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RESUM O — (Fungos Micorrizicos associados a orquideas em campos rupestres na Regi&o do Quadrilatero Ferrifero, MG, Brasil). Oito
isolados de fungos micorrizicos rizoctoni6ides foram obtidos do sistema radicular de orquideas neotropicais, a saber: Bulbophyllum
weddelii (Lindl.) Rchb. f., Epidendrumdendrobioides Thunb., Maxillaria acicularisHerb. ex Lindl., OncidiumgracileLindl., Pleurothallis
teresLindl., Prosthechea vespa (Vell.) W.E. Higgins, Sophronitismilleri (Blumensch. ex Pabst) C. Berg & M.W. Chase e Sarcoglottissp.,
que ocorrem em campos rupestres da regido do Quadrilatero Ferrifero, no Estado de Minas Gerais, Brasil. Trés géneros anamorficos
foram identificados: Epulorhiza, isolados do sistemaradicular de E. dendrobioidese S. milleri; Ceratorhiza, isolados de B. weddelii, O.
gracile, P. terese P. vespa e Rhizoctonia, isolados de M. acicularis e Sarcoglottis sp. O trabal ho constitui-se no primeiro rel ato taxondmico
e de caracterizagdo morfolégica de fungos micorrizicos rizoctonidides associados a espécies de orquideas que ocorrem em campos
rupestres no Brasil.

Palavras-chave: diversidade, fungos rizoctoniéides, Orchidaceae, simbiose

ABSTRACT — (Mycorrhizal fungi associated to orchids growing in “campos rupestres’ in “Quadrilatero Ferrifero” region, Minas
Gerais State, Brazil). Eight strains of Rhizoctonia-like mycorrhizal fungal were isolated from the root system of neotropical orchids,
Bulbophyllumweddelii (Lindl.) Rchb. f., Epidendrum dendrobioides Thunb., Maxillaria acicularis Herb. ex Lindl., Oncidium gracile
Lindl., Pleurothallisteres Lindl., Prosthechea vespa (Vell.) W.E. Higgins, Sophronitis milleri (Blumensch. ex Pabst) C. Berg & M.W.
Chase and Sarcoglottis sp., growing in “campos rupestres’ in “Quadrilatero Ferrifero” region, Minas Gerais State, Brazil. Three
anamorphic generawereidentified: Epulorhiza, isolated from the root system of E. dendrobioidesand S. milleri; Ceratorhiza, isolated
from B. weddelii, O. gracile, P. teres and P. vespa; Rhizoctonia, isolated from M. acicularis and Sarcoglottis sp. Thisisthefirst report of
Rhizoctonia-like fungi isolated from the root systems of orchids from the “campos rupestres’ in Brazil.

Key wor ds: diversity, Rhizoctonia-like fungi, Orchidaceae, symbiosis
em rochas ou pedras (epiliticas), em solos jovens ou

em sol osarenosos. As plantas epiliticastém adaptactes
paraexplorar o orvaho, sgjapor meio dabasedefolhas

Introducéo

Dentre as vegetacOes brasileiras, os campos

rupestres destacam-se devido a natureza peculiar de
suas partes componentes. Eles ocorrem a partir de
uma altitude de 900 m acimado nivel do mar e estéo
em grande parte associados a Cadeia do Espinhaco,
nos Estados de Minas Gerais, Bahia e em disjuncbes
damesmacadeiaentre oslimiteslatitudinaisde 21°10°
e10°S(Giulietti & Pirani 1988).

As porgdes montanhosas com o seu climaespecial,
relevo e condicdes de solo, of erecem as condi¢des para
umafloratipicaque ndo é encontradaem outraregiéo
do Brasil (Giulitti & Pirani 1988). As plantas crescem

velhas, como ocorre em Velloziaceae (Menezes &
Giulietti 1986); por meio de tricomas especializados,
como em algumas Bromeliaceae, ou por raizes
especializadas e pseudobul bos, como em Orchidaceae
(Giulietti & Pirani 1988).

O Quadrilétero Ferrifero, area de grande
representatividade em camposrupestres, € considerado
como de “importancia bioldgica extrema’ para a
biodiversidade do Estado de Minas Gerais (Costaet al.
1998). Dentre as principaisrazbes detal classificacdo,
foram apontadas a presenca de espécies vegetais
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ameagadas e endémicas. O desmatamento, aexpansio
urbana, a minerac&o e o turismo sdo apontados como
as principais pressoes antropicas no Quadrilatero
Ferrifero, sendo atual mente recomendado o inventério
bioldgico, a recuperacdo de areas degradadas e o
monitoramento de espécies ameagadas, entre outras
medidas, para areabilitacdo dos campos rupestres da
regido (Costa et al. 1998).

Ha registros desde 1889 de que, na natureza, as
orquideas estéo associadas com fungos micorrizicos
(Clements 1988). As espécies deste grupo apresentam
uma caracteristica Unica entre as angiospermas. uma
estrutura parenquimatosa, 0 protocormio, que esta
intercalada entre o estédio de semente e plantula, e
que utilizaadigestdo enzimatica de fungos simbiontes
como meio alternativo para a obtencdo de energia,
fenémeno denominado micotrofismo (Clements 1988;
Rasmussen 1995; Peterson et al. 1998; Pereira et al.
2003b). O micotrofismo pode, em parte, ser
responsavel pelo sucesso da familia Orchidaceae
(Smith 1966).

As espécies possuem sementes diminutas, com
poucareservanutriciona e devem ser colonizadaspelo
fungo simbionte, como regra, para que ocorra a
germinacdo na natureza (Rasmussen 1995; Peterson
et al. 1998; Pereira et al. 2003b). Apds a infecgdo,
ocorre a formagéo de uma estrutura intracelular
denominada pel otdo. Os produtos advindos dadigestdo
enzimética desta estrutura sdo utilizados para o
desenvolvimento do protocormio, apartir do embrido
contido na semente madura (Peterson et al. 1998;
Pereira et al. 2003b). Esses eventos caracterizam o
micoheterotrofismo nestafamilia, ou sgja, o protocormio
€ totalmente dependente de um fungo simbionte para
0 seu desenvolvimento até tornar-se plantulaautotrofica
(Pereira et al. 2003b).

Os floricultores rotineiramente propagam
orquideas germinando sementes em um meio asséptico,
seguindo procedimentosini cia mente desenvol vidos por
LewisKnudson nadécadade 1920 (Arditti et al. 1990).
Como resultado, a simbiose micorrizica em
Orchidaceae mantém-se pobremente compreendida,
guando comparadaaoutros aspectos fundamentais da
biologiade Orchidaceae, aexemplo dasuataxonomia
(Rasmunssen 1995). Registros que descrevem 0s
fungos endofiticos de orquideas do Novo Mundo séo
raros, particularmente parataxons epifitos ou epiliticos
(Richardson et al. 1993; Richardson & Currah 1995;
Pereira et al. 2003a; 2003b; 2005).

No contexto da necessidade de preservagéo
desses ambientes e de sua flora e considerando-se a

auséncia de registros ou trabalhos envolvendo as
interacbes micorrizicas em orquideas em campos
rupestres, desenvolveu-se este trabal ho que teve como
objetivo oisolamento, aidentificacdo e acaracterizacdo
morfoldgica de fungos micorrizicos associados a
orquideas em diferentes microhabitats e afloramentos
quartziticos, naregido do Quadril&ero Ferrifero, Minas
Gerais, Brasil.

Material e métodos

Osexperimentosforam conduzidos no L aboratorio
de Micrabiologia Geral do Departamento de Ciéncias
Biologicas, Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Biolgicas, Universidade Federal de Ouro Preto e no
Laboratério de Associacbes Micorrizicas do
Departamento de Microbiologia, Instituto de
BiotecnologiaAplicadaaAgropecuaria, Universidade
Federal de Vigosa.

Areas de amostragem — Escolheram-se cinco areas
localizadas em trés municipios da Regidao do
Quadrilatero Ferrifero. Em Ouro Preto, foram
amostradas areas no Bairro Morro Sdo Sebastido, no
Campus Universitario e na Estrada Real. Em Nova
Limae Belo Vae foram amostradas &reas as margens
daRodovia BR-040. Utilizou-se, como critério paraa
definicdo das éreas, a presenca de algum
empreendimento que estivesse ou pudesse gerar o
declinio de populacBes locais de orquideas, além, é
claro, da obrigatoriedade de serem areas de campos
rupestres, degradados ou ndo (Tab. 1). Devido acoleta
indiscriminada e predatéria dessas espécies de
orquideas, parafinshorticulturais, ndo serdo fornecidos
dados mais precisos sobre a localizacdo dessas
populagdes.

Espécies de orquideas estudadas — As espécies de
orquideas utilizadas no estudo, assim como 0s
respectivos locais e a caracterizacdo das areas de
coletas, estéo apresentados na Tab. 1.

Isolamento — Amostras das raizes de orquideas
(Tab. 1) foram lavadas em égua de torneira corrente
por 10 min, cortadas em fragmentos de 2-3 cm e
desinfestadas superficialmente, por imers&o em etanol
70% durante 1 min, e 5 min em solucéo de hipoclorito
de sodio 2%, seguindo-se de cinco lavagens sucessivas
em agua destilada esterilizada. O velame foi retirado
com bisturi estéril e as raizes foram maceradas em
amofariz de porcelana, previamente autoclavado. O
macerado foi espalhado superficialmente em placade
Petri contendo 10 mL de meio batata-dextrose-agar
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(BDA). As placas foram incubadas a 28 °C e
observadas diariamente sob microscépio optico
invertido parao isolamento direto do micélio crescido
apartir do pelotéo (Pereiraet al. 2003a), efetuando-se
atransferénciaparaoutraplacacontendo meio Mélin-
Norkran’s modificado (MNM) (Marx 1969). Culturas
estoques foram mantidas em BDA e discos de 9 mm
diém., contendo micélio, foram armazenados em &gua
destilada esterilizada e estocados a4 °C.

Caracterizacdo morfolégica — As caracteristicas de
crescimento da colénia em BDA foram avaliadas
guanto as coloracdes (branca, creme ou castanho), 0
aspecto da colbnia (grumoso, aveludado ou liso), a
abundancia de micélio aéreo (abundante ou escasso).
Foram feitas medicdes dos didmetros das hifas
vegetativas (Currah 1986; Currah et al. 1987; 1989;
1997; Currah & Zelmer 1992; Pereira et al. 20033;
2005; Zelmer & Currah 1995).

Para estimar-se a taxa didria de crescimento das
coléniasem meio fubaagar (FA) (Pereiraet al. 2003a)
eBDA, discosde micélio de9 mm diam. retirados das
bordas das coldnias dos isolados crescidos nos
respectivos meios de cultura, foram transferidos para
0 centro da placa contendo 20 mL destes meios e
incubados a 28 °C. Para cada espécie foi medido
diariamente o diametro da col6nia nos dois diferentes
meios, sendo que, para cada meio foram feitas quatro
repeticoes.

Coloragéo de nucleos — Para a coloragéo de nucleos,
fragmentos do micélio dos isolados, crescidos por 10
diasa 28 °C, foram montados entre |&mina e laminula
com 50 pL. de umasolugéo corante contendo 1 pl./mL
SYBRO Green em KH,PO, 10 mM e glicerol a18%
(Meinhardt et al. 2001). ApGs cinco minutos, em
camara escura, as laminas foram observadas em
microscopio optico Nikon E 600 acoplado de
epifluorescéncia Y-FL operando na faixa de
comprimento de onda de 450-520 nm de excitag&o.

| dentificac&o dos isolados — Para a identificacgo dos
i solados seguiu-se a proposi¢do de Moore (1987) ede
Currah & Zelmer (1992), a qual se baseia nas
caracteristicas morfolégicas, adotando-se a chave e
notas para fungos micorrizicos em orquideas.

Resultados e discussao

Os isolamentos preliminares apresentaram
melhoresresultados quando se utilizaram plantasjovens
ou “seedlings’. Em plantas adultas ou com raizes muito
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envolvidas por matériaorganica, o nimero deisolados
defungos endofiticos ndo rizoctoni 6idesfoi ato. Dentre
estes destacaram-se 0s pertencentes ao grupo
Myceliumradicisatrovirens(Melin 1922), atualmente
denominados de “Dark Septate Endophytes (DSE)”
(Jumpponen & Trape 1998). Por outro lado, o fato de
muitas plantas que ocorrem em campos rupestres
crescerem diretamente sobre a superficie rochosa
(cangaou quartzito) podeter favorecido o isolamento,
pois suas raizes encontravam-se livres de matéria
orgéanica em decomposi G&o.

O sucesso no isolamento foi obtido para as oito
espéciesde orquideas, sendo que quatro ocorriam sobre
canga e quatro sobre quartzito (Tab. 1). Os géneros
Rhizoctonia, Epulorhiza e Ceratorhiza foram
descritos em associacdo a orquideas em campos
rupestres do Brasil, sendo que todos ocorreram tanto
em canga quanto em quartzito (Tab. 1). O género
Rhizoctonia esté representado por dois isolados OM
19eOM 21, sendo que o primeiro foi isolado de planta
gue crescia sobre canga, e 0 segundo, sobre quartzito.
O género Epulorhiza estarepresentado pel osisolados
de orquideas OM 18 e OM 20 que ocorrem sobre
guartzito e canga, respectivamente. O género
Ceratorhiza esta representado pelosisolados OM 11,
OM 13, OM 14 e OM 15, osdois primeiros associados
a orquideas sobre quartzito e os outros dois sobre
canga.

A caracterizac8o dosisolados (Tab. 2) demonstrou
diferencas marcantes entre os isolados do género
Epulorhiza em relacéo aos géneros Rhizoctonia e
Ceratorhiza, principalmente no que diz respeito ao
aspecto dacol6nia(Fig. 1), taxadiériade crescimento
(Tab. 2), morfologia das células monilidides (Fig. 2 a
6) e formacdo de pseudoesclerddios (Fig. 7 e 8). A
medi¢&o do didmetro das hifas também mostrou-se de
grande importancia nesta diferenciacdo (Tab. 2). As
diferencas visuais entre os isolados de Rhizoctonia e
Ceratorhiza ndo foram muito marcantes. No entanto,
com aandlise dacondi¢do nuclear foi possivel fazer a
distingdo entre os géneros (Tab. 2).

A condi¢do multinucleada dos isolados, aqui
considerados como Rhizoctonia, poderiam ser
classificados como pertencentes ao género
Moniliopsis (Moore 1985). Moore (1987) propde o
género Moniliopsis para acomodar anamorfos com
teleomorfos em Thanatephorus e Waitea, ambos com
célulasmultinucleadas. Entretanto, apesar daproposta
estar de acordo com o Cddigo Internacional de
Nomeclatura Botanica, a denominacdo Rhizoctonia
foi mantida (Nomina Conservanda) em razéo da
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Figuras 1-7. 1. Culturas puras dos fungos: (A) OM13; (B) OM18; (C) OM2; (D) OM14,; (E) OM15; (F) OM11; (G) OM20 e
(H) OM19. 2. OM13, hifasem fase de formag&o de células monilidides, verifica-se &ngul o de 90° entre as ramificagfes (barra= 50 pm).
3. OM20, inicio daformagao de células monilidides (barra= 40 pm). 4. OM 20, cadeia de células monilidides (barra= 40 ym). 5. OM11,
células monilidides (barra= 50 um). 6. OM 14, células monilidides (barra= 50 pm). 7. OM 15, inicio daformagdo de pseudoesclerédio
(barra= 100 pym). 8. OM15, corte de pseudoesclerddio bem desenvolvido (barra= 25 pym).
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Tabela 2. Caracteristicas morfol dgicas e de col oragdo usadas paraadiferenciacdo eidentificacdo dos isolados de fungos micorrizicosem
Orchidaceae de campos rupestres naregiao do Quadril atero Ferrifero, MG, Brasil. BDA = batata-dextrose-agar; FA = fuba-agar.

Cod.** Taxade crescimento Cor Micélio aéreo Aspecto Condigéo nuclear Diémetro das hifas
BDA FA
OM13 0,60 * 0,65 branco abundante floculado binucleado >4 pm
OM 18 0,06 0,12 branco escasso MuCoso binucleado <4 pum
oM 21 0,95 1,07 branco abundante liso multinucleado >4 um
oM 14 1,75 1,28 marrom abundante grumoso binucleado >4 um
OM 15 1,45 1,32 marrom abundante grumoso binucleado >4 um
oM 11 0,67 0,74 branco abundante aveludado binucleado >4 um
OM 20 0,31 043 branco €sCcasso MUCOSO binucleado <4pm
oM 19 1,49 1,02 branco abundante aveludado multinucleado >4 um

* cm/dig;** Codigo de identificacdo do isolado conforme Tab. 1.

importancia econémica desse taxon e do nimero de
trabalhosjé publicados utilizando-se estaterminologia
(Stalpers et al. 1998).

Quanto a andlise dos microhabitats dentro das
&reasde ocorrénciadas popul agbes de orquideas, houve
uma amostragem consideravel, pois foram
contempladas no estudo: plantas rupicolas (P. vespa,
M. acicularis, O. gracile, P. teres, B. weddelii e
S milleri), uma planta aquética (E. dendrobioides) e
uma terrestre (Sarcoglottis sp.). Isto demonstra que
aversatilidade da familia Orchidaceae na exploragéo
de nichos bastante distintos pode estar relacionada a
presencados fungos simbiontes nos diferentes hébitats,
como jarelatado paraorquideas de regides temperadas
ou subtropicais (Rasmussen & Whigham 1998).

O fato das espécies de orquideas estudadas ndo
pertencerem ao mesmo género dificulta o
entendimento das relaces de especificidade fungo-
planta. No entanto, demonstra-se mais umaocorréncia
de Epulorhiza em plantas do género Epidendrum,
como ja relatado para E. conopseum e E. rigidum
(Zettler et al. 1998; Pereira et al. 2003a). Além disso,
a espécie E. dendrobioides possui hébitat aquético,
diferente daqueles das espécies até entdo estudadas,
sugerindo que a ocorréncia de Epulorhiza em
Epidendrum pode estar influenciada mais pela
especificidade fungo-hospedeiro do que pelo habitat
daplanta.

Areas degradadas por atividades de mineracéo
tém acomposi ¢&o microbiol 6gicado solo aterada, como
jddemonstrado em estudos com outrostipos de fungos
micorrizicos (Silva et al. 2001). A ocorréncia de
Pleurothallis teres em uma érea onde ja funcionou
uma mina de bauxita e que ainda sofre pressdes
antrépicas, aém de estar de acordo com a hip6tese de

gue esta espécie participa do processo de sucessao
priméria em &reas de afloramentos rochosos (Alves
et al. 2000), sugere a possibilidade de utilizagdo do
fungo micorrizico isolado de seu sistemaradicul ar para
0 manejo de orquideas ameagadas ou extintas
localmente.

Dentreosisolados, 0 OM 20 (Epulorhiza sp.) tem
grande importéncia, pois sua planta hospedeira
(Sophronitis milleri) teve seu hébitat totalmente
destruido por mineradoras e suas popul agdes dizimadas
por mateiroseorquiddfilos, isto devido ao grandeatrativo
de suas flores vermelhas. Estratégias que visem a
recuperacdo das populagdes de orquideas ameagadas
devem utilizar o uso dagerminagdo simbidtica (Zettler
& Hofer 1998; Zettler et al. 2001), pois os ciclos de
vidadas espécies de orquideas estdo determinados, na
natureza, pela presenca de um fungo micorrizico
simbionte.

Osisolados do género Rhizoctonia (OM 19 e OM
21) ocorrem associados a uma espécie terrestre do
género Sarcoglottis e a espécie Maxillaria acicularis
(Tab. 1). Estas tém, em seus microhdbitats, substrato
rico em matéria organica. Sarcoglottis sp. habita
fendas preenchidas por material proveniente dadegra-
dacdo da canga e da biodegradacéo da flora rupestre.
Maxillaria acicularis, apesar de crescer sobre
grandes placas de quartzito, possui propagagdo
vegetativa consideravel e retém a matéria organica
em seus rizomas. Logo, assim como em outros
trabalhos (Masuhara & Katsuya 1994) os fungos
micorrizicos do género Rhizoctonia sdo comumente
encontrados em microhabitats terrestres ou ricos em
matéria organica.

Os isolados do género Ceratorhiza (OM 11, OM
13 e OM 14) est&o associados a espécies que crescem
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diretamente sobre a rocha: Prosthechea vespa,
Bulbophyllum weddelii e Oncidium gracile (Tab. 1).
Sabe-se que nestes ambi entes ha variagéo muito grande
nas condi¢des de temperatura e umidade (Giulietti &
Pirani 1988). Ao contrario dos isolados OM 19 e OM
21, os isolados OM 11, OM 13 e OM 14 estdo
associados amicrohabitats com bai xissimaquantidade
de matéria organica em decomposicao. Estas
observagbesindicam gque pode ocorrer umadiferenca
na composicao taxondémica de fungos micorrizicos
orquidoides, em diferentes microhébitats, dentro de
areas de campos rupestres.

Em conclusdo, orquideas em campos rupestres
ocorrem associadas a fungos rizoctonidides
micorrizicos dos géneros Epulorhiza, Ceratorhiza e
Rhizoctonia. Entretanto, ainda ndo foi possivel
determinar padrfes que expliquem adistribuicao destes
fungos ou as suas relacdes de especificidade com os
hospedeiros. O fato de alguns isolados ocorrerem em
areas muito impactadas, aponta para a possibilidade
de uso dos mesmos narecomposi ¢do destas e de outras
areas degradadas por mineradoras no Quadrilétero
Ferrifero, estratégiajautilizadaem regidestemperadas
para a reintroducdo de espécies ameacadas (Zettler
& Mcinnis1992).

As técnicas tradicionalmente usadas para a
propagacdo comercial de orquideas ndo preservam os
microrganismos e, muitasvezes, fazem o uso deplantas
clonadas. Estudos sobre germinagdo simbi6ticausando
espécies nativas com potencia deexploracéo comercial
s80 hecessarios, pois esta técnica possibilitara maior
conservagdo dadiversidade desses fungos micorrizicos
(Pereira et al. 2003Db).

Pereiraet al. (2003a) relataram o primeiro fungo
micorrizico rizoctonidideisolado de orquideas epifitas
no Brasil. Este trabalho vem contribuir no
conhecimento de fungos micorrizicos de orquideas no
Brasil, aém de contribuir como parte da micoteca do
Laboratorio de Associagbes Micorrizicas DMB/
UFVB. Novos trabalhos devem ser direcionados a
germinagdo simbidtica, ao estudo da especificidade
fungo-hospedeiro e a distribui¢cdo dos fungos nos
habitats. Espera-se que acontinuidade destestrabal hos
possibilite o desenvol vimento detecnol ogiade manejo
e exploracdo sustentavel da nossa flora.
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