fungos

rizoctonidides, os quais foram caracterizados morfologicamente.

Ao comparar os dados das caracteristicas morfologicas qualitativas
dos fungos rizoctonidides obtidos neste isolamento e dos fungos
rizoctonidides selecionados da colecdo, foi observado que todos os
isolados de Epidendrum spp. apresentavam margem submersa e dois
nucleos por compartimento de hifa (binucleados), havendo variagbes em
relacdo ao aspecto, a coloragédo, ao micélio aéreo e a borda (Tabela 2).
Os isolados Ceratorhiza sp. uninucleada obtidos de O. barbaceniae, o
fungo Ceratorhiza sp. AGC e o fungo R. solani AG1IA assemelharam-se
em relacdo ao aspecto, a borda e a margem, mas diferiram quanto a
coloragéo, ao micélio aéreo e a condigdo nuclear (Tabela 2). Com base
nessas caracteristicas, foi realizado agrupamento que dividiu os isolados
em dois grandes grupos, o primeiro reunindo os isolados obtidos de
Epidendrum spp. e o segundo os isolados de R. solani AG1IA e
Ceratorhiza spp. (Figura 1). Nenhuma variagdo foi observada entre os
isolados contidos nas populacbées ES1, ES3 e ES11. Os isolados das
demais populagdes de E. secundum apresentaram dissimilaridade de pelo
menos 20 % entre isolados de uma mesma populagdo e chegaram a
apresentar 40 % de dissimilaridade entre isolados de diferentes

populagdes (Figura 1).

Em relacdo as caracteristicas quantitativas, observou-se que os
isolados de Ceratorhiza spp. e R. solani AG1IA apresentaram as maiores
meédias nas caracteristicas quantitativas avaliadas, enquanto os isolados
de Epidendrum spp. apresentaram as menores médias (Tabela 2). No
agrupamento baseado nas caracteristicas morfolégicas quantitativas, foi
observada a formagdo de dois grandes grupos, o primeiro contendo os

fungos isolados de Epidendrum spp. e o segundo contendo os isolados
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Tabela 2: Caracteristicas qualitativas e quantitativas dos fungos rizoctonidides micorrizicos das populagcdes de
E. secundum do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro

lsolado Caracteristicas Qualitativas Caracteristicas Quantitativas

Aspecto  Coloragao M aéreo Borda Margem C Nuclear DBDA DCMA TBDA TCMA LCM CCM
AG1 Cotonoso Amarela  Abundante4 Ausente Aérea Multi 6,20 a 6,68 a 0,0651 a 0,0708 a 19,63 a 30,25 a
AGC Cotonoso Amarela Abundante1 Ausente Aérea Bi 438 ¢ 433 b 0,0458 b 0,0443 ¢ 8,77 b 30,87 a
0OB1.2G Cotonoso Creme Abundante3 Ausente Aérea Uni 465 b 445 b 0,0458 b 0,0422 ¢ 11,82 a 27,83 a
OB1.3H Cotonoso Creme Abundante3 Ausente Aérea Uni 470 b 445 b 0,0464 b 0,0464 b 11,74 a 24,65 a
ESP1.4D Liso Creme Escasso Ausente Submersa Bi 1,48 g 1,88 f 0,0076 g 0,0217 | 882 b 11,19 ¢
ES1.2A Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 1,90 f 298 c¢ 0,0104 f 0,0293 f 13,65 a 16,07 b
ES1.2B Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 215 e 2,70 d 0,0160 e 0,0280 g 14,17 a 16,80 b
ES1.2D Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 2,15 e 3,03 ¢ 0,0163 e 0,0293 f 1531 a 17,74 b
ES1.3A Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 230 e 2,85 ¢ 0,0151 e 0,0262 h 12,12 a 16,46 b
ES1.3E Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 218 e 290 c¢ 0,0115 f 10,0302 f 13,31 a 1588 b
ES1.3F Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 1,95 f 295 ¢ 0,0123 f 0,0300 f 14,80 a 16,30 b
ES2.2B Liso Creme Escasso Presente Submersa Bi 1,38 g 1,63 g 0,00562 h 0,0087 | 971 b 12,44 ¢
ES2.2C Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 1,83 f 233 e 0,0094 f 0,0241 i 13,69 a 1567 b
ES2.2D Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 213 e 2,73 ¢ 0,0191 d 0,0306 f 1552 a 16,69 b
ES2.2F Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 2,15 e 243 e 0,0156 e 0,0259 h 12,96 a 18,05 b
ES2.3B Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 2,03 e 295 ¢ 0,0167 e 0,0297 f 14,44 a 1499 b
ES2.3C Liso Creme Médio Presente Submersa Bi 2,05 e 298 ¢ 0,0174 e 0,0287 f 14,18 a 1541 b
ES3.1A Liso Creme Escasso Presente Submersa Bi 1,50 g 195 f 10,0108 f 0,0137 k 765 b 1848 b
ES3.1D Liso Creme Escasso Presente Submersa Bi 1,48 g 155 g 0,0075 g 0,0089 | 735 b 12,48 c
ES3.1G Liso Creme Escasso Presente Submersa Bi 1,33 g 1,45 g 0,0073 g 0,0097 | 867 b 13,34 b
ES3.3F Liso Creme Escasso Presente Submersa Bi 168 f 198 f 0,0102 f 0,0137 k 987 b 1269 c
ES4.11 Aveludado Creme Abundante2 Presente Submersa Bi 2,05 e 2,88 ¢ 0,0139 e 0,0318 d 14,14 a 1461 b
ES4.1M Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,80 f 2,33 e 0,0127 f 0,0243 i 14,14 a 16,21 b
ES4.1T Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,85 f 298 ¢ 0,0122 f 0,0300 f 1547 a 16,12 b
ES4.1U Liso Creme Escasso Presente Submersa Bi 2,08 e 3,08 ¢ 0,0156 e 0,0269 h 1326 a 14,01 b
ES5.1A Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,38 g 255 d 0,0108 f 0,0262 h 11,50 a 11,11 ¢
ES5.2A Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,68 f 228 e 0,0134 f 0,0243 i 11,09 a 10,73 ¢
ES5.2B Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,83 f 255 d 0,0123 f 0,0243 i 11,97 a 11,64 c
ES5.2C Aveludado Creme Abundante3 Presente Submersa Bi 1,93 f 2,78 ¢ 0,0149 e 0,0316 d 12,40 a 17,74 b
ES5.2E Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,83 f 2,53 d 0,0118 f 0,0255 i 12,01 a 11,36 c
ES5.2F Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,80 f 2,70 d 0,0097 f 0,0302 f 13,29 a 17,66 b
ES5.3D Liso Creme Escasso Presente Submersa Bi 168 f 230 e 0,0127 f 0,0264 h 10,98 a 11,61 c
ES5.4A Aveludado Creme Médio Ausente Submersa Bi 1,70 f 2,33 e 0,0116 f 0,0229 i 12,69 a 12,05 ¢
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Tabela 2: Continuagao

Isolado — Caracteristicas Qualitativas Caracteristicas Quantitativas

Aspecto Coloragao M aéreo Borda Margem C Nuclear DBDA DCMA TBDA TCMA LCM CCM
ES6.1C Aveludado Creme Médio Ausente Submersa Bi 1,78 f 3,08 ¢ 0,0175 e 0,0337 d 13,96 a 17,40 b
ES6.1D Aveludado Creme Médio Ausente Submersa Bi 1,90 f 280 c¢c 0,0146 e 0,0325 d 14,52 a 16,09 b
ES6.1E Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 215 e 265 d 0,0148 e 0,0290 f 14,32 a 1538 b
ES6.1F Aveludado Creme Médio Ausente Submersa Bi 1,75 f 2,98 ¢ 0,0148 e 0,0328 d 13,49 a 1561 b
ES6.3L Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,63 f 240 e 0,0104 f 0,0290 f 12,98 a 16,61 b
ES6.3N Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,70 f 2,33 e 0,0109 f 0,0248 i 10,83 a 11,77 c
ES6.30 Liso Creme Escasso Presente Submersa Bi 1,80 f 2,38 e 0,0116 f 0,0247 i 11,37 a 12,72 ¢
ES7.1L Aveludado Creme Abundante3 Ausente Submersa Bi 2,00 e 290 ¢ 0,0162 e 0,0293 f 1294 a 1536 b
ES7.1M Aveludado Creme Abundante3 Ausente Submersa Bi 2,00 e 2,70 d 0,0198 d 0,0297 f 13,70 a 16,60 b
ES7.1N Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 2,15 e 2,78 ¢ 0,0188 d 0,0320 d 13,50 a 16,72 b
ES7.2B Aveludado Creme Abundante3 Presente Submersa Bi 233 e 3,15 ¢ 0,0210 ¢ 0,0320 d 1393 a 1587 b
ES7.2D Aveludado Creme Abundante1 Presente Submersa Bi 220 e 258 d 0,0148 e 0,0309 e 1341 a 16,41 b
ES7.2E Aveludado Creme Abundante3 Presente Submersa Bi 1,88 f 240 e 0,0193 d 0,0340 d 14,83 a 16,07 b
ES7.2F Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,88 f 243 e 0,0155 e 0,0285 g 12,71 a 16,70 b
ES7.2G Aveludado Creme Abundante1 Presente Submersa Bi 1,93 f 243 e 0,0189 d 0,0297 f 13,79 a 17,36 b
ES7.3A Aveludado Creme Abundante2 Presente Submersa Bi 2,18 e 2,63 d 0,0186 d 0,0326 d 1423 a 17,13 b
ES7.3E Aveludado Creme Abundante2 Presente Submersa Bi 2,05 e 245 e 0,0189 d 0,0320 d 13,73 a 1519 b
ES7.31 Aveludado Creme Abundante2 Presente Submersa Bi 220 e 265 d 0,0174 e 0,0283 g 14,92 a 16,67 b
ES7.3F Aveludado Creme Abundante3 Presente Submersa Bi 233 e 3,03 ¢ 0,0212 ¢ 0,0346 d 13,37 a 1599 b
ES7.3Y Aveludado Creme Abundante3 Presente Submersa Bi 2,33 e 313 ¢ 0,0217 ¢ 0,0342 d 12,36 a 1495 b
ES8.1B Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,93 f 250 e 0,0149 e 0,0299 f 10,10 b 16,86 b
ES9.1B Liso Creme Escasso Presente Submersa Bi 1,85 f 1,48 g 0,0038 h 0,0073 | 458 ¢ 6,31 d
ES9.2G Liso Creme Liso Presente Submersa Bi 1,23 g 1,55 g 0,0047 h 0,0087 | 432 ¢ 580 d
ES10.1C Aveludado Creme Médio Presente Submersa Bi 1,88 f 285 ¢ 0,0162 e 0,0340 d 13,39 a 14,59 b
ES10.1D Aveludado Castanho Médio Ausente Submersa Bi 2,78 d 295 ¢ 0,0241 ¢ 0,0264 h 951 b 1791 b
ES10.2A Liso Creme Liso Presente Submersa Bi 1,40 g 1,30 g 0,0028 h 0,0078 | 509 ¢ 6,00 d
ES10.2B Aveludado Creme Abundante3 Presente Submersa Bi 2,78 d 295 ¢ 0,0241 ¢ 0,0264 h 4,03 ¢ 493 d
ES11.1A Aveludado Creme Médio Ausente Submersa Bi 1,83 f 268 d 0,0168 e 0,0330 d 12,30 a 14,89 b
ES11.1F Aveludado Creme Médio Ausente Submersa Bi 2,00 e 2,70 d 0,0174 e 0,0347 d 12,71 a 14,74 b
ES11.1G Aveludado Creme Médio Ausente Submersa Bi 2,00 e 293 ¢ 0,0170 e 0,0333 d 12,04 a 14,80 b
ES11.2A  Aveludado Creme Médio Ausente Submersa Bi 193 f 263 d 0,0141 e 0,0333 d 13,01 a 1525 b

*M aéreo, micélio aéreo; C nuclear, condigdo nuclear; DBDA, didametro da colénia em meio BDA; DCMA, diametro da colénia em meio CMA; TBDA, taxa de crescimento em meio BDA; TCMA,
taxa de crescimento em meio CMA; LCM, largura de célula monilidide; CCM, comprimento de célula monilidide; DH, didmetro de hifa; CV %, coeficiente de variagdo em porcentagem;
abundante1 - abundante no centro; abundante2 - abundante na margem; abundante3 - abundante e uniforme; abundante4 - abundante formando anéis concéntricos alternando floculagdo mais
adensada no centro seguida de pouco adensada e outra mais adensada. Os cédigos apresentados na tabela correspondem aos isolados estudados: AG1, R. solani AG1IA; AGC, Ceratorhiza
sp. AGC; os cédigos dos demais isolados estudados séo iniciados com o cédigo da populagao da orquidea hospedeira, conforme apresentado na Tabela 1.

**As médias, nas colunas, seguidas de uma mesma letra sdo estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott, a 5 % de significancia.
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Figura 1: Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides estudados

gerado a partir da analise das caracteristicas qualitativas
utilizando a dissimilaridade calculada pela técnica
multicategérica e o0 método UPGMA. Os cddigos apresentados
no agrupamento correspondem aos isolados estudados: AG1,
R. solani AG1IA; AGC, Ceratorhiza sp. AGC. Os cddigos dos
demais isolados s&o iniciados com o codigo da populagdo da
orquidea hospedeira conforme apresentado na Tabela 1. D,
dissimilaridade; %, porcentagem em relacéo a dissimilaridade
maxima.
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Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides estudados
gerado pela analise das caracteristicas morfologicas
quantitativas utilizando a distancia de Mahalanobis e o método
UPGMA. Os codigos apresentados no agrupamento
correspondem aos isolados estudados: AG1, R. solani AG1IA;
AGC, Ceratorhiza sp. AGC. Os codigos dos demais isolados
sdo iniciados com o codigo da populagdo da orquidea
hospedeira, conforme apresentado na Tabela 1. D?, distancia
de Mahalanobis; %, porcentagem em relagcao a dissimilaridade
maxima.
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R. solani e Ceratorhiza spp. (Figura 2). Entre os isolados simbiontes de
Epidendrum spp., houve uma separacgao de, aproximadamente, 20 % de
dissimilaridade, formando dois outros grupos (Figura 2). O menor grupo
abrange isolados contendo as menores médias dos diametros de colonia,
das taxas de crescimento e das dimensbes de célula monilidide. Os
isolados de fungos micorrizicos de Epidendrum spp., agrupados no maior
grupo, sdo os que possuem as maiores médias dessas caracteristicas,
que em alguns casos foram maiores do que as médias observadas nos

isolados de R. solani e Ceratorhiza spp. (Figura 2 e Tabela 2).

A anadlise da seqiéncia da regidao ITS do rDNA de isolados
representantes dos grupos obtidos pela analise das caracteristicas
morfologicas revelou a formacao de sete grupos (Figura 3). Os isolados
de Epidendrum spp. foram distribuidos em quatro desses grupos (G1 a
G4) e trés deles (G1 a G3) foram ligados a um mesmo nd, enquanto o
grupo G4, que continha apenas os isolados da populacado ES9, foi ligado
aos demais grupos que possuiam os isolados de Ceratorhiza sp.

uninucleada, de R. solani AG1IA e Ceratorhiza sp. AGC (Figura 3).

Onze haplotipos foram observados na analise do alinhamento das
sequéncias dos isolados do grupo superior, utilizando-se o programa
DnaSP (Tabela 3). Apds analisar, por BLASTn, as sequéncias
representativas de cada haplotipo, observou-se que as sequéncias dos
isolados de Epidendrum spp. pertencentes aos grupos G1, G2 e G3
(Figura 3) apresentaram grande identidade em relacédo as sequéncias de
fungos tulasneldides. Na analise das sequéncias de representantes dos
haplotipos e das sequéncias de maior identidade de fungos tulasneldides,
utilizando estatistica Bayesiana e o melhor modelo de evolugao,
observou-se a separacao dos isolados Epulorhiza spp. obtidos de E.
secundum em quatro grupos, pois o isolado ESP1.4D, obtido de

Epidendrum sp., foi distinguido dos isolados do grupo G1 (Figura 4).

As sequéncias ITS dos isolados da populagdo ES9, reunidas no
grupo G4, apresentaram grande identidade com as sequéncias de fungos
do género Opadorhiza, quando submetidas a analise em BLASTn, e

foram agrupadas, apds analise empregando a estatistica Bayesiana, a
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fungos nao cultivaveis Sebacina sp., teleomorfo de género Opadorhiza,
formando um clado préximo as sequéncias de Sebacina vermifera (Figura
5).
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Figura 3: Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides estudados,
a partir da analise do alinhamento das sequéncias da regido
ITS do rDNA utilizando o algoritmo Kimura 2-Parametros, o
método Neighbor-Joining, bootstraps com 5000 repetigbes e
excluindo-se gaps e dados perdido. Os codigos apresentados
no agrupamento correspondem aos isolados estudados: AG1,
R. solani AG1IA; AGC, Ceratorhiza sp. AGC. Os cddigos dos
demais isolados sé&o iniciados com o codigo da populagdo da
orquidea hospedeira conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 3: Haplotipos observados entre os fungos micorrizicos isolados de

E. secundum e Epidendrum sp. e respectivos cédigos dos

isolados
Haplotipo Isolados

1 ES1.2A, ES1.2B, ES1.2D, ES1.3A, ES1.3E, ES2.2C, ES2.3C,
ES4.1M, ES5.2E, ES5.2F, ES6.1D, ES6.1E, ES6.3L, ES7.1L,
ES7.1M, ES7.2B, ES7.2D, ES7.2E, ES7.2F, ES7.2G, ES7.3A,
ES7.3E, ES7.3F, ES7.3l, ES7.3Y, ES8.1B, ES10.1C, ES10.1D,
ES11.1F, ES11.2A

2 ES1.3F

3 ES2.2B, ES3.1D, ES3.1G

4 ES2.2D, ES2.2F

5 ES2.3B

6 ES3.1A

7 ES3.3F

8 ES5.2A, ES5.3D, ES5.4A, ES6.3N, ES6.30

9 ES7.1N

10 ES11.1G

11 ESP1.4D

*Os codigos apresentados no agrupamento correspondem aos isolados estudados: AG1, R. solani
AG1IA; AGC, Ceratorhiza sp. AGC. Os codigos dos demais isolados séo iniciados com o codigo da
populagéo da orquidea hospedeira, conforme apresentado na Tabela 1.
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0.61] DQ457642 Tulasnella pruinosa

{ AY373294 Tulasnella albida
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EU218891 Epulorhiza anaticula

o
(o2}
(o¢]
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097
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Figura 4

— AY373297 Tulasnella danica

0_71{AJ313449 Epulorhiza sp.

AY373288 Tulasnellasp.

ESP. 4D

— DQ834406 Tulasnellasp. PBO1
- EF393630 Epulorhizasp.

s+ AY373291 Tulasnella deliquescens

- AM040890 Epulorhizasp.

ES5.2A
3-98[ AJ313443 Epulorhizasp. Van44

AB369939 Tulasnella calospora
— AY373290 Tulasnella bifrons
I EF393625 Epulorhizasp.

- ES1.3F

- ES2.2D

ES2.3C

- ES7.1N

- ES11.1G

ES2.2C

- AY373272 Tulasnellasp.

: Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides Epulorhiza

spp., micorrizicos de Epidendrum spp., em relagdo a fungos
Tulasnella spp. e Epulorhiza spp., baseado na analise das
sequéncias da regiao ITS do rDNA pela estatistica Baysianan
MCMC, no programa MrBayes, em 1.500.000 geragbes. Os
cédigos em destaque no agrupamento correspondem aos
isolados estudados, sendo que esses cddigos sdo iniciados
com o codigo da populagado da orquidea hospedeira conforme
apresentado na Tabela 1.
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Figura 5: Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides Sebacina
sp., micorrizicos de Epidendrum spp., em relagdo a fungos
Sebacina spp., baseado na andlise das sequéncias da regiao
ITS do rDNA pela estatistica Baysianan MCMC, no programa
MrBayes, em 1.500.000 geragdes. Os codigos em destaque no
agrupamento correspondem aos isolados estudados, sendo que
esses codigos sdo iniciados com o codigo da populagdo da
orquidea hospedeira, conforme apresentado na Tabela 1.

92



IV. DISCUSSAO

Este é o primeiro relato da associagdo de E. secundum e de uma
orquidea brasileira a fungos do género Opadorhiza. Apenas fungos
Epulorhiza sp. haviam sido obtidos dessa espécie (Nogueira, 2004;
Linhares, 2006; Pereira et al., 2009) e desse género de orquidea (Zettler
et al., 1998; Pereira et al., 2003; 2005b; Nogueira et al., 2005), sendo os
simbiontes mais frequentemente isolados neste trabalho (Figura 3 e 4). As
observagbes anteriores sugeriam especificidade entre a espécie de
orquidea E. secundum e fungos do género Epulorhiza, assim como entre
0 género Epidendrum e esse género de fungo (Zettler et al., 1998; Pereira
et al., 2003; 2005b; 2009; Nogueira, 2004; Nogueira et al., 2005; Linhares,
2006). Entretanto, os isolados obtidos na populagdo ES9 de E. secundum
foram identificados como Opadorhiza sp. por apresentarem grande
identidade com fungos do género Sebacina, na analise das sequéncias da
regidao ITS do rDNA (Figura 3 e 5), o qual & teleomorfo do género
Opadorhiza (Currah e Zelmer, 1992; Moore, 1996; Garcia et al., 2006). A
obtencdo desses dois isolados, a partir de fragmentos de coértex do
sistema radicular de E. secundum, mostra que esses fungos também
podem estabelecer associagdo micorrizica com essa espécie de

orquidea.

As populacdes ES3 e ES9 foram amostradas no mesmo habitat e
local do campo de altitude da Serra das Cabecgas, no topo da sub-serra
Totem Deitado e em um campo gramindide localizado préoximo a um
escrube (Tabela 1). Os fungos micorrizicos obtidos da populagdo ES3,
isolados e identificados como Epulorhiza sp. por Pereira et al. (2009),
foram comparados aos isolados da populacdo ES9. Eles se
assemelharam quanto as caracteristicas quantitativas e apresentaram as
menores médias para essas caracteristicas (Tabela 2 e Figura 1 e 2).
Entretanto, foram distinguidos com base na sequéncia da regiao ITS
(Figura 3). Fungos Opadorhiza sp. e Epulorhiza sp. sdo muito proximos
em relagdo as caracteristicas morfologicas, o que explica as semelhancgas
observadas entre os isolados de ES3 e ES9. Contudo, sao diferenciados

morfologicamente com base na ultra-estrutura do septo dolipérico (Morre,
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1987; 1996; Currah e Zelmer, 1992; Garcia et al., 2006), assim como
pelas sequéncias da regido ITS do rDNA e da subunidade maior
mitocondrial (Selosse et al., 2002a; b; Suarez et al., 2006; 2008).

Segundo Moore (1996), o parenteossomo de fungos de ambos os
géneros €& imperfurado e constituido de trés camadas. Porém, o
parenteossomo de fungos de género Opadorhiza € constituido de uma
camada mais eletron-densa central e cercada por duas camadas menos
eletron-densas, enquanto que o parenteossomo de fungos do género
Epulorhiza é constituido de duas camadas eletron-densas que cercam
uma camada menos eletron-densa central. A observacido da ultra-
estrutura do septo dolipdrico tem sido utilizada ndo apenas na
identificacdo de simbiontes fungicos isolados e cultivados, mas também
na identificagdo do simbionte colonizando o sistema radicular de
orquideas. Porém, apenas essa caracteristica ndo é suficiente para
identificar a espécie ou género do simbionte, sendo necessario avaliar
outras caracteristicas para esse fim (Suarez et al., 2008). A analise da
sequéncia da regiao ITS do rDNA, assim como da subunidade maior
mitocondrial (mtLSU), tem possibilitado a identificacdo dos fungos
micorrizicos de orquideas, e €, também, de grande utilidade em estudos
sobre a diversidade e a especificidade nessa interacao (Taylor e Bruns,
1999; Otero et al., 2002; 2004; 2007; Taylor et al., 2002; 2004; 2008; Ma
et al., 2003; Suarez et al., 2006; 2008; Shefferson et al, 2007; 2008).

As caracteristicas morfolégicas avaliadas também diferenciaram os
isolados do género Epulorhiza dos isolados de R. solani AG1IA e
Ceratorhiza spp., mas nao foram suficientes para diferencia-los dos
isolados Opadorhiza sp. (Figura 1 e 2). Isso nao significa que a
caracterizagdo morfologica seja dispensavel, pois essas caracteristicas
sdo uteis na diferenciagao e identificagdo de fungos micorrizicos (Currah
e Zelmer, 1992; Currah et al., 1997; Ma et al., 2003; Pereira et al., 2003;
2005b), além de auxiliarem na distingdo entre os isolados de um conjunto
de fungos obtidos de uma mesma populagdo de planta (Capitulo 1).
Contudo, isolados fungicos obtidos de diferentes populagées, mesmo que

apresentem caracteristicas morfolégicas semelhantes, devem ser
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caracterizados de forma mais detalhada para evitar identificacoes

equivocadas.

Isolados do grupo G1 foram, frequentemente, obtidos de raizes de
E. secundum coletadas em diferentes regides de campo de altitude do
PESB. Um desses isolados, ES2.3B, tem se mostrado eficiente no cultivo
das espécies E. secundum e Cyrtopodium cardiochilum Lindl.,
promovendo, in vitro, a germinagao de sementes, e o desenvolvimento de
protocdérmios, assim como, a manutengdo da plantula em casa de
vegetacdo (Pereira et al., 2007, 2008). Isso sugere que a espécie de
fungo representada pelo subgrupo G1 é bem distribuida nos campos de
altitude do PESB, o que garante a distribuicdo e a realizagdo do ciclo de

vida de E. secundum nessa regiao.

O agrupamento de representantes de G1 com Tulasnella sp.,
Tulasnella bifrons Bourdot & Galzin, Tulasnella calospora (Boud.) Juel. e
Epulorhiza sp., baseado na analise da regido ITS utilizando a estatistica
Baesyana (Figura 4), foi similar ao resultado obtido por McCormick et al.
(2004), ao analisar sequéncias da regidao ITS de fungos associados a
raizes de Goodyera pubescens (Willd.) R. Br. e Tipularia discolor (Pursh)
Nutt., orquideas terrestres amostradas no nordeste e noroeste dos
Estados Unidos da América. T. calospora foi considerado um simbionte
universal de orquideas, por ser encontrado em associagdo com varias
espeécies de orquidea e por apresentar uma grande capacidade de
estabelecer associag&o simbidtica in vitro, entretanto, tem sido observado
um problema em relagcdo a taxonomia dessa e de algumas outras

espécies do género Tulasnella (Hadley, 1970; Suarez et al., 2006).

Os isolados do grupo G2 foram agrupados a um fungo obtido de
uma orquidea do género Vanda por Ma et al. (2003) e estdo contidos em
um clado junto a Tulasnella deliquescens (Juel) Juel, embora apresentem
uma distancia maior que 5 % (Figura 4). T. deliquescens é o teleomorfo
de Epulorhiza repens (Bernard) Moore, o qual tem sido isolado do sistema
radicular de orquideas (Terashita, 1982; Pereira et al., 2005b). Os
isolados contidos no subgrupo G2 foram obtidos apenas de duas

populacdes de E. secundum, ES5 e ES6, amostradas em um afloramento
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rochoso de um campo de altitude da Serra das Cabecas, sub-serra

Mamute.

Os representantes do grupo G3, composto por fungos isolados de
raizes da populacdo ES3 de E. secundum, amostradas em campo
gramindide proximo a escrube, e um isolado da populagdo ES2, nao
apresentaram identidade em relagdo a nenhuma das sequéncias da
regido ITS, de isolados fungicos identificados, selecionadas do banco de
dados obtidas (Figura 4). O clado contendo esses isolados foi unido ao
clado contendo Tulasnella albida Bourdot & Galzin, Tulasnella pruinosa
Bourdot & Galzin e Tulasnella violea (Quél.) Bourdot & Galzin (Figura 4).
Simbiontes da orquidea terrestre T. discolor apresentaram relagao
semelhante a essas trés espécies de fungos tulasneldides (McCormick et
al., 2004), assim como isolados das orquideas epifitas Pleurothallis lilijae
Foldats, Stelis concinna Lindl., Stelis hallii Lindl. e Stelis superbiens Lindl.
(Suarez et al., 2006). Os isolados do subgrupo G2 foram obtidos apenas
na sub-serra Mamute e os isolados do subgrupo G3, apenas na sub-serra
Totem Deitado. Essas sao sub-serras vizinhas na Serra das Cabecas e,
mesmo assim, apresentam esses fungos distintos. Essa observagao pode
ser explicada pela separacgao geografica, pela ineficiéncia desses isolados
em produzirem estruturas que possibilitem a dispersar ou as diferencas

entre os substratos contidos nessas diferentes regides.

Os isolados Opadorhiza sp. foram agrupados a varias sequéncias
de regidao ITS de fungos do género Sebacina, ndo cultivados e nao
identificados morfologicamente, e formaram um ramo proximo a um
segundo ramo abrangendo representantes de Sebacina vermifera
Oberwinkler, descrito por Weiss et al. (2004) como subgrupo B dos
Sebacinalles (Figura 5). Fungos desse género sdo comumente
observados formando associacbes ectomicorrizicas e associacdes
micorrizicas com ericaceas e orquideas (Bougoure et al., 2005; Selosse et
al., 2002a;b; 2007), mas, especialmente os do subgrupo B, sédo incapazes
de produzir basidiocarpo e s&do observados em associacdo com
ericaceas, com orquideas clorofiladas e com bridfitas (Weiss et al., 2004;
Selosse et al., 2007).
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A relacdo entre as caracteristicas morfolégicas vegetativas e
sexuais e a sequéncia de regides conservadas do DNA dos fungos
micorrizicos de orquidea pode auxiliar na taxonomia desses simbiontes,
ao possibilitar uma melhor classificagdo dos mesmos (Taylor et al., 2002;
Dearnaley, 2007). As metodologias para avaliagdo das caracteristicas
morfoldgicas utilizadas neste trabalho, assim como, da ultra-estrutura do
septo dolipdrico, ja estdo bem definidas (Pereira et al., 2005a; Suarez et
al., 2006; Pereira et al., 2009; Capitulo 1). Da mesma forma, varias
estratégias para amplificacdo de sequéncias de regides conservadas
estdo disponiveis (White et al., 1990; Taylor e Bruns, 1999; Suarez et al.,
2006; 2008). Entretanto, ainda ha varios desafios para a taxonomia dos
fungos micorrizicos de orquidea, tais como, solucionar os problemas de
identificacbes equivocadas, estabelecer a correspondéncia entre os
nomes teleomoérficos e anamoérficos das espécies e propor a identificagao,
em nivel de espécie, dos novos fungos micorrizicos de orquideas
detectados com base na analise da sequéncia de DNA. Porém, protocolos
para inducdo de estruturas sexuais necessitam ser testados e
desenvolvidos devido a dificuldade de se induzir tais estruturas em fungos
tulasneldides e a importancia dessas estruturas na identificacdo dos
fungos rizoctonidides em nivel de espécie (Taylor et al., 2002; Pereira et
al., 2005a).
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V. CONCLUSOES

1.

Fungos do género Epulorhiza sdo os principais simbiontes de E.
secundum nas regides de campo de altitude do PESB, mas fungos do
género Sebacina também podem formar associagdo micorrizica com

essa espécie de orquidea.

Pelo menos trés haplotipos de fungos do género Epulorhiza associam-
se a E. secundum no PESB.

A analise multivariada das caracteristicas morfolégicas avaliadas nao
diferencia os isolados de fungos do género Opadorhiza dos isolados

de fungos do género Epulorhiza.

. Ha uma espécie de Epulorhiza sp. bem distribuida nos campos de

altitude do PESB, a qual pode ser a principal responsavel por garantir
a distribuicdo e a completa ocorréncia do ciclo de vida de E. secundum

nessa regiao.
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CAPIiTULO 3

DIVERSIDADE DE FUNGOS E ESPECIFICIDADE NA ASSOCIAGAO
MICORRIZICA EM ORQUIDEAS DO GENERO Epidendrum
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RESUMO

Fungos Epulorhiza spp. s&o frequentemente isolados de raizes de
orquideas do género Epidendrum, um dos géneros da familia
Orchidaceae com maior numero de espécies e encontrado com muita
freqiéncia em fragmentos de Mata Atlantica. Esses fungos apresentam
eficiéncia em promover a germinagédo de sementes e o desenvolvimento
de protocdérmios e plantulas de espécies hospedeiras e ndo-hospedeiras.
Em menor frequéncia, fungos Opadorhiza sp. tém sido relatados como
micorrizicos de Epidendrum secundum. Com o objetivo de estudar a
diversidade de fungos e a especificidade na associagao micorrizica em
orquideas do género Epidendrum, amostras de raizes de sete espécies e
de 21 populacdes desse género foram coletadas em fragmentos de Mata
Atlantica localizados no Espirito Santo, em Minas Gerais € no Rio de
Janeiro. O DNA total dos isolados foi extraido para posterior amplificacéo,
sequenciamento e analise da regido ITS do rDNA. As sequéncias obtidas
apresentaram identidade com as sequéncias de fungos Sebacina/
Opadorhiza e Tulasnella/Epulorhiza, depositadas no banco de dados do
NCBI. Maior variabilidade na sequéncia da regiao ITS foi observada entre
os isolados de Tulasnella spp., os quais formaram nove clados. Os fungos
Sebacina spp. apresentaram menor variabilidade nessa sequéncia,
formaram trés clados e foram identificados como pertencentes ao
subgrupo B dos Sebacinales. Estes resultados sugerem que as orquideas
do género Epidendrum associam-se com uma grande diversidade de
fungos Tulasnella spp., mas com uma pequena diversidade de fungos
Sebacina spp. Além disso, os resultados também mostraram que
orquideas terrestres estabelecem associagcdo com uma maior diversidade
de fungos do que orquideas epifitas. As orquideas epifitas estudadas nao
compartilharam simbiontes com as orquideas terrestres, sugerindo que,
no campo, ha algumas espécies de fungos micorrizicos capazes de
associar-se especificamente com as orquideas epifitas e outras com as
orquideas terrestres. Orquideas Epidendrum spp. apresentam preferéncia
em associar-se a fungos Tulasnella spp., mas também estabelecem

associagao com fungos Sebacina spp. Assim, ndao ha especificidade entre
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0 género de orquidea Epidendrum e o género de fungo micorrizico

Tulasnella.
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ABSTRACT

Epulorhiza spp. fungi are usually isolated from roots of Epidendrum
orchids, a genus of Orchidaceae family with one of the largest number of
species and frequently found in Atlantic Forest fragments. These fungi
have shown efficiency to promote seed germination and development of
protocorms and seedlings of host and non host species. At lower
frequency, Opadorhiza fungi have been reported as mycorrhizal fungi of
Epidendrum secundum. Aiming to study fungal diversity and specificity in
mycorrhizal association in Epidendrum orchid, roots samples of seven
species and 21 populations of this genus were collected in Atlantic Forest
fragments located in Espirito Santo, Minas Gerais and Rio de Janeiro
States. The total DNA of isolates was extracted to subsequent
amplification, sequencing and analysis of ITS rDNA sequence. The
sequences obtained showed identity to fungal sequences of Sebacina/
Opadorhiza and Tulasnella/Epulorhiza, deposited in the NCBI data bank.
Larger variability in ITS sequence was observed among Tulasnella spp.
isolates, which formed nine clades. Sebacina fungi showed less variability
in this sequence, formed three clades and were identified as belonging to
subgroup B of Sebacinales. These results suggest that Epidendrum
orchids associate with a great diversity of Tulasnella fungi, but with a low
diversity of Sebacina fungi. In addition, the results show that terrestrial
orchids associated with a larger diversity of fungi than epiphytic orchids.
The epiphytic orchids studied did not share symbionts with terrestrial
orchids, suggesting that, in nature, there are some mycorrhizal fungal
species able to associate specifically with epiphytic orchids and others
with terrestrial orchids. Epidendrum orchids showed preference for
associating with Tulasnella fungi, although they can establish association
with  Sebacina fungi. Therefore, there is no specificity between

Epidendrum orchid and Tulasnella mycorrhizal fungi.
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I. INTRODUGAO

O género Epidendrum pertence a subtribo Laeliinae, tribo
Epidendreae, e esta dentro da maior subfamilia da familia Orchidaceae,
Epidendroideae (Chase et al., 2003). E um dos géneros com maior
namero de espécies, reunindo mais de 1.100 espécies (Chase et al.,
2003). Suas espécies sao, frequentemente, observadas em
remanescentes de Mata Atlantica e foram catalogadas no Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB)/MG, no Parque Nacional da
Serra dos Orgdos/RJ, em reservadas biolégicas de Santa Teresa/ES e
em regides de restinga em Vila Velha/ES (Leoni e Tinte, 2004; Caiafa e
Silva, 2005; Fontana, 2006; Miller et al., 2006; Magnago et al., 2007).

Nos ambientes naturais, a associacdo micorrizica em orquidea é
essencial a iniciagdo do ciclo de vida da mesma, ou seja, a germinagao
das sementes e ao desenvolvimento do embrido a plantula, assim como a
manutencgao da planta adulta (Arditti, 1992; Smith e Read, 1997; Peterson
et al.,, 1998; 2004; Dearlaney, 2007). Como as orquideas produzem
sementes pequenas e desprovidas de reservas, os carboidratos e os
minerais necessarios ao desenvolvimento do embrido sdo adquiridos a
partir da degradagéo dos pelotons, os quais sdo enovelados de hifas do
fungo simbionte formados entre a membrana plasmatica e a parede
celular de células da regido basal do embrido (Ramussen, 1995; Peterson
et al., 2004). Nas orquideas aclorofiladas, a dependéncia pelo fungo
micorrizico é mantida durante todo o ciclo de vida da planta (Leake, 1994;
2005). Ja as orquideas clorofiladas, ao alcangarem o estagio autotréfico,
dependem dos fungos micorrizicos, principalmente, para obter os
minerais necessarios ao metabolismo, que sdo captados por esses
simbiontes do solo e transferidos para a planta (Dijk et al., 1997; Smith e
Read, 1997). Porém, uma transferéncia bidirecional de carbono tem sido
observada entre a planta clorofilada e o simbionte fungico, de modo que o
fungo recebe mais de cinco vezes a quantidade de carbono que transferiu

para a planta (Cameron et al., 2006; 2008).

Os fungos rizoctonidides sdo os principais simbiontes de orquideas

clorofiladas (Currah e Zelmer, 1992; Taylor et al., 2002; Rasmussen,
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2002). Dentre os cinco géneros de fungos rizoctonidides capazes de
estabelecer associagdo com orquideas, representantes dos géneros
Ceratorhiza, Epulorhiza, Opadorhiza e Rhizoctonia ja foram isolados de
orquideas brasileiras (Pereira, 2001; Pereira et al., 2003; Nogueira, 2004;
Nogueira et al., 2005; Pereira et al., 2005a; b; 2009; Linhares, 2006;
Capitulo 2).

Até o momento, foram identificados simbiontes de apenas trés
espécies de orquideas brasileiras pertencentes ao género Epidendrum e
todas elas foram amostradas em remanescentes de Mata Atlantica
localizados no PESB e no Parque Estadual do Itacolomi (PEI) (Nogueira,
2004; Nogueira et al., 2005; Pereira et al., 2005b; 2009; Linhares, 2006;
Capitulo 2). Fungos do género Epulorhiza tem sido, frequentemente,
isolados do sistema radicular de orquideas do género Epidendrum (Zettler
et al., 1998, Nogueira, 2004; Nogueira et al., 2005; Pereira et al., 2005a;
2009; Linhares, 2006; Capitulo 2), os quais tém apresentado grande
eficiéncia em promover a germinagcdo das sementes dessas plantas
(Zettler et al., 1998; Pereira, 2006). Populagdes de Epidendrum secundum
Jacq., naturais de campos de altitude localizados no PESB, apresentaram
preferéncia em estabelecer associagado micorrizica com fungos do género
Epulorhiza (Pereira et al., 2009; Capitulo 2), porém, observou-se que essa
espécie de orquidea também estabelece associagcdao micorrizica com

fungos do género Sebacina (Capitulo 2).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade de
fungos e a especificidade na associagdo micorrizica em orquideas
epifitas, terrestres e rupicolas do género Epidendrum, naturais de
fragmentos de Mata Atlantica localizados nos estados de Minas Gerais,
do Rio de Janeiro e do Espirito Santo, com base na analise da sequéncia

da regido ITS do rDNA dos simbiontes fungicos.
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Il. MATERIAL E METODOS

A diversidade dos fungos micorrizicos associados a orquideas do
género Epidendrum, amostradas em diferentes regides dos estados do
Espirito Santo, de Minas Gerais e do Rio de Janeiro, foi estudada com
base na sequéncia da regido ITS do rDNA de fungos obtidos em outros

estudos, assim como de fungos isolados nesse trabalho (Tabela 1).

Os simbiontes foram isolados a partir do sistema radicular das
orquideas Epidendrum spp. (Tabela 1) amostradas, conforme descrito por
Pereira et al. (2009). Para extracdo de DNA, o micélio dos isolados foi
crescido em frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de meio BDL
(Potato Dextrose Broth — ACUMEDIA), transferido para tubo Eppendorff
de 1,5 mL, congelado a -86 °C e liofilizado. O micélio liofilizado foi, ento,
utilizado para extracdo de DNA total, segundo descrito por Schafer e
Wadstemeyer (1992). A regiao ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA
nuclear foi amplificada em reacdo de PCR, utilizando-se o par de
oligonucleotideos ITS1-ITS4 (White et al., 1990) e as condigdes de reagao
descritas por Gardes e Bruns (1993).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o Exo-Sap
(USB Corporation, Cleveland, Ohio), conforme recomendagdo do
fabricante. Esses produtos foram enviados para Macrogen Inc.
(Geumchun-gu, Korea do Sul) para sequenciamento de ambas as fitas em
ciclo conduzido utilizando-se BigDye TM e Automatic Sequencer 3730xI

(Applied Biosystems).

As sequéncias da regidao ITS amplificadas dos isolados foram
analisadas no programa Sequencher versdo 4.5 (Gene Codes) para
edicao e construgao dos contigs. Posteriormente, essas seqliéncias foram
alinhadas e analisadas por meio do programa Mega Versao 4 (Tamura et
al., 2007). Dendrogramas foram construidos pelo método Neighbor-
Joining, utilizando o modelo de analise de nucleotideo Kimura 2-
Parameter, bootstrap com 5000 repeti¢cdes e excluindo-se gaps e dados
perdidos (Sharon et al., 2008). As sequéncias contendo menos de 25 %

de dissimilaridade foram reunidas, realinhadas e analisadas utilizando o
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Tabela 1: Espécies de orquideas do género Epidendrum, hospedeiras dos fungos estudados, e o cdodigo, localidade, cidade e
unidade federal das populacbes amostradas e a referéncia dos trabalhos que estudaram as populacdes, isolaram os
fungos e obtiveram as sequiéncias da regido ITS do rDNA

Espécie Populagdao Habito Localidade Cidade/UF Referéncia
Epidendrum chlorinum Barb. Rodr. EC1 Epifita PESB/Serra das Cabegas/Mamute Araponga/MG Presente trabalho
Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. ED1 Terrestre Parque Municipal de Marapendi Rio de Janeiro/RJ Presente trabalho

ED4 Terrestre Restinga da Morada do Sol Vila Velha/ES Presente trabalho
Epidendrum rigidum Jacgq. OM6* Epifita Si** Pedra do Anta/MG  Pereira et al., 2005b; Nogueira,

2004

Epidendrum secundum Jacq. ES1 Rupicola PESB/Serra das Cabegas/Totem Deitado Araponga/MG Pereira et al., 2009

ES2 Rupicola PESB/Serra das Cabegas/Totem Deitado Araponga/MG Pereira et al., 2009

ES3 Terrestre PESB/Serra das Cabegas/Totem Deitado Araponga/MG Pereira et al., 2009

ES4 Terrestre PESB/Serra das Cabegas/Mamute Araponga/MG Capitulo 2

ES5 Rupicola PESB/Serra das Cabegas/Mamute Araponga/MG Capitulo 2

ES6 Rupicola PESB/Serra das Cabegas/Mamute Araponga/MG Capitulo 2

ES7 Terrestre PESB/Serra das Cabegas/Mamute Araponga/MG Capitulo 2

ES8 Terrestre PESB/Serra das Cabegas/Totem Deitado Araponga/MG Capitulo 2

ES9 Terrestre PESB/Serra das Cabegas/Totem Deitado Araponga/MG Capitulo 2

ES10 Rupicola PESB/Pedra do Pato Araponga/MG Capitulo 2

ES11 Terrestre PESB/Pedra do Pato Araponga/MG Capitulo 2

ES12 Terrestre Macaé de Cima/Trilha no Sitio do Miller Nova Friburgo/RJ Presente trabalho

ES15 Terrestre PESB/Serra das Cabegas/Totem Deitado Araponga/MG Presente trabalho

OM16 Rupicola Si** Nova Lima/MG Nogueira, 2004
Epidendrum sp.1 ESP1 Epifita PESB/Trilha do Moinho Araponga/MG Presente trabalho
Epidendrum sp.2 ESP3 Epifita Macaé de Cima/Trilha no Sitio do Miller Nova Friburgo/RJ Presente trabalho
Epidendrum sp.3 ESP4 Rupicola Atalho da Valssugana Velha Santa Teresa/ES Presente trabalho

*O isolado OM®6 foi obtido do sistema radicular de Polystachya concreta (Jacq.) Garay e Sweet, porém pertence a mesma espécie do isolado OM1 obtido de

E. rigidum (Pereira et al., 2005b). **si: sem informagéo.



programa DNA Sequence Polymorphism Versao 4.90.1 (Rozas et al.,
2003) para determinagao de haplotipos. Uma sequéncia representante de
cada haplotipo foi analisada, pelo algoritmo BLASTn (Altschul et al.,
1997), para identificagcdo dos haplotipos com base na identidade com
sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI (GenBank;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Em seguida, as cem sequéncias com maior
identidade a cada haplotipo foram alinhadas e analisadas para
determinacao de haplotipos, sendo um representante de cada haplotipo
utilizado para agrupamento com os isolados estudados. As sequéncias
que representam os haplotipos observados, entre as sequéncias dos
fungos estudados e entre as sequéncias obtidas no banco de dados,
foram separadas de acordo com o género, realinhadas e analisadas para
determinar o melhor modelo de evolugao utilizando MrModeltest. Os
alinhamentos foram analisados no programa MrBayes Versao 3.1, com
base na estatistica Bayesiana, utilizando o método MCMC (Markov chain
Monte Carlo) e 10.000.000 geragdes.
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lll. RESULTADOS

Foram analisadas sequéncias de 75 isolados de fungos
rizoctonidides. Todos os isolados foram obtidos a partir de fragmentos do
sistema radicular de orquideas que apresentavam pelotons. Foram
estudadas sete orquideas do género Epidendrum coletadas em areas
pertencentes ao bioma Mata Atlantica, perfazendo amostragem em um
total de 10 localidades e 21 populagbes de orquideas (Tabela 1).

Com base na analise das 75 sequéncias, pelo método Neighbor-
Joining e algoritmo Kimura 2-parameter, foi possivel identificar 12 grupos
de fungos rizoctonidides (Figura 1). Devido a presengca de muitas
sequéncias semelhantes, realizou-se a analise no programa DNA
Sequence Polymorphism e as sequéncias foram distribuidas em 28
haplotipos (Tabela 2). Apés analise utilizando o algoritmo BLASTn, foram
observados haplotipos com identidade a seqUéncia de fungos
pertencentes aos géneros Sebacina e Tulasnella. Pela analise de
sequéncias de haplotipos de um mesmo género com sequéncias de
grande identidade obtidas do NCBI, realizada utilizando-se a estatistica
Bayesiana, observou-se que os isolados Tulasnella spp. pertencem a
nove clados diferentes (Figura 2), enquanto os isolados Sebacina spp.
pertencem a trés (Figura 3). Maior variabilidade foi observada entre os
isolados Tulasnella spp. obtidos, pois apresentaram uma média geral
calculada pelo algoritmo Kimura 2-Parameter igual a 0,25 (Figura 2).
Contudo, uma menor variabilidade foi observada entre os isolados
Sebacina spp., obtendo-se uma média geral igual a 0,19 (Figura 3). Em E.
denticulatum e de E. secundum foram observados fungos micorrizicos
pertencentes aos géneros Sebacina e Tulasnella, enquanto que nos

demais foram observados apenas um dos géneros (Tabela 3).
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Figura 1: Agrupamento dos fungos rizoctonidides baseado na analise da
sequéncia da regido ITS do rDNA utilizando o método
Neighbor-Joining, o algoritmo Kimura 2-Paréametros, bootstrap
calculado com 5000 repeticbes e excluindo-se gaps e dados
perdidos. Os codigos apresentados no agrupamento
correspondem aos isolados estudados, sendo que esses
codigos séo iniciados com o cédigo da populagdo da orquidea
hospedeira, conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 2: Haplotipos observados entre os fungos micorrizicos obtidos das

orquideas do género Epidendrum e os cddigos dos isolados

Haplotipo Isolados

1 ES2.2B

2 ES3.1A

3 ES3.1D, ES3.1G

4 ES3.3C

5 ES3.3F

6 ES2.3B

7 ES1.2A, ES1.2B, ES1.2D, ES1.3A, ES1.3E, ES1.3F, ES2.2C,
ES2.3C, ES1.2C, ES11.1F, ES5.2E, ES6.3L, ES6.1D, ES5.2F,
ES7.1L, ES7.1M, ES7.1N, ES7.2B, ES7.2D, ES7.2E, ES7.2F,
ES7.2G, ES7.3A, ES7.3E, ES7.3F, ES7.3l, ES7.3Y, ES8.1B,
ES10.1A, ES10.1B, ES10.1C, ES10.1D, ES4.1M, ES11.2A, OM16

8 ES2.2D, ES2.2F

9 ES5.2A, ES5.3D, ES5.4A, ES6.3N, ES6.30

10 ED1.4C, ED1.4D, ED1.5C, ED1.4B, ED1.5B

11 ESP1.4D

12 ES11.1G

13 ES6.1E

14 ES6.3I

15 ES9.2C

16 ED4.1B

17 ESP4.2B

18 OM6

19 ES7.1T

20 ES9.1B

21 ES9.2G

22 ESP3.1A, ESP3.1B

23 ESP3.2E

24 ESP3.3D

25 ED1.2B, ED1.3E

26 EC1.4D

27 ES15.1A

28 ES12.2A, ES12.2B

*Os codigos apresentados no agrupamento correspondem aos isolados estudados, sendo que
esses codigos sdo iniciados com o cédigo da populagdo da orquidea hospedeira, conforme
apresentado na Tabela 1.
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Figura 2: Agrupamento dos fungos rizoctonidides Tulasnella spp.,
micorrizicos de Epidendrum spp., em relagdo a fungos
Tulasnella spp. e Epulorhiza spp., baseada na analise das
sequéncias da regidao ITS do rDNA utilizando a estatistica
Bayesiana MCMC em 10.000.000 geragdes. Os codigos em
destaque no agrupamento correspondem aos isolados
estudados e sao iniciados com o codigo da populagdo da
orquidea hospedeira conforme apresentado na Tabela 1.
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Figura 3: Agrupamento dos fungos rizoctonidides Sebacina spp.,
micorrizicos de Epidendrum spp., em relagdo a fungos
Sebacina spp., baseada na andlise das sequéncias da regiao
ITS do rDNA utilizando a estatistica Bayesiana MCMC em
10.000.000 geragbes. Os codigos em destaque no
agrupamento correspondem aos isolados estudados e séo
iniciados com o codigo da populagdo da orquidea hospedeira
conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 3: Numero de clados dos isolados Sebacina spp. e Tulasnella spp.
obtidos das sete espécies de orquideas do género Epidendrum

estudadas. Foram consideradas as analises

realizadas

utiizando a estatistica Bayesiana MCMC em 10.000.000

geracgoes

Espécie

Tulasnella Sebacina

Epidendrum chlorinum 0
Epidendrum denticulatum
Epidendrum rigidum
Epidendrum secundum
Epidendrum sp.1
Epidendrum sp.2
Epidendrum sp.3

-~ O =~ 0 =~ N

1

O -~ O = O =
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IV. DISCUSSAO

A maioria dos isolados obtidos pertencem ao género Tulasnella.
Fungos micorrizicos pertencentes ao género teleomorfico Tulasnella e
seu anamorfo Epulorhiza sdo os principais simbiontes de orquideas
terrestres (Currah e Zelmer, 1992; Dearnaley, 2007) e sao,
frequentemente, isolados de orquideas do género Epidendrum (Zettler et
al., 1998, Pereira et al., 2003, 2005b; Nogueira, 2004; Nogueira et al.,
2005; Linhares, 2006; Pereira, 2006; Capitulo 2). Em vida livre, esses
fungos séo saprdfitas (Dearnaley, 2007) e apresentam grande potencial
em promover a germinagdo de sementes, tanto de espécies hospedeiras
como de nao-hospedeiras, e em suportar o desenvolvimento dos
protocormios e das plantulas obtidos (Zettler et al., 1998; 1999; 2007;
Pereira, 2004; 2006; Stewart e Kane, 2006; Johnson et al., 2007, Veloso
et al., 2007; 2008). Por isso, esses fungos sao de grande potencial para
aplicagdo durante a produgdo simbiotica de mudas de orquideas, seja

para fins de reintrodugédo, como para fins comerciais (Pereira et al., 2002).

Entretanto, fungos do género Sebacina também foram isolados das
orquideas amostradas. Fungos pertencentes a esse género sao
simbiontes de espécies do género Epidendrum (Figura 3; Tabela 3;
Capitulos 1 e 2), assim como de varias outras espécies de orquideas,
dentre as quais podem ser citadas: Corallorhiza trifida Chatel (McKendrick
et al., 2000), Neotia nidus-avis (L) Rich. (McKendrick et al., 2002; Selosse
et al., 2002), Epipactis microphylla (Ehrh.) Swartz (Selosse et al., 2004),
Acianthus exsertus R.Br., Acianthus pusillus D.L. Jones, Caladenia carnea
R.Br., Pterostylis longifolia, Pterostylis nutans R.Br., Pterostylis obtusa
R.Br. (Bougoure et al., 2005), Calandenia falcata, Microtis media R. Br.
(Bonnardeaux et al., 2007), Stelis hallii Lindl., Stelis superbiens Lindl.,
Stelis concinna Lind. e Pleurothallis lilijae Foldats (Suarez et al., 2008).
Além disso, fungos Sebacina spp. foram eficientes ao induzir a
germinacao de sementes de orquideas de outros géneros (McKendrick et
al., 2000, 2002). Os isolados Sebacina spp., obtidos de Epidendrum spp.,
pertencem ao subgrupo B dos Sebacinales, descrito por Weiss et al.

(2004), o qual abrange fungos que estabelecem associagdo com
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ericaceas, com orquideas clorofiladas e com briéfitas e que sédo incapazes
de produzir basidiocarpo (Weiss et al., 2004; Selosse et al., 2007).
Fungos desse género apresentam, também, capacidade de formar
associacdo ectomicorrizica e atuam como saprofitas, apresentando
participacdo na decomposicdo da matéria orgénica depositada nos

ambientes naturais (Rasmussen, 2002).

Cada vez mais as técnicas moleculares tém sido aplicadas em
estudos sobre associacdes micorrizicas no campo, o que possibilita obter
resultados de uma forma mais rapida e a identificacdo mais precisa dos
simbiontes fungicos (Dearnaley, 2007). Contudo, ainda sabe-se pouco
sobre muitos dos fungos detectados em associacdo com espécies
vegetais no campo, principalmente quando se trata de simbiontes de
orquideas de regiao tropical. Isso pode ser inferido devido a divergéncia
observada entre a maioria das sequéncias obtidas dos isolados
estudados e as sequéncias disponiveis no banco de dados NCBI (Figuras
2 e 3). Muitas das sequéncias depositadas nesse banco de dados sao
oriundas de isolados identificados apenas em nivel de género ou sao
sequéncias amplificadas diretamente do DNA total do sistema radicular
colonizado pelo simbionte fungico. Com isso, a identificagdo da espécie
do simbionte fungico com base na sequéncia, na maioria das vezes, é
impedida devido a falta de uma cultura referéncia previamente identificada
e que tenha sequéncia disponivel. Os problemas causados por
identificagbes equivocadas também devem ser considerados, como é o
caso de T. calospora e T. deliquescens (Roberts, 1999; Suarez et al.,
2006). Isso pode explicar a grande variabilidade observada entre
sequéncias de T. calospora obtidas nos bancos de dados (Figura 2;
Hadley, 1970; Suarez et al., 2006). Dessa forma, justifica-se realizar
trabalhos que buscam identificar isolados obtidos em cultura pura, os
quais possibilitam proposicdo de novas espécies com base nas
caracteristicas morfolégicas e na sequéncia de regides conservadas do
DNA do fungo.

O género Tulasnella foi mais amplo e diverso grupo observado

neste estudo (Figuras 1, 2 e 3). Dois grandes grupos foram observados

121



entre os isolados desse género (Figura 2) e ambos contém sequéncias de
culturas referéncias, o que confirmou a identificagdo proposta (Figura 2).
A menor divergéncia na sequéncia de nucleotideos, observada entre os
isolados Sebacina spp. obtidos das orquideas Epidendrum spp., levou a
insercdo desses isolados em clados bem proximos no agrupamento
(Figura 3). Resultados semelhantes foram observados por Bonnardeaux
et al. (2007) ao estudar fungos micorrizicos pertencentes a estes dois

géneros de fungos obtidos de orquideas da Australia.

O isolamento de fungos pertencentes aos géneros Sebacina e
Tulasnella, a partir das espécies de orquideas estudadas, mostrou que o
género Epidendrum associa-se a uma larga gama de simbiontes fungicos
(Tabelas 1 e 3; Figuras 1, 2 e 3). Isso pode ser claramente observado em
E. secundum e em E. denticulatum que estabeleceram associagdo com
diferentes clados de um mesmo género e com fungos de diferentes
géneros (Tabelas 1 e 2). A partir de E. secundum, foram obtidos fungos
endémicos, a exemplo dos clados 3 e 9 (Figura 1), assim como, fungos
amplamente distribuidos, como o clado 1, nas localidades do PESB e em
um fragmento de Mata Atlantica em Nova Lima/MG (Figura 1; Tabela 1).
O fato de E. secundum associar-se a uma grande diversidade de fungos
e, ainda, contar com a larga distribuicdo de um simbionte eficiente na
germinacao de sementes e desenvolvimento de protocérmios e plantulas
(Pereira, 2006; Veloso et al., 2007, 2008) contribuiu diretamente para a
ampla distribuicdo dessa espécie nos varios fragmentos de Mata Atlantica

estudados.

Durante a andlise das sequUéncias dos simbiontes fungicos das
espécies de Epidendrum spp., observou-se que isolados de uma mesma
populacdo e de populagcbes proximas apresentam pouca ou nenhuma
variacdo na sequéncia de nucleotideos da regido ITS. Dessa forma, esses
isolados foram agrupados em uma mesmo clado ou em um mesmo
haplotipo (Tabelas 1 e 2; Figuras 1, 2 e 3). Isso corrobora com Pereira et
al. (2009) e com Capitulo 1, nos quais foram observadas grande
similaridade na morfologia e na sequéncia da regido ITS entre isolados

obtidos de uma mesma populagdo. Logo, estudando varios isolados
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obtidos de uma mesma populagdo ou de populagdes proximas, um
agrupamento prévio, baseado em caracteristicas morfolégicas, e uma
posterior selecdo de representativos, podem facilitar os estudos de

diversidade.

A maioria dos estudos da associagao micorrizica de orquideas
brasileiras tém buscado identificar os fungos micorrizicos com base em
suas caracteristicas morfologicas (Pereira et al., 2003; 2005a; b; 2009;
Nogueira, 2004; Nogueira et al., 2005; Linhares, 2006; Capitulos 1 e 2),
embora em alguns os isolados foram, também, caracterizados quanto ao
padrdao de restricdo da regidao ITS (ITS-RFLP), ao padrdo de bandas
gerado por oligonucleotideos aleatérios (RAPD) e a sequéncia da regiao
ITS (Nogueira, 2004; Pereira et al., 2005a; Capitulos 1 e 2). Porém, ha
poucas sequéncias desses fungos depositadas nos bancos de dados
internacionais e poucas informagdes existem sobre o padrdao de RFLP
dos mesmos. As sequéncias dos fungos analisados neste trabalho
mostram como é grande a variabilidade de simbiontes de orquideas

brasileiras a serem descritas (Figuras 2 e 3).

Fungos Sebacina spp. e Tulasnella spp. foram isolados de
orquideas Epidendrum spp. epifitas (Tabela 1), assim como ja observados
por Suarez et al. (2008), os quais identificaram fungos desses dois
géneros associados a orquideas epifitas no Equador. Um isolado obtido
de Epidendrum sp.1 epifita apresentou identidade com as seqiéncias de
Epulorhiza epiphytica Pereira, Rollemberg et Kasuya (Figuras 1), fungo
isolado de orquideas epifitas P. concreta e E. rigidum e descrito por
Pereira et al. (2003), e com a sequéncia de uma Epulorhiza sp. obtida do
banco de dados (Figura 2). As sequéncias dos isolados obtidos das
demais espécies epifitas, E. chlorinum e Epidendrum sp.3, apresentaram
identidade com as sequéncias de fungos Sebacina sp. e foram reunidas
em um mesmo clado, apresentando baixa identidade em relagdo as
sequéncias obtidas do banco de dados (Figura 1 e 3). Todas as orquideas
epifitas estudadas foram amostradas em regides bem distintas. E. rigidum
e Epidendrum sp.1 foram amostradas no estado de Minas Gerais, mas

em fragmentos de Mata Atlantica localizados em cidades diferentes
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(Tabela 1), enquanto E. chlorinum e Epidendrum sp.3, nos estados de
Minas Gerais e do Rio de Janeiro, respectivamente. Isto mostra que a
preferéncia por um determinado género de fungo néo é regional e nem é
devido ao habito da planta, pois fungos de ambos os géneros foram
obtidas de espécies terrestres e epifitas que cresciam em diferentes

regides estudadas.

As sequéncias dos isolados de orquideas epifitas formaram clados
distintos dos isolados obtidos de orquideas terrestres (Figuras 1, 2 e 3),
isso sugere que entre os fungos Tulasnella sp. e Sebacina sp. ha
espécies capazes de associar-se a espécies do género Epidendrum
epifitas e outras capazes de associar-se a espécies terrestres. A
amostragem nao permitiu discutir a especificidade das espécies epifitas
amostradas, para isso seria necessario estudar outras populagdes das

espécies e em localidades diferentes.

Especificidade entre orquideas do género Epidendrum e fungos do
género anamorfico Epulorhiza foi sugerida por trabalhos anteriores
(Zettler et al., 1998, Pereira et al., 2003; 2005b; 2009; Nogueira, 2004;
Nogueira et al., 2005; Linhares, 2006; Pereira, 2006). Entretanto, as
observagoes do Capitulo 2 e deste capitulo mostram que orquideas desse
género estabelecem associagédo, preferencialmente, com fungos do
género anamorfico Epulorhiza e seu teleomorfo Tulasnella, embora
possam associar-se a fungos do género anamorfico Opadorhiza e seu
teleomofo Sebacina. Deste modo, os dados permitem concluir que n&do ha
especificidade entre o género de orquidea Epidendrum e o género de

fungo micorrizico Tulasnella.

Segundo Bonnardeaux et al. (2007), melhores discussdes sobre a
especificidade na associagdo micorrizica sao possibilitadas pela
combinagao de testes de germinagdo simbidtica com a identificagdo dos
simbiontes fungicos das orquideas no campo, no lugar da utilizagao de
apenas uma das duas estratégias. Logo, estudos de compatibilidade entre
as sementes e os isolados fungicos devem ser realizado para melhor
compreensao da interacdo das orquideas Epidendrum spp. e fungos

Sebacina spp.
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Além de serem essenciais para a germinagao das sementes e para
o desenvolvimento do embrido até a formacédo da plantula, os fungos
micorrizicos participam na absor¢do de nutrientes pelas plantas (Smith e
Read, 1997). Eles atuam na mineralizagdo e na solubilizagao,
disponibilizando os nutrientes presentes na fase organica e na fase
quimica do solo, respectivamente (Smith e Read, 1997; Joner et al.,
2000). Atuam, também, no transporte desses nutrientes, absorvendo-os
do solo e canalizando-os para a planta, e ampliam a area de contato da
planta com o solo, possibilitando a planta acessar nutrientes de
microssitios inacessiveis ao seu sistema radicular (Smith e Read, 1997,
Solaiman e Saito, 2001). Isso mostra a grande importancia desses
simbiontes para o ciclo de vida das orquideas em seus habitats naturais.
Assim, a compreensao da diversidade de fungos e da especificidade na
associacao micorrizica € essencial para o desenvolvimento de estratégias
de conservacio das orquideas, dos seus simbiontes e de seus ambientes

naturais.
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V. CONCLUSOES

1. Individuos adultos de orquideas do género Epidendrum associam-se,
preferencialmente, a fungos do género Tulasnella, mas também se

associam a fungos do género Sebacina.

2. Os isolados de Sebacina spp. obtidos pertencem ao Subgrupo B dos

Sebacinales.

3. Os isolados Tulasnella spp. apresentam maior variabilidade na
sequéncia de nucleotideos da regido ITS do que os isolados Sebacina
spp.

4. Orquideas epifitas do género Epidendrum nao compartilham espécies

de fungos micorrizicos com as orquideas terrestres desse género.

126



VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Altschul, S.F.; Madden, T.L.; Schaffer, A.A. et al. Gapped BLAST and PSI-
BLAST: a new generation of protein database search programs.
Nucleic Acid Research, v.25, p.3389-3402, 1997.

Arditti, J. Fundamentals of orchid biology. John Wiley & Sons, 1992.
691 p.

Bonnardeaux, Y.; Brundrett, M.; Batty, A.; Dixon, K.; Koch, J,;
Sivasithamparam, K. Diversity of mycorrhizal fungi of terrestrial
orchids: compatibility webs, brief encounters, lasting relationships and
alien invasions. Mycological Research, v.111, p.51-61, 2007.

Bougoure, J.J.; Bougoure, D.S., Cairney, J.W.G.; Dearnaley, J.D.W. ITS-
RFLP and sequence analysis of endophytes from Acianthus,
Caladenia and Pterostylis (Orchidaceae) in southeastern Queensland.
Mycological Research, v.109, n.4, p.452-460, 2005.

Caiafa, A.N.; Silva, A.F. Composicéo floristica e espectro biolégico de um
campo de altitude no parque estadual da serra do brigadeiro, Minas
Gerais — Brasil. Rodriguésia, v.56, n.87, p.163-173, 2005.

Cameron D.D., Leake J.R., Read D.J. Mutualistic mycorrhiza in orchids:
evidence from plant—fungus carbon and nitrogen transfers in the green-
leaved terrestrial orchid Goodyera repens. New Phytologist, v.171,
p.405-416, 2006.

Cameron D.D., Johnson |., Leake J.R., Read D.J. Giving and receiving:
measuring the carbon cost of mycorrhizas in the green orchid,
Goodyera repens. New Phytologist, v.180, p.176—184, 2008.

Chase, M.W.; Cameron, K.M.; Barrett, R.L.; Freudenstein, J.V. DNA data
and Orchidaceae systematic: a new phylogenetic classification. In:
Dixon, KW, Kell, SP; Barrett, RL; Cribb, PJ (eds) Orchid
Conservation. Natural History Publications (Borneo), Kota Kinabalu,
Sabah. p. 205-226, 2003.

Currah, R.S.; Zelmer, C.D. A key and notes for the genera of fungi with
orchids and a new species in the genus Epulorhiza. Reports of the
Tottori Mycological Institute, v.30; p.43-59, 1992.

Dearnaley, J.D.W. Further advances in orchid mycorrhizal research.
Mycorrhiza, v.17, p.475-486, 2007.

Dijk, E.; Willwms, J. H.; van Andel, J. Nutrient responses as a key factor to
the ecology of orchid species. Acta Botanica Neerlandica, v.46;
p.339-363, 1997.

Fontana, A.P. Distribuicao das Orchidaceae ao longo de um gradiente
altitudinal no estado do Espirito Santo. Santa Teresa, ESFA, 41p.
(Monografia) — Escola Superior Sao Francisco De Assis. 2006.

Gardes, M.; Bruns, T.D. ITS primers with enhanced specificity for

127



basidiomycets — application to the identification of mycorrhizae and
rust. Molecular Ecology, v.2, 113—118, 1993.

Hadley, G. Non-specificity of symbiotic infection in orchid mycorrhiza. New
Phytologist, 69: 1015-1023, 1970.

Johnson, T.R.; Stewart, S.L.; Dutra, D.; Kane, M.E.; Richardson, L.
Asymbiotic and symbiotic seed germination of Eulophia alta
(Orchidaceae) — preliminary evidence for the symbiotic culture
advantage. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.90, p.313-323,
2007.

Joner, E.J.; Van Aarle, |.M.; Vosatka, M. Phosphatase activity of extra-
radical arbuscular mycorrhizal hyphae: A review. Plant and Soil,
v.226, p.199-210, 2000.

Leake, J. R. Tansley Review No. 69. The biology of myco-heterotrophic
('saprophytic') plants. New Phytologist, v.127, p.171-216, 1994.

Leake, J. R. Plants parasitic on fungi: unearthing the fungi in myco-
heterotrophs and debunking the ‘saprophytic’ plant myth. Mycologist,
19:113-122, 2005.

Leoni, L.S.; Tinte, V.C. Flora do Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro, estado de Minas Gerais, Brasil v.| — Caracterizagao da
vegetacao e lisa preliminar das espécies. Carangola, Grafica Sao
José. 2004.

Linhares, D.O. Caracterizagdgo morfolégica de micorrizas de
Epidendrum secundum e Zygopetalum mackaii nativas do Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro. Vigosa, UFV, 36p. Dissertacao
(Mestrado) — Universidade Federal de Vigosa. 2006.

Magnago, L.F.S.; Pereira, O.J.; Matos, F.A.R.; Souza, P.F. Caracterizacéo
Fitofisiondmica da Restinga na Morada do Sol, Vila Velha/ES. Revista
Brasileira de Biociéncias, v.5, p.456-458, 2007.

McKendrick, S.L., Leake, J.R., Taylor, D.L.; Read, D.J. Symbiotic
germination and development of myco-heterotrophic plants in nature:
ontogeny of Corallorhiza trifida and characterization of its mycorrhizal
fungi. New Phytologist, v.145, p.523-537, 2000.

McKendrick, S.L., Leake, J.R., Taylor, D.L.; Read, D.J. Symbiotic
germination and development of myco-heterotrophic orchid Neotia
nidus-avis in nature and its requirement for locally distributed Sebacina
spp.- New Phytologist, v.154, p.233-247, 2002.

Miller, D.; Warren, R.; Miller, I.M.; Seehawer, H. Serra dos orgaos, sua
histérias e suas orquideas. Nova Friburgo, RJ: Editora Scart, 2006,
567p.

Nogueira, R.E. Caracterizagdo morfolégica e molecular de fungos
micorrizicos de orquideas. Vigosa, UFV, 36p. Dissertacado
(Mestrado) — Universidade Federal de Vigosa. 2004.

128



Nogueira, R.E.; Pereira, O.L.; Kasuya, M.C.M.; Lanna, M.C.; Mendonga,
M. Fungos micorrizicos associados e orquideas em campos rupestres
na Regidao do Quadrilatero Ferrifero, Minas Gerais, Brasil. Acta
Botanica Brasilica, v.3, p.417-424, 2005.

Pereira, M.C. Indugao in vitro da germinacao de sementes de
Cyrtopodium cardiochilum (Orchidaceae) por fungos micorrizicos
rizoctonidides. Vigosa, UFV, 25p. (Monografia) — Universidade
Federal de Vigosa. 2004.

Pereira, M.C. Diversidade e especificidade de fungos micorrizicos
associados a Epidendrum secundum (Orchidaceae) em um
campo de altitude no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro —
MG. Vigosa, UFV, 59p. Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal
de Vicosa. 2006.

Pereira, M.C.; Kasuya, M.C.M.; Pereira, O.L.; Costa, M.D.; Rocha, R.B.
Diversidade de fungos micorrizicos Epulorhiza spp. isolados de
Epidendrum secundum (Orchidaceae). Revista Brasileira de Ciéncia
do Solo, v.33, p.1187-1197, 2009.

Pereira, O.L. Caracterizagdo morfolégica e molecular de fungos
micorrizicos de sete espécies de orquideas neotropicais. Vicosa,
UFV, 48p. Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal de Vigosa.
2001.

Pereira, O.L.; Rollemberg, C.L.; Kasuya, M.C.M. Associagbes micorrizicas
em orquideas: perspectivas e utilizagdo em programas de
propagacéao simbiotica. Orquidario, v.16, p.40-44, 2002.

Pereira, O.L.; Rollemberg, C.L.; Borges, A.C.; Matsuoka, K.; Kasuya,
M.C.M. Epulorhiza epiphytica sp. nov. isolated from mycorrhizal roots
of epiphytic orchids in Brazil. Mycoscience,v.44, p.153-155, 2003.

Pereira, O.L., Kasuya, M.C.M., Rollemberg, C.L., Borges, G.M. Isolamento
e identificacdo de fungos micorrizicos rizoctonidides associados a trés
espeécies de orquideas epifitas neotropicais no Brasil. Revista
Brasileira de Ciéncia do Solo, v.29, p.191-197, 2005a.

Pereira, O.L., Kasuya, M.C.M., Borges, A.C., Araujo, E.F. Morphological
and molecular characterization of mycorrhizal fungi isolated from
neotropical orchids in Brazil. Canadian Journal of Botany, v.83, p.54-
65, 2005b.

Peterson, R.L., Uetake, Y., Zelmer, C. Fungal symbioses with orchid
protocorms. Symbiosis, v.25; p.29-55, 1998.

Peterson, R.L., Massicotte, H.B., Melville, L.H. Mycorrhizas: Anatomy
and Cell Biology. NRC Research Press, 2004. 173p.

Rasmussen, H.N. Terrestrial orchid: from seed to mycotrophic plant.
Cambridge University Press, 1995. 444p.

129



Rasmussen, H. N. Recent developments in the study of orchid mycorrhiza,
Plant and Soil, v.244; p.149-163, 2002.

Roberts, P. Rhizoctonia-forming Fungi: a taxonomic guide. Royal
Botanic Gardens, Kew Publishing, 1999

Rozas, J.; Sanchez-DelBarrio, J.C.; Messeguer, X., Rozas, R. DnasSP,
DNA polymorphism analyses by the coalescent and other methods.
Bioinformatics, v19, p.2496-2497, 2003.

Schafer, C.; Wostemeyer, J. Random primer dependent PCR differentiates
aggressive from non-aggressive isolates of the oilseed rape pathogen
Phoma lingam (Leptosphaeria maculans). Journal of
Phytopathology, 136:124-136, 1992.

Selosse, M.A.; Weil, M.; Jany, J.L.; Tillier, A. Communities and
populations of sebacinoid basidiomycetes associated with the
achlorophyllous orchid Neottia nidus-avis (L.) L.C.M. Rich. and
neighbouring tree ectomycorrhizae. Molecular Ecology, v.11, p.1831—
1844, 2002.

Selosse, M.-A.; Faccio, A.; Scappaticci; Bonfante, P. Chlorophyllous and
achlorophyllous specimens of Epipactis microphylla, (Neottieae,
Orchidaceae) are associated with ectomycorrhizal septomycetes,
including truffles. Microbial ecology, v.47, p.416-26, 2004.

Selosse, M.A. Setaro, S.; Glatard, F.; Richard, F.; Urcelay, C.; Weil3, M.
Sebacinales are common mycorrhizal associates of Ericaceae. New
Phytologist, v.174, p.864-878, 2007.

Sharon, M.; Kuninaga, S.; Hyakumachi, M.; Naito, S.; Sneh, B.
Classification of Rhizoctonia spp. using rDNA-ITS sequence analysis
supports the genetic basis of the classical anastomosis grouping.
Mycoscience, v.49, n.2, p.93-114, 2008.

Solaiman, M. Z.; Saito, M. Phosphate efflux from intraradical hyphae of
Gigaspora margarita in vitro and its implication for phosphorus
translocation. New Phytologist, v.151, p.525-533, 2001.

Smith, S.E., Read, D.J. Mycorrhizal Symbiosis. 2.ed. Academic Press,
1997. 605p.

Stewart, S.S.; Kane, M.E. Symbiotic seed germination of Habenaria
mocroceratitis (Orchidaceae), a rare Florida terrestrial orchid. Plant
Cell Tissues and Organ Culture, v.86, p.159-167, 2006.

Suarez, J.P.; Weil}, M.; Abele, A.; Garnica, S.; Oberwinkler, F.; Kottke, I.
Diverse tulasnelloid fungi form mycorrhizas with epiphytic orchids in an
Andean cloud forest. Mycological Progress, v.110, p.1257-1270,
2006.

Suarez, J.P.; Weil}, M.; Abele, A.; Oberwinkler, F.; Kottke, I. Members of
Sebacinales subgroup B form mycorrhizae with epiphytic orchids in a

130



neotropical mountain rain forest. Mycological Research, v.7, p.75-85,
2008.

Tamura, K.; Dudley, J.; Nei, M.; Kumar, S. MEGA4: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0.
Molecular Biology and Evolution, v.24, p.1596-1599, 2007.

Taylor, D.L.; Bruns, T.D.; Leake, D.J.; Read, D.J. Mycorrhizal specificity
and function in myco-heterotrophic plants. In: van der Heijden, M.G.A.,
Sanders, |. Mycorrhizal Ecology. Springer-Verlag, 2002. p.375-414.

Veloso, T.G.R.; Pereira, M.C.; Kasuya, M.C.M. Germinagao simbidtica de
Cyrtopodium cardiochilum (Orchidaceae). In: 5° Congresso de
Micologia, Resumos... Recife, PE, 2007.

Veloso, T.G.R.; Pereira, M.C.; Guimaraes, F.A.R.; Torres, D.P.; Oliveira,
S.F.; Pereira, O.L.; Bocayuva, M.; Kasuya, M.C.M. Cultivo de
Cyrtopodium cardiochilum em differente substratos. FERTBIO, 2008.
Londrina. Resumos... Londrina, SBCS/SBM/Embrapa, 2008. CD-ROM.

Weiss, M.; Selosse, M.A.; Rexer, K.H.; Urban, A. Oberwinkler, F.
Sebacinales: a hitherto overlooked cosm of heterobasidiomycetes with
a broad mycorrhizal potential. Mycological Research, v.108, p.1003—
1010, 2004.

White, T.J.; Bruns, T.D.; Lee, S.; Taylor, J. Amplification and direct
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. In: PCR
Protocols: a guide to methods and applications. Innis, M.A;;
Gelfand, D.H.; Sninsky, J.J.; White, T. J. (eds.), San Diego, Academic
Press., 1990. p.315-322.

Zettler, L.W.; Delaney, T.W.; Sunley, J.A. Seed propagation of epiphytic
green-fly orchid, Epidendrum conopseum R. Brown, using its
endophytic fungus. Selbyana, v.19; p.249-253, 1998.

Zettler, L.W.; Burkhead, J.C.; Marshall, J.A. Use of a Mycorrhizal fungus
from Epidendrum conopseum to germinate seed of Encyclia tampensis
in vitro. Lindleyana, v.14, p.102-105, 1999.

Zettler, L.W.; Piskin, K.A.; Stewart, S.L.; Hartsock, J.J.; Bowles, M.L.; Bell,
T.J. Protocorm mycobionts of the Federally threatened eastern prairie
fringed orchid, Platanthera leucophaea (Nutt.) Lindley, and a technique
to prompt leaf elongation in seedlings. Studies in Mycology, v.53,
p.163-171, 2005.

Zettler, L.W.; Poulter, S.B.; McDonald, K.l. Conservation-driven
propagation of an epiphytic orchid (Epidendrum nocturnum) with a
Mycorrhizal fungus. HortScience, v. 42, p.135-139, 2007.

131



CAPIiTULO 4

COMPOSICAO TOTAL DE ACIDOS GRAXOS DE FUNGOS
MICORRIZICOS DA ORQUIDEA Epulorhiza spp.
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RESUMO

Os fungos rizoctonidides s&o os principais fungos micorrizicos de
orquideas. A identificagdo e a andlise de diversidade desses fungos tém
sido realizadas pela andlise de caracteristicas morfolégicas e
moleculares. Entretanto, a composicdo de acidos graxos, que € uma
técnica molecular utilizada no estudo de fungos rizoctonidides
fitopatogénicos, ndo tem sido empregada em fungos micorrizicos de
orquidea. O objetivo deste trabalho foi caracterizar e agrupar os fungos
rizoctonidides micorrizicos de orquideas com base na composicdo de
acidos graxos, bem como comparar esse agrupamento com a analise da
sequéncia da regido ITS do rDNA. Foram selecionados seis isolados de
fungos rizoctonioides. Cinco isolados sdo micorrizicos de orquidea: trés
isolados de Epidendrum secundum, previamente identificados como
Epulorhiza sp., e dois de Epidendrum denticulatum. O sexto € um isolado
de fungo fitopatogénico Ceratorhiza sp. AGC. Os agrupamentos gerados
com base na composigado dos acidos graxos possibilitou a distingéo entre
o isolado Ceratorhiza sp. AGC e os isolados de Epulorhiza spp., assim
como entre as duas espécies Epulorhiza spp. estudadas, o que foi
confirmado pela analise da regido ITS do rDNA. A analise da composigao
de acidos graxos pela distancia de Mahalanobis distinguiu claramente os
isolados de E. denticulatum dos dois isolados de Epulorhiza sp.1 obtidos
de E. secundum, sugerindo que a essa distancia gera agrupamentos com
melhor resolugdo. A analise da composi¢cdo de acidos graxos € uma
ferramenta util na caracterizacao, identificacdo e analise da diversidade

de fungos micorrizicos rizoctonioides.
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ABSTRACT

Rhizoctonia-like fungi are the main orchid mycorrhizal fungi.
Identification and diversity analysis of these symbionts have been
performed through analysis of morphological and molecular
characteristics. However, fatty acid composition, that is a molecular
technique used to study phytopathogenical Rhizoctonia-like fungi, does
not have been applied in orchid mycorrhizal fungi. The aim of this study
was to characterize and to group Rhizoctonia-like orchid mycorrhizal fungi
based on fatty acid composition, as well as to compare this cluster with
analysis of ITS rDNA sequence. Six isolates of Rhizoctonia-like fungi were
selected. Five isolates are orchid mycorrhiza: three isolates of Epidendrum
secundum, previously identified as Epulorhiza spp., and two of
Epidendrum denticulatum. The sixth is an isolate of a phytopathogenical
fungi Ceratorhiza sp. AGC. The clusters generated based on fatty acid
composition distinguished among Ceratorhiza sp. AGC and Epulorhiza
spp. isolates and between the two species of Epulorhiza previously
identified, that was confirmed by analysis of ITS rDNA sequence. The
analysis of fatty acid composition by Mahalanobis distance clearly
distinguished the E. denticulatum isolates from the two Epulorhiza sp.1
isolates obtained from E. secundum, suggesting that Mahalanobis
distance produces clusters with better resolution. The analysis of fatty acid
composition is a useful tool during characterization, identification and

diversity analysis of Rhizoctonia-like mycorrhizal fungi.
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I. INTRODUGAO

A associagdo com fungos micorrizicos é universal na familia
Orchidaceae (Arditti, 1992; Rasmussen, 1995). Esses fungos sao
essenciais a germinagcao das sementes, ao desenvolvimento do embrido
a plantula e a nutricdo da planta adulta no campo (Arditti, 1992;
Rasmussen, 1995; Smith e Read, 1997; Peterson et al., 2004; Dearnaley,
2007). Os fungos micorrizicos de orquidea, em sua maioria, S&o
rizoctonidides e caracterizam-se por apresentar constricdo da hifa na
regido do septo, ramificagcdo da hifa em angulo reto logo apds o septo,
producdo de cadeias de células intumescidas, as células monilidides,
formacéao de esclerddios, septo dolipérico complexo, auséncia de esporos
assexuados e ciclo sexual raro e de dificil observacdo (Stalpers e
Andersen, 1996; Pereira, 2001; Taylor et al., 2002; Garcia et al., 2006).
Esses fungos podem, ainda, atuar na natureza como saprdfitas,
fitopatogénicos ou ectomicorrizicos (Rasmussen, 2002).

A diversidade de fungos rizoctonidides associados as orquideas
tem sido estudada pela analise da variabilidade observada nas
caracteristicas morfolégicas e moleculares desses simbiontes (Horton e
Bruns, 2001; Prosser, 2002; Rasmussen, 2002; Shan et al., 2002; Taylor
et al, 2002; Garcia et al., 2006; Pereira et al., 2009). As caracteristicas
morfolégicas podem ser analisadas por técnicas biométricas para se
determinar distancias geométricas uteis na comparagdo e agrupamento
de diferentes isolados (Currah e Zelmer, 1992; Currah et al., 1997; Pereira
et al., 2009). Entretanto, o tempo e o trabalho necessarios para a
determinacdo de varias dessas caracteristicas favorecem o
desenvolvimento de métodos moleculares que demandem menos etapas
e menos tempo (Taylor et al., 2002). As técnicas moleculares baseadas
em regides conservadas do DNA sdo preferencialmente aplicadas na
identificacdo e no estudo da diversidade dos simbiontes fungicos
associados as orquideas no campo, sendo a analise da sequéncia da
regido ITS do rDNA uma das mais utilizadas (Taylor e Bruns, 1999; Otero
et al.,, 2002, 2007; Shefferson et al., 2007, 2008; Selosse et al., 2002;
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Kristiansen et al, 2004; McCormick et al., 2004; Weiss et al, 2004;
Bonnardeaux et al., 2007; Suarez et al., 2006, 2008).

A composigado de acidos graxos € uma técnica molecular que vem
sendo utilizada para analisar a variabilidade existente entre os isolados de
fungos rizoctonidides fitopatogénicos (Johnk e Jones, 1992, 1993, 1994;
Johnk et al., 1993; Baird et al., 2000; Priyatmojo et al., 2002a, 2002b;
Lanoiselet et al., 2005; Sharon et al., 2006). Os grupos de anastomose
(AGs), que sao grupos determinados com base na capacidade ou nido de
fungos rizoctonidides realizarem anastomose de hifa com isolados
padrdes, tém sido caracterizados, diferenciados e identificados a partir da
composicao de acidos graxos (Johnk e Jones, 1992, 1993, 1994; Johnk et
al., 1993; Baird et al., 2000; Priyatmojo et al., 2002a; Lanoiselet et al.,
2005). Entretanto, na literatura consultada, a composicdo de acidos
graxos nao tem sido utilizada para comparacéao e diferenciagcao de fungos
rizoctonidides micorrizicos de orquidea.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar fungos rizoctonidides
micorrizicos de orquideas, com base na composi¢cao de acidos graxos, e
comparar os perfis de acidos graxos desses fungos com resultados da

analise da sequéncia da regi&o ITS.
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Il. MATERIAL E METODOS

Para a realizacao deste estudo, foram selecionados cinco isolados
de fungos rizoctonidides micorrizicos de orquidea, pertencentes a
Colegdao de Fungos Micorrizicos de Orquidea do Laboratério de
Associagdes Micorrizicas, BIOAGRO/UFV, e um isolado do fungo
fitopatogénico Ceratorhiza sp. AGC (Tabela 1). Os isolados de fungos
micorrizicos foram obtidos de duas espécies de orquideas pertencentes
ao género Epidendrum: trés de Epidendrum secundum Lindl. e dois de
Epidendrum denticulatum Barb. Rodr. (Tabela 1). Os isolados de E.
secundum foram previamente identificados como Epulorhiza sp. (Pereira
ei al., 2009), sendo que ES2.3B e ES4.1M representam uma mesma
espécie e ES3.1A representa uma outra espécie (Tabela 1; Capitulos 2 e
3).

Os isolados foram crescidos em placas de Petri contendo 25 mL de
meio BDA (Potato Dextrose Agar, ACUMEDIA) e incubados a 28 °C, no
escuro, por trés dias. Cada isolado foi crescido em tubos contendo 1 mL
de meio liquido BDL (Potato Dextrose Broth, ACUMEDIA) inoculado com
um disco de, aproximadamente, 9 mm de didmetro contendo micélio ativo
do isolado obtido em meio BDA. Foram realizadas trés repeticbes por
isolado. ApdOs quatro dias de incubacédo no escuro, sem agitacéo e a 28
°C, as amostras de micélio obtidas foram congeladas a —86 °C, liofilizadas

e armazenadas a —86 °C.

O Sistema de Identificagdo Microbiana (MIS; Microbial ID Inc.,
Newark, Delaware) foi utilizado para a analise da composi¢ao de acidos
graxos das amostras. Os ésteres metilicos de acidos graxos, obtidos
conforme o protocolo estabelecido para o método MIDI (Microbial
Identification System, Microbial ID Inc., Newark, Delaware), foram
identificados e quantificados em cromatografia gasosa, utilizando o
software Sherlock (MIDI Inc., Newark, Delaware; versao 4.5). Os dados
das proporcdes de acidos graxos obtidos foram transformados pela raiz
quadrada do arco seno, submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a

comparagao de meédias, pelo teste Scott Knott a 5 % de significancia,
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utilizando-se o programa Genes (versao 2007.0.0). Os dados foram
analisados pela distancia Euclidiana Padronizada e pela distancia de
Mahalanobis, sendo as matrizes de distancia calculadas empregadas

para o agrupamento dos isolados, por meio do método UPGMA,.

Tabela 1: Codigo dos isolados, identificagdo da espécie fungica, espécie
do hospedeiro e local de origem dos fungos rizoctonidides

estudados
Isolados Identificagdo Hospedeiro Local de Origem
AGC Ceratorhiza sp. -

ES2.3B Epulorhiza sp.1 E. secundum PESB/Serra das Cabecas, Araponga/MG
ES3.1A  Epulorhiza sp.2 E. secundum PESB/Serra das Cabecas, Araponga/MG
ES4.1M  Epulorhiza sp.1 E. secundum PESB/Serra das Cabecas, Araponga/MG
ED5.1A - E. denticulatum Restinga da Morada do Sol, Vila Velha/ES
ED5.3A - E. denticulatum Restinga da Morada do Sol, Vila Velha/ES

Para a andlise da regiao ITS do rDNA, foram utilizadas as
sequéncias dos isolados AGC, ES2.3B, ES3.1A e ES4.1M, obtidas
previamente (Capitulos 1 e 2), e as sequéncias dos isolados ED5.1A e
ED5.3A, obtidas apds extragdao, amplificacdo e sequenciamento, como
descrito no Capitulo 1. Com base nessas sequéncias, os isolados foram
agrupados, utilizando-se o programa MEGA versdao 4 (Tamura et al.,
2007), o método Neighbor-Joining e o modelo de analise de nucleotideo
Kimura 2-Parameter, com bootstrap calculado em 5.000 repeticoes e
excluindo-se gaps e dados perdidos (Sharon et al., 2008). As seqiéncias
dos isolados ED5.1A e ED5.3A foram submetidas a analise BLAST,
utilizando-se o algoritmo BLASTn (Altschul et al., 1997), para identificacdo
dos isolados baseada na identidade com sequéncias de fungos
depositadas no banco de dados do NCBI (GenBank;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Em seguida, as sequéncias obtidas nesse
banco de dados e as sequéncias dos isolados estudados foram alinhadas

e analisadas como descrito acima.
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lll. RESULTADOS

Um total de onze acidos graxos foi detectado nos seis isolados de
fungos rizoctonidides avaliados. Desses, apenas cinco foram comuns a
todos os isolados (Tabela 2). A analise de variancia demonstrou haver
diferencga significativa entre os isolados para a propor¢cao de cada acido
graxo detectado, o que possibilitou o agrupamento dos isolados, com
base em cada acido graxo, pelo teste Scott Knott a 5 % de significancia
(Tabela 2). Nos agrupamentos feitos utilizando-se as distancias
Euclidiana Padronizada (D) e de Mahalanobis (D?) e o0 método UPGMA, a
proporcdo de acidos graxos possibilitou a diferenciagcao entre o isolado
Ceratorhiza sp. AGC e os isolados de Epulorhiza spp. e entre as duas
espécies de Epulorhiza, previamente identificadas (Figuras 1 e 2). No
agrupamento em que se utilizou a distancia de Mahalanobis, os isolados
de E. denticulatum foram reunidos em um clado e os isolados de E.
secundum, Epulorhiza sp.1, foram reunidos em outro clado (Figura 2),
resultado que é semelhante ao obtido no agrupamento gerado pela
analise da regiao ITS (Figura 3). Com base na sequéncia da regido ITS,
foi possivel confirma a identificagao dos isolados de E. denticulatum como
pertencentes ao género Epulorhiza, os quais foram distinguidos dos
demais isolados desse género com base nessa sequéncia e no perfil de

acidos graxos (Figuras 2, 3 e 4).
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Tabela 2: Proporcgao dos acidos graxos detectados nos isolados de fungos rizoctonidides

Acidos graxos

Isolados Sum In 18:3w6c  SumIn 18:1
1400 a3  16:00  17:wBc  17:0 16:020H o F LT e o 18:00 20:00

AGC 101 a 147 ¢ 1166 a 047 d O b 058 a 0 b 8286 a Ob 195b 0 b
ES2.3B 0Oc 470 b 551 d 097 ¢ 0 b 0 b 0O b 5599 b 3073a 211 b 0 b
ES31A 051 b 55 b 917 b 1,33 b 033 a 0 b O b 4495 c 3412 a 371 a 036 a
ES41M 029 b 564 b 7,05 ¢ 186 a 0 b 0 b O b 4786 c 3606 a 125b 0 b
ED5.1A 0c 1315 a 867 b 094 c 0 b 0 b O b 4177 d 3306 a 241 b 0 b
ED53A 031 b 115 a 900 b 057d 0 b 0 b 027 a 4175 d 3486 a 166 b 0 b
CV% 39,65 7,60 3,23 861 3383 11,06 28,91 2,53 6,77 11,07 13,90

Dados submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de médias Scott Knott, a 5 % de significancia, apos transformacéo das proporgdes obtidas pela raiz quadrada do
arco seno. As médias nas colunas seguidas de uma mesma letra sdo estatisticamente iguais entre si. CV %, coeficiente de variagdo; Sum In Feature 3, corresponde a 16:1 w7c,
ou 15 iso20H, ou ambos; Sum In Feature 5, corresponde a 18 ANTE, ou 18:2 w6, 9c, ou ambos. Os cddigos apresentados no agrupamento correspondem aos isolados
estudados conforme apresentado na Tabela 1.



ES2.3B
ES4.1M
EDS.1A
EDS.3A
ES3.1A

AGC

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0,59 1,18 1,77 2,37 2,96 3,55 4,15 4,74 5,33 5,92

Figura 1: Agrupamento dos fungos rizoctonidides com base nas médias

das propor¢des dos acidos graxos, utilizando-se a Distancia
Euclidiana Padronizada (D) e o método UPGMA. Os cdédigos
apresentados no agrupamento correspondem aos isolados
estudados conforme apresentado na Tabela 1.

20 30 40 50 60 70 80 90 100
38508,83 77017,66 115526,49  154035,32  192544,15  231052,98  269561,81 308070,65  346579,48  385088,31

Figura 2: Agrupamento dos fungos rizoctonidides com base nas

proporgdes dos acidos graxos, utilizando-se a Distancia de
Mahalanobis (D?) e o método UPGMA. Os codigos
apresentados no agrupamento correspondem aos isolados
estudados conforme apresentado na Tabela 1.

If ES2.3B
ES4.1M

~I;ED5-1A
ED5.3A

ES3.1A

AGC

—
0.1

Figura 3: Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides com base

na sequéncia da regido ITS do rDNA, utilizando-se o método
Neighbor-Joining e a matriz de distancia Kimura 2-Parametros.
Os cdédigos apresentados no agrupamento correspondem aos
isolados estudados conforme apresentado na Tabela 1.
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o ES2.3B
s ES4.1M
46 AY 373290 Tulasnella bifrons
‘AY373291 Tulasnella deliquescens
49 |AY373298 Tulasnella calospora
%8 45- AM040890 Epulorhiza sp.
- ED5.1A
+ ED5.3A
— Epulorhiza epiphytica

©

99

| [ AY373297 Tulasnella danica
o0l EU218891 Epulorhiza anaticula
DQ520101 Tulasnella asymmetrica
J ES3.1A
86 L AY373295 Tulasnella pruinosa
57| [ AY373294 Tulasnella albida
% | AY373303 Tulasnella violea
’ DQ084007 Ceratobasidium sp.
AB219143 Ceratobasidium sp.
5 ‘AY618223 Ceratobasidium sp.
sﬁ AGC
52 \;AJ427401 Ceratobasidium papillatum

100

99

i
0.05

Figura 4: Agrupamento dos isolados de fungos rizoctonidides estudados
e fungos Tulasnella spp., Epulorhiza spp. e Ceratobasidium
spp., com base na sequéncia da regiao ITS do rDNA, utilizando-
se o meétodo Neighbor-Joining, o algoritmo Kimura 2-
Parametros, bootstrap calculado com 5000 repeticdes e
excluindo-se gaps e dados perdidos. Os codigos em destaque
no agrupamento correspondem aos isolados estudados
conforme apresentado na Tabela 1.
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IV. DISCUSSAO

A composicdo de acidos graxos foi, pela primeira vez, utilizada
para caracterizagcao de fungos Epulorhiza spp. micorrizicos de orquideas.
Com base nessa analise foi possivel distinguir os diferentes géneros e
espécies de fungos estudados (Figura 1 e 2), como ja observado para
detectar variagdes entre diferentes populagcdes e variedades de uma
mesma espécie de fungos rizoctonioides fitopatogénicos (Baird et al.,
2000; Priyatmojo et al., 2002a; Lanoiselet et al., 2005; Sharon et al.,
2006).

A presenga e, ou a auséncia de alguns acidos graxos
possibilitaram a distingdo de alguns grupos de fungos rizoctonidides. Os
acidos graxos 18:1 w9c estavam presentes apenas em isolados
Epulorhiza spp., enquanto 16:0 20H apenas em Ceratorhiza sp. AGC, e
os acidos graxos 17:00 e 20:00 apenas em Epulorhiza sp.2 (Tabela 2),
sugerindo a utilizagdo desses acidos graxos como marcadores, como ja
vem sendo utilizados para certos grupos de microrganismos para analise
da variagdo na comunidade microbiana em amostras de solo (Ibekwe e
Kennedy, 1999; Steger et al., 2003). Contudo, mais estudos sao
necessarios para confirmar a utilizagdo dos acidos graxos 18:1 w9c, 16:0
20H, 17:00 e 20:00 como marcadores para os fungos rizoctonidides de

orquideas.

A proporgcdo dos demais acidos graxos também deve ser levado
em consideragao pois alguns isolados, mesmo apresentando diferencas
quanto a presencga ou auséncia de um determinado acido graxo, podem
ser agrupados apos a analise da composig¢ao total dos acidos graxos. O
isolado ED5.3A, foi o unico a apresentar o acido graxo 18:3 w6c (6,9,12)
e foi agrupado ao ED5.1A, também obtido de E. denticulatum (Tabela 2;
Figuras 1 e 2). Um outro exemplo s&o os trés isolados obtidos de E.
secundum que apresentaram propor¢des de sum in feature 3 iguais, mas
eles representaram duas espécies diferentes que foram separadas na

analise final da composigao de acidos graxos (Figuras 1 e 2).
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Houve concordancia entre os agrupamentos obtidos a partir da
analise da composicéo de acidos graxos e os agrupamentos gerados pela
analise da regido ITS (Figuras 1, 2 e 3). Isso reforca a utilizacdo do
método MIDI de extracdo, detecgdo e quantificacdo de acidos graxos na
caracterizacdo de fungos e na identificacdo das espécies de
rizoctonidides fitopatogénicos (Lanoiselet et al., 2005; Sharon et al.,
2006). Observou-se variabilidade na composi¢cdo de acidos graxos entre
os isolados de Epulorhiza sp.1, assim como entre os isolados de E.
denticulatum (Figuras 1 e 2), o que pode ser consequéncia de variagoes
intra-especificas, justificando sua aplicagcdo na analise de variabilidade

dentro de populagdes, como sugerido por Sharon et al. (2006).

Apesar da distancia Euclidiana Padronizada ser mais utilizada para
analisar quantitativamente os dados da composicdo de acidos graxos
(Baird et al., 2000; Priyatmojo et al., 2002a; Lanoiselet et al., 2005),
verificou-se. que ao se comparar os agrupamentos gerados utilizando-se
os diferentes métodos para calculo de distancias, a distancia de
Mahalanobis aumenta a resolugdo da analise, ja que a distancia
Euclidiana Padronizada nao foi capaz de distinguir entre os isolados de E.
denticulatum e os isolados de Epulorhiza sp.1, simbiontes de E.
secundum (Figura 1, Tabela 1). Possivelmente, isso ocorre pelo fato de o
calculo da distdncia de Mahalanobis considerar as variancias e
covariancias residuais, corrigindo distor¢cdes contidas na analise (Cruz e
Regazzi, 1997; Cruz, 2008), que se devem a existéncia de alta correlagéo
entre os caracteres avaliados, ou seja, os acidos graxos detectados.
Diferentes técnicas multivariadas devem ser utilizadas durante a analise

de dados, o que possibilita a validagao dos resultados observados.

A analise da composicdo de acidos graxos € uma ferramenta
promissora na caracterizagdo de isolados de fungos micorrizicos de
orquidea, pois o método MIDI mostrou-se sensivel as variagoes
existentes entre fungos de uma mesma espécie e de diferentes espécies
e géneros de fungos rizoctonidides (Figuras 2 e 3), o que também foi
observado para outros fungos rizoctonidides, utilizando essa técnica
(Baird et al., 2000; Lanoiselet et al., 2005; Sharon et al., 2006).
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O armazenamento dos perfis de acidos graxos dos fungos
estudados no Sistema de Identificagdo MIDI pode contribuir para a
construgdo de uma biblioteca de fungos rizoctonidides, possibilitando a
utilizacdo dessa técnica na caracterizacdo, identificacdo e analise da

diversidade de fungos micorrizicos de orquidea.
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V. CONCLUSOES

1. A analise da composicdo de acidos graxos permite a distingdo das

diferentes espécies e dos diferentes géneros de fungos rizoctonidides.

2. Ha uma maior resolucdo nos dados analisados quando se utiliza a
distancia de Mahalanobis para agrupamento dos isolados com base
na composi¢ao de acidos graxos, o que coincide com o agrupamento
baseado na analise da sequéncia da regido ITS.

3. A analise da composi¢ao de acidos graxos é uma ferramenta util na
caracterizagdo, identificacdo e analise da diversidade de fungos

micorrizicos de orquidea.
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CONCLUSOES GERAIS

. As caracteristicas morfolégicas permitem a distingdo entre os géneros
de fungos rizoctonioides Ceratorhiza, Epulorhiza e Rhizoctonia, mas

nao permitem a distingdo entre os géneros Epulorhiza e Opadorhiza.

. Fungos do género Tulasnella/Epulorhiza s&o os principais simbiontes
de E. secundum nas regides de campo de altitude do PESB, mas
fungos do género Sebacina/Opadorhiza também podem formar

associacao micorrizica com essa espécie de orquidea.

. Ha grande variabilidade intra-especifica entre os isolados obtidos de
diferentes populacdes de E. secundum, mas essa variabilidade € baixa

entre os isolados obtidos de uma mesma populagéo.

. Pelo menos trés haplotipos de fungos do género Epulorhiza associam-

se com E. secundum no PESB.

. Ha uma espécie de Epulorhiza sp. bem distribuida nos campos de
altitude do PESB, a qual pode ser a principal responsavel em garantir
a distribuicdo e a completa ocorréncia do ciclo de vida de E. secundum

nessa regiao.

. Individuos adultos de orquideas do género Epidendrum associam-se,
preferencialmente, a fungos do género Tulasnella, embora possam se

associar a fungos do género Sebacina.

. Os isolados Tulasnella spp. apresentam maior variabilidade na

sequéncia de nucleotideos da regido ITS do que os isolados Sebacina
spp.

. Orquideas epifitas do género Epidendrum ndo compartilham espécies

de fungos micorrizicos com as orquideas terrestres desse género.

. A analise da composi¢cao de acidos graxos, utilizando-se a distancia
de Mahalanobis e o método UPGMA, permite a distingdo das
diferentes espécies e dos diferentes géneros de fungos rizoctonidides,
sendo uma ferramenta util na caracterizagao e identificacdo de fungos

micorrizicos de orquidea.
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