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RESUMO

NOGUEIRA, Ricardo Eustaquio, M.S., Universdade Federd de Vicosa, agosto de
2004. Caracterizacdo morfolégica e molecular de fungos micorrizicos de
orquideas. Orientadoraa Maria Caaina Megumi Kasuya Consdheros
Mauricio Dutra Costa e Elza Fernandes de Araljo.

As micorrizas s80 associacies condderadas obrigatdrias para as orquideas
gue ocorrem em ecossstemas naturals, pois este grupo de plantas depende dos
fungos tanto para a germinacdo quanto para 0 seu estabelecimento. O conhecimento
da biodiversdade dos fungos que redlizam a associagcdo micorrizica com espécies de
orquidess brasileiras pode ser de grande importéncia para futuros programas de
reintroducdo, conservacao e mango dessa espécie vegetd. Assm, este trabaho teve
por objetivo caracterizar morfologica e molecularmente adguns isolados fungicos, do
grupo rizoctonidides, de orquideas neotropicais das regides do Quadrildtero Ferrifero
e Zona da Mata no Estado de Minas Gerais. As caracteristicas morfolGgicas se
mogtraram suficientes para a classficacdo de isolados em nivel de género, os quas
foram classficados como pertencentes aos géneros Ceratorhiza e Epulorhiza. A
caracterizacdo morfologica permitiu a congtrucdo de um fenograma mas néo definir
wuas dinidades filogenétices. Nove isolados tiveram o espacador interno transcrito
do rRNA seqlenciado, confirmando as suas identificagbes como pertencentes aos
géneros Ceratorhiza e Epulorhiza. Suas afinidades em relacdo a outros isolados com
sequéncias depositadas no GeneBank foram estimadas por meio de métodos

filogenéticos. Os resultados demongtram grande diversidade genética destes fungos



no Brasl, uma vez que os diferentes isolados obtidos neste trabaho agruparam-se a
diferentes clados descritos em estudos com fungos rizoctoniGides de outras regides
do mundo. N&o pode ser determinada nenhuma relacdo de especificidade entre os

isolados fuingicos e as plantas hospedeiras.



ABSTRACT

NOGUEIRA, Ricado Eustiguio, M.S., Universdade Federd de Vigosa, August
2004. Morphological and nolecular characterization of orchids mycorrhizal
fungi. Adviser: Maria Caarina Megumi Kasuya. Committee members. Mauricio
Dutra Costa and Elza Fernandes de Araljo.

Mycorrhizal association can be conddered obligates to orchids in naturd
ecossystems, since this group of plant depends on the fungi to both germination and
dablisment in naturd conditions. The biodiversty of orquids mycorrhiza fungi is
the great importance to future programs of rentroduction, conservation and
management of this plant species. So, the objective of this work was to characterize
mycorrhizal  fungi, belonging to rizoctoniods groups, morphologicadl  and
mollecuarlly, isolaed from neotropica orquids from Quadrildero Ferrifero and
Zona da Mata of Minas Gerais State, Brazil. Morphologica characteristics were
aufficient to dasdfy the isolates to Genus leve, which were dassfied as beonging
to Ceratorhiza and Epulorhiza. Usng morphologica characteristics it was possble
to build a phenogram but not to define phylogenetics dfinities. Nine isolates was
sequenced using ITS of rRNA, confirming their identity as Ceratorhiza and
Epulorhiza. The &finities to another isolates, which have the sequences deposited in
GeneBank, were edtimated by phylogenetic methods and showed high diversty of
these group of the fungus in Brazl, snce different isolates used in this work
agrouped to digtint clade compared to that described in another regions of the world.
It was not possble to determine any specificity relaionship between isolates of the
fung and hogt plants.



1. INTRODUCAO

Orchidacese € uma das maiores familias dentro das angiospermas e Suas
espécies eddo didribuidas globdmente em véios habitas Estima-se que no Brasl
exigam entre 2500 e 3000 espécies didribuidas por todos os biomas. Destas
epécies, 147 estdo incluidas em ligtas oficias de epécies ameacadas de extingo,
sendo que, 43 espécies foram incluidas na Lista Vermelha das espécies ameagadas
de extingdo do Estado de Minas Gerais. Vé&ias espécies de orquidess atraem a
atencdo de colecionadores e da indidria de plantas ornamentais no mundo. O
mercado mundial movimenta cerca de 210 milhdes de délares em orquideas por ano,
sendo a Tailéndia o maior produtor, exportando mais de 26 milhdes de dblares por
ano. O mercado brasileiro movimenta cerca de 70 milhdes. Apesar do crescimento de
25% a0 ano na producdo de orquideas, a producdo nacional atende a apenas 25% da
demanda interna. No ano de 2003, o Brasl exportou cerca de 79 mil dblares,
embarcando quase 9000 unidades para diversos paises. A indidtria brasileira ainda
necessita de muitos subsidios cientificos para que 0 pais possa dingir cifras
econdmicas condizentes com a grande diversdade biolégica e potencid ornamend
gpresentado pelafamilia Orchidaceae no pais.

Embora exista grande diversdade morfolégica e reprodutiva neste grupo,
uma caracteristica compartilhada por todos os seus representantes é a producdo de
sementes muito pegquenas que, sob condigdes naturals, como regra, tém que e
associar Smbioticamente a fungos micorrizicos para que ocorra a germinagéo. No

Brasl os estudos sd0 poucos e iniciaramse nesta década. O conhecimento da



biodiversdade dos fungos que redizam a associagdo micorrizica com espécies de
orquidess brasileiras é de grande importancia para programas de reintroducéo,
conservacdo e mango dessas especies. Assm, este trabalho teve por objetivo redizar
a caacteizacdo morfologica e molecular de dguns isolados fungicos, do grupo
rizoctonidides, de orquideas das regifes do Quadrildero Ferrifero e Zona da Mata no
Estado de Minas Gerais.



2. REVISAO DA LITERATURA

Orchidacese € uma das maiores familias dentro das angiospermas e Suas
epécies extdp didribuidas globdmente em vaios habitats. Embora exiga grande
diversdade morfologica e reprodutiva neste grupo, uma caracteristica compartilhada
por todos 0s seus representantes € a producdo de sementes muito pequenas que, sob
condigbes naturals, como regra, tém que se associar Smbioticamente a fungos
micorrizicos para que ocorra a germinacdo (Arditti, 1979; Benzing, 1981,
Rasmussen, 1995). Outra carecteristica Unica desta familia € a presenca de uma
edrutura parenquimatosa, 0 protocdrmio, que se origina a partir da semente e da
origem, poderiormente, a plantula Esta estrutura se desenvolve a partir do embrido
e a medida que aumenta em tamanho, originarda 0 meristema apicd e as raizes
adventicias. Embora muitas espécies de orquidess sgjam tipicamente autototroficas
ap0s 0 estabelecimento da plantula, o estédio de protorcormio € caracteristicamente
heterotréfico. As orquideas aclorofiladas sdo micoheterotréficas durante todo o ciclo
de vida, sendo dependentes dos smbiontes fungicos para aquisicdo de nutrientes
durante a formagdo do protocdrmio, estabelecimento da plantula e fase adulta Os
fungos envolvidos nestas associagles Sd0 capazes de degradar carboidratos
complexos que existem no solo e fornecer aos protorcormios heterotroficos agucares
amples para que sgam utilizados no crescimento e na diferenciacdo dos sSstemas
caulinar eradicular (Peterson et al., 1998).

Véios aspectos da associacd0 micorrizica em  Orchidacese vém  sendo
abordados por pesquisadores em varias regifes do mundo. As informagdes



provenientes destes estudos tém permitido um melhor entendimento de processos
fundamentais para 0 estabelecimento desta associacdo. Atudmente, ha disponivels
informagdes sobre a formacdo e ontogenia da micorriza, exploragdo dos recursos
nutricionals pelos organismos, ecologia e dgematica dos smbiontes envolvidos
nesta associacdo. Dessa forma, o objetivo desta reviso é abordar e discutir aguns
destes aspectos, desde a estrutura da associacdo até os estudos que vem sendo
redizados para a taxnomia de fungos rizoctonidides, o grupo mas comumente
encontrado em associacdo com as orquidess.

O controle da invasdo das hifas nos tecidos das orquidess é tradicionalmente
aribuido a producéo de fitodexinas, encontradas no sstema radicular e rizomes.
Apenas recentemente foi demonstrada a presenca dessas  substéncias em
protocormios (Beyrle et al., 1995). A invasio fungica e a colonizacdo dos tecidos das
orquidess induzem a producdo de fitodexinas (Gehlert & Kindl, 1991, Reinecke &
Kindl, 1994a,b).

Durante a germinacéo smbidtica, as células do parénquima presentes no
embrido sfo penetradas por hifas que surgem a partir das cdlulas suspensoras, da
base de tricomas epidérmicos ou de cdulas adjacentes ja colonizadas durante os
esédios iniciais de desenvolvimento do protocormio (Uetake et al., 1992). Uma
Unica hifa normamerte entra na célula e, a partir deste ponto, ocorrem mudancas na
hifa e na cdula vegetd invadida. Iso indica que exige edreita rdacéo entre os
smbiontes durante o0 estabelecimento da associacdo micorrizicaa. Nem todas as
céulas do embrido/protocormio sdo colonizadas. Céulas na extremidade cdazd, em
que s desenvolvera o meristema gpicd, ndo sfo invadidas pela hifa Sugere-se que o
fungo possa desencadear a germinacéo pela producdo de compostos estimulantes ou
por possuir plasmideos com genes necessarios para 0S eventos de germinacdo
(Arditti et al., 1990).

Dois tipos de micorrizas de orquidess tém sdo reconhecidos, a tolipofégica,
encontrada na grande maioria das espécies, e a ptiofdgica, apenas observada em
orquidess tropicais dtamente micotrdficas (Rasmussen, 1995). A Ultima mantém-se
como um fendmeno ainda obscuro, uma vez que, guds 0 primero relato (Burgeff,
1936), cinco décadas se passaram até que novos estudos pudessem esclarecer aguns
aspectos desse tipo de associagdo (Rasmussen, 1995).

Em Gastrodia €elata, orquidea que forma micorriza ptiofagica, as hifas de
Armillaria mellea estendem-se como estrias a0 longo das raizes em canais corticais



(Wang et al., 1997). Edtes canais desenvolvem-se a partir das células de passagem da
exoderme radicdar. As cdulas do cortex externo funcionam como céulas
hospedeiras, havendo a formacdo de novelos de hifas que persistem, e o cortex
interno contém as céulas de digetéb. Quando a hifa entra em uma cdula de
digestéo, uma interface é formada entre o plasmalema da planta e a parede da hifa.
Vesiculas déronlicidas com propriedades lisossdmicas passam pelo plasmaema e
s liberadas na interface de contato. Subseglentemente, vesiculas eétron-densas
gparecem ao longo do plasmaema da planta e se dongam para formar um sstema
radid tubular em torno da hifa Inferese que estas vesiculas sd0 endociticas e
contém produtos da dissolucdo das hifas.

Segundo Burgeff (1936), a caracterigtica didtintiva na ptiogagia é a lise da
extremidade (ponta) da hifa intracelular e a liberacdo do seu contelido, enquanto na
micorriza tolipofégica ocorre 0 colapso e a degradacéo tota da hifa Com o advento
dos estudos de microscopia eletronica esta descricio pode necesstar  de
modificagbes. No entanto, ndo existem dlvidas que a ptiofagia difere claramente do
bem conhecido padréo tolipofégico, sga nas caracteristicas histoldgicas (formacdo
de canais de passagem na ptiofagia) ou na ultraestrutura do processo digestivo (tubos
endociticos e pinocitose dos fragmentos das hifas na ptiofagia).

Na micorriza tolipofagica, as hifas da espécie fungica compativel crescem
vigorosamente dentro das cdulas parenquiméticas e formam estruturas chamada
pelotdo que se assemelha a um noveo de hifas. As hifas podem apresentar
ramificagbes e anastomose dentro das cdulas (Hadley et al., 1971) e, quando
completamente desenvolvido, o pelotdo pode ocupar quase todo o volume celular. O
enovelamento e as ramificagbes fornecem uma grande aea de contato entre os
smbiontes (Hadley, 1982). A parede cdular das hifas formadoras de pelotbes é
gerdmente fina (Uetake et al., 1992) e pode aparecer como uma estrutura de duas
camadas (Hadley et al., 1971). Também sdo observadas protuberéncias na superficie
externa da hifa intracdular que esta em contato com a membrana plasmética do
hospedeiro (Hadley et al., 1971). Estas edtruturas ainda ndo foram observadas em
outros trabalhos ultraestruturais (Peterson et al., 1998). O citoplasma contém muitas
mitocOndrias, outras organdas e ribossomos (Hadley et al.,, 1971).
Conseqlientemente, estas hifas aparecem dérondensas quando vistas por
microscopia eletronica (Peterson & Currah, 1990; Uetake et al., 1992) e densamente
coradas com técnicas usuais para microscopia 6tica (Hadley et al., 1971; Peterson &



Currah, 1990; Uetake et al., 1992). E comum se observar, em cortes de protocormios,
céulas com pelotdes em véios estédios de formagdo e degeneracdo. Também, dentro
de uma célula do protocormio, agumas regides do pelotéo podem aparecer viaves
enquanto outras estéo vacuoladas e sofrendo colgpso (Rasmussen, 1990; Peterson &
Currah, 1990). Ndo esta claro se a degeneracdo dos pelotbes é resultado de autdlise
ou da acdo de enzimas hidroliticas dentro das cdlulas dos protocdrmios (Williamson,
1973).

Os pelotdes e a massa de hifas degradadas estéo separados do citoplasma das
cdulas hospedeiras por uma membrana (membrana perifingica) e por uma meatriz
interfacia (Hadley, 1982; Peterson & Currah, 1990; Richardson et al., 1992; Uetake
et al., 1992; Peterson et al., 1996). Pouco se sabe a respeito das caracteristicas
fidologicas desta membrana, mas recentemente mostrorse em protocormios de
Soiranthes sinensis colonizados por Ceratobasidium cornigerum que a membrana
circundante a0 pelotéo tinha muitas caracteristicas de coloragdo em comum com a
membrana plasmética das cdlulas hospedeiras (Uetake & Ishizaka, 1996). Todavia,
uma carecterigtica didtintiva gpresentada pela membrana do hospedeiro era a dta
dividade da enzima adenilato cicdase, sendo que, na membrana perifingica esta
aividade estava ausente (Peterson et al., 1996). Técnicas utilizadas para demonstrar
a presenca de b-1,3 glucanos, cdulose e pectinas mostraram que na matriz interfacia
a0 redor do pelotéo intacto estes componentes ndo estavam presentes (Peterson et al.,
1996). Nas paredes das hifas formadoras de pelotdes foi demonstrada a presenca de
b-13 glucanos. Curiosamente, na matriz interfacia que circundava os pelotdes
degradados estavam presentes b-1,3 glucanos, celulose e pectinas (Peterson et al.,
1996).

A guantidade de enzimas digestivas € muito maior em tecidos infectados que
em n&o infectados, sendo que foram verificadas a presenca de peroxidases, glutamato
desdrogenases, esterases e maato desidrogenases na lise dos pelotbes (Senthilkumar
et al., 2000).

Os cinco maiores grupos taxondmicos dos basidiomicetos estéo representados
como micorrizicos orquiddides. Muitos fungos anamorficos s relacionados ao
género Rhizoctonia DC sensu lato (Roberts, 1999). Agaricanae esta representada
entre os smbiontes de orquideas por Armillaria (Cha & Igarashi, 1996) e Mycena
(Fan et al., 1996; Lan et al., 1996), Hericianae e Thelephoranae estéo representadas



por Russulaceae e Thelephoraceae (McKendrick et al., 2000a,b; Taylor & Bruns,
1997) e “Hymenochaetanae” por Erythromyces (Umata, 1995, 1998a,b).

O género  Rhizoctonia sensu lato arange fungos anamorfos,
taxonomicamente diversos, pertencentes a diferentes ordens de basidiomicetos
(Andersen, 1996). Muitas espécies sB0 importantes fitopatdgenos, particularmente
aguelas com teleomorfos nos géneros Thanatephorus e Ceratobasidium. Espécies
que fazem associagBes micorrizicas com a familia Orchidacese também tém sdo
relacionadas a estes e outros géneros teleomorfos de Rhizoctonia s. I. (Andersen &
Rasmussen, 1996).

Embora os estados perfeitos para muitas espécies de Rhizoctonia s. |. sgam
conhecidos, a indugdo do tedeomorfo tem sdo um dos principais problemas nestes
fungos (Sneh et al., 1991). A inducdo da esporulacéo e determinacdo dos teleomorfos
de “rizoctonias’ associadas a orquidess € de extrema importéncia para a taxonomia
do grupo. No entanto, 0 sucesso na inducéo da fase sexuada é dificil, sendo que,
adguns isolados obtidos de hospedeiros da Audrdia e GréBretanha tiveram seus
teleomorfos determinados por meio do méodo de cultivo em &gar-extrato de solo
(Warcup & Tabot, 1967; 1971; 1980). Outro método utilizado com sucesso para a
obtencdo do estadio basidid para Thanatephorus consstiu no crescimento em agar
fuba (CMA, Difco) e incubacéo sob condigdes especificas (Currah, 1986).

Quando o estado tddeomorfo surge em cultura, ha a manifestacdo de véarias
caracteristicas necessarias para a distingdo entre os géneros Thanathephorus e
Ceratobasidium. As mais importantes sfo a forma e natureza da conexd da basidia a
cdula que a sugenta, forma e comprimento do esterigma e nimero de nulcleos por
cdula vegetativa. Thanatephorus tem a basdia em forma de baril, as quais o
gproximadamente do mesmo didmetro das hifas que as suportam. Também possuem
ederigma reoluto e curvado e céulas vegetativas multinucleadas. As baddias de
Ceratobasidium s80 mais largas que as cdulas que as suportam e gpresentam-se de
infladas a globosas, sendo muitas vezes papiladas. O esterigma € longo, curvado e
delgado. As células vegetativas sdo binucleadas (Currah, 1986).

Uma edratégia adiciond que vem sendo muito utilizada para a delimitacdo de
grupos dentro de Rhizoctonia s. |. envolve a andise dos grupos de anastomose (AG)
das hifas, ou sga, quando dois isolados sd0 pertencentes a0 nesmo grupo AG, suas
hifas sBo capazes de se fundirem (Carling, 1999). Quando isolados de Rhizoctonia
S0 pareados a uma disténcia de 2 a 3 cm em uma placa de Petri contendo meio de



cultura ou em uma lamina para microscopia, seus micdlios crescem e sobrepdem-se,
0 gue pode ser observado com o auxilio de um microscopio. Caso a fusdo de hifas
ocorra, 0s isolados petencem a0 mesmo grupo de anastomose (AG) e
freqlentemente, a atracdo entre as hifas e morte das cdulas que se fundiram sdo
observadas. Usuamente, dois tipos de fusdo ocorrem: (1) a fusdo perfeita, em que
ocorre a dissolucdo completa das paredes celulares e a conex@ dos protoplasmas e
(2) a fusio imperfeta, que é conseqliéncia da dissolucdo imperfeita das paredes
celulares e da conex&o imperfeita dos protoplasmas o0 que acarreta na morte das hifas
que se fundiram (Bhuiyan & Ara, 1994). O processo de anastomose pode ser
sumarizado como 0 crescimento das hifas, secrecdo de uma ou mais substancias
atraentes, atracdo das hifas devido a presenca destas substéncias, contato das hifas,
interrupcdo do crescimento das hifas, formacdo de projecbes semehantes a
ramificaghes, dissolucdo das paedes das hifas e findmente, conexd dos
protoplasmas (Bhuiyan & Arai, 1994).

Rhizoctonia solani possui 13 AG's. As espécies binucleadas de Rhizoctonia
sensu lato incluem 24 AG's (Sneh et al., 1991). O suporte para o conceito de grupos
de anastomose e a identificacd de subgrupos dentro de AG's especificos tem
surgido a patir de andisss por RFLP — Redriction Fragments Length
Polymorphisms, sequenciamento de genes que codificam rRNA, pelo uso da técnica
de RAPD — Random Amplified Polimorphic DNA e cariotipagem (Cubeta et al.,
1991; Vilgdys & Cubeta, 1994; Keijer et al., 1996; Kuninaga et al., 1997). No
entanto, muitos isolados ndo fazem anastomose com nenhuma das cepas das colegoes
de referéncias dos grupos AG ou, aé mesmo, com seu proprio micdio. Outros
problemas sfo a fdta de acesso as colecBes de referéncia e 0 desconhecimento de
informagBes sobre possivels hospedeiros em organismos isolados do solo, 0 que
poderiareduzir o nimero de testes a serem feitos. Em muitos casos, 0s extensivos testes de
anastomose podem requerer considerével tempo e esforco (Cubeta et al., 1991).

Véaias caracteridticas do micdio vegetativo sdo usadas para dedimitar o grupo
dos rizoctonidides. Dentre estas, a cor do micédlio, a ultraestrutura do septo, o
didmetro e angulo de ramificacdo das hifas, a constricdo nos pontos de insercéo das
ramificagbes, formagdo de clulas monilidides e a formacdo de esclerdcios sdo
citadas nos estudos taxondmicos em cinco géneros que foram definidos de acordo
com as caacteridticas ultraestruturais do septo e condicdo nuclear. No entanto,

quando se avdiou a estabilidade da morfologia com o uso de testes estatisticos, ficou



demongtrado que o didmetro das hifas € questionavel como um bom carder na
delimitacdo dos rizoctonidides, assm como, tamanho cdular ou digténcia entre as
ramificacbes. O anglo das ramificagbes e as condrigbes destas nos pontos de
insrcdo também ndo demondraram consgéncia na delimitacdo dos téxons
(Andersen, 1990).

O condderavel interesse na deimitacdo de téxons dentro do género
Rhizoctonia D.C. sensu lato resultou na publicagdo de um grande nimero de epitetos.
A escolha de nomes apropriados para espécies segue as regras do ICBN — Cédigo
Interacional de Nomeclatura Botanica e, ainda, depende de descrigbes baseadas em
caracteres tradicionais como morfologia das hifas, cdlulas monilidides, esclerécios e
hospedeiros, que sGo muitas vezes de vaor questionavel para Rhizoctonia sensu lato.
Incluindo a espécie tipo, Rhizoctonia crocorum, até o ano de 1994, um total de 7
tdxons eram considerados como publicagbes vdidas, bem descritas, reconheciveis e
referentes a Rhizoctonia D.C. sensu lato (Andersen & Stalpers, 1994). Recomenda-se
gue novas descricdes ou neotipificagdes devem ser acompanhadas pela descricdo de
todos os caracteres disponivels, com a espécie tipo devidamente preservada (holo- e
isotipo) e fotografias como documentacdo. Os caracteres incluem: ultraestrutura do
goaato do septo, nimero de nlcleos por cdula, hifas, cdulas monilidides e
esclerdcios (Andersen & Stalpers, 1994).

A divisio de Rhizoctonia sensu lato de acordo com a estrutura do septo foi
um valioso passo em direcdo a uma segregecdo néo atificid de um grupo muito
heterogéneo. Corretamente, Moore (1987) removeu “rizoctonias’ com a estrutura do
poro complexa de Rhizoctonia strictu sensu e as reagrupou em trés novos géneros
anamdficos. “Rizoctonias’ com parenteossomas imperfurados ou  pauciperfurados
cobrindo apenas a abertura do poro, ex. Sebacina vermifera Oberw., ou estrutura
completamente dolipdrica, ex. Tulasnella, foram transferidas para Epulorhiza R. T.
Moore. Atuamente, o género Opadorhiza R.T. Moore abriga as rmas anamdrficas
de Sebacina Tulasne (Moore, 1996). “Rizoctonias’ com teleomorfos pertencentes a
Ceratobasidiacese possuem parenteossoma com pequenas perfuragbes. Elas foram
colocadas em dois géneros anamorficos digtintos, os anamorfos binucleados de
Ceratobasidium em Ceratorhiza R.T. Moore e os anamorfos multinucleados de
Thanatephorus e Waitea em Moniliopsis Ruhland (Moore, 1987). Atuamente, o
género Chrysorhiza T.F. Andersen & Stapers doriga as formas anamdficas de
Waitea Warcup & Talbot (Stalpers & Andersen, 1996).



Até o momento, foram descritas seis espécies para 0 género Epulorhiza. E.
repens € reconhecida por caracteristicas de suas hifas e da col6nia como descrito por
Moore (1987), Masuhara & Katsuya (1994) e Zemer & Currah (1997). Tulasnella
deliquescens (syn. T. cadospora), o teleomorfo de E. repens, tem uma ampla gama de
hospedeiros, infectando 11 de 14 espécies testadas (Leake, 1994). Hadley (1982)
demongtrou que E. repens pode ser isolada a partir de plantas adultas de Spiranthes
dnends gue ocorriam em campos na Audrdia (Masuhara et a., 1993). E. repens
também foi isolada em associacdo com Spiranthes lacera var. lacera (Zdmer &
Currah, 1997).

Epulorhiza anaticula tem os aspectos da colbnia smilares a E. repens,
possuindo coloragdo creme, micdio submerso e aglomerados de células moniliGides
aranjados em cadeias curtas. Devido a smilaridades das caracteridticas culturais, E.
anaticula € consderada congenérica a E. repens. Todavia, a conex&o proeminente
entre as cdulas monilidides distingue este taxa de E. repens (Currah et al., 1987,
Currah et al., 1990). E. albertaensis foi descrita por Currah & Zelmer (1992). Currah
& Sherburne (1992) demonstraram que 0 septo deste tédxon tem parenteossoma
imperfurado e o téxon foi, dessa forma, classficado como uma nova espécie, a
tercera a ser descrita O teleomorfo ainda ndo foi observedo. Esta nova espécie
forma "pelotons’ Unicos nas cdulas corticas do hospedero (Currah & Zdmer,
1992).

Zdmer & Currah (1995) descreveram E. calendulina a partir de micorrizas
gue ocorriam em orquidea terrestre, Amerorchis rotundifolia. E. calendulina se
distingue das outras espécies de Epulorhiza devido a coloracéo laranja a ocre de sua
colbnia em meio batata dextrose &gar (BDA). Em meio &ar fuba (FA), cdulas
monilidides irregulares e clavadas sfo produzidas em cadeias curtas e ramificadas
gue surgem de ramificagbes laerais das hifas. As hifas, que possuem crescimento
relativamente rdpido, sBo binucleadas, 3-5 nm de largura, regularmente septadas,
com parenteossomos imperfurados e planos. A atividade de polifenol-oxidases néo
fol verificada, mas a cdulase foi produzida E. inquilina é binucleada e possui
parenteossoma imperfurado, mas difere das outras espécies pelo aspecto de 1a que
possuem suas coldnias, coloracdo marom em meos atificias e também pea
morfologia de suas cdulas monilidides, dongadas e aranjadas em cadeas
relativamente curtas (Currah et al., 1997).
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Pereira et al. (2003) descreveram E. epiphytica de micorrizas que ocorriam
em uma espécie epifita em remanescente de mata atlantica O isolados obtidos do
sstema radicular de Epidendrum rigidum e Polystachia concreta diferem das demais
espécies descritas devido a presenca de parenteossoma recurvado, caracteristica
raramente observada (Moore, 1996), e tamanho e forma das céulas monilidides.
Nesta espécie é observada a presenca de cdulas monilidides diminutas (7-10 x 89,5
nm), globdides, de crescimento irregular e superficie verrugosa.

Atudmente, os estudos taxonbmicos em Rhizoctonia sensu lato tém se
baseado principamente na utilizacdo de técnicas moleculares. Muitos trabahos tém
sdo direcionados para a classficacdo de isolados fitopatogénicos e muitas técnicas
empregadas ¢ basdam na amplificacdo e andlise do gene codificador do rRNA.
(Cubeta et al., 1991; Matsumoto et al.,1996; Kuninaga et al., 1997). Estudos
populacionais e visando a vaidacdo dos grupos de anastomose puderam ser feitos
com o advento destas técnicas (O'Brien, 1994; Cubeta & Vilgdys, 1997,
Hyakumeachi et al., 1998; Nicoletti et al., 1999) e inferéncias sobre a estrutra
genética dos grupos de anastomose e seus nivels de viruléncia foram feitas (Carling
et al., 2002). O sequenciamento da regido do espacador interno transcrito do gene
codificador do rRNA e a utilizacdo de métodos filogenéticos indicam que os géneros
Thanatephorus e Ceratobasidium possvemente sfo pardfiléicos (Gonzdez et al.,
2001).

Estudos moleculares com isolados micorrizicos s mas recentes e
abordaram vérios aspectos da interacdo. Estes trabalhos visseam a definicdo de
padrdes de especificadade entre os fungos e as orquideas (Taylor & Bruns, 1999;
Otero et al., 2002; Otero et al., 2004), a Sstemética e taxonomia do grupo (Pereira et
al., 2003; Ma et al., 2003), o desenvolvimento de técnicas moleculares (Krigtiansen
et al., 2001) e a veificacdo de interagbes multiplas exercidas pelos fungos (Sen et
al., 1999; Mckendrick et al., 2000a).

Os estudos com fungos isolados em regifes tropicas SS0 MenoSs NUMErosos.
A comunidade de endofiticos foi definida em adguns trabahos (Richardson et al.,
1993; Richardson & Currah, 1995; Bayman et al., 1997), o estudos de espécies raras
(Tremblay et al., 1998), a definicdo de padrdes de especificidade (Otero et al., 2002;
Otero et al., 2004) e asistématicaem outros (Pereiraet al., 2003; Maet al., 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Associagbes
Micorrizices do Departamento de MicrobiologiadBIOAGRO/UFV e no Laboratorio
de Microbiologia Gera do Departamento de Ciéncias Biol 6gicass NUPEB/UFOP.

3.1. Amostragem

Paa os estudos morfologicos foram coletadas amostras em duas éress
localizadas em dois municipios da Regido do Quadrildero Ferrifero. Em Ouro Preto
foi amodstrada uma &ea no Barro Morro S& Sebadtido. Em Nova Lima foi
amostrada uma area (Capdo Xavier). Para 0s estudos de sistematica molecular foram
utilizados fungos que fazem parte da colegdo de fungos micorrizicos de orquidess do
Departamento de Microbiologia— BIOAGRO/UFV (Tabela 1).

Tabela 1 — Cddigo, loocalidade, hospedeiros, e vegetacdo onde ocorrem os isolados
de fungos micorrizicos rizoctoni 6ides objeto deste estudo

Cadigo  Localidade Hospedeiro V egetacdo

OM3 Carangola Isochilluslinearis Mata Atlantica

OM6 Sdo Miguel do Anta Polystachia concreta Mata Atlantica

OoM9 Carangola Gomesa crispa Cultivada

OoM10 Vigosa Campylocentrum sp. Mata Estacional semidecidua
omM12 NovalLima Bifrenaria tyrianthina Campo Rupestre

omM14 NovalLima Oncidiumgracile Campo Rupestre

OoM16 NovalLima Epidendrum secundum Campo Rupestre

omM23 Ouro Preto Pleurothallislimae Campo Rupestre

OomM24 Ouro Preto Pleurothallislimae Campo Rupestre
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3.2. Isolamento

Amostras das raizes de orquideas foram lavadas em &gua de torneira corrente
por 10 min e o veame foi retirado com bisturi. As raizes foram cortadas em
fragmentos de 2-3 cm e desinfetadas superficidmente, por imerséo em etanol 70%
durante 1 minuto, seguida de imersdo por 5 minutos em solucdo de hipoclorito de
sodio 2%, seguindo-se de cinco lavagens sucessvas em agua dedtilada etéril. As
raizes foram maceradas em admofariz de porcdana, previamente autoclavado. O
macerado fol espahado superficidmente em placa de Petri contendo 10 mL de meio
BDA. As placas foram incubadas a 28°C e observadas diariamente em microscopio
Optico invertido para o isolamento direto do micdio, efetuando-se a transferéncia
para outra placa contendo meio Méin-Norkran's modificado MNM (Marx, 1969).
Culturas estoques foram cultivadas em BDA e discos de 9 mm de didmetro, contendo

micdlio, foram armazenados em &gua destilada esterilizada e estocados a 4°C.

3.3. Caracterizacao morfologica

As caracterigticas de crescimento da colénia a 28 °C foram descritas. Os
isolados foram cultivados em meio batata dextrose égar (BDA) e se observou a
coloracdo (branca, creme ou marrom), abundancia de micdio aéreo (abundante ou
escass0) e fezse a medicdo do didmetro das hifas vegetativas (Currah, 1986; Currah
et a., 1987; 1990; 1997; Currah & Zemer, 1992; Zemer & Currah, 1995). Para se
edimar a taxa di&ria de crescimento das colonias em fuba agar (CMA) e BDA. A
condicdo nucdear (binucdeado ou multinucleadd) foi confirmada por meo da
coloracéo dos nucleos (Menhardt, 2001).

3.4. Atividade de polifenol-oxidases

A deteccdo foi feta verificando-se a presenca ou auséncia de formagéo de
hao, em meio extrato de mdte, pela adicdo de &cido téanico gpGs 0 crescimento
(Davidson et al., 1938).

3.5. Andlise dosresultados dos estudos de morfologia

Utilizorse 0 programa Nexus para eaboracdo de uma matriz, em que cada
caacteridtica apresentava somente dois estados. Com base na matriz foi feita a
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andise de agrupamento peo méodo hierarquico (UPGMA - Unweghted Pared
Group Method using Arithmetic Averages) com o auxilio do programa PAUP 4.0
(Swofford, 1998). O diagrama foi comparado aos resultados obtidos através da
utilizacdo de uma chave de identificacdo de fungos endofiticos de orquideas (Currah
& Zelmer, 1992).

3.6. Extracdo do DNA, amplificacéo e sequenciamento daregiao ITS

A extracdo do DNA total foi redlizada conforme descrito por Speach et al.
(1982) com dgumas modificagbes. Os isolados foram cultivados em MNM por 15
dias a 28 °C. O micdlio sera filtrado em gaze e, em seguida, triturado em amofariz
de porcdana, com auxilio de um pigilo de porcelana e na presenca de nitrogénio
liquido. O macerado foi tranferido para um tupo Eppendorf de 1.5 mL e a de
adicionado 400 nL de tampéao de extracdo (Tris-HCl 200 mM pH 8,0; NaCl 250 Mm;
NaEDTA 50 mM pH 8,2; SDS 2%). O tubo Eppendorf foi deixado em banho-maria
a 70 °C por 30 minutos e, em seguida, 350 nL de Acetato de Potassio 5 M serdo
adicionados e o tubo transferido para um recipiente com gelo, por 30 minutos. Logo
ap0s, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 8160 g e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo Eppendorf e nova centrifugacdo a 11.750 g por 5 minutos.
A fase aguosa sera transferida para outro tubo Eppendorf e 0 processo repetido. Para
a precipitacdo do DNA foi feita a adicdo de um volume de isopropanol e a incubagéo
do tubo a -20 °C por, no minimo, 2 horas. A seguir, sera feita a centrifugacdo por 5
minutos a 11.750 g, sendo 0 sobrenadante descartado e 0 sedimento ressuspendido
com 50 nL de TE (TrissHCl 10 mM [pH 8,0]; EDTA 1 mM). A SUSPENsao
foram adicionados 3 nL. de RNAse (4 ng/mL) e o tubo Eppendorf deixado no banho-
maria por 2 horas a 30 °C. O DNA tota extraido serd andisado por eetroforese em
gdl de agarose 0,8%.

A regido ITS (contendo ITS 1, o gene que codifica o rRNA 58S e ITS?) foi
amplificada usando-se um par de oligonucleotideos iniciadores ITS (ITS 1 — 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 / ITSA — 5-TCCTCCGCTTATTGATGC-3') do
rDNA (White e d., 1990), que foram sntetizados pela Gibco-BRL / Life
Technologies, Inc. Os parametros de amplificgdo foram: 40 ciclos, cada ciclo
condtituido de um passo de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, um passo de
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anelamento a 52 °C por 1 minuto e um passo de extensdo a 72 °C por 1 minuto e 30
segundos. Apds 40 ciclos, foi feito um passo de extensdo finad a 72 °C por 7 minutos.
As reagdes de amplificacéo foram feitos em um volume totd de 25 ni, contendo:
10 ng de DNA; 40 pmoles de cada oligonucleotideo iniciador, Tris-HCl 10 mM (pH
8,3); KCl 50 mM; MgCI2 2 mM; cada dNTP (dGTP, dCTP, dATP, dTTP) 0,1 mM e
uma unidade de Tag DNA polimerase.

O produto da amplificacdo foi purificado com o kit Exo-Sep e o
sequenciamento foi feito com os mesmos primers da amplificagdo, utilizando o Kit
BigDyeTerminator v3.1 (Applied Biosysems) e Segquenciador Spectrumedix
SCE2410, seguindo os protocol os dos fabricantes.

3.7. Andlise dos resultados dos estudos molecular es

O dinhamento entre as sequéncias foi feito com o auxilio do programa
Clugad X, seguido de gustes manuais. Todas as andises foram conduzidas com o
auxilio do programa PAUP* 4.11 (beta test verson, Swofford, 2002). A topologia do
cladograma foi determinada através de busca heurigtica para as sequéncias da regido
ITS. A robustez dos clados foi estimada por meio de andise de bootstrap
(Felsengtein, 1985). A busca heurigtica foi feita com 1000 replicacoes, dgoritmo de
swapping=TBR, adicdo deatdria stepwise, mantendo 10 arvores por replicaceo.
Foram encontradas mais de 10000 arvores de comprimento L=633, CI=0.5608 e
RI=0.7938. Seguiu-s¢ a andise com uma busca de TBR com 1000 replicacoes,
agoritmo de swapping TBR, adicdo smples, mantendo 10 arvores por replicacdo. As
avores foram enraizadas utilizando a sequéncia ROTH25, uma Rhizoctonia
multinucleada, como grupo externo.

O dinhamento entre as sequéncias foi feito com o auxilio do programa
Clugd X, seguido de gustes manuais. Todas as andlises foram conduzidas com o
auxilio do programa PAUP* 4.11 (beta test version, Swofford, 2002). A topologia do
cladograma foi determinada através de busca heuristica para as sequéncias da regido
ITS. A robustez dos clados foi etimada por meio de andise de bootstrap
(Felsengtein, 1985).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

Para cada espécie de orquidea amostrada (Tabela 2), isolou-se um fungo
caracterisico do grupo rizoctonidide. As caracteristicas morfologicas e culturais
(Tabda 3) permitiram identificar fungos a0 nivd de género (Tabda 2), como ja
efetuado em outros trabahos (Currah & Zemer, 1992, Zdmer & Currah, 1995;
Currah et al., 1997; Nogueira et al., 2004). A analise dos resultados pela construcéo
de diagrama permitiu o agrupamento dos taxons de acordo com suas smilaridades
morfolégicas (Figura 1).

A ddimitacdo das espécies dentro do grupo dos rizoctonidides é bastante
dificil (Hadley, 1982; Andersen & Rasmussen, 1996) e 0 uso das caracterigticas
culturais nesta ddimitacdo € susceptivd a eros devido a grande pladticidade
fenotipica apresentada por estes fungos (Andersen, 1990). No entanto, algumas
caracteridicas apresentadas pelos fungos sfo suficientes para distingui-los a0 nive
genérico (Nogueiraet al., 2004).

A presenca de um isolado multinucleado asseguraria sua classificacdo como
pertencente a0 género Rhizoctonia DC (Moore, 1987; Stalpers et al., 1998). Uma vez
que todos os isolados gpresentaram hifas binucleadas, limitou-se a classificagcéo aos
géneros Ceratorhiza ou Epulorhiza. Representantes de Ceratorhiza possuem taxa de
crecimento  maor que a dos isolados de Epulorhiza e micdio a&reo mas
abundante. No entanto, o isolado OM24, classificado como Epulorhiza, gpresentou a
maior taxa dentre todos os isolados e o0 isolado OM12, classficado como

Ceratorhiza, apresentou a menor taxa de crescimento em BDA. Esta grande
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Tabela 2 — Codigo e género dos isolados obtidos e seus respectivos hospedeiros

Cadigo Fungo Micorrizico Hospedeiro
OomM12 Ceratorhiza sp. Bifrenariatyrianthina
OoM16 Epulorhiza sp. Epidendrum secundum
om17 Ceratorhiza sp. Oncidium blanchetii
OomM23 Epulorhiza sp. Pleurothallislimae
OoM24 Epulorhiza sp. Pleurothallislimae.

Tabela 3 — Caracterizacdo morfol bgica e enzimética dos isolados

Cod.** Taxade Cresc. Cor Micédlio Polifenol Condicéo Diémetro das
BDA FA aéreo oxidase nuclear hifas
OomM12 1,19 244 marrom  abundante + binucleado > 4mm
OM 16 0,44 1,33 branco escasso - binucleado <4mm
oM 17 217 244 branco  abundante + binucleado > 4mm
OM 23 16 1,78 branco escasso - binucleado <4mm
OM 24 3,00 3,00 branco escasso - binucleado <4mm

*cm/dial, ** Cddigo de identificacéo.

OM 12
|
I OM 17
OM 16
OM 23
I OM 24

Fgural—Andise por UPGMA da matriz de caracteriticas morfolGgicas do isolados
fungicos.

variacdo dos caracteres culturais e morfologicos ja foi observada anteriormente
(Andersen, 1990) e pode ser conseguéncia de alteragbes provocadas devido ao
cultivo por um periodo longo em laboratorio.

Todos os isolados de Ceratorhiza foram postivos para polifenol-oxidases,
enquanto os de Epulorhiza foram negativos para a referida enzima (Tabela 2). Esse
teste enzimdico € condderado de importante vaor taxonfmico, em auxilio as
caracteristicas morfoldgicas, para se separar esses dois géneros (Zemer et al., 1996).

Os isolados de Epulorhiza apresentaram em comum caracteristicas como

micdio aére0 escassn, margem submersa e menor didmetro das hifas vegetativas.
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Estas caracterigticas sdo fundamentais para 0 uso da chave de identificacdo (Currah
& Zelmer, 1992).

Muitos estudos tém sido direcionados para a determinacéo de padrdes de
especificidade micorrizica dentro da familia Orchidaceae, em que tais padrdes sfo
verificados principdmente pda andlise de filogenias dos isolados obtidos de uma
espécie de orquidea (Taylor et. al., 2003, 2004; McCormick et al., 2004; Otero et al.,
2004). Negte trabaho, individuos digtintos de Pleurothallis limae se apresentaram
asociadas a fungos do género Epulorhiza em duas a@reas de campos rupestres
geograficamente isoladas. Tais resultados demonstram que o género Pleurothallis
pode se asociar a fungos de diferentes clados, uma vez que a espécie Pleurothallis
teres se gpresentou associada a fungos do género Ceratorhiza em outros estudos
(Nogueira et al., 2004). No entanto, estes dados ndo sdo suficientes para se afirmar
que Pleurothallis € um género generdista em rdagdo as Uas asociaghes
micorrizicas, mas indicam que a ampla didribuicio destas plantas em éreas de
campos rupestres pode ser consequéncia de sua afinidade por clados digtintos dentro
do grupo dos rizoctonidides.

Trabadhos com smbiontes em espécies epifitas de orquidess do género
Epidendrum demonstraram, a@é o momento, a ocorréncia de fungos do género
Epulorhiza (Zettler et al., 1998; Pereira et al., 2003). Em Epidendrum secundum
relata-se mais uma vez a ocorréncia de um fungo do género Epulorhiza, no entanto,
ocorrendo em campo rupestre crescendo sobre rochas. Estes resultados demonstram a
necessdade de estudos que visem a determinagdo de padrOes na associagdo para este
grupo de orquidess, o que € fundamental para a adocéo de edtratégias mais eficientes

para a conservacao dessas orquidess.

4.1. Filogenia molecular deisdados de Ceratorhiza

Os fungos caracterizados morfologicamente como pertencentes a0  género
Ceratorhiza (Nogueira et al., 2004) foram confirmados quando se utilizou o
seqlienciamento, representativas da regido 5.8S, ITSL e ITS2, obtidas no presente
trabaho para se fazer uma busca no genebank por meio da ferramenta BLAST. As
sequéncias que apresentavam maior homologia, em sua maioria, eram provenientes

de fungos isolados de varios habitas e regides (Otero et al., 2002).
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A avore filogenética (Figura 2), onde foi utilizada a sequéncia ROTHZ25,
uma Rhizoctonia multinucleada, como grupo externo, permite inferir que os isolados
obtidos neste trabaho sio anamorfos do género Ceratobasidium. Ceratobasidium
pp. Ao conhecidas como patdgenos de gramineas e cereais (Currah et al., 1997) e
também como endofiticos de orquidess na Audrdia, América do Norte e Asa
tropica (Currah et al., 1997). Ceratorhiza, o género anamorfo de Ceratobasidium
(Currah, 1991), é um dos endofiticos mais comumente isolados a partir de orquidess
tropicais (Zelmer & Currah, 1995; Currah et al., 1997), mas também encontrado em
orquideas neotropicais (Richardson et al., 1993).

Poucas sd0 os relatos de isolamento e identificacdo de fungos rizoctonidides
de orquideas neotropicais. Ceratorhiza goodyerae-repentis foi registrada em
Campylocentrum maculatum e Rodriguezia compacta na Costa Rica (Richardson et
al., 1993 Richardson & Currah, 1995). Em Porto Rico, rizoctonidides
multinucleados foram isolados de espécies de Lepanthes (Bayman et al., 1997) e das
cascas de &vores hospedeiras de orquidess epifitas (Tremblay et al., 1998). No
Brasil, trabadhos vém sendo desenvolvidos com orquidess terrestres, epifitas e
rupicolas, havendo ddo verificada a presenca dos géneros anamorfos Rhizoctonia,
Ceratorhiza e Epulorhiza associados a essas plantas (Pereira et al., 2003; Nogueira et
al., 2004).

O isolado OM3, obtido de Isochillus linearis Jacg., formou um clado com um
nivel de suporte intermediaio com um isolado FKO2-1 pertencente ao grupo de
anastomose AG-L de Ceratobasidium (Figura 2), isolado do solo no Japdo. Seu
nicho trofico néo foi definido (Gonzdez et al., 2001) , no entanto, isolados do grupo
AG-L sfo condderados ndo patogénicos, havendo a indicacdo da utilizacdo destes no
controle de rizoctoni 6ides fitopatogénicos (Sneh, 1996).

O isolado OM10, obtido do dsema radicular de uma espécie de
Campylocentrum em Vicosa - MG, agrupou com os isolados JTO163 e JTO162
(Otero et al., 2002). Estes fungos foram obtidos a partir de Oncidium altissmum e
Tolumia variegata, respectivamente. Em andises anteriores os isolados destas duas
egpécies formaram um clado (clado D) diginto e bem suportado em andises
filogenéticas (Otero et al., 2002).
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Figura 2 — Arvore obtida através de 1000 replicagBes de bootstrap sobre andise de
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neotropicais.
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Neste trabalho, o clado formado por OM10, JTO163 e JTO162 foi muito bem
suportado nas andises (Figura 2) e tem como representantes isolados obtidos do
sstema radicular de espécies epifitas, 0 que pode ser um indicativo que estes taxons
podem ter divergido dos demais devido a estratégias tréficas digtintas.

Os isolados OM9, OM12 e OM14 obtidos neste trabalho formaram um clado
diginto nas andises (Figura 1). OM9 foi obtido do sitema radicular de Gomesa
crispa, uma espécie epifita cultivada em um Orquid&io em Carangola - MG. OM 12
e OM14 foram obtidos de Bifrenaria tyrianthina e Oncidium gracile,
repectivamente. Estas espécies sdo rupicolas em uma &ea de canga hematitca em
Nova Lima - MG. Apesar da diferenca nos habitats e do isolamento geogréfico,
isolados formaram um clado muito bem suportado (Figura 2).

Eda é a primeara vez que relagbes filogenéticas de fungos rizoctonidides

isolados de orquideas no Brasil séo estudadas utilizando-se de técnicas moleculares.

4.2. Filogenia molecular deisolados de Epulorhiza

Estudos anteriores demondraram, pela utilizagdo de caracteridticas
morfoldgicas e ultraesturais, que os isolados utilizados neste estudo pertenciam a0
género Epulorhiza (Nogueira et al., 2004; Pereira et al., 2003), havendo a proposi¢éo
de uma nova espécie (Pereira et al., 2003). Os isolados OM 16, OM 23 e OM24
mantiveram-se sem identificacdo ao nivel especifico e o isolado OM6 se condtitui no
holotypus de Epulorhiza epiphytica O.L. Pereira, Rollemberg & Kasuya. No entanto,
estes estudos ndo abordaram relagdes filogenéticas entre estes e outros isolados, ja
gue a utilizacdo de caracteristicas morfologicas poderia ndo refletir em filogenia
condizente com o0 verdadeiro relacionamento evolutivo entre esses organismos
(Nogueiraet al., 2004).

Uma busca feita no GeneBank, por meio da ferramenta BLAST, teve como
resultado 15 acessos com similaridade superior a 50% entre as sequéncias. Todos 0s
acessos obtidos sdo provenientes do sequenciamento das regides 5.8S, ITS1 e ITS 2
de fungos isolados de orquidess tropicais em Singgpura (Ma et al., 2003). Estes
fungos representam o0 grupo 1 definido por estes autores e classficados como
Epulorhiza repens.

Os fungos isolados de &eas de campos rupestres se mostraram relacionados
a0 grupo identificado como Epulorhiza repens (Ma et al., 2003). Estes formaram um
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clado muito bem suportado (bootstrap = 100). Os isolados OM23 e OM24 que tem
como hospeiros Pleurothallis limae e Bifrenaria sp., respectivamente, foram obtidos
de plantas que cresciam em substrato rochoso quartizitico em Ouro Preto - Minas
Gerais. O isolado OM16 foi isolado do sstema radicular de Epidendrum secundum
em uma area de canga hemetiticaem Nova Lima- Minas Gerais.

O fungo isolado em um remanescente de mata atlantica no municipio de Séo
Migue do Anta - MG, OM6 que tem como hospedeiro a espécie epifita Polystachia
concreta, ndo se mostrou tdo relacionado aos fungos classficados como E. repens
(Maet al., 2003), ou aos outros obtidos em areas de campos rupestres.

Estes resultados demonstram que, para os isolados obtidos neste trabalho, o
isolamento geogréfico néo influenciou tanto na divergéncia dos téxons quanto a
diferenca de habitat (epifita x rupicola). No entanto, tal afirmacdo necesstaria de
umamaior amostragem.

A inclusBo de um grupo externo e das sequéncias obtidas neste trabaho nas
andlises aterou a topologia do cladograma obtido por Ma et al. (2003). Os subgrupos
1, 2 e 6 s mantiveram bem suportados, no entanto, os demais ndo foram suportados
nas novas andises. Apesar da pequena amostragem pode se concluir que os isolados
OM16, OM23 e OM24 representam uma mesma espécie, relacionada a isolados
obtidos em Singapura (Ma et al.,2003). No entanto, a0 contr&rio do que inferiu Ma et
al. (2003) ndo ha evidéncias que sgjam representantes de E. repens. Fica evidente a
necessdade de descricdo de caracteristicas néo utilizadas em trabahos anteriores
(Nogueiraet al., 2004) tais como, células monilidides e ultraestrutura do septo.

As andises feitas neste trabdho n&o demondraram evidéncias que E.
epiphytica sga snonimia de E. repens. No entanto, mais uma vez, fica evidente a
necessidade de uma maior nimero de amosiras para que se possa, Uutiliznado-se de
técnicas moleculares, definir filogenias que expliquem as relacfes entre os taxons do

género Epulorhiza.
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Figura 3 — Arvore obtida através de 1000 replicaces de bootstrap sobre andise de
parcimbnia a partir de dados de sequéncias do espacador interno
transcrito do rRNA  de fungos micorrizicos isolados de orquidess

neotropicais.
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5. CONCLUSOES

- A caacterizacéo morfologica de fungos micorrizicos € Gtil paa a
determinacéo do género de fungos rizoctonidides,

- O seguenciamento do espacador interno transcrito do rRNA é bastante Util
na delimitacdo da afinidade entre fungos micorrizicos de orquideas

- Os isolados obtidos neste trabaham agrupamse a diferentes clados de
fungos micorrizicos, 0 que demondra que ha uma grande diverddade flungica

associada a orquideas neotropicais.
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Tabda 1A — Seqiiéncias referentes as regifes ITSL, 5.8S, ITS2 de fungos micorrizicos

APENDICE

isolados de orquideas. Foram utilizados os primers ITS1elTS 4

I solado

Seqiiéncia

OM6

TGACGTTCGCTTTTCCGTCGTCCTCGGGACGTGAAGCCGCTCTGGTCGA GG
ATAAACGACCCCTCTGACCGAGGCTAACCCGTCGCTCCCTCGGTGTTACCT
CCCCGGAGCACACGTTAAAGATCGTTCCGCGTTGTGAGTCTGACACCAGTT
GTAACACTTTTTACAACCGGTAGCGCTGGATCCCTTGGCACGTCATTCGAT
GAAGACCGTTGCAAATTGCGATAAAGTGATGTGATGCGCAAGTCCACCACT
TATACGTGAATCATCGAGTTGTTGAACGCACTGCACCGCGCCCTAAACCGG
CTGCGGTATGCCCCTTTGAGCGTCATTGTTTCCCTTCGGGAGTCTTTGCTTG
CAAGGACCCGAGTTCGGAGTCCTCGGTCCCCCCCGGGATCGTGTTCTCTCA
GATGCGTCGCGCCGATCGCCTGATGGGTACTCTAATGCCTGAGCGTGGAGT
CCCTCGGGAGCCGAGA

OM16

GACTGCGGAAGGATCATAGTAATCGTCTTTGACGTTCGCTTTTTCCGTTGTC
CTCGGGACGTTAATGTGCTCTGGTCGAGGATAAATGACCCCTCTGACCGAG
GTAAAACCTGTCGCTCTGTGTTACCTTCCGAGGCACACGTTAAAGATCGTT
CCGCGTTGTGAGTCGTAACACCAGTTGTATAAACTTTTTACAACCGGTAGC
GATGGATCCCTTGGCACGTCATTCGATGAAGACCGTTGCAAATTGCGATAA
AGTGATGTGATGCGCAAGTCCACCACTTATACGTGAATCATCGAGTTGTTG
AACGCATTGCACCGCGCCCTAAACCGGCTGCGGTATGCCCCTTTGAGCGTC
ATTGTATTCCTTCGGGAGTCCTTTTACAAGGACCCGAGTTCGGAGTCCTCG
GTCCTCTTCATGGATCGTGTTCTCTTAGATGCGTCGCCCGATCGCCTGATGG
GTCCTCTAATGCCTAAGCGTGGAGTTCCTTCAGAGTCCGAGACGTGCTTGA
CCGGGTGTTGAGCTCGCGTCGCCAAGTCTGCCTTAACCAGCAGTACTACAA
CGCATGACTCATATGGGGTAGGACAA

oM23

TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATAGTAATCGTCTTT
GACGTTCGCTTTTTCCGTTGTCCTCGGGACGTTAATGTGCTCTGGTCGAGGA
TAAATGACCCCTCTGACCGAGGTAAAACCTGTCGCTCTGTGTTACCTTCCG
AGGCACACGTTAAAGATCGTTCCGCGTTGTGAGTCTAACACCAGTTGTATA
AACTTTTTACAACCGGTAGCGATGGATCCCTTGGCACGTCATTCGATGAAG
ACCGTTGCAAATTGCGATAAAGTGATGTGATGCGCAAGTCCACCACTTATA
CGTGAATCATCGAGTTGTTGAACGCATTGCACCGCGCCCTAAACCGGCTGC
GGTATGCCCCTTTGAGCGTCATTGTATTCCTTCGGGAGTCCTTTTACAAGGA
CCCGAGTTCGGAGTCCTCGGTCCTCTTCTGGATCGTGTTCTCTTAGATGCGT
CGCACCGATCGCCTGATGGGTCCTCTAATGCCTAAGCGTGGAGTTCCTTCA
GATTCCGAGACGTGCTTGACCGGGTGTTGAGCTCGCGTCGCCAAGTCTGCC
TTAACCAGCAGTACTACAACGCATGACCTCATTGGGGTAGGACAACCCGCT
AGACTTAAGCATATCAATA

OomM24

TACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATAGTAATCGTCTTTG
ACGTTCGCTTTTTCCGTTGTCCTCGGGACGTTAATGTGCTCTGGTCGAGGAT
AAATGACCCCTCTGACCGAGGTAAAACCTGTCGCTCTGTGTTACCTTCCGA
GGCACACGTTAAAGATCGTTCCGCGTTGTGAGTCTAACACCAGTTGTATAA
ACTTTTTACAACCGGTAGCGATGGATCCCTTGGCACGTCATTCGATGAAGA
CCGTTGCAAATTGCGATAAAGTGATGTGATGCGCAAGTCCACCACTTATAC
GTGAATCATCGAGTTGTTGAACGCATTGCACCGCGCCCTAAACCGGCTGCG
GTATGCCCCTTTGAGCGTCATTGTATTCCTTCGGGAGTCCTTTTACAAGGAC
CCGAGTTCGGAGTCCTCGGTCCTCTTCTGGATCGTGTTCTCTTAGATGCGTC
GCACCGATCGCCTGATGGGTCCTCTAATGCCTAAGCGTGGAGTTCCTTCAG
AGTCCGAGACGTGCTTGACCGGGTGTTGAGCTCGCGTCGCCAAGTCTGCCT
TAACCAGCAGTACTACAACGCATGACCTCATTGGGGTAGGACAACCCGCTA
GACTTAAGCATATCATA




Tabda 1A, Cont.

I solado

Sequéncia

OM2

TAGTCCTACACATGATTTGAGATCAGATCATAAATTAATTGTCCGAGCTAA
TGGACTATTAGAAGCGGTCATCCTCAATCCTGGCCACCTTTTTACGGTGTCC
TCGGCGAGTGATACTTATCACGCCGAGTGGAACCAATTCATGGAGATCCAG
CTAATTGATTTAAGAGGAGCAGACGTGAATCCGCAGACCCCCAAGTCCAA
AGCAGAGCCGATTGAATTAACAAAAGACTTGCTTTGAGAATTTCATGATAC
TCAAACAGGCATGCTCCGAGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAA
GATTCGATGATTCACTGAATTCTCGCAATTCACATTACTTATCTGATTTCGC
TGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAACTTTGAT
TTACTATCGTCGTTACATCAATTACATTCAATTTTAAATTAATTAGATTTTG
TGTGATGGCACGACGGAGGCCCATCCTATTTAAACGACAAAACCTCCGTCT
CACAATGTTGCACAGGGGTGTGTGGATCGAAAGAGAACGGTGTGCACATC
GCCTCGAGATGGCCAGCTACAACCGACTCTACATTCATTCATTAATGATCC
TTCC

OM3

CAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATGAATGTAGA
GTTGGTTGTCGCTGGCCCTCTTGGGGGCATGTGCACGCCTTCTCTTTCATCC
ACACACACCTGTGCACTTGTGAGACGGAGGGCTTTAATTAGCCTTCCGTCT
ACTTAATCACACAAACTCATTTAATTTAATTTGAATGTAATTGATGTAACGC
ATCATTTGAACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC
TGTTTGAGTATCATGAAATTCTCAAAGTAAATCTTTTGTTAATTCAACTGGT
TTGCTTTGGACTTGGAGGCCTTTGCAGATTTCACATCTGCTCCTCTTAAATG
CATTAGCTGGATCTCAGTATATGCTTGGTTCCACTCGGCGTGATAAGTATC
ACTCGCTGAGGACACTGTAAAAAGTGGCCAGGAAATACAGATGAACCGCT
TCTAATAGTCTATTAAGTTAGACAATTAATTTAAGATACTGATCTC

OM9

CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATGAATTTAATGTGGAGTTGGTT
GTAGCTGGTCCATTGGATTTTTTTTTAAATAAATTCCCCTGGGCATGTGCAC
GCCTTCTCTTTCATCCACACACACCTGTGCACCTGTGAGGCAGATGTGGGG
GACTTGATTGTAACCCCTCTGTCTACTTAATTCACACAAACTCAATTTATCT
TAAAATGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTAAGTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCT
CCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGT
CAATCTTTTGTTAACTCAACTGGTTGCACTTTGGTATTGGAGGTCTTTGCAG
TTTCACACCTGCTCCTCTTTGTTCATTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGT
TCCACTCGGCGTGATAAGTTATCTATCGCTGAGGACACTGTAAAAAGGTGG
CCAAGGTAAATGCAGATCGAACCGCTTCCAATAGTCCATTTACTTGGACAA
ATACATTTATGATTTGATCTCAA

OoM10

CGGAAGGATCATTACTGAATGAATGTAGAGACCTGGTTGTAGCTGGCCTTC
ATTGGCATGTGCACGCCCGTCTCATTTCATCCACACACCCCATGTGCACTTG
TGAGACGGAGACTTGCTTCGGGTCTCTGTCTGTCAATTACACAAACTCATA
TTAGTTTAATCAGAATGTCTTTGATGTAAACGCCATCCTATATACTAAGTTT
CAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCT
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTTTGAGTATCATGAAA
TTCTCAGAGTAGATCATTTTGTTCATTCAATTGACTCTGCTTCTGGACTTGG
AGGCCTGCAGATGCAAGTCTGCTCCTCTTAAATGCATTAGCATGGATCTCA
GTCAGCCTGGTTCCACTCGGCGTGATAAGTATCATTCGCTGAGGACACCCT
CCAAAGGGTGGCCAGGAGTACAGATGAACGCTTCTAATAGTCTATTTGGTT
AGACAAGCAAACATTATGATCTGATCTCAAATACAGGTAGGACT
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I solado

Sequéncia

OoM11

GGAAGGATCATTATTGAATGAATGTAGAGTCGGTTGTAGCTGGCCTCCTTT
GGGGGGCATGTGCACACCTTCTCTTTCATCCACACACCCCTGTGCACCTGT
GAGACAGAGACTTTTTTGCTCCTTTAATTAGGACAGTAGTTTCCTGTCTGCT
TCACATAAAACCATATTATTAAATTTTGAATGTAATTTGATGTAACGCATCT
AATACAAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTCGGAGCACGCCTGTTTG
AGTATCATGAAATTCTCAAAACAAGTCTTTTGTTAATTCAATAGGCCTTTGT
TTTGGACTTGGAGGTCTGCAGATTCACATCTGCTCCTCTTAAATAAATTAGC
GTGGATCTCCATGAACTTGGTTCCACTCGGCGTGATAAGTATCACTCGCTG
AGGACACCGTAAAAAGGTGGCCAGGCTTGAGGATGAGCCGCTTCTAACAG
TCCATTTAATTGGACAAATTAATTTATGATCTGATCTC

OoM12

GGTCCAATGGATTTTTTTTAAGTTGAAAGTTAAAAATTAAAAATTGGGCAT
GTGCACGCCTTTCTCTTTCATCCATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGAT
TCAGAGGAACTTTCTTCTTTTTTTCTTTGA GGGGGGACCCCTGCCTGTCTAT
TTAATTTATATAAACTCAATTTAATTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACA
CATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTAGGCATTCTTTGGAGCATGCAT
GTTTGAGTATCGTGAAATATTCAAAGTAAATCTTTTGTTTACTCGAATTGAT
TCTACTTTGGTTTTGGAGGTTTATTGCAGCTTCACACCTGCTCCTCTTTGTGC
ATTAGCTGGATTCTCAGTGTTATGCTTGGTTCACTCGCGTGATAAATTAATT
TAATTGCTGAGGCACTCCATGACAAATGGGGGTGGCCAAGGTAAATACAG
ATGAACCTGCTTCTAATAGTCCATTGAATTGGACAATATATATTTATTATGA
TCTGATCTCAAATACATGGTAGGACTA

OomM14

ACAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTTAATGTA
GAGTTGGTTGTAGCTGGCCTGATTAATCTTTGGGCATGTGCACACCTTCTCT
TTCATCCACACACACCTGTGCACCTGTGAGGCAGAAGGGGACTTTTAATTC
AATTTAATTGGACCCTCTGTCTACCTAATTCACACAAACTCTATTTATTTTA
AAATGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCC
TTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTAA
ATCTTTTGTTAATTCAATTGGTTCTACTTTGGTATTGGAGGCTTTGCAGTTTC
ACACCTGCTCCTCTTTGTGCATTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCC
ACTCAGCGTGATAAGTATCTATCGCTGAGGACACTGTAACAGGTGGCCAAG
GTAAATGCAGATGAACGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAATATTTTT
ATGATCCTGATCTCAAAT
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