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RESUMO

A germinacédo de sementes e o desenvolvimento de protocérmios de Oncidium
flexuosum (Orchidaceae) induzidos simbioticamente sdo descritos pela primeira
vez. As sementes de O. flexuosum foram inoculadas com dez fungos micorrizicos
rizoctoniodides, previamente isolados de micorrizas de dez espécies de orquideas
neotropicais do Brasil, incluindo O. flexuosum. Foram utilizados um isolado
pertencente a espécie Epulorhiza repens, dois pertencentes a Epulorhiza
epiphytica, seis de Ceratorhiza spp. e um de Rhizoctonia sp. Sementes inoculadas
com o isolado M2 de Ceratorhiza sp., originalmente isolado do sistema radicular
de O. flexuosum em habitat natural, promoveu a germinacéo das sementes em
sete dias e em, aproximadamente, 30 % das plantulas, houve formacéo de folhas
apos 50 dias de incubacédo, apresentando pelotons em algumas células do
protocormio e das radicelas. Os demais isolados promoveram a germinagao das
sementes; entretanto, ndo promoveram um desenvolvimento 6timo dos
protocormios. Sementes incubadas na auséncia de fungos micorrizicos nao
germinaram. A especificidade e a alta dependéncia de O. flexuosum pela
associacdo micorrizica ficaram claras. Aspectos relativos a especificidade,
anatomia da interacao fungo-planta e a importancia da selecdo de estirpes
fungicas, previamente ao uso de fungos micorrizicos para o cultivo simbidtico a
partir de sementes de O. flexuosum sdo discutidos.

Termos de indexacédo: conservacao de orquideas, ecologia microbiana, interacao
planta-microrganismo, micologia, Ceratorhiza, Epulorhiza, Rhizoctonia.
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SUMMARY: IN VITRO SYMBIOTIC SEED GERMINATION OF Oncidium
flexuosum (Orchidaceae) BY RHIZOCTONIA-LIKE MYCORRHIZAL
FUNGI

Symbiotic in vitro seed germination and protocorm development of Oncidium flexuosum
is described for the first time. O. flexuosum seeds were inoculated with ten mycorrhizal
isolates, originally obtained from the mycorrhiza of ten neotropical Brazilian orchid species,
including O. flexuosum. One of the isolates belongs to Epulorhiza repens, two to Epulorhiza
epiphytica, six to Ceratorhiza spp., and one to Rhizoctonia sp. Seeds inoculated with the
M2 isolate of Ceratorhiza sp., originally isolated from the root system of wild O. flexuosum,
promoted seed germination within 7 days and about 30% of the seedlings produced leaves
after 50 days of incubation, all of which presented pelotons in some protocorm and rhizoid
cells. The other isolates stimulated seed germination, although they did not lead to an ideal
protocorm development. Seeds incubated in the absence of the mycorrhizal fungi failed to
germinate. The degree of specificity and dependence of O. flexuosum from mycorrhizal
fungi thus was evident. Aspects of the specificity, anatomy of the plant-fungus interaction
and the importance of the fungal strain selection prior to the use of mycorrhizal fungi for
the symbiotical O. flexuosum cultivation from seeds are discussed.

Index terms: orchid conservation, microbial ecology, plant-microorganism interaction,

mycology, Ceratorhiza, Epulorhiza, Rhizoctonia.

INTRODUCAO

As espécies pertencentes a familia Orchidaceae:
terrestres, epifitas ou rupicolas, associam-se com
fungos micorrizicos para favorecer a germinacgéo de
sementes e o estabelecimento do protocérmio em seu
ambiente natural (Arditti, 1992; Andersen &
Rasmussen, 1996; Peterson et al., 1998; Zettler, 1997;
Pereira et al., 2003b). As orquideas utilizam-se da
digestdo de massas de hifas formadas intracelular-
mente (pelotons), principalmente nas células do
cértex da raiz, como fonte de energia durante o esta-
dio heterotroéfico do seu ciclo de vida (Harvais &
Hadley, 1967; Smith & Read, 1997; Peterson et al.,
1998). Esse fendmeno, conhecido por micoheterotrofismo,
néo é exclusivo da familia Orchidaceae, sendo tam-
bém relatado em outras familias de monocotileddneas,
asaber: Burmanniaceae, Corsiaceae, Lacandoniaceae,
Petrosaviaceae e Triuridaceae e em familias de
dicotileddneas, como: Ericaceae (Monotropoideae),
Polygalaceae e Gentianaceae (Leake, 1994;
McKendrick et al., 2000; Read et al., 2000; Taylor et
al., 2002).

Diversos métodos e meios de cultura séo
relatados para o cultivo assimbidtico de sementes
de orquideas in vitro (Arditti, 1992). Entretanto,
plantulas cultivadas por esse processo raramente
sobrevivem, quando transferidas para seu habitat
natural em programas de reintroducao de espécies
no campo (Clements et al., 1986; Anderson, 1991).

Fungos micorrizicos de orquideas vém sendo
isolados de seus hospedeiros naturais, visando a
germinagao de sementes de orquideas in vitro, para
fins de reintroducdo de espécies ameagadas de
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extingdo em seu ambiente natural (Zettler, 1997,
Zettler et al., 2000; 2001; Stewart & Zettler, 2002;
Pereira et al., 2003b), multiplicacédo de espécies de
interesse ornamental (Zettler et al., 1999; Wang et
al., 2000) e medicinal (Chang & Chou, 2001).
Entretanto, os poucos trabalhos sobre germinacao
de sementes de orquideas por fungos micorrizicos
tém sido voltados para espécies terrestres de
ambientes temperados (Zettler & Mclnnis, 1993;
Zetller, 1997; Zelmer & Currah, 1997; Zettler &
Hofer, 1998; Zettler et al., 2000; 2001), bem como o0s
trabalhos sobre o cultivo simbidtico a partir de
sementes de espécies epifitas sédo ainda bastante
incipientes (Zettler et al., 1998; 1999). As
gueimadas, derrubadas e desbravamentos de
fragmentos remanescentes da Mata Atlantica tém
levado a extin¢ao de algumas espécies, ou tornando-
as cada vez mais de dificil acesso, dai a grande
dificuldade de isolar fungos micorrizicos que,
durante milhares de anos, coevoluiram com seus
hospedeiros naturais, considerando tais fungos de
fundamental importancia em futuros programas de
reintroducdo dessas espécies em seu habitat natural
(Zettler, 1997; Pereira et al., 2003b). Além do
isolamento do hospedeiro natural, fungos
micorrizicos em cultura pura, previamente isolados
de diferentes hospedeiros, sdo usualmente
empregados no cultivo simbiodtico da espécie de
interesse, visando estudos de especificidade e sele¢do
de isolados que promovam o melhor desenvolvimento
dos protocérmios (Zettler & Mclnnis, 1993;
Masuhara & Katsuya, 1994; Zetller, 1997; Zettler &
Hofer, 1998; Zettler et al., 1999; 2000; 2001; Lekshmi
et al., 2000; Wang et al., 2000; Batty et al., 2001,
Stewart & Zettler, 2002).
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Oncidium flexuosum Sims é uma espécie de
orquidea epifita, de ocorréncia comum em
fragmentos remanescentes de Mata Atlantica em
alguns estados do Brasil, de interesse em programas
de reintroducéo de espécies de orquideas, além de
serem de interesse comercial para a horticultura.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade
de isolados de fungos rizoctonidides, pertencentes
ao banco de germoplasma de fungos micorrizicos de
orquideas do Laboratério de Associaches
Micorrizicas, BIOAGRO/UFV, de induzir a
germinacao de sementes de O. flexuosum in vitro.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo das sementes

Cépsulas maduras foram coletadas de penddes
florais de O. flexuosum. As sementes foram retiradas
das respectivas capsulas e levadas para secagem em
dessecador com silica gel, a temperatura ambiente.
Tais capsulas foram embaladas em papel de filtro
Whatman n° 1 e armazenadas em frascos de vidro
gue continham silica gel a temperatura de 4 °C em
camara fria, no escuro, por 30 dias.

Isolados fungicos

Dez isolados (M1 a M10), pertencentes a colecdo
de fungos micorrizicos de orquideas do Laboratério
de Associagdes Micorrizicas, BIOAGRO/UFV, foram
utilizados para induzir a germinacéo das sementes
de O. flexuosum (Quadro 1). Os fungos foram
isolados de orquideas epifitas e terrestres de
diferentes localidades do estado de Minas Gerais
(Pereira, 2001; Pereira et al., 2001; 2003a). Os
isolados, originalmente estocados em tubos de ensaio
gue continham agua destilada esterilizada, a 4 °C
em cAmara fria, foram reativados em placas de Petri
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com 25 mL de meio 4gar-aveia (Difco) e incubados
em B.O.D. a 28 °C por sete dias.

Desinfestacdo das sementes

As sementes de O. flexuosum, colocadas dentro
de seringas esterilizadas para desinfestacao
superficial, foram imersas em solugéo de hipoclorito
de Na (NaOCI) com 2 % de CI ativo por 5 min e
enxaguadas trés vezes sucessivas em agua destilada
autoclavada. Uma amostra de 2 mL da solucéo final,
homogeneizada e que continha sementes
superficialmente desinfestadas e agua destilada
esterilizada, foi utilizada para contagem do ndmero
de sementes, sob microscépio estereoscopico
(Olympus SZH 10).

Cultivo simbioético

Aproximadamente, 300 sementes foram
uniformemente distribuidas em papel de filtro
(Wathman n° 3) com 2,3 cm de diametro,
previamente esterilizado, dentro de placas de Petri
gue continham 20 mL de meio agar-aveia modificado
(Dixon, 1987). As placas foram inoculadas com blocos
de 1 cm3 de meio Agar-aveia com o micélio fangico
do isolado micorrizico, retirados das bordas das
colénias resultantes do crescimento dos isolados
reativados. A inoculagao foi feita a uma distancia
de 6 cm do disco de papel filtro. As placas foram
seladas com filme PVC e incubadas a 25 °C, no
escuro, durante duas semanas. Trés repeti¢des para
cada isolado foram distribuidas aleatoriamente em
camara escura. Placas que continham sementes,
porém n&o inoculadas, serviram de controle.

A germinagdo foi monitorada sob microscopio
estereoscopico a cada trés dias, durante as duas
primeiras semanas. Apds esse periodo, as placas
foram removidas do escuro e levadas para camaras
de crescimento com fotoperiodo regulado de 12 h,
com temperaturas diurnas de 28 °C e noturnas de
25 °C. Aos 50 dias de idade, os discos foram retirados

Quadro 1. Cédigo, identificagdo e hospedeiro original dos isolados de fungos micorrizicos utilizados no

experimento

Caédigo do isolado Identificacao

Hospedeiro original®

M1 Epulorhiza epiphytica Pereira, Rollemberg et Kasuya Polystachia concreta (Jacq.) Garay & Sweet
M2 Ceratorhiza sp. Oncidium flexuosum Sims

M3 Ceratorhiza sp. Isochillus lineares (Jacq.) R. Br

M4 Ceratorhiza sp. Maxillaria marginata (Lindl.) Fenzl

M5 Epulorhiza repens (Bernard) Moore Oeceoclades maculata (Lindl.) Lindl.

M6 E. epiphytica Epidendrum rigidum Jacq.

M7 Ceratorhiza sp. Oncidium varicosum Lindl.

M8 Rhizoctonia sp. Gomesa crispa (Lindl.) Klotzsch ex Rchb. f.
M9 Ceratorhiza sp. Campylocentrum organensis (Rchb. f.) Rolfe
M10 Ceratorhiza sp. Bulbophyllum sp.

(@ Hospedeiro de onde os isolados fingicos foram originalmente obtidos (Pereira, 2001; Pereira et al., 2001; 2003a).
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das placas de Petri e observados sob microscopio
estereoscopico para avaliacdo da percentagem de
germinagao e desenvolvimento dos protocérmios.

Avaliacédo da germinacéao e do desenvolvimento
do protocérmio

Aos diferentes estadios de desenvolvimento dos
protocdrmios foram atribuidas notas de 0 a 5,
adaptadas de Zettler & Hofer (1998), a saber: 0 =
nao ocorreu germinacdo; 1 = embrido bem
desenvolvido dentro do envoltério; 2 = rompimento
do tegumento; 3 = inicio de desenvolvimento das
radicelas; 4 = formacdo da primeira folha com
radicelas bem desenvolvidas e 5 = protocérmio com
0,5 cm de didmetro, com formagéo da segunda folha
e primeiras raizes. O valor da percentagem de
germinacdo e de protocormios nos diferentes estadios
de desenvolvimento foi obtido por meio da média
aritmética das trés repeticdes de cada tratamento.

Caracterizacao da associagcdo micorrizica e
anatomia da interacéo fungo-planta

Protocérmios em diferentes estadios de desenvol-
vimento foram seccionados longitudinalmente, a méo
livre, e observados em microscépio 6ético
(OLYMPUS BX 50), para verificar a formagao de es-
truturas fungicas intracelulares (pelotons) que ca-
racterizam a associacdo simbidtica micorrizica em
orquideas (Smith & Read, 1997; Zettler, 1997). Os
embrides e os protocormios foram clareados e cora-
dos com azul de tripano, segundo método proposto
por Phillips & Hayman (1970). Radicelas coradas
foram também cuidadosamente montadas entre 1&-
mina e laminula com lactoglicerol para observacéo
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em microscopio ético dos sitios de infeccdo do fungo
micorrizico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivo simbidtico

Aos sete dias de idade, cerca de 90 % das semen-
tes de O. flexuosum germinaram quando inoculadas
com o isolado M2 (Ceratorhiza sp.). Somente aos
30 dias de idade, observou-se a germinacgao das se-
mentes induzidas por outros isolados. Na auséncia
do fungo micorrizico, as sementes ndo germinaram,
demonstrando dependéncia da espécie de orquidea
pelo fungo micorrizico. A percentagem de germina-
¢ao e de protocormios nos diferentes estadios de de-
senvolvimento, para cada isolado, pode ser observa-
da no quadro 2.

Aos 50 dias de idade, protocérmios nos estadios
3, 4 e 5 foram observados somente quando inoculadas
com o isolado M2 (Figura 1C), originalmente obtido
do sistema radicular de O. flexuosum, indicando um
possivel caso de especificidade fungo-hospedeiro. Os
demais isolados de Ceratorhiza, bem como os
isolados de Epulorhiza e Rhizoctonia, apesar de
terem provocado a germinacgdo de sementes,
desenvolveram protocormios somente até o estadio
2 (Figura 1D). Esses resultados indicam a existéncia
de alguma barreira ou a falta de algum estimulo
nessas combinag¢fes fungo-planta, conforme foi
também evidenciado em outros trabalhos de
germinacdo simbidtica (Anderson, 1991; Zettler &

Quadro 2. Percentagem de germinacgao em diferentes estadios de desenvolvimento dos protocormios de
Oncidium flexuosum, 50 dias ap06s inoculacdo das sementes por dez isolados de fungos micorrizicos

Estadio de desenvolvimento

Codigo do isolado

0 1 2 3 4 5
Germinacao, %

M1 5 12 83 0 0 0
M2 2 31 22 15 16 14
M3 88 10 2 0 0 0
M4 85 10 5 0 0 0
M5 5 15 80 0 0 0
M6 3 11 86 0 0 0
M7 97 3 0 0 0 0
M8 83 12 5 0 0 0
M9 85 15 0 0 0 0
M10 87 10 3 0 0 0
Controle 100 0 0 0 0 0

@ 0 = ndo ocorreu a germinagao; 1 = embrido bem desenvolvido dentro do envoltério; 2 = rompimento do tegumento; 3 = inicio de
desenvolvimento das radicelas; 4 = formacao da primeira folha com radicelas bem desenvolvidas e 5 = protocérmio com 0,5 cm de

diametro, com formagéo da segunda folha e primeiras raizes.
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Mclnnis, 1992; Zelmer & Currah, 1997; Zettler &
Hofer, 1998; Zettler et al., 1999).

A especificidade da associacdo micorrizica em
orquideas é ainda fonte de controvérsia, visto que,
enquanto alguns trabalhos demonstram a existéncia
de especificidade entre fungo e planta (Warcup,
1971; 1973; 1981), outros demonstram a baixa ou,
até mesmo, a inexisténcia de especificidade (Hadley,
1970; Deutsch, 2001; Stewart & Zettler, 2002). Além
da dificuldade de identificacdo das espécies de fungos
rizoctonidides comumente isolados de raizes
micorrizadas de orquideas, a avaliacéo de trabalhos
sobre especificidade é ainda dificultada pela
variabilidade de métodos de isolamento empregados,
pelos diferentes estadios de desenvolvimento dos
hospedeiros estudados e pela n&o-correspondéncia
entre experimentos de germinacéo de sementes em
condi¢cdes naturais e in vitro (Andersen &
Rasmussen, 1996).

Analisando o cultivo simbiotico de Platanthera
clavellata, Zettler & Hofer (1998) observaram que
um isolado de Epulorhiza inquilina, originalmente
obtido do sistema radicular de P. clavellata,
promoveu o desenvolvimento significativamente
superior de protocérmios em relagdo a outros
isolados de E. inquilina, originalmente obtidos do
sistema radicular de Platanthera ciliares,
Platanthera cristata e Platanthera integrilabia. O
mesmo foi observado neste experimento em relacéo
ao desenvolvimento de protocéormios de O.
flexuosum, comparando-se os resultados obtidos pelo
isolado M2, originalmente isolado de O. flexuosum,
e o isolado M7, originalmente isolado de O.
varicosum. Apesar de terem sido os isolados obtidos
do sistema radicular de hospedeiros pertencentes
ao mesmo género, o isolado M2 promoveu o
desenvolvimento de protocérmios até o estadio 5,
enquanto o isolado M7 promoveu o desenvolvimento
de protocérmios somente até o estadio 2 (Quadro 1).
Entretanto, resultados contraditdrios séo observados
em experimentos em que isolados, originalmente
obtidos do sistema radicular de seus hospedeiros
naturais, promovem menor desenvolvimento de
protocérmios em relacédo a isolados originalmente
obtidos de outros hospedeiros nao relacionados
(Zettler et al., 1999), ou mesmo pertencentes ao
mesmo género (Zettler et al., 2000).

Fungos rizoctonidides fitopatogénicos podem
formar associacGes simbidticas micorrizicas com
membros da familia Orchidaceae (Masuhara &
Katsuya, 1994), assim como fungos rizoctonidides
em associacao simbiotica, sob determinadas
condicbes, podem estabelecer associacao
fitopatogénica (Zelmer et al., 1996; Wang et al.,
2000). Os isolados M3 e M4 de Ceratorhiza, apesar
de levarem a germinacéo de sementes, estabeleceram
associagdo fitopatogénica com os protocérmios de
segundo estadio de desenvolvimento. Esses isolados,
M3 e M4, foram originalmente obtidos,
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respectivamente, de I. lineares e M. marginata,
sendo possivel que algum mecanismo molecular
essencial ao estabelecimento da associacéo
simbiotica entre a planta e o fungo nao tenha sido
expresso ou reconhecido.

Caracterizacdo da associacdo micorrizica e
anatomia da interacéo fungo-planta

Todos os isolados foram capazes de levar a
germinacao das sementes de O. flexuosum, porém o
isolado M2 foi o Unico capaz de promover o
desenvolvimento completo dos protocérmios
(Figura 1C). Inicialmente, as hifas penetram por
poros localizados nas extremidades das sementes,
infectando as células suspensoras. Posteriormente,
as hifas penetram pela parede celular das células
do cortex, localizadas adjacentes as células
suspensoras, ramificando-se entre a parede celular
e a membrana citoplasmética. Apoés a ramificacao,
as hifas enovelam-se, dando origem aos pelotons
(Figura 1E), estruturas que caracterizam a
associagdo micorrizica orquiddide. Formados os
pelotons, o embrido desenvolve-se (Figura 1F) por
meio dos produtos advindos da digestdo enzimética
do fungo simbionte (Figura 1G), dando origem aos
protocormios.

Somente para o isolado M2 observou-se a
capacidade de infectar radicelas de O. flexuosum.
Dois padrdes de infeccdo das radicelas puderam ser
observados: um interno, por meio de hifas localizadas
no interior do protocérmio, e outro externo, por meio
de hifas localizadas no substrato de crescimento.
Hifas originarias de pelotons localizados nas células
mais externas do cértex infectam as radicelas por
suas células basais. Essas hifas penetram pela
parede da radicela jovem, colonizando toda a sua
extensao, até a extremidade apical, atravessando
novamente a parede celular, entrando novamente
em contato com o meio de cultura (Figura 1H). Ja
hifas originadas diretamente do micélio em
crescimento podem também infectar as radicelas,
lateralmente, penetrando atraveés da parede celular
(Figura 11). Antes da formacdo das raizes
verdadeiras, a colonizagdo das radicelas a partir das
células mais externas do cortex alcangam novamente
0 substrato de crescimento e talvez seja o principal
fator responsavel pela estabilidade do protocérmio
de orquideas epifitas na natureza.

Por outro lado, a colonizagéo a partir do substrato
de crescimento alcanca o interior das radicelas e
atua, possivelmente, na estabilidade do protocérmio
em condicBes naturais, além de ser um indicativo
"anatdémico da possibilidade de micorrizagao" de
protocérmios cultivados assimbioticamente in vitro,
em condicOes de laboratério. Radicelas infectadas,
em estadio mais avancado de desenvolvimento,
apresentavam-se bastante colonizadas por corddes
de hifas, permitindo a visualizac¢éo de cerca de 5-7
hifas individualizadas por cordao, as quais se
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Figura 1. (A) Células monilidides de Ceratorhiza sp., isolado M2 e (B) de Epulorhiza epiphytica, isolado
M1; (C) Protocérmios de Oncidium flexuosum formados em cultivo simbiético com o isolado M2 e (D)
com o isolado M1; (E) Presenca de pelotons intactos nas células do cértex do embrido de O. flexuosum
em cultivo simbiético com o isolado M2 de Ceratorhiza sp. corado com azul de tripano 0,05 %; (F)
Embrido de O. flexuosum em desenvolvimento apds inoculagédo com o isolado M2; (G) Presenca de
pelotons intactos e degradados nas células do coértex do protocérmio de O. flexuosum em cultivo
simbidtico com o isolado M2; (H) Hifas vegetativas do isolado M2 saindo pela extremidade apical da
radicela de O. flexuosum; (1) Infeccédo lateral e colonizacéo da radicela de O. flexuosum pelo isolado
M2 e (J) Radicela em estadio mais avangado de desenvolvimento, colonizada por diversas hifas,
mostrando o enovelamento na regido da extremidade apical da radicela. Barras: (A) e (B) =20 pm; (C)
e (D) =15 mm; (E) e (G) = 2,5 um; (F) = 10 pm; (H), (1) e (J) = 1,0 pm.
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enovelavam na extremidade apical da radicela
(Figura 1J), provavelmente dando origem aos
pelotons das células do coértex da raiz primaria.
Padrbes similares de infeccdo da semente,
desenvolvimento do embrido e colonizacdo da
radicela sdo relatados para Pterostylis spp. em
associagdo com Ceratobasidium spp. na Austrélia
(Clements, 1988).

CONCLUSOES

1. O sucesso na germinacgéo das sementes, assim
como o estabelecimento de protocérmios in vitro por
meio do método cultivo simbiético, utilizando fungos
micorrizicos em cultura pura, é relatado, pela
primeira vez, para O. flexuosum.

2. Oncidium flexuosum parece estabelecer
associacao especifica com seu simbionte micorrizico,
pelo menos no que diz respeito a germinacao
simbiotica de sementes e estabelecimento do
protoc6rmio in vitro.

3. Fungos rizoctonidides podem estabelecer néo
s0 associagdo micorrizica em diferentes niveis, mas
também associacao fitopatogénica, em alguns casos.

4. Isolados que promovam o desenvolvimento
adequado devem ser selecionados a depender da
espécie de orquidea a ser propagada em cultivo
simbiotico.
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