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RESUMO

Fungos micorrizicos rizoctonioides Epulorhiza spp. tém sido isolados de
orquideas do género Epidendrum e vém sendo utilizados na germinag¢éao simbiotica
das sementes de orquideas. Epidendrum secundum é uma orquidea largamente
distribuida em campos de altitude do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro
(PESB), Minas Gerais, e pouco se sabe sobre a associacao micorrizica dessa espécie
nesse parque. O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade morfolégica dos
fungos micorrizicos rizoctonioides isolados de quatro populacoes de E. secundum
em trés regidoes de um campo de altitude localizado na subserra Totem Deitado,
PESB. Vinte e seis isolados fangicos foram obtidos, todos pertencentes ao género
Epulorhiza. As caracteristicas morfolégicas qualitativas e quantitativas avaliadas
revelaram, de modo geral, baixa variabilidade entre os isolados obtidos de uma
mesma populacao e de populacgoes localizadas na mesma regiao, porém grande
variabilidade foi observada entre os isolados obtidos das populac¢oes de diferentes
regioes. Com base nessas caracteristicas morfologicas, os isolados foram divididos
em quatro grupos: o primeiro constituido pelos fungos obtidos das populacéesIe II
da regiao A, o segundo pelos fungos da populacao III da regiao B, o terceiro pelo
isolado M61 da populacao II da regiao A, e o quarto pelo tnico isolado obtido na
populacao IV daregiao C. A variabilidade morfolégica observada é um indicativo
da diversidade dos fungos Epulorhiza spp. associados a E. secundum no PESB.

Termos de indexacao: biodiversidade, conservacao, fungos rizoctonioides,
orquidea, simbiose.
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SUMMARY: DIVERSITY OF MYCORRHIZAL FUNGI Epulorhiza spp.
ISOLATED FROM Epidendrum secundum (ORCHIDACEAE)

Rhizoctonia-like mycorrhizal fungi Epulorhiza spp. have been isolated from orchids of
the genus Epidendrum and have been used to promote the symbiotic germination of orchid
seeds. Epidendrum secundum is a widely distributed orchid in campo de altitude (high
elevation grassy vegetation) regions of the State Park of Serra do Brigadeiro (PESB), Minas
Gerais, Brazil, and little is known about the mycorrhizal relationships of this species in the
park. The objective of this study was to evaluate the morphological diversity of Rhizoctonia-
like mycorrhizal fungi isolated from four E. secundum populations growing in three regions
of a campo de altitude, in the region of Totem Deitado Mountain, PESB. Twenty-six fungal
isolates were obtained, all belonging to Epulorhiza. The quantitative and qualitative
morphological characteristics revealed, in general, low variability among the fungi isolated
from the same orchid population and among isolates from the same region, but high variability
among the fungi isolated from the populations from different regions. Based on these
morphological characteristics, the isolates were separated into four groups. The first consisted
of the fungi from populations I and II from region A, the second of isolates from population II1
from region B, the third of isolate M61 from population II from region C, and the fourth of a
single isolate obtained from population IV from region C. The morphological variability
observed indicates the existence of diversity of Epulorhiza spp. associated with E. secundum in

PESB.

Index terms: biodiversity, conservation, Rhizoctonia-like fungi, orchid, symbiosis.

INTRODUCAO

A maioria das orquideas apresenta associacio
simbidética com fungos rizoctonioides na natureza
(Currah & Zelmer, 1992; Rasmussen, 1995; Andersen
& Rasmussen, 1996; Pereira et al., 2005a). Esses
basidiomicetos dificilmente formam estruturas
reprodutivas sexuais, sendo utilizadas caracteristicas
vegetativas morfolégicas (constricio da hifa na regido
do septo, ramificacio logo apds o septo em angulo reto,
condic¢ao nuclear, formacéao de células de resisténcia
espessadas — células monilioides — e forma do septo
dolipérico) para classifica-los em géneros anamérficos
(Currah & Zelmer, 1992; Stalpers & Andersen, 1996;
Taylor et al., 2002; Pereira et al., 2003). Fungos
micorrizicos pertencentes aos trés principais géneros
anamorficos de fungos micorrizicos de orquidea,
Ceratorhiza, Rhizoctonia e Epulorhiza, ja foram
1solados de orquideas brasileiras encontradas em
fragmentos de Mata Atlantica, como fragmentos
pertencentes ao Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro (PESB), e em Campo Rupestre (Pereira et
al., 2003, 2005a,b; Nogueira et al., 2005).

Apenas fungos micorrizicos rizoctonioides
Epulorhiza spp. tém sido isolados de orquideas do
género Epidendrum e da espécie E. secundum em seus
ambientes naturais, e fungos desse género tém
induzido a germinacéo simbidtica de sementes de
orquideas in vitro (Zettler et al., 1998; Nogueira et
al., 2005; Pereira et al., 2005a; Linhares, 2006; Zettler
etal., 2007). Esses fungos sao os principais simbiontes
de orquideas terrestres, entretanto também tém sido
isolados de orquideas epifitas (Currah & Zelmer, 1992;
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Currah et al., 1997; Pereira et al., 2003, 2005a). Eles
séo estritamente saproéfitas, largamente distribuidos
na natureza, essenciais a realizacao do ciclo de vida
dessas orquideas e atuam como via de transporte de
nutrientes entre a orquidea e o substrato (Currah &
Zelmer, 1992; Smith & Read, 1997; Rasmussen, 2002;
Peterson et al., 2004). A partir da degradacio dos
pelotons, ou seja, enovelados de hifas fingicas
formadas nas células colonizadas, a semente da
orquidea obtém agua, carboidratos simples e minerais
para sua germinacao e desenvolvimento do embrido a
plantula fotossinteticamente ativa, e essa plantula
obtém, principalmente, 4gua e os minerais requeridos
para sua manutencio e desenvolvimento (Rasmussem,
1995; Peterson et al., 1998, 2004; Dearlaney, 2007).

Os fungos do género Epulorhiza podem ser
diferenciados daqueles pertencentes aos géneros
Ceratorhiza e Rhizoctonia com base no aspecto da
colonia, numero de nucleos e diametro da hifa
vegetativa (Currah & Zelmer, 1992). Os fungos
pertencentes ao género Epulorhiza apresentam colénia
de coloracdo creme, crescimento lento, com margem
da colénia submersa no meio, micélio aéreo escasso e
aspecto mucoso (Currah et al., 1997; Currah &
Zelmer, 1992). O diametro da hifa da maioria dos
fungos Epulorhiza spp. é menor que 4 pm e apresenta
septo dolipdrico com parateossoma imperfurado (Moore,
1987; Currah et al., 1997; Currah & Zelmer, 1992;
Pereira et al., 2003). Os fungos Ceratorhiza spp.
também sdo binucleados, mas apresentam micélio
aéreo abundante e diametro de hifa vegetativa maior
que 4 um (Currah & Zelmer, 1992). Os fungos
Rhizoctonia spp. sio multinucleados, com micélio
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aéreo abundante (Currah & Zelmer, 1992).
Ceratorhiza spp. e Rhizoctonia spp. apresentam
perfuragdes no parateossoma do septo (Moore, 1987).
Durante a caracterizagdo dos fungos rizoctonioides, é
gerado um conjunto de dados quantitativos e
qualitativos teis na identificagéo dos isolados (Currah
& Zelmer, 1992; Currah et al., 1997). As
caracteristicas culturais, que sdo dados qualitativos,
podem ser utilizadas para agrupar isolados utilizando
técnicas multivariadas (Pereira et al., 2005a). As
caracteristicas morfométricas, tais como taxa de
crescimento, diametro da colénia, dimensdo das
células monilioides e didmetro de hifa, geram dados
quantitativos que também podem ser analisados por
técnicas multivariadas revelando a existéncia, ou nio,
da diversidade desses fungos (Cruz, 2008).

Epidendrum secundum Jacq. esta compreendida
na subfamilia Epidendroideae, tribo Epidendreae,
subtribo Laellinae (van den Berg et al., 2000, 2005).
E uma espécie de orquidea de habito terrestre e, ou,
rupicola, comum em campos gramindides e em
afloramentos rochosos dos campos de altitude da Serra
das Cabecas, que esta localizada no Parque Estadual
da Serra do Brigadeiro (PESB), MG (Caiafa & Silva,
2005). Essa orquidea apresenta floracdo durante todo
0 ano, o que, além de facilitar sua identificacdo no
campo, a torna uma espécie de grande aplicacdo na
horticultura comercial. Porém, nio h4 trabalhos sobre
a diversidade morfolégica dos fungos micorrizicos
associados a essa espécie de orquidea. Desse modo, os
objetivos deste trabalho foram isolar e caracterizar
fungos micorrizicos rizoctonioides associados a quatro
populacbes de E. secundum crescendo em trés
diferentes regides da subserra Totem Deitado,
localizada na Serra das Cabecas, e avaliar a
diversidade de fungos associados a essas populagoes
com base na analise multivariada das caracteristicas
culturais e morfolégicas.

MATERIAL E METODOS

Amostragem do sistema radicular de orquideas
e do solo dos diferentes locais

Quatro populagdes de E. secundum foram
selecionadas em trés diferentes regiées de um campo
de altitude localizado na Serra das Cabecas, subserra
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Totem Deitado, pertencente ao Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro, cidade de Araponga, MG
(Quadro 1). Em agosto de 2005 (Licenca Instituto
Estadual de Floresta 050/05), dez segmentos de raiz
foram coletados de um individuo de cada uma das
populacdes selecionadas, que apresentava inflorescéncia
e capsula madura. As raizes foram armazenadas
separadamente em sacos plasticos, acomodados em
bolsa térmica contendo gelo. Uma amostra composta
de solo, compreendida de dez amostras simples obtidas
com auxilio de um trado de 160 cm3, foi coletada do
local de cada uma das populagdes para posterior
analise fisico-quimica. As amostras de solo foram
armazenadas em caixa de isopor contendo gelo
triturado. As amostras do sistema radicular foram
armazenadas em geladeira a 4 °C até o processamento.
As amostras do solo foram secas ao ar, passadas em
peneira de 2 mm e enviadas ao Laboratdrio de Analise
de Solos do Departamento de Solos da UFV para a
realizacdo das analises fisicas e quimicas.

Isolamento dos fungos micorrizicos

Os segmentos de raiz foram cuidadosamente
lavados sob 4gua corrente e cortadas em trés a cinco
fragmentos de, aproximadamente, 8 cm cada. Esses
fragmentos foram desinfestados superficialmente,
como descrito por Pereira et al. (2005a), e seccionados
transversalmente sob lupa, de forma asséptica, para
confirmacéo da colonizacio pela observagao de pelotons
e isolamento dos fungos micorrizicos. A partir dos
fragmentos colonizados, foram selecionados de quatro
a oito seccoes transversais e a por¢do do cortex contendo
pelotons intactos foi rasgada e transferida para placa
de Petri contendo 15 mL de meio BDA (15 g de agar,
15 g de glicose e 1 L de caldo de batata, pH 5,6).
Foram transferidas para uma mesma placa contendo
o meio de isolamento de quatro a oito por¢oes de cortex
de um mesmo fragmento de raiz, tendo sido
selecionados trés fragmentos colonizados por
populacio. As placas foram incubadas a 28 °C, sendo
monitoradas diariamente para observacgido do
crescimento de micélio fingico. Apds inicio do
crescimento, extremidades do micélio foram
transferidas para novas placas de Petri contendo meio
BDA.

Caracterizac¢ao cultural e morfolégica

Os fungos foram caracterizados morfologicamente

Quadro 1. Altitude, coordenadas geograficas e caracteristicas do habitat das populacoes de Epidendrum
secundum amostradas em cada uma das regioes selecionadas

Populacao Regiao Altitude Coordenadas geograficas Caracteristica
I A 1.706 m S 20°42° 11,17/ W 42° 28’ 32,0” Campo graminoide préximo a afloramento
11 A 1.705 m S 20° 42’ 10,8” / W 42° 28’ 31,8” rochoso
111 B 1.692 m S 20° 42" 6,57/ W 42° 28 30,1” Campo graminoide préximo a escrube
v C 1.581 m S 20° 42’ 22,37 / W 42° 28’ 45,17 Campo graminoide em afloramento rochoso
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pela avaliagdo de caracteristicas qualitativas (micélio
aéreo, margem, aspecto, cor da colonia e nimero de
nucleo por célula) e quantitativas (didmetro da colonia,
taxa de crescimento, largura e comprimento das
células monilioides e didmetro de hifa) da colénia.

Para a avalia¢do do micélio aéreo, da margem, do
aspecto e da cor da colonia, utilizando-se colbénias
crescidas em placas de Petri contendo 15 mL de meio
BDA, incubadas a 25 °C (Currah & Zelmer, 1992;
Pereira et al., 2005a). As caracteristicas foram
avaliadas visualmente apds 72 e 336 h, segundo
descrito por Currah & Zelmer (1992) e Pereira et al.
(2005a).

O didmetro da colénia (DC) de cada isolado foi
avaliado em trés placas de Petri contendo 15 mL de
meio BDA. Discos de dgar de 9 mm de diametro,
contendo micélio fingico da borda da colénia crescida
em BDA, foram transferidos para o centro de trés
placas de Petri contendo 10 mL de meio e incubadas
a 25 °C. Apés 72 h, mediu-se o didmetro da colonia,
em cm, sobre duas linhas perpendiculares tracadas
no verso das placas, tomando-se o disco de agar
contendo o in6éculo como centro da intersecéo.

A taxa de crescimento em meio BDA (Merck®;
TBDA) e a taxa de crescimento em meio CMA (15 g
agar e 1 L de caldo obtido do cozimento de 30 g de
farelo de milho; TCMA) foram determinadas em placas
de Petri. Discos de agar de 9 mm de diametro,
contendo micélio fingico da borda da colonia crescida
em BDA, foram transferidos para o centro de trés
placas de Petri contendo 10 mL de meio, as quais foram
incubadas a 28 °C. A taxa de crescimento, em mm h1,
foi determinada com base na variacdo do raio da
colbénia, em, pelo menos, trés intervalos de tempo,
durante um periodo de 10 dias. Paraisso, duas linhas
perpendiculares foram tragadas no verso da placa,
utilizando o disco de 4gar como o centro da intersec¢io
das linhas.

As células monilioides foram observadas em
culturas crescidas em meio CMA, com pelo menos dois
meses de incubacéo, e fotografadas em microscopio
invertido acoplado a camera digital (Olympus E300),
sendo as imagens capturadas utilizadas para
determinar a largura (LCM) e o comprimento (CCM)
da célula monilioide, utilizando o programa Image Pro
Plus (versao 4.5.0.29).

Para a medicio do didmetro da hifa vegetativa (DH)
e observacédo do niimero de ntcleos por célula (condi-
¢do nuclear), um disco de 4gar de 9 mm de diametro,
contendo o micélio fngico dos isolados crescidos em
meio BDA, foi transferido para laminas microscopi-
cas contendo gotas de 50 pL. de meio BDA. Apds uma
semana, o micélio crescido sobre a lamina foi tratado
com uma mistura de SYBR GREEN I® e Calcofluor e
observado em microscopio de fluorescéncia (Meinhardt
et al., 2001; Campos et al., 2006). A condicdo nuclear
foi observada sob a fluorescéncia e o didmetro de hifa foi
observado sob a luz branca. As imagens posteriormente
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capturadas foram utilizadas para medic¢éo do didme-
tro de hifa no programa Image Pro Plus (versao
4.5.0.29).

Identificacao dos isolados fiungicos

Os isolados fungicos foram identificados usando a
chave dicotomica para género de fungos micorrizicos
associados a orquideas (Currah & Zelmer, 1992) e chave
para espécies do género Epulorhiza (Currah et al., 1997).

Analise dos dados

Os dados das caracteristicas morfoldgicas
quantitativas foram submetidos a analise de variancia
e a comparacao de médias pelo teste de Scott Knott a
5 %, utilizando-se o programa SAEG, versdo 9.0. A
diversidade genética dos isolados foi estudada por duas
técnicas de analise multivariada executadas no
programa GENES (versio 2006.4.1), sendo a primeira
técnica baseada na distancia generalizada de
Mahalanobis (Cruz & Regazzi, 1997), utilizando o
método UPGMA (Unweighted Paired Group Method
using Arithmetic Averages) para realizar o
agrupamento, e a segunda baseada nas duas primeiras
variaveis canonicas, utilizando a dispersio grafica.

Os dados das caracteristicas fisicas e quimicas dos
solos foram submetidos a duas técnicas de analise
multivariada para agrupamento dos locais, também
executadas no programa GENES (versdo 2006.4.1).
A matriz de distancia euclidiana padronizada (D2) foi
calculada como medida de dissimilaridade e utilizada
para agrupamento dos locais pelo método UPGMA. A
técnica de componentes principais foi utilizada para
realizar a disperséao grafica em 3D dos locais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelotons intactos e degradados foram observados
nas raizes de E. secundum durante o procedimento
de isolamento dos fungos micorrizicos. Um total de
44 fungos foi isolado das quatro populagdes de E.
secundum amostradas. Foram isolados 11 fungos da
populacdol, 7dall, 12dallle 14 daIV. Por serem os
principais fungos micorrizicos de orquideas, este
trabalho objetivou caracterizar morfologicamente
somente os 26 isolados que apresentaram as
caracteristicas de fungos rizoctonioides (Figura 1), ou
seja, constri¢do da hifa vegetativa na regido do septo,
ramificagdo apds o septo em angulo reto e formagao
de células monilioides (Currah & Zelmer, 1992;
Rasmussen, 1995; Andersen & Rasmussen, 1996;
Stalpers & Andersen, 1996; Roberts, 1999; Taylor et
al., 2002). Esses fungos rizoctonioides foram obtidos
de oito dos 12 fragmentos utilizados durante o
isolamento (Quadro 2). A partir dos demais cresceram
fungos nio rizoctonioides, os quais foram armazenados
para estudos posteriores, ou ndo houve crescimento
de micélio fangico.
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Todos os fungos rizoctonioides isolados apresentaram
colonias de coloracao creme, aspecto aveludado, liso
ou cotonoso, dois nucleos por hifa (Figura 1a) e DH
menor que 4 pm (Quadro 2). Desse modo, os isolados
foram identificados como pertencentes ao género
anamoérfico Epulorhiza (Currah & Zelmer, 1992;

Currah et al., 1997; Pereira et al., 2005a). Osisolados
M51 a M67, respectivamente da populagcdoIell, eo
isolado M76 (populacgdo IV) apresentaram aspecto
aveludado, enquanto os isolados M68 a M'75 (populagio
III) apresentaram aspecto cotonoso. Entre os isolados
de aspecto aveludado, foram observadas diferencas na

Figura 1. Hifas vegetativas e células monilioides de fungos rizoctonioides, isolados de Epidendrum secundum
em quatro diferentes localidades, cultivados durante uma semana em microcultura para posterior
tratamento com os croméforos SYBER GREEN I® e Calcofluor e observacio em microscopia de
fluorescéncia (a-b). Células monilioides, observadas em microscopia de luz, formadas pelos isolados
apos, pelo menos, dois meses de cultivo em placas contendo meio CMA (c-f). (a) Isolado M55, mostrando
ramificaciao da hifa em dngulo reto com constricio (ch) na altura dos septos (se), dois niicleos (nu) na
célula da extremidade da hifa e delimitados pelos septos. (b) Células monilioides (cm) do isolado M66
apresentando dois niicleos por célula. Células monilioides dos isolados: (¢) M53, ovaladas com depressoes
formando cadeias com duas a seis células; (d) M61, pequenas, hialinas e desuniformes ao longo da
cadeia; (e) M70, pequenas, em cadeias de uma a oito células, opacas, com leve constricao entre as
células; e (f) M76, grandes, esféricas e em cadeias de duas a quatro células. Barra =20 pm.
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Quadro 2. Diametro da colénia (DC), taxa de crescimento em meio BDA (TBDA) e em meio CMA (TCMA);
largura (LCM) e comprimento (CCM) de células monilioides e didAmetro de hifas (DH) dos fungos
micorrizicos rizoctonioides isolados de diferentes fragmentos de raiz de quatro populacées de
Epidendrum secundum. DC foi avaliado em meio BDA 48 h apés a inoculacao, TBDA e TCMA foram
determinadas com base na variacao do raio da colonia em, pelo menos, trés intervalos de tempo durante
um periodo de 10 dias, LCM e CCM foram avaliadas apoés cultivo dos isolados em meio CMA por, pelo
menos, dois meses, e DH foi determinado em micélio crescido em microcultura durante uma semana

Populacio® Fragmento® Isolado™ DC TBDA TCMA LCM CCM DH
cm mm h! um

I 1T M51 297D 0,178B 0,350D 13,56B 16,20B 3,09B
1T M52 3,78 B 0,169C 0,418A 12,10C 16,27B 3,07B
1T M53 3,12D 0,180B 0,401A 11,93C 16,17B 4,00A
11 M54 3,52B 0,184B 0,388B 12,28C 15,47C 3,77A
11 M55 3,77B 0,164C 0,363C 11,94C 15,28C 3,15B
111 M56 3,18C 0,199A 0,370C 11,47C 16,62B 3,75A
111 M57 3,25C 0,199A 0,399A 12,94B 14,97C 3,78A
111 M58 3,57B 0,209A 0,380B 12,22C 15,36C 3,25B
111 M59 2,68E 0,138D 0,375C 12,72B 15,49C 3,85A
111 M60 3,68B 0,205A 0,382B 13,07B 14,55C 3,90A

1I 1I Me61 1,85G 0,033F 0,121F 9,85D 13,11D 2,28B
11 M62 3,27C 0,134D 0,349D 12,81B 17,87A 2,97B
11 M63 3,37C 0,095E 0,351D 12,38C 16,21B 4,07A
1I M64 3,88A 0,185B 0,373C 13,06B 18,19A 2,80B
111 M65 3,90A 0,164C 0,387B 12,49C 17,569A 2,68B
111 M66 3,43C 0,161C 0,385B 11,78C 17,563A 3,80A
111 M67 4,10A 0,180B 0,372C 13,60B 18,93A 3,21B

111 I M68 1,87G 0,066F 0,163E 7,69E 19,50A 2,99B
I M69 2,08F 0,056F 0,181E 866D 12,29D 3,62A
1 M70 2,17F 0,061F 0,187E 7,39E 11,90D 2,84B
I M71 1,78G 0,049F 0,165E 9,44D 14,41C 2,81B
I M72 1,72G 0,057F 0,174E 9,13D 14,79C 3,67A
I M73 2,02F 0,077E 0,165E 8,81D 13,81D 3,38A
11 M74 2,17F 0,058F 0,169E 9,05D 13,85D 3,65A
111 M75 1,73G 0,055F 0,182E 10,12D 12,97D 3,64A

v 1I M76 2,97D 0,175B 0,380B 16,22A 17,02B 3,21B

CV (%) 5,20 11,29 4,60 6,92 8,72 10,60

@ Cédigo das populacdes amostradas, dos fragmentos de onde os isolados foram obtidos e dos isolados. @ CV: coeficiente de
variacdo. Média de trés repeticoes. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Scott Knott, a 5 %.

morfologia das células monilioides. O isolado M61
(populacgio II) apresentou células monilioides de
tamanho muito reduzido, hialinas e desuniformes ao
longo da cadeia (Figura 1d). As células monilioides
doisolado M76 (populacdo IV) eram maiores, esféricas,
em cadeias de duas a quatro células (Figura 1f). Os
demais isolados da populagio I e II, exceto M61,
apresentaram células monilioides mais ovaladas, com
depressdes, formando cadeias com duas a seis células,
individualizadas claramente por uma constri¢cio bem
acentuada na regido do septo (Figura 1c). Osisolados
de aspecto cotonoso da populacgao III apresentaram
células monilioides pequenas, opacas, com leve
constri¢do entre as células dispostas em cadeias
contendo de uma a oito células (Figura le). As
diferencas nas dimensoes das células monilioides, tanto
na largura (LCM) quanto no comprimento (CCM)
(Quadro 2), confirmaram as diferencas observadas no
aspecto da colonia e na morfologia das células
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monilioides. As caracteristicas qualitativas da colonia,
o diametro da hifa vegetativa e a morfologia e a
dimenséao das células monilioides sdo importantes na
identificac¢do dos isolados de fungos rizoctonioides em
nivel de género e de espécie (Currah & Zelmer, 1992;
Zelmer & Currah, 1995; Currah & Zelmer, 1997; Shan
et al., 2002; Pereira et al., 2003), entretanto a
identificacdo em nivel de espécie é mais segura quando
subsidiada pela avaliagdo de caracteristicas
moleculares, tais como sequéncia da regido ITS
(internal transcribed spacer) do rDNA ou da regido
mtLSU (mitochondrial large subunit) (Taylor &
Bruns, 1999; Taylor et al., 2002).

A analise multivariada das caracteristicas
quantitativas (Quadro 2), utilizando o método
UPGMA, baseado na distancia generalizada de
Mahalanobis (Figura 2), e a dispersao grafica, baseada
nas duas primeiras variaveis canonicas (Figura 3),
juntamente com a observacgdo das caracteristicas
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qualitativas das culturas e das células monilioides dos
isolados (Figura lc, d, e, f) permitiram avaliar a
diversidade de fungos rizoctonioides associados as
populacoes de E. secundum estudadas. Ha uma grande
similaridade entre os fungos isolados da populagio I,
II, exceto M61, e IV, 0s quais foram agrupados no mesmo
ramo do dendrograma (< 15 % de dissimilaridade —
Figura 2) e organizados no grupo C na dispersao
grafica (Figura 3). Entretanto, o isolado M76
(populagao IV) distingue-se deste grupo na morfologia
e dimensoes das células monilioides (Figura 1f,
Quadro 2). O1isolado M61 (populacgio II) foi agrupado
aos isolados da populagédo III no dendrograma
(Figura 2), porém, ele pode ser separado dos fungos
desta populacdo com base na dispersdo grafica
(Grupo A — Figura 3) e na morfologia das células
monilioides (Figura 1c), diferindo de todos os fungos
1solados de E. secundum, até mesmo daqueles obtidos
do mesmo fragmento de onde foi isolado (isolados M62,
M63 e M64). Isso mostra uma grande semelhanca
entre fungos obtidos em um mesma populacéo e em
populagdes de uma mesma regido, mas, quando se
comparam os isolados das diferentes regides, observa-
se acentuada dissimilaridade, tanto em relagéo as
analises multivariadas como a morfologia e dimensao
das células monilioides. A menor variabilidade entre
os isolados fingicos de uma mesma populagéo pode
ser interpretada como baixa diversidade, e a maior
heterogeneidade entre os isolados de regides distintas
pode ser considerada como alta diversidade.

M72

M74 ¢
M69
M75

M73
M71 j—h
M70
M68

Mé1 — |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

PERCENTAGEM DE DISSIMILIDADE

Figura 2. Dendrograma mostrando a percentagem
de dissimilaridade entre 26 fungos micorrizicos
isolados de quatro populacgées de Epidendrum
secundum. O dendrograma foi obtido pela
técnica UPGMA a partir da analise da matriz de
distancia de Mahalanobis. Populacio I, isolados
M51 a M60, populacao II, isolados M61 a M67,
populacao III, isolados M68 a M76, e populacao
IV, isolado M76.
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Figura 3. Dispersido grafica em relacao as duas
primeiras variaveis canoénicas (VC1 e VC2),
calculadas a partir das caracteristicas
morfométricas, mostrando a relacdo dos 26
fungos isolados das quatro populacdes de
Epidendrum secundum. Populacao I, isolados
M51 a M60, populacao II, isolados M61 a M67,
populacao III, isolados M68 a M76, e populacao
IV, isolado M76.

Resultados semelhantes foram observados por Shan
et al. (2002) em Goodyera procera (Lindl.) Hook., pois
houve grande homogeneidade entre isolados de
Epulorhiza sp. obtidos de uma mesma localidade e
grande heterogeneidade entre isolados obtidos em
diferentes localidades. Entretanto, nem todos os fungos
1solados em uma mesma localidade apresentaram alto
grau de similaridade.

Taylor & Bruns (1999) também observaram dife-
rentes espécies de Russula associadas a Corallorhiza
maculata (Raf)) Raf. em populacgoes de diferentes locali-
dades, entretanto, em uma mesma localidade, quanto
menor era o numero de plantas amostradas, maior
era a tendéncia de identificar apenas uma espécie. Os
individuos amostrados eram considerados de uma mes-
ma populagdo quando cresciam até 2 km de distancia
e as localidades estudadas estavam a, pelo menos,
8 km de distancia uma da outra. Utilizando esse crité-
rio, Taylor & Bruns (1999) observaram um total de
20 espécies de Russula associadas as populacoes desta
espécie de orquidea em quatro estados dos EUA, por-
tanto varios grupos de fungos do género Epulorhiza
poderio ser isolados de E. secundum se outros locais
forem estudados, ja que a distancia minima entre as
regides estudadas neste trabalho era de 15 m.

As diferencas morfolégicas observadas entre os
fungos isolados das diferentes populagoes de E.
secundum (Quadro 2, Figuras 1, 2 e 3) sugerem que
foram obtidas diferentes espécies de fungos Epulorhiza
sp. As caracteristicas do solo onde as populagdes
estudadas cresciam (Quadro 1), tais como a composi¢io
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fisica e quimica do solo (Quadro 3), as populagdes de
outras espécies de plantas e a umidade podem favorecer
o crescimento de uma espécie de fungo em detrimento
de outra, explicando a grande semelhanga entre
isolados de uma mesma regifo e diferencas entre
isolados de diferentes regides (Figuras 2 e 3). As
técnicas de analises utilizadas ressaltaram as
diferencas fisicas e quimicas dos diferentes locais de
amostragem (Figura 4). Os solos dos campos de
altitude sdo, geralmente, pobres em nutrientes,
mantendo uma baixa fertilidade devido a lixiviacio
pela alta drenagem do solo e o baixo contetudo
nutricional do seu material de origem, que, no caso
da Serra do Brigadeiro, é a migmatita (Benites et al.,
2007). Isso é confirmado nos dados da analise quimica
do solo (Quadro 3). Em solos pobres, a associagido com
fungos micorrizicos auxilia a planta na absorc¢ao de
nutrientes, principalmente P e N, promovendo a
mineralizacdo e solubilizacdo (Smith & Read, 1997).
Esses fungos contribuem para a solubilizagdo do fosfato
pela acidifica¢do de seu microambiente, via excre¢ao
de prétons e acidos orgéanicos e via formacdo de acido
carbonico pela liberagéo de COg, e diminuem o estado
de saturacgio desse elemento absorvendo e acumulando
catios e exudando compostos organicos ligantes e
polimeros extracelulares, para entao absorver e
transferir esse mineral para a planta associada (Smith
& Read, 1997; Joner et al., 2000; Balogh-Brunstad et
al., 2008). O agrupamento baseado na matriz de D2
(Figura 4a) mostrou que os solos de onde se localizavam
as populacgoes I e IT sdo os mais semelhantes entre si,
sendo observado um D2 de 3,9 entre eles. O solo da
localidade da populacgédo III apresentou maior
semelhanca com os dois anteriores, 4,47 e 5,61,
respectivamente, sendo o solo da localidade da
populacio IV o mais distinto (D2 > 6,36). A técnica de
componentes principals gerou trés componentes
contendo mais de 99 % da variancia total referentes
as caracteristicas fisicas e quimicas do solo. O
componente C1 representou 62,65 %, por isso quanto
mais semelhante o valor de C1 (Figura 4b), mais
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semelhantes sdo as amostras de solo, mostrando que
a populacio IV cresce em um solo bem distinto dos
demais. Na regido A, onde estdo localizadas as
populacgées I e II, dos individuos de E. secundum
crescem em associagio com gramineas, o solo é mais
raso e é mais proximo do afloramento rochoso. Na
regido B da populagéo I1I, essa orquidea também cresce
associada a gramineas, mas, além de possuir solo mais
profundo, estda préximo ao escrube, formada por
vegetacio arbustiva ou arbdrea com cerca de 1,8 m
de altura,intercalada com vegetacao herbacea densa
e variada (Caiafa & Silva, 2005). Na regido C, onde
esta a populacdo IV, a orquidea cresce sobre uma
pequena mancha de graminea fixada em um
afloramento rochoso ingreme submetido a intensa
lavagem pela agua que escorre do topo de uma
elevacdo. Essas diferencgas podem levar a formacéao
de diferentes microambientes nos locais, restringindo
a composicao da comunidade de fungos rizoctonioides
capazes de colonizar cada um dos diferentes locais.
Ao longo da subserra Totem Deitado, pode ser
observada uma grande variagdo na composi¢éo do solo
e da vegetacdo (Caiafa & Silva, 2005), o que pode levar
auma grande diversidade de fungos rizoctonioides e
de outros fungos endofiticos associados a esta espécie
de orquidea. Por outro lado, a ampla distribuicio de
E. secundum em uma regido tao heterogénea pode
estar relacionada a sua capacidade de associar-se a
esses diferentes fungos Epulorhiza spp., os quais estdao
largamente distribuidos nos ambientes naturais
(Currah & Zelmer, 1992).

A diversidade de isolados de fungos Epulorhiza spp.,
somada a colonizac¢do de um mesmo seguimento de
raiz por diferentes fungos, como observado na
populacéo IT (Quadro 2), sugere que a infecgdo por
diferentes fungos pode ocorrer em diferentes pontos
aolongo da raiz em diferentes momentos. Desse modo,
quando uma raiz cresce no solo e passa por micrositios
colonizados por diferentes fungos deste género, a planta
estabelece associacdo com esses fungos, obtendo parte

Quadro 3. Composi¢iao quimica e fisica do solo, na camada de 0-10 cm, nas regides vegetadas pelas populacoes

de Epidendrum secundum

Regido/ pH p g (Cax Mg» AB+ H+Al SB ¢ T V m Prem MO Areia giive Argila
populacdo H,0 Grossa Fina
mg dm3 cmol, dm-3 — % — mgL’ dag kg !

Al 478 1,4 38 0,39 0,17 1,52 86 066 2,18 926 7,1 69,7 421 11,73 60 18 13 9

ATT 482 1,6 49 0,56 0,18 1,52 10,01 0,87 2,39 10,97 7,9 63,6 391 98 54 24 13 9

BIIII 461 1,4 46 0,52 0,19 1,33 64 083 2,16 7,23 11,5 61,6 41,6 1527 40 18 25 17

C/vV 505 0,9 49 1,26 0,26 1,06 94 1,65 27 11,05 149 389 43,1 1221 37 16 27 20

M pH em agua. P e K: extrator Mehlich-1. Ca?*, Mg?" e Al**: extrator KC1 1 mol L'!. H + Al: extrator acetato de célcio 0,5 mol L,
pH 7,0. SB: soma de bases. CTC (t): capacidade de troca cationica efetiva. CTC (T): capacidade de troca cationica a pH 7,0. V: indice
de saturacdo de bases. m: indice de saturagdo de Al. MO: Mat. Org. = C.org x 1,724 — Walkley — Black. P-rem = Fésforo

remanescente.
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Figura 4. Analises das caracteristicas quimicas e fi-
sicas dos solos dos diferentes locais de
amostragem do sistema radicular de Epidendrum
secundum por técnicas multivariadas: (a) disper-
sao grafica em 3D dos locais com base nos
componentes principais C1, C2 e C3, e (b)
dendrograma calculado pela técnica UPGMA a
partir da matriz de distancia euclidiana padro-
nizada.

dos nutrientes por estes obtidos durante o processo de
degradacio da matéria organica do solo, ja que estes
fungos possuem atividade saprofitica (Currah &
Zelmer, 1992; Peterson et al., 2004; Dearlaney, 2007).

O interesse pela diversidade e ecologia dos
simbiontes fingicos é justificado pela importancia em
se conhecer a complexidade dos organismos e das
interagoes que eles estabelecem. Essas informacées
podem gerar uma base de conhecimento cientifico ca-
paz de atender a necessidade crescente de propor es-
tratégias de preservacgdo da biodiversidade e auxiliar
na produg¢io de mudas de orquideas de qualidade para
reintroducao e para horticultura. Estudos objetivando
avaliar a variabilidade genética entre os fungos
micorrizicos associados as espécies de orquideas bra-
sileiras sdo necessarios. Maior destaque deve ser dado
aos fungos Epulorhiza spp., que, por apresentarem
eficiéncia em promover germinacio de sementes e
desenvolvimento do embrido a plantula, serem estri-
tamente saproéfitas e ndo representarem risco de cau-
sarem doencas as mudas obtidas por germinacio
simbidtica (Zettler et al., 1998; Stewart & Zettler,
2002; Pereira, 2004; Garcia et al., 2006; Zettler et al.,
2007). Ja as espécies pertencentes aos géneros
Ceratorhiza e Rhizoctonia podem causar podriddo em
protocérmios formados por germinagdo simbidtica
(Zelmer et al., 1996; Wang et al., 2000; Pereira et al.,
2005c¢) e, portanto, ndo sdo tdo promissoras.
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CONCLUSOES

1. H4 baixa diversidade de fungos micorrizicos
rizoctonioides que colonizam o sistema radicular de
plantas de E. secundum de uma mesma populacéo e
de populagoes proximas. Entretanto, a diversidade é
maior quando se consideram populacoes de plantas
em regides diferentes.

2. Fungos morfologicamente distintos podem
colonizar um mesmo segmento de raiz de E.
secundum.
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