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RESUMO

LINHARES, Danielle Oliveira, M.S., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2006.
Caracterizacdo morfologica de micorrizas de Epidendrum secundum e
Zygopetalum mackaii nativas do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (MG).
Orientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya. Conselheiros: Mauricio Dutra Costa e
Renata Maria Strozi Alves Meira.

Epidendrum secundum e Zygopetalum mackaii, nativas do Parque Estadual Serra
do Brigadeiro (MG), foram estudadas com objetivo de caracterizar a associacdo
micorrizica e os fungos micorrizicos associado a estas plantas. Durante o periodo de
agosto/2004 a julho/2005, foram realizadas coletas do sistema radicular dessas espécies
crescendo em quatro &reas com caracteristicas distintas. Obtiveram-se o total de 28
isolados fungicos, todos pertencentes ao género Epulorhiza, os quais foram divididos
em trés grupos, de acordo com as caracteristicas culturais e morfologicas. A micorriza
encontrada foi o tolipofégico, sendo observado pelotons intactos e degradados em toda a
extensdo do sistema radicular das espécies estudadas. A infeccdo daraiz ocorre via pélo
radicular ou células epidérmicas, enquanto a colonizagdo do coértex &, principa mente,
via célula de passagem da exoderme. A colonizacdo no cortex ocorre via célula-célula,
sendo todo o espaco celular ocupado pela estrutura fungica, os pelotons. O estadio de
degradacdo inicia-se pela deformagdo do peloton, seguida da reducdo uniforme de seu
volume. A intensidade de colonizacdo foi maior nos periodos de seca. As espécies
crescidas diretamente sobre rochas apresentaram maior freqliéncia de colonizacéo e
maior atividade micotréfica. Este € o primeiro relato sobre o isolamento e
caracterizacdo de fungos micorrizicos em Z. mackaii. Os fungos isolados neste trabalho
apresentam um grande potencia para serem utilizados na propagacdo comercial destas

orquideas.
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ABSTRACT

LINHARES, Danielle Oliveira, M.S., Universidade Federal de Vicosa, March of 2006.
Morphological characterization of mycorrhizae of Epidendrum secundum and
Zygopetalum mackaii natives of the Serra do Brigadeiro State Park (MG).
Adviser: Maria Catarina Megumi Kasuya. Committee members: Mauricio Dutra
Costa and Renata Maria Strozi Alves Meira

Epidendrum secundum and Zygopetalum mackaii, native from State Park of

Serra do Brigadeiro, Minas Gerais State, Brazil, were studied to characterize the

structure of mycorrhizae and associated mycorrhizal fungi. From August/2004 to

July/2005, roots were collected from four different areas. A total of 28 isolates were

obtained, all belonging to genus Epulorhiza, which were separated in three groups

according their morphological and cultural characteristics. In both orchid species,
mycorrhizae were tolipophagic, and colonizing all extenson of the root system,
presenting intact and degraded pelotons. Root colonization occurs mainly through root
hairs and sometimes via epidermic cells, while cortex colonization occurs, mainly, via
passage cells of the exodermis. Cortex colonization occurs by cell-to cell, and pelotons
occupy all cellular space. Peloton degradation starts by hypha deformation, followed by

a uniform reduction of peloton volume. Colonization intensity was higher in the dry

season. The species growing on rocks showed higher colonization frequency and higher

mycotrophic activity. This is the first report on the mycorrhizal association of Z.

mackaii. Isolated fungi in this study show high potential to be used in commercial

propagation of this orchid species.



INTRODUCAO

A familia das Orchidaceae € uma das maiores dentre as Angiospermas e
estimam-se 30.000 espécies descritas. Existem, ainda, hibridos naturais e anualmente
sS40 registradas centenas deles produzidos pelo homem. As orquideas ocorrem em todo o
globo terrestre, do artico aos trépicos. Entretanto, a diversidade € maior nas florestas
tropicais, onde o Brasil se destaca pelo elevado nimero de espécies. Sdo plantas
altamente especializadas, podendo ser terrestres, rupicolas ou epifitas e apresentam uma
série de adaptaces anatdmicas, morfol dgicas e fisiol6gicas.

As orquideas desenvolveram um distinto relacionamento com fungos
micorrizicos. Durante o estadio inicial de desenvolvimento, entre o embrido e a
plantula, formam uma estrutura organizada, ndo fotossintética, com poélo apical e basal,
destituida de tecido vascular e micoheterotréfica, denominada de protocdérmio. Tal
estrutura é dependente do simbionte fungico, o qua possibilita a aquisicdo de
carboidratos, o crescimento e a diferenciagdo dos tecidos.

Orquideas aclorofiladas, incluindo as espécies de orquidea, sio
micoheterotréficas durante todo o ciclo de vida, mas plantas adultas clorofiladas
também apresentam raizes colonizadas. O papel dos fungos micorrizicos associados as
plantas clorofiladas adultas ndo esta esclarecido e pouco se conhece sobre como a
diversidade fangica afeta a distribuicdo, o tamanho da populacdo e a diversidade
genética das orquidess.

O Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB) é uma das 76 areas
prioritérias para conservagdo da biodiversidade no Estado de Minas Gerais, avaliada
pela rigueza das espécies em geral. O PESB possui areas extensas bem preservadas,

destacando-se pela importancia biolégica e presenca de vegetacdo remanescente com



alto grau de conectividade (Costa et al., 1998). Trabalho recente mostrou ampla
diversidade de espécies de Orchidaceae nas areas do PESB (Caiafa, 2002), contudo, ndo
foram encontrados relatos de estudos sobre micorriza de orquideas nessa area. O
presente trabalho teve como objetivo caracterizar a da associagdo micorrizica de duas
espécies de orquideas nativas da Serra do Brigadeiro, municipio de Araponga do Estado

de Minas Gerais, bem como caracterizar os fungos associados a essas plantas.



REVISAO DE LITERATURA

Os membros da familia Orchidaceae apresentam um distinto relacionamento
com fungos micorrizicos em razéo da essencialidade do fungo durante a germinacéo da
semente e o desenvolvimento do protocérmio (Leake, 1994). Sementes de orquideas sdo
geralmente muito pequenas e caracterizam-se pela auséncia de endosperma e cotilédone
(Arditti, 1992). O amido é a principal fonte de carbono em sementes de orquideas
imaturas. No entanto, com a maturacdo, o amido € substituido por proteinas, lipideos e
fontes de reservas complexas como a celulose e a hemicelulose (Arditti & Ghani, 2000).
O acréscimo de composto protéico implica em dorméncia da semente, pois a quantidade
de reserva energética € suficiente para a manutencéo da respiracdo basal (Arditti &
Ghani, 2000). Assim, por ndo possuir fonte para derivar energia para mobilizacdo dos
lipideos, a semente ndo germina sem gue haja uma fonte externa de acUcar, como a
glicose. O suprimento continuo de agUcar solUvel, vitaminas e outros fatores necessarios
ao crescimento, ndo € disponivel na natureza, assim, a semente obtém essa fonte de
acUcar gracas a associacdo com fungos micorrizicos que viabiliza energeticamente a
germinacdo da semente e o estabel ecimento da planta (Rasmussen, 1995).

Embora muitas espécies de orquideas sgjam clorofiladas, tornando-se
autotroficas com o desenvolvimento da plantula, o estédio de protocérmio é tipicamente
micoheterotrofico (Peterson et al., 1998). O protocormio, caracteristico de Orchidaceae,
€ uma estrutura ndo fotossintética, organizada em regido apical e basal, com auséncia de
tecido vascular e formada a partir do embrido. A medida que o protocormio se
desenvolve, 0 meristema apical e as raizes adventicias sdo formados e originam a
plantula (Peterson et al., 1998). Orquideas aclorofiladas dependem do micobionte paraa

aquisicdo de carbono, sendo micoheterotroficas durante todo o seu ciclo de vida
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(Peterson et al., 1998). Orquideas clorofiladas adultas também sdo colonizadas.
Contudo, o papel dos fungos micorrizicos associados a essas plantas ndo esta totalmente
elucidado. Assim, ndo se conhece como a diversidade fungica afeta a distribuicdo, o
tamanho da popul acéo e a diversidade genética das orquideas.

O micoheterotrofismo ndo € exclusivo da familia Orchidaceae, sendo também
observado em espécies aclorofiladas de outras familias de monocotiledéneas como
Burmanniaceae, Corsiaceae, Lacandoniaceae, Petrosaviaceae e Triuridaceae e em
familias de dicotileddbneas como Ericaceae (Monotropoideae), Polygaaceae e
Gentianaceae (Leake, 1994; McKendrick et al., 2000b; Taylor et al., 2002).

Os fungos que formam as micorrizas em orquideas sdo pertencentes aos dos
basidiomicetos e ascomicetos (Currah et al., 1997; Rasmussen, 2002). Contudo, 0s
fungos que sdo usuamente observados sdo espécies de basidiomicetos que néo
apresentam conidiogénese na fase assexuada (Mycelia Serilia) e, no estadio
anamorfico, sdo classificados como Rhizoctonia sensu lato ou géneros afins (Andersen,
1996). Embora os estadios perfeitos para muitas espécies de Rhizoctonia s.|. sejam
conhecidos, a inducdo do estadio teleomdrfico em laboratério nem sempre é bem
sucedida (Pereira, 2001). Muitas espécies de Rhizoctonia sdo patogénicas em diversas
espécies vegetais, algumas sdo sapréfitas decompondo matéria organica, enguanto
outras sdo observadas associadas a orquideas (Rasmussen, 2002).

Diferentes géneros anamorfos sdo reconhecidos: Moniliopsis, Ceratorhiza,
Epulorhiza, Ascorhizoctonia e Rhizoctonia (Moore, 1987), entretanto ndo foram
encontrados registros de Ascorhizoctonia associado a orquideas. Esses géneros foram
agrupados com base na conexdo anamorfo-teleomorfo e na ultraestrutura do septo
(Moore, 1987). Isolados binucleados de Rhizoctonia com parenteossoma perfurado e
com teleomorfo em Ceratobasidium foram classificados como Ceratorhiza. 1solados
binucleados de Rhizoctonia com parenteossoma imperfurado e teleomorfo em
Tulasnella foram classificados como Epulorhiza. Agueles com teleomorfo em Sebacina
foram classificados como Opadorhiza. Isolados multinucleados com parenteossoma
perfurado e teleomorfo em Thanatephorus foram classificados como Moniliopsis,
anteriormente, Rhizoctonia (Moore, 1987), mas o nome Rhizoctonia foi mantido por
conservacao (nomina conservanda) em razdo da importancia econémica desse tdxon e
do numero de trabalhos ja publicados (Stalpers et al., 1998).

A taxonomia de fungos micorrizicos de orquideas € dificultada ndo s pela
caracteristica de ndo produzir conidios na fase assexuada, mas também pela rara

observacdo da fase sexuada no campo (Otero et al., 2004) e dificil inducdo em
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laboratério (Pereira, 2001). Entretanto, Currah & Zelmer (1992) propuseram uma chave
de classificacdo baseada em caracteristicas morfolégicas culturais (hifas e células
monilidides) e a condicdo nuclear, tornando possivel a separacdo dos géneros mais
freguientes e facilitando estudos de fungos formadores de micorriza de orquideas.

A principal caracteristica da micorriza de orquidea € a formacdo de novelo de
hifas no interior das células colonizadas, chamado peloton. (Warcup, 1981; Peterson et
al., 2004). O contato entre o embrido e o fungo simbionte ocorre via pélo epidérmico,
células suspensoras ou pelainfeccdo direta das células basais do embrido (Richardson et
al., 1992; Zelmer et al., 1996). Uma hifa entra na célula e, a partir deste ponto, ocorre a
invaginacdo da membrana plasmatica da célula vegetal acompanhada pelo crescimento
fungico, selando a interacdo. Os pelotons estdo separados do citoplasma das células
hospedeiras por uma membrana derivada do hospedeiro (membrana perifingica) e por
uma matriz interfacial (Peterson et al., 1996). A funcdo da interface ndo é clara e néo foi
comprovada a ocorréncia de troca entre os simbiontes (Peterson & Massicotte, 2004).

Varios estadios de formacao e degradacdo dos pel otons sdo observados no tecido
vegetal. A parede das hifas formadoras de pelotons é fina e o citoplasma apresenta
muitas mitocondrias, ribossomos e outras organelas (Peterson et al, 1998). Durante a
lise do peloton, a célula vegetal permanece ativa, e pode ser colonizada novamente pela
porcdo da hifa que ndo sofreu o processo litico, ou pela hifa oriunda da célula adjacente
(Uetake et al., 1997). N&o estd claro se a degradacdo dos pelotons é resultado de
autdlise ou da acdo de enzimas hidroliticas dentro das células dos protocormios.
Entretanto, j& se observou uma maior quantidade de enzimas digestivas nos tecidos
infectados em comparacao aos ndo infectados (Senthilkumar et al., 2000).

Doais tipos distintos de micorrizas de orquideas sdo reconhecidos, tolipofagico,
verificada na grande maioria das espécies, e ptiofégico, notada em um restrito nimero
de espécies tropicais (Rasmussen, 1995). O autor caracteriza tolipofagico pelaformacdo
dos pelotons, lise e reinfeccdo. A hifa fungica € separada da célula do hospedeiro por
uma interface constituida de parede celular flngica, matriz interfacial e membrana
plasmatica do hospedeiro. O tipo ptiofagico ndo apresenta estrutura definida, sendo
caracterizada por um continuo processo de deformacéo e lise da hifaintracelular, que ao
penetrar no hospedeiro € digerida, liberando assim seu contelido (Jonsson & Nylund,
1979). As micorrizas do tipo tolipofagico tem sido estudado com mais detalhes em nivel
histol 6gico e citoquimico.

Dois modelos de colonizagdo em plantas adultas foram propostos (Zelmer et al,

1996). No primeiro, os pelotons formados na camada externa da regido cortical ndo séo
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degradados, pois servem como inéculo para recolonizacdo das células da regido mais
externa do cortex, onde os pelotons sofrem a lise, como observado em Corallorhiza sp.,
e pode estar relacionado com a persisténcia da simbiose. O outro modelo € observado
em espécies de Platanthera e Spiranthes e baseiase em um sincronismo entre a
formagdo e a degradacdo dos pelotons ao longo do tecido cortical. Esse representa
eventos individuais de colonizag&o, pois regioes adjacentes podem ser colonizadas por
diferentes fungos.

O conhecimento da estrutura e da biologia celular das interagbes micotréficas
tem progredido significativamente e o entendimento da simbiose micorrizica em
orquideas é de grande importancia por avaliar o real papel do micobionte como
determinante da distribuicdo e diversidade das espécies de orquideas. A maioria dos
estudos visa ao estabelecimento de germinacdo simbidtica (Zettler & Mcinnis, 1993;
Zelmer & Currah, 1997; McKendrick et al., 2000b; Zettler et al., 2001; McKendrick et
al., 2002; Brundett et al., 2003; Pereira, 2004; Pereira et al., 2005b) definicbes de
padrbes de especificidade entre simbiontes (Taylor et al., 2002; Otero et al., 2002,
2004), a sistemética e a taxonomia dos fungos (Ma et al., 2003; Pereira et al., 2005a), 0
uso de técnicas moleculares (Kristiansen et al., 2001a, 2001b) e a verificacdo de
interacBes multiplas exercidas pelos fungos (Zelmer & Currah, 1997; Mckendrick et al.,
2000a).

Em regides tropicais os trabalhos sGo menos numerosos e estéo relacionados
com a observacdo de fungos associados a orquideas (Richardson et al., 1993;
Richardson & Currah, 1995; Bayman et al., 1997; Pereira et al., 2005a, 2005c), o estudo
dessa associacdo em espécies raras de orquideas (Tremblay et al., 1998; Batty et al.,
2001), a definicdo de padrdes de especificidade (Otero et al., 2002, 2004) e a
sistemética dos simbiontes (Pereira et al., 2003; Nogueira, 2004).

Pouca atencdo tem sido dada a dindmica e local de infeccéo de plantas adultas.
Desta forma, ndo sdo conhecidas as mudancgas progressivas da interacdo no campo e 0
modo como o ambiente e a interagcdo planta-fungo influenciam a morfologia dessa

associ agao.



MATERIAL E METODOS

1. Area de amostragem

O material boténico foi coletado na Serra das Cabecas, sub-serra “Totem
Deitado”, no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), Minas Gerais. O parque
criado por meio do Decreto n° 38.319 de 27/07/1996 esta situado no Macico da
Mantigueira, entre os meridianos 42°20' e 42°40’S e os paralelos 20°20' e 21°00'W, e
esta totalmente inserido na Zona da Mata mineira (Engevix, 1995). Ocupa uma area de
13.210 ha, abrangendo oito municipios e se constitui em um conjunto de serras. Seu
relevo € acidentado, apresentando escarpas € maci¢cos com grande area de rocha
aflorada e picos sempre acima da cota de 1500 m. O revelo e a dtitude, entre 1000 e
1995 m, exercem importante influéncia nas caracteristicas climéticas do parque,
amenizando as temperaturas e criando um clima tipicamente serrano nas regides mais
elevadas. O regime pluvial é caracterizado por um periodo chuvoso, entre os meses de
novembro a marcgo, e por um periodo seco, de maio a setembro (Engevix, 1995). As
médias da precipitagdo, temperatura e umidade relativa do ar, durante os periodos de
coleta, estéo apresentadas na Figura 1.

A Serra das Cabegas localiza-se a 5 km da Sede do Pargue, no municipio de
Araponga. Possui trés sub-serras que sdo nomeadas. “ Cabeca de Elefante”, “ Cabeca de
Mamute” e ““Totem Deitado””, sendo a Ultima o local do presente estudo. A sub-serra
denominada “Totem Deitado” encontra-se a 1.700 m de atitude e possui uma area de
aproximadamente seis hectares, composta por uma tipologia vegetal Campo de Altitude
(Caiafa, 2002).
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2. Espécies de orquideas e coleta de amostras

As espécies estudadas foram Epidendrum secundum Jacg. e Zygopetalum
mackaii Hook. As espécies foram escolhidas em raz&o do elevado nimero de individuos
na populacdo local e pelo fato das plantas se encontrarem em diferentes habitates
(Tabela 1). As populacfes foram selecionadas aleatoriamente e a area foi demarcada
com auxilio de GPS. Selecionaram-se trés individuos para cada area estudada, que foi
considerada como repeticdo. Bimestramente, no periodo de agosto de 2004 a julho
2005, amostras de raizes saudaveis foram col etadas, sob licenca concedida pelo Instituto
Estadua de Floresta (IEF). Essas amostras foram transportadas e examinadas no
Laboratorio de Associacoes Micorrizicas do Departamento de
MicrobiologiaBIOAGRO/UFVY e no Laboratorio de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegeta/UFV.

Tabelal. Descricdo das caracteristicas das &eas de coleta das espécies de
Orchidaceae estudadas na sub-serra “Totem Deitado”, Serra das Cabegas,
Pargque Estadual da Serrado Brigadeiro — MG.

Area Caracterizacio Tribo Espécies
1 Vel oziaceae sobre rocha
2 Diretamente sobre arocha Epidendreae  Epidendrum secundum

3 Camada de substrato organico < 20 mm

4  Tapete de monocotiledbneas sobrocha  Maxillarieae  Zygopetalum mackaii

3. Isolamento de fungos micorrizicos

Amostras de raizes de orquideas foram lavadas em &gua corrente, cortados em
fragmentos de 2 a 3 cm e desinfestadas superficialmente por imersdo em etanol a 70%,
durante 1 minuto e, posteriormente, em solugdo de hipoclorito de sodio (comercia) a
10%, por 5 minutos, seguido de trés lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada.
As raizes desinfestadas foram levadas ao microscépio estereoscépico (Olympus SZ 40)
para visuaizacdo dos pelotons com auxilio de estiletes e bisturis. Os pelotons foram
colocados em placa de Petri contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), adicionado

de cloranfenicol (50 mg/L). As placas foram incubadas a 28 °C no escuro e observadas



diariamente em microscopio de luz invertido (Olympus IX 70) para a verificacdo do
crescimento micelial do fungo a partir dos pelotons. Culturas estogue foram mantidas

em meio BDA no escuro a 28 °C.

4. Caracterizacao morfol6gica de fungos micorrizicos

As caracteristicas de crescimento da colénia em meio BDA (Merck) a 28 °C
foram descritas quanto a coloragdo, aspecto da col6nia (liso, aveludado ou floculoso) e
presenca de micélio aéreo (abundante ou escasso) presenca de borda, sendo tomadas as
medicbes do didmetro das hifas vegetativas. O exame da morfologia e da medicéo do
tamanho das células monilidides foi feito em micélio dos isolados cultivados em meio
Milho:Agar:dgua (CMA), conforme descrito por Zelmer & Currah (1995), sendo a
condicdo nuclear, binucleado ou multinucleado, determinada por meio da coloragdo dos
nucleos (Meinhardt et al., 2001).

A atividade de polifenol-oxidases foi constatada pela presenca ou auséncia de
formacdo de halo em meio extrato de malte, pela adicdo de é&cido ténico apds o
crescimento (Davidson et al., 1938). Como controle positivo foi utilizado um isolado de
Ceratorhiza pertencente a colecéo de fungos micorrizicos de orquideas do Laboratorio
de Associacbes Micorrizicas.

Para a identificacdo dos isolados adotou-se a chave e notas para fungos
micorrizicos em orquideas proposta por Currah & Zelmer (1992), a qual se baseia nas

caracteristicas morfol dgicas dos isolados.

5. Caracterizacdo anatémica da associacdo micorrizica

Amostras do sistema radicular foram fixadas em FAAg, (formaldeido, acido
acético glacia e etanol 50% 5:5:90 v/v), mantidas sob vacuo por 48 horas e estocadas
em etanol 70% a temperatura ambiente (Johansen, 1940). Cortes longitudinais seriados,
das amostras fragmentos de raizes de 1 cm foram obtidos com auxilio de um micrétomo
de mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bheling). Os cortes foram descorados com
hipoclorito de sddio (comercial) 10 %, lavados em &gua destilada, submetidos a dupla
coloracdo com “safrablau” (solucéo aguosa de safranina 1 % - solucéo aguosa de azul
de astra 1 % - duas gotas de acido acético glacia) e as |aminas montadas com gelatina
glicerinada (Kraus & Arduin, 1997). As observacdes e documentacdes fotograficas

foram realizadas com auxilio de fotomicroscopio (Olympus AX 70) com sistema U-
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PHOTO acoplado a um microcomputador equipado com software de analise de imagem
(IMAGE PRO-PLUS).

6. Taxa de Colonizacao

A taxa de colonizagdo foi avaliada conforme metodologia descrita por Trouvel ot
et al. (1986) adaptada. Fragmentos de raizes fixados foram selecionados ao acaso e a
partir deste foram obtidos 40 cortes transversais, com auxilio do micrétomo de mesa. Os
cortes foram descorados e corados com “safrablau” (Kraus & Arduin, 1997) e foram
examinados em microscopio Optico, para se quantificar a colonizagcdo micorrizica e a
presenca de pelotons intactos e degradados. Foram observados 40 cortes de cada
amostra.

Para a avaliagéo dos dados utilizou-se o programa proposto por Trouvelot et al.
(1986), no qual se realizou a quantificacdo de quatro caracteristicas: frequéncia de
colonizacéo (F), intensidade global de colonizacdo (M), pelotons intactos na porcéo
colonizada (p) e pelotons intactos no sistema radicular (P). As caracteristicas foram
quantificadas utilizando as seguintes formulas:

Frequéncia de Colonizacao:

F% = (NUmero de fragmentos colonizados/ NUmero total de fragmentos)

I ntensidade Global de Colonizacéo (% total de cortex colonizado):
M% = (95n5+70n4+30n3+5n2+n1)/Numero total de fragmentos
Em que:
nl, n2, n3, n4 e n5, correspondem a diferentes percentagem do fragmento

de raiz colonizado, de acordo com Trouvelot et al. (1986).

Pelotons intactos na por ¢ao colonizada:
p% = (100mP3+50mP2+10mP1) /100,
Em que:
mPO, mP1, mP2 e mP3, correspondem a diferentes percentagens de
pel otons intactos, em relacdo ao total de pelotons, sendo considerados, respectivamente,
0; mP1 < 50%, 50% < mP2 < 99%; mP3 = 100%

Riqueza de pelotonsintactos do sistema radicular:
P% = p*(M%/100)

11



7. Andlises dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo
teste de Scott — Knott, a5 % de significancia

Com base nos dados morfol égicos, foram feitas analises de agrupamento para 0s
dados qualitativos (cor, aspecto da coldnia, micélio aéreo, borda da coldnia, condicéo
nuclear) e atividade da enzima polifenol-oxidase. O indice de similaridade utilizado foi
de coincidéncia simples, uma vez que para todas as caracteristicas as variaveis foram
transformadas em dados binérios. A andlise de agrupamento foi realizada pelo método
UPGMA (Unweighted Paired Group Method using Arithmetic Averages) com o uso do
programa Statistica 4.2 para WindowsO.

12



RESUL TADOSE DISCUSSAO

1. Caracterizacdo morfolégica dos fungos isolados

Os fungos isolados diretamente dos pel otons apresentam caracteristicas do grupo
rizoctonidides, com constri¢do de hifas no ponto da ramificacéo, ramificacdo em angulo
reto, auséncia de grampo de conexdo e formacdo de células monilidides (Figura 2).
Todos os isolados apresentam micélio binucleado (Figura 2 D), e séo polifenol-oxidase
negativos, o que os classifican como sendo Epulorhiza Moore. Nenhum fungo
binucleado do género Ceratorhiza ou multinucleado do género Moniliopsis foi isolado.
Os géneros Ceratorhiza foram encontrados em regies de Campos rupestres do
Quadrilatero Ferrifero mineiro (Nogueira, 2004) e Ceratorhiza e Rhizoctonia em
regides de Mata Atlantica na Zona da Mata mineira (Pereira et al. 2005a; 2005c),
porém, nas espécies estudadas na Serra das Cabecas, sub-serra“Totem Deitado” néo foi
constatada a presenca desses géneros.

A tipologia encontrada na sub-serra “ Totem Deitado” caracteriza-se em Campo
de Altitude (Caiafa, 2002). Essa formagdo € distinta as areas dos trabahos realizados
por Nogueira (2004) e Pereira et al., (2005a; 2005c), tanto quanto ao clima quanto a
rocha de origem. Assim, por ser o primeiro trabalho sobre os fungos micorrizicos de
orquideas na Serra do Brigadeiro, ndo se pode concluir que outras espécies de fungos
nao ocorram, mas ha relatos que os fatores citados, além das espécies vegetais podem
influir nas espécies de fungos micorrizicos presentes (Rasmunsen, 2002).

A andlise de agrupamento (UPGMA) dos dados morfologicos permitiu a
separacao dos isolados obtidos em trés grupos (Figura 3). Todos os isolados apresentam

micélio aéreo escasso, diametro de hifa inferior a4 nm (Tabela 2). O crescimento lento
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da cultura foi observado somente nos isolados do grupo |, caracteristico de Epulorhiza
(Currah & Zelmer, 1992), enquanto nos do grupo Il e 11l apresentavam crescimento foi
duas vezes maior (Tabela 2). Os isolados foram obtidos tanto de Epidendrum secundum
como de Zygopetalum mackaii nas diferentes areas, uma indicacdo da predominancia
destes fungos associados a estas espécies naregido do “ Totem Deitado”.

Fungos do género Epulorhiza e Ceratorhiza sdo 0os mais comumente associados
a orquideas nativas dos tropicos, sendo observados associados a espécies terrestres,
epifitas (Richardson et al., 1993; Pereira et al., 2005a; 2005c) e rupicolas (Nogueira,
2004). Entretanto, em orquideas do género Epidendrum, de habitat tropical e temperado,
geralmente tem sido observada a associagdo com Epulorhiza (Currah et al., 1997;
Zettler et al., 1998; Yoder et al., 2000; Pereira et al., 2003). Epulorhiza sp. foi também
isolado de raizes de Epidendrum secundum no Quadrilétero Ferrifero de Minas Gerais
(Nogueira, 2004). Esse fungo possivelmente apresenta uma especificidade hospedeira,
pois sementes de Epidendrum conopseum SO germinaram in vitro na presenca de
Epulorhiza isolado originalmente obtido do sistema radicular de plantas da mesma
espécie (Zettler et al. 1998). A especificidade da associacdo micorrizica em orquideas
ndo esta demonstrada, pois a metodologia utilizada pode culminar em diferentes
resultados resultando em divergentes conclusdes para uma determinada espécie
(Andersen & Rasmussen, 1996; Taylor & Bruns, 1999).

Os resultados mostram a ocorréncia de apenas um género de fungo micorrizico
de orquideas naregido do “Totem Deitado”, mas, considerando o nimero amostras, e de
espécies estudas, ha necessidade de outras andlises a fim de se obter respostas
conclusivas arespeito das popul acdes de fungos micorrizicos na referida area.

Os isolados fungicos obtidos no presente estudo apresentam alto potencial para
utilizacdo em horticultura, principalmente das espécies de orquideas estudadas. Este
trabalho consiste no primeiro relato de isolamento de fungos micorrizicos associados a

espécie de orquidea Z. mackaii.
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Figura 2.

Morfologia do micélio dos isolados de fungos micorrizicos de orquidess.
Células monilidides de Epulorhiza sp. isolados do grupo | (A), grupo 1l
(B) e grupo 111 (C). Imagem de micélio com fluocromo Syber Green | €
Calcofluor sob microscopia de fluorescéncia, mostrando micélio
binucleado e os septos ( D). Nu: nicleo; st: septo. Escala: 10 Om.
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Tabela 2.

Taxa de crescimento em meios de cultivo apos 48 h a 28 °C no escuro, cor
do micélio aéreo, caracteristica do micélio aéreo, presenca de borda da
colbnia, aspecto das colbnias, didmetro de hifa vegetativa e tamanho das
células monilidides dos grupos de Epulorhiza isolados de orquidess.

Taxa decrescimento Diametro Célula

Grupo (cm b Cor Micélio  Borda Aspecto de hifa Monilidide
BDAl  CMA? Aéreo (BDA)® (CMA)°

[ 0,005 0,018 Paha Escasso Sim Liso 2,0 3-5x35

1 0,015 0,030 Creme Escasso Sim Floculoso 2,0-3,0 11-16x 13-17
Il 0,015 0,034 Creme Escasso Nao Floculoso 2,0-30 9-13x10-17

1- BDA — Batata dextrose &gar; 2 - CMA — Milho agar; 3 —0Om.

Figura 3.

| I | | |
0.2 04 0.6 0.8 1.0

Distancia Fenotipica
Dendograma de agrupamento com base nas caracteristicas qualitativas da

caracterizagdo morfol 6gica dos isolados de fungos micorrizicos isolados de
orguideas da Serra do Brigadeiro, pelo método UPGMA.
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2. Caracterizacdo morfolégica e anatémica do sistema radicular

A micorriza de orquidea foi identificada como do tipo tolipofégico, caracteristica
de fungos do grupo rizoctonidide (Figura 4 A). Os pelotons ndo apresentaram distingdo
morfol bgica entre as espécies de plantas, assim como também ndo se observou alteracdo
no didmetro das hifas que colonizavam o velame, as células de passagem e aquelas
constituintes dos pelotons, provavelmente por pertencerem ao mesmo género de fungo,
Epulorhiza. Epidendrum secundum apresenta raizes esbranquicadas, com 4 a 6 mm de
diametro, enquanto as raizes de Zygopetalum mackaii apresentam coloracéo amarelada,
com 5 a8 mm de didmetro.

As plantas de E. secundum crescendo nas éreas 1 e 3 (Tabela 1) eram pequenas e
apresentavam coloracdo arroxeada em resposta a exposi¢ao solar intensa. A variagdo de
cor deve-se a presenca de pigmentos antocianicos, principamente nas folhas. A
antocianina pode ser produzida em resposta ao estresse ambiental, como nutriciona e
hidrico, além de ser uma resposta a intensa radiacdo solar (Taiz, 2003). A atribuicdo a
presenca de antocianina nas folhas € coerente a essas respostas, pois o ambiente em
questdo proporciona tais condi¢Bes. Por outro lado, E. secundum crescendo na area 2
apresentava se com desenvolvimento normal, folhas verdes, tlrgidas e vigorosas. As
mudas de Z. mackaii, apesar de estarem expostas a ata irradiacdo solar, apresentavam-
se com desenvolvimento normal, por ser uma espécie adaptada a essas condicoes.

Em ambas as espécies o velame é pluriestratificado com espessamento
celulolitico em rede nas paredes (Figura 4 B). O velame € um tecido usuamente
observado nas espécies de orquideas e é formada por células mortas compactamente
arranjadas, sendo considerado como uma caracteristica adaptativa, especialmente em
espécies tropicais (Arditti, 1992). Atribui-se a este tecido a funcdo de protecéo
mecanica, absorcdo e reducdo da perda de agua pelo coOrtex das raizes aéreas de
orquideas (Arditti, 1992).

No cortex radicular das orquideas das trés regides podem ser reconhecidas, a
saber, exoderme, parénquima cortical e endoderme (Figuras 4). A exoderme, a camada
mai s externa do cortex, é uniestratificada (Figuras 4 B e C), constituida por dois tipos de
células, uma tangencialmente mais alongada, cuja parede é espessa, e a outra, mais curta
e de parede delgada, denominada de célula de passagem. Essas células permitem o
transporte de agua e nutriente via simplasto. Em E. secundum, nas células de passagem,

foram observados os tilossomos (Figura 4 C), asssm como observado por Silva (2005).
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Figura4.

Caracterizagdo do sistema radicular das especies estudadas. (A) Segdo
transversal de Zygopetalum mackaii mostrando a colonizacdo do cortex
radicular. (B) Secéo longitudinal de Z. mackaii destacando a exoderme e
o velame. (C) Secéo longitudinal de Epidendrum secundum destacando o
tilossomo e o0 espessamento das céulas exodérmicas. (D) Secéo
transversal de E. secundum destacando a endoderme, célula de passagem,
cilindro vascular. co: cortex radicular; cp: célula de passagem; cv:
cilindro vascular; ed: endoderme; ex: exoderme; ti: tilossomos; ve:
velame. Escala: 500 pum (A); 20 um (B e D); 10 um (C).
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O espessamento da parede das células da exoderme, em E. secundum € do tipo “O” eem
Z. mackaii do tipo “U” (baseado em Arditti, 1992). As células do parénguima cortical
de ambas as espécies sdo poliédricas e 0 arranjo € compacto (Figura4 A).

Cristais do tipo réfides foram observados dispersos em todo o cortex (Figura 5
A), estando mais presente a por¢do apical da raiz. Graos de amido foram observados no
parénquima de reserva (Figura 5 B), confirmada pelo teste do lugol (Johansen, 1940).
Os gréos de amido estavam presentes somente em células ndo colonizadas, mas
indistintamente em raizes colonizadas ou ndo. Cloroplastos foram observados em
células da periferia do cortex de raizes aéreas das duas espécies estudadas (Figuras 5 C
e D). Em raizes aéreas de orquideas € comum a presenca de cloroplastos, mas na
literatura consultada ndo foi encontrado nenhum relato sobre a presenca de pelotons em
raizes clorofiladas como observado neste trabalho (Figuras 5 C e D). A presenca
colonizacdo em células clorofiladas (Figura5 C e D) € condizente com ainformacdo de
gque os processos fotossintéticos e micotréficos ocorrem simultaneamente e
aparentemente sdo independentes (Rasmussen & Whigham, 2002).

A endoderme é congtituida apenas por uma camada de células de paredes
espessas do tipo “O” e também células de parede delgada, que constituem as células de
passagem da endoderme (Figura 4 D). A estrutura anatbmica descrita confirma os
resultados obtidos por Silva (2005), durante o estudo anatbmico de espécies de

orquidesas realizado naregido do “ Totem Deitado”.

3. Colonizacao, formacéao e degradacao do peloton

O velame mostrou-se colonizado, apresentando o crescimento micelial dos
fungos em toda a sua extensdo (Figura 6 A) pelos fungos micorrizicos do grupo
rizoctoniéide. Essa distribuicéo tem sido observada em fungos associados as espécies de
orguideas tropicais (Richardson et al., 1993; Pereira, 2005a; 2005¢), mas ndo é comum
em espéci es temperadas (Rasmussen, 1995).

Fungos endofiticos, cuja morfologia esta de acordo com a descri¢éo dos “dark
septated fungi” (DSF) (Barrow & Aaltonen, 2001) também foram observados
colonizando o velame de Z. mackaii (Figura 6 B). Segundo Barrow & Aaltonen (2001)
0s DSF estdo adaptados a plantas de ecossistemas aridos, passiveis a condi¢fes de
déficit hidrico e estresse nutricional. Os autores observaram a colonizagdo por DSF em
plantas crescendo em regides de escrubes e campos aridos no sudoeste dos Estados

Unidos da América. Fungos DSF também foram observados no sistema radicular de
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Figurab.

Caracterizacdo do sistema radicular das espécies estudadas. (A) Presenca
de cristais tipo réfites em Zygopetalum mackaii. (B) Presenca de
granulos de amido em Epidendrum secundum. (C) Presenca de
cloroplastos em E. secundum. (D) Presenca de cloroplastos em Z.
mackaii. am: granulos de amido; cl: cloroplastos; co: cortex radicular;
pe: pelotéo; ve: velame. Escala: 10 um (A, B e D); 20 um (C).



Figura6.

Colonizagdo do sistema radicular de Zygopetalum mackaii. (A) Secdo
longitudinal mostrando o crescimento de hifas fangicas entre as células
do velame. (B) Secéo longitudinal mostrando as estruturas de fungos
endofiticos na regido do velame. (C) Secéo transversal mostrando a
penetracéo de hifas via pélo radicular. (D) Secdo transversal mostrando
a penetracdo das hifas via células epidérmicas. co: cortex radicular; ef:
endofitico; ex: exoderme; hi: hifas;, pr: pélo radicular; ve: velame.
Escala 50 Om (A, CeD); 20 Om (B).
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Croton migrans Casar (Euphorbiaceae) crescendo na sub-serra “Totem Deitado”
(Vitarelli, 2006), entretanto, nenhum estudo para confirmar se os DSF encontrados no
Croton e em Zygopetalum pertencem a uma mesma espécie foi ainda realizado.

A infeccdo das raizes ocorre via pélos radiculares (Figura 6 C) ou diretamente
pelo velame (Figura 6 D). Uma vez préximo a exoderme os fungos preferencialmente
penetram via célula de passagem (Figura 7 A, B e C). N&o foi observada a existénciade
célula de passagem colonizada, possivelmente ndo ha a formacdo de pelotons, assim
como ndo tem sido observada presenca de arbusculos ou vesiculas nessas células, nas
associacOes micorrizicas do tipo arbuscular (Peterson et al., 2004). Essas células
permitem, portanto, além da passagem de agua e nutrientes, a penetracdo do fungo nas
células corticais. 1sso sugere que as orquideas controlam o processo de infeccéo e que o
fungo esté adaptado a esse controle (Arditti, 1992).

Em Z. mackaii, embora raramente, a infeccéo foi também observada via células
exodérmicas, na porcado radicular préxima ao meristema (Figura 7 D). O fato das células
exodérmicas proximas ao meristema apical ndo apresentarem as paredes espessadas,
provavelmente pode contribuir parafacilitar a penetracdo da hifa fingica

A colonizacdo foi observada em todo o coOrtex, com excecdo da regido
meristematica e da endoderme. Em Z. mackaii toda a extensdo daraiz, desde o apice até
a porcdo distal se encontrava colonizada. Em E. secundum a colonizagdo se mostrou
menos intensa, espacada, sem qualquer padréo de colonizagdo ao longo daraiz.

Varios pontos de colonizacdo foram observados em um mesmo fragmento
radicular. Essa observagéo foi assumida como indicacdo de que essas plantas séo
colonizadas por propagulos de fungos do solo, e ndo somente por fungos associados
desde a germinacdo. O fungo responsavel pelo processo de germinacdo necessariamente
ndo € o mesmo da fase adulta (McCormick et al., 2004; Peterson & Massicotte, 2004),
assim como, diferentes espécies de fungos podem colonizar concomitantemente o
mesmo sistemaradicular (Zelmer et al., 1996).

Aparentemente, quando uma hifa invade a célula, ocorre o enovelamento e a
formagéo do peloton. Quando completamente desenvolvido, o peloton pode ocupar todo
o volume celular (Figura 8 A e B). A partir desses pelotons, novos pelotons séo
formados e todo o cortex pode ser colonizado, sendo a colonizacdo célula-a-célula, ndo
se observando estrutura intercelular (Zelmer et al., 1996; Peterson et al., 2004). A
presenca de somente células colonizadas por pelotons intactos foi verificada apenas nas

porc¢des radiculares cuja colonizacdo encontrava-se em estadio inicial (Figura7 A).
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Figura?.

Colonizacéo do sistema radicular. Passagem da hifa para as células do
cortex via célula de passagem da exoderme em Epidendrum secundum
(B) e Zygopetalum mackaii (A e C) e via célula exodérmica em Z.
mackaii (D). co: cortex radicular; cp: célula de passagem; ex: exoderme;
hi: hifas; ve: velame. Escala: 20 OO0m (A, CeD); 10 Om (B)
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Figura8.

Formacdo e degradacdo dos pelotdes. (A) Secdo tranversal de
Epidendrum secundum mostrando cortex colonizado com pelotfes
intactos. (B) Secdo longitudina de Zygopetalum mackaii destacando
células totalmente ocupadas por pelotdes. (C) Secdo longitudinal de Z.
mackaii destacando a degradacdo do pelotdo. (D) Secdo longitudinal de
E. secundum destacando hifas intactas conectando os pelotdes
degradados. Escala: 200 Om (A); 10 Om (B, C e D). hi: hifa; pe:
pelotéo; ve: velame
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O estadio de degradacéo inicia se por uma deformacdo de todo o peloton, seguido por
uma reducdo uniforme de seu volume e formacdo de uma massa, onde ndo mais é
possivel distinguir as hifas (Figura 8 C). A degradacéo uniforme do contetido fungico
foi também observada em Caladenia formosa (Huynh et al., 2004), Epidendrum
rigidum, Isochillus lineares, Maxillaria marginata, Oncidium varicosum, Oceoclades
maculata e Polystachia concreta (Pereira, 2005a). Ao contrério, em Spiranthes sinensis
(Uetake et al., 1997) a lise inicia se no centro do peloton e, posteriormente, todo o
contelido se degrada e permanece preferencialmente no centro da célula. A massa de
hifas remanescente ndo perde por completo a sua atividade (Figura 8 D). Ela pode servir
como inéculo para futura reinfeccéo (Uetake et al., 1997). Os pelotons apresentam-se
conectados, mesmo depois da degradacdo e reducdo de tamanho (Figura 8 D).
Rasmussen & Whigham (2002) observaram em Tipularia discolor que o peloton era
totalmente consumido, ao contrario dos resultados obtidos neste trabalho, onde o tota
consumo do peloton ndo pode ser observado. Observa-se, portanto, que essa
caracteristica pode estar relacionada com arelagdo planta-fungo em associacao.

Em ambas as espécies estudadas, observaram-se pel otons degradados e intactos,
concomitantemente, ndo se observando um padréo definido de distribuicdo, como o
relatado por Pereira et al. (2005b), onde os pelotons ndo degradados estavam
localizados proximos a exoderme e os pelotons degradados na regido mediana e interna
do cortex. Em razéo das observacdes efetuadas infere-se que nessas espécies 0 modelo
observado representa eventos individuais de colonizacdo uma vez que ndo ha
distribuicdo espacial definida (Zelmer et al., 1996).

Na literatura consultada, as informacGes sobre os primeiros estadios de
colonizacdo sdo referentes a observagdes in vitro de sementes e protocormios (Peterson
et al., 1998; Uetake et al., 1997). Atuamente, as novas técnicas de estudos
desenvolvidas permitem a observagao do processo de infeccdo no campo (Rasmussen &
Whigham, 1993; Brundrett et al., 2003), mas, ainda assim, restringem se a observacéo

da colonizacdo da semente e do protocormio.

4. Colonizagdo micorrizica

Em todas as coletas, de todas as &reas, observaram-se fungos micorrizicos
associados as raizes das plantas hospedeiras, inclusive naguelas que apresentavam o
sistema radicular exposto, como é o caso de Epidendrum secundum crescendo sobre

rochas (Tabela 3). Assim, esta informacdo entra em contradicdo com as observacoes
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feitas por Rasmussen (1995) em relacdo as orquideas terrestres e de Rivas et al. (1998)
em orquidea epifita, onde as raizes aéreas ndo apresentavam colonizagdo, mostrando
gue em condicdes deste estudo as orquideas em questdo sdo altamente dependentes da
associagdo micorrizica.

A metodologia proposta por Trouvelot et al. (1986) com as ateracdes aplicadas
foi utilizada com sucesso como alternativa para quantificar a colonizacdo micorrizica
em orquideas (Tabela 3). Entretanto, ha necessidade de desenvolvimento de métodos
préprios que definam o procedimento de coleta e quantificacdo da colonizacdo
micorrizica em orquideas, a fim de obtermos resultados mais claros quanto a dinadmica
da associacdo e a dependéncia dos simbiontes a associagdo. A determinacdo de uma
metodologia auxiliaria também trabalhos que visam observar a influéncia de diversos
fatores na colonizacdo, ndo somente de raizes de plantas adultas, como também de
sementes e protocormios.

Em micorriza de orquideas é avaliada a atividade micotréfica da espécie pela
relacdo e intensidade dos pelotons intactos e dos degradados (Rasmussen & Whigham,
2002), pois o fluxo de nutrientes é considerado unidirecional, sendo a planta o Unico
beneficiario (Brundrett 2002; Brundrett et al., 2004; Julou et al., 2005), enquanto em
micorriza arbuscular é avaliada a atividade micorrizica através da observacéo da
presenca de arbusculos (Trouvelot et al., 1986), pois sG0 as estruturas responsaveis
pelas trocas entre os simbiontes (Peterson et al, 2004).

A freguéncia colonizacdo (F%) ndo variou com a época do ano (Tabela 3),
contrastando com as informagdes observadas para Lepanthes rupestris em Porto Rico
(Bayman et al., 1997) e Goodyera pubescens, Galearis spectabilis e Liparis lilifolia nos
Estados Unidos (Rasmussen & Whigham, 2002) onde a sazonalidade pode ter forte
influéncia sobre a frequiéncia de colonizag&o. Entretanto, a caracteristica da area onde as
populagbes de orquideas estdo estabelecidas influenciou a F% (Tabela 3). Em E.
secundum observou-se que a freqiiéncia de colonizacdo foi maior quando as orquideas
estavam crescendo diretamente sobre as rochas, &rea 3, e também em Zygopetalum
mackaii, que crescia sobre a rocha (érea 4), em conjunto com crescimento rasteiro de
monocotiledéneas. Em E. secundum crescendo entremeadas as Veloziaceae (area 1) e
também na camada de substrato organico (area 2) foi menor, provavelmente em razéo
de o sistema radicular encontrar-se protegido permitindo uma maior retencdo de agua e
nutrientes. Por esse resultado infere-se que o sistema radicular exposto as alteracdes
climaticas, especialmente a radiacdo solar e em substrato com baixa capacidade de

retencdo de agua e nutrientes, apresenta uma maior dependéncia pela associ acao.
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Tabela3 Percentagem de colonizacdo de raizes de Epidendrum secundum e
Zygopetalum mackaii por fungos micorrizicos coletados de diferentes areas
e diferentes épocas do ano. Média a partir de 120 repeticoes.
Area*  Espécie Epoca do ano
Ago-2004 Nov-2004 Jan-2005 Abr-2005 Jul - 2005
Frequéncia de colonizacdo (F%)
1 Esecundum  47,78b 63,33 b 72,26 b 57,78 b 52,32b
2 Esecundum  80,00b 64,45 b 66,27 b 59,19 b 65,56 b
3  E.ssecundum 100,00 a 93,33a 90,00 a 96,67 a 93,75a
4  Zmackai nc** 91,11 a 87,78 a 58,89 a 91,11 a
Intensidade global (M%)
1 Esecundum 34,82bA 2470bB 21,90bC 1952bD 11,83bE
2 Esecundum 366bD 1842bB 17,73bB 1358bC 21,82bA
3 E.secundum 9143 aA 21,23aC 20,23aD 20,07raD 34,38aB
4  Zmackaii nc 2828bB 10,07bD 1686bC 37,64bA
I ntensidade de pelotons intactos nos fragmentos radicular es (p%)
1 E.secundum  11,48b 427b 9,06 b 0,31b 25,13b
2  E.secundum 291b 2,05b 21,66 b 1,79b 12,67 b
3 E.secundum 0,74b 8,02b 792b 527b 891b
4  Zmackaii nc 18,32 a 34,16 a 56,81 a 23,79 a
Riqueza dos pelotonsintactos no cortex (P%)
1 E.secundum 2,84b 2,12b 526b 0,90b 0,32b
2  E.secundum 0,13b 0,32b 395D 0,16 b 1,15b
3  E.secundum 0,68b 1,70b 1,60 b 1,06 b 3,06b
4 Z.mackaii nc 6,50 a 2,90a 6,43 a 9,38a

*Caracterizagdo das areas conforme Tabela 1. ** nc = ndo coletado. Médias seguidas de letras
minuscul as diferentes entre as linhas e letras maiUlscul as diferentes entre as colunas, dentro da
mesma caracteristica avaliada, diferem entre si pelo teste Scott — Knott a 5% de significancia.
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As condigBes climéticas (Figura 1) influenciaram a intensidade global de
colonizacdo (M%) (Tabela 3). Assim, verificaase que em periodos de menor
precipitacdo (julho a agosto) esse valor foi maior, donde se infere que nesse periodo as
plantas hospedeiras sdo mais dependentes dos fungos micorrizicos. Apesar de Z.
mackaii estar também crescendo sobre as rochas, a presenca de monocotileddneas
parece proteger o sistema radicular e, consequentemente a associagdo. Alguns autores
sugerem que o micotrofismo segja um suplemento a fotossintese uma vez que, além do
suprimento de nitrogénio e fésforo, a planta também é suprida de carbono (Gebauer &
Meyer, 2003; Peterson & Massicotte, 2004; Julou et al., 2005). A presenca colonizagao
em células clorofiladas (Figura 4 C e D) é condizente com a informacdo de que os
processos ocorrem simultaneamente e aparentemente sdo independentes (Rasmussen &
Whigham, 2002).

Considerando a época de florescimento de E. secundum (janeiro a abril/2005) e
de Z. mackaii (novembro/2005), periodos de maior precipitacdo (Figura 1), verificou-se
gue ndo houve uma maior freqiiéncia de colonizacdo, nem alteracdo na intensidade de
pelotons degradados. Essa informag&o contrasta com o que foi observado em Tipularia
discolor, onde a fase de florescimento e frutificacdo apresentou consideravel influéncia
na colonizagdo micorrizica (Rasmussen & Whigham, 2002).

A associacdo com fungos micorrizicos permite as orquideas persistirem em
diversos habitates e € responsavel por sua ocorréncia por todo mundo (Arditti, 1992).
Contudo, é importante obter informagdes sobre a dependéncia das diferentes espécies
aos fungos micorrizicos e, assim, poder compreender melhor como algumas espécies
s80 mais competitivas e persistentes, enquanto outras sdo tdo raras e de ocorréncia
esporadica.

A compreensdo do processo de colonizagdo, a identificacdo dos fungos
associados a orquideas e o entendimento do papel desses fungos na natureza podem
contribuir para futuros programas de micorrizacdo controlada em projetos de

reintroducéo de orquideas na natureza e horticultura.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

- O género Epulorhiza predomina como fungo micorrizico de Epidendrum secundum e
Zygopetalum mackaii crescendo na sub-serra® Totem Deitado”;

- A morfologia das micorrizas de Z. mackaii e E. secundum é semelhante e é do tipo
Tolipofégico;

- Células clorofiladas podem ser colonizadas por fungos micorrizicos,

- A colonizagdo iniciase pela entrada da hifa pelos pélos radiculares ou células
epidérmicas, passam pelas células do velame, entram via célula de passagem para
colonizar o cortex.

- A condicdo climética influencia a colonizagdo micorrizica em E. secundum e Z.
mackaii;

- As micorrizas desempenham um papel crucial no estabelecimento e no
desenvolvimento das orquideas, nessas areas de condicdes ambientais extremas, como a

da sub-serra“ Totem Deitado”.
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