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RESUMO

(Germinagao de sementes e desenvolvimento de protocormos de Epidendrum secundum Jacq. (Orchidaceae) em
associagdo com fungos micorrizicos do género Epulorhiza). Na natureza, as espécies de Orchidaceae estdo associadas
a fungos micorrizicos. A compreensao da especificidade fungo-planta nessa associa¢do pode auxiliar no desenvolvi-
mento de programas para propagacao simbidtica das orquideas. Fungos micorrizicos Epulorhiza spp. tém sido isolados
de Epidendrum secundum Jacq. com maior freqiiéncia. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a germinagao de
sementes e 0 desenvolvimento de protocormos de E. secundum associados a diferentes isolados de fungos do género
Epulorhiza. Utilizou-se 16 fungos Epulorhiza spp. isolados de diferentes populagdes de E. secundum. Apés 44 dias,
todos os fungos testados induziram a germinagao das sementes. Entretanto, observou-se diferenca na eficiéncia des-
ses fungos em promover o desenvolvimento dos protocormos, mesmo entre os fungos que apresentam semelhangas
morfolégicas. O estagio de desenvolvimento mais avangado dos protocormos e o maior indice de crescimento foram
observados quando as sementes foram inoculadas com o isolado M65. Conclui-se que a germinagdo das sementes
e o desenvolvimento dos protocormos de E. secundum dependem do fungo micorrizico e que, apesar da grande
freqiiéncia de associagdo entre essa espécie de orquidea e fungos do género Epulorhiza, ¢ importante a selegao de
isolados que apresentem maior eficiéncia simbi6tica. Isolados eficientes sdo uteis na produ¢io de mudas de orquideas
de importancia econémica e ornamental e de espécies ameagadas de extingao.
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ABSTRACT

(Seed germination and protocorm development of Epidendrum secundum Jacq. (Orchidaceae) in association with
Epulorhiza mycorrhizal fungi). In nature, species of Orchidaceae are always associated with mycorrhizal fungi. The
comprehension of fungal-plant specificity in this association can assist with the establishment of programs that focus
on symbiotic propagation of orchids. Epulorhiza mycorrhizal fungi have frequently been isolated from Epidendrum
secundum Jacq. Thus, the objective of this study was to evaluate the germination of E. secundum seeds and protocorm
development associated with different isolates of Epulorhiza spp. Sixteen Epulorhiza fungi obtained from different E.
secundum populations were used. After 44 days, all isolates promoted seed germination of this species. However, dif-
ferences were observed in the efficiency in promoting seed germination and protocorm development, even among the
isolates that had morphological similarities. The highest stage of protocorm development and the highest growth indexes
were obtained in the presence of isolate M65. The results suggest that seed germination and protocorm development
of E. secundum depend on the mycorrhizal fungi and, despite the high frequency of association between this plant
and Epulorhiza, it is important to select isolates with high efficiency to establish symbiosis. Efficient isolates are useful
for the production of seedlings that have economic and ornamental importance, as well as for endangered orchids.
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Germinagéo de sementes e desenvolvimento de protocormos de Epidendrum secundum Jacq. (Orchidaceae) em associagao com fungos...

Introducao

As espécies de Orchidaceae apresentam sementes dimi-
nutas, desprovidas de tecido de reserva e dependentes da
associagdo com fungos micorrizicos para obter as moléculas
simples de carbono e os minerais necessarios a germinagao
e ao desenvolvimento do embrido (Peterson et al. 2004;
Dearnaley 2007). Mesmo quando desenvolve metabolismo
autotrofico, a associagdo com o fungo se faz necessaria prin-
cipalmente para obten¢do de minerais, tais como fésforo
e nitrogénio, sendo possivel evidenciar a transferéncia de
carbono da planta para o fungo (Cameron et al. 2007; 2008).

Os pelotons, enovelados de hifas fingicas formados no
espaco intracelular de células parenquimaticas do embrido
(Peterson et al. 2004) sdo as estruturas que caracterizam a
interagdo orquidea - fungo micorrizico (Rasmussen 1995;
Smith & Read 1997). Por meio da degradacéo dos pelotons,
o embrido, os protocormos e as raizes da orquidea obtém
o carbono e minerais necessarios ao desenvolvimento da
planta (Cameron et al. 2006; 2007).

A maioria dos fungos micorrizicos isolados de orquideas
¢ identificada como fungos semelhantes a Rhizoctonia ou
rizoctonidides, sendo os principais géneros Rhizoctonia,
Ceratorhiza e Epulorhiza (Pereira et al. 2005a; b; Dearnaley
2007). Estes fungos estdo dispersos nos ambientes naturais,
exercendo outros papéis ecoldgicos como saprofitas, patd-
genos ou simbiontes de espécies vegetais de outras familias
(Rasmussen 2002). Estudos tém relatado a eficiéncia destes
fungos em promover a germinagdo de sementes de orqui-
deas hospedeiras e ndo-hospedeiras na natureza (Zettler et
al. 1999; Pereira et al. 2005c¢).

A especificidade, que pode ser definida como a ampli-
tude filogenética dos fungos capazes de se associar com
uma espécie de orquidea (Thompson 1994), é observada
em diferentes niveis na associagdo

Fundo micorrizico - orquidea (Hadley & Pegg 1989).
Essa especificidade, somada as variagdes genéticas intra-
especificas da orquidea e do fungo e aos fatores abidticos
como composi¢do do substrato, temperatura, altitude e
regido geografica, afetam diretamente o estabelecimento
da associagdo micorrizica (Taylor & Bruns 1999; Otero
et al. 2005). Dessa forma, a co-inocula¢do de diferentes
isolados fingicos com sementes de uma orquidea pode
resultar em diferentes porcentagens de germinagio e es-
tagios de desenvolvimento dos protocormos e plantulas
(Pereira et al. 2005¢).

A associagdo da planta com o fungo adequado ¢é indis-
pensavel para a germinagdo das sementes, para o desen-
volvimento do protocérmio e da plantula, de forma que
a presenca do parceiro fungico é um fator importante na
distribuicio e desenvolvimento das orquideas na natureza
(Mckendrick et al. 2002; Peterson et al. 2004). Deste modo,
a melhor compreensio da especificidade nesta associagido
¢ necessdria para propagacdo simbiética de mudas, tanto
em programas para a reintrodugdo de espécies ameacadas
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de extingdo, como também para producdo de mudas de
orquideas de interesse comercial (Pereira et al. 2002).

Epidendrum secundum Jacq. estd compreendida na
subfamilia Epidendroideae, tribo Epidendreae, subtribo
Laellinae (van den Berg et al. 2005; 2000; Freudenstein et al.
2004). E uma espécie de orquidea de hébito terrestre e/ou
rupicola (Pinheiro & Barros 2007). Apresenta floragdo du-
rante todo o0 ano, o que, facilita sua identifica¢io no campo.
Os fungos do género Epulorhiza sdo os principais simbion-
tes dessa espécie em campos graminodides (Nogueira et al.
2005; Pereira et al. 2005a; 2009), tendo sido identificados
trés grupos de fungos Epulorhiza spp., morfologicamente
distintos, associados a quatro popula¢des de E. secundum
(Pereira et al. 2009).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a por-
centagem de germinacdo das sementes de E. secundum e os
estagios de desenvolvimento dos protocormos obtidos em
co-inoculagido com 16 isolados de Epulorhiza spp.

Material e métodos

Dezesseis fungos rizoctonidides Epulorhiza spp. (Tab. 1),
pertencentes a Cole¢do de Fungos Micorrizicos de Orquidea
do Laboratério de Associagdes Micorrizicas (Departamento
de Microbiologia/ BIOAGRO/ UFV), foram utilizados no
experimento. Esses fungos foram isolados de cinco dife-
rentes populagdes de E. secundum, provenientes da Serra
das Cabecas, sub-serra Totem Deitado (Licenga Instituto
Estadual de Floresta 050/05). Desses isolados, 14 pertenciam
as populagoes L, IL, IIT e IV e foram selecionados de forma
arepresentar os trés grupos morfoldgicos identificados por
Pereira et al. (2009). Os outros dois isolados foram obtidos
da populagdo V de E. secundum (Tab.1).

Tabela 1. Populagoes da orquidea hospedeira (Epidendrum secundum), codigo
dos isolados e os grupos morfoldgicos dos fungos Epulorhiza spp. utilizados
na germinagdo simbidtica.

Populagdes Isolados Grupos*
1 M52, M54, M58 C

11 Meé61 A

1I M62, M63 M64, M65, M67 C

111 M69, M73, M74, M75 B

v M76 C

\4 M77, M79 sit*

*Grupos morfoldgicos identificados por Pereira et al. (2009). **si: isolados nao
caracterizados morfologicamente em trabalhos anteriores.

Capsulas maduras contendo sementes de E. secundum
foram coletadas de plantas adultas naturais da sub-serra
Totem Deitado. Em laboratério, as capsulas foram arma-
zenadas em envelopes de papel de filtro e mantidas em
dessecador contendo silica gel, a temperatura ambiente, até
sua secagem, de forma a evitar sua deteriorazagdo e garantir
o completo desenvolvimento dos embrides das sementes
(Zettler et al. 1999). Apds a secagem, foram mantidas a 4 °C,
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sendo abertas para coleta das sementes apenas no momento
da montagem do experimento.

Amostras de sementes (200 mg) de uma capsula de E.
secundum coletada da populagio II foram superficialmente
desinfestadas por imersdo em solugdo de hipoclorito de
sodio a 20% (c.a. 0,5% de cloro ativo) por 10 minutos. Em
seguida, foram lavadas por trés vezes sucessivas, sob agita-
¢do constante, em agua destilada esterilizada. As sementes
desinfestadas foram mantidas imersas em 50 mL de dgua
destilada estéril.

A suspensdo de sementes foi submetida a agitacao
constante para homogeneizagdo e, posteriormente, 400 uL
da suspensao foi aplicada sobre a superficie de cada placa
de Petri contendo 20 mL de meio 4gar aveia modificado
(4 g.L'* de farelo de aveia, 7,5 g.L* de 4gar; pH 5,6) (Dixon
1987). Cada placa foi inoculada com um disco de 9 mm de
diametro, contendo o micélio fungico, retirado das bordas
das colonias em crescimento em meio BDA (Batata Dextrose
Agar - 15 g de 4gar, 15 g de glicose e 1 L de caldo de batata;
pH 5,6). Placas contendo meio agar aveia e sementes de
E. secundum, sem inocula¢do do micélio, foram utilizadas
como controle. As placas foram seladas com filme PVC e
incubadas sob auséncia de luz a 25 °C. Cinco repeti¢des de
cada tratamento foram distribuidas ao acaso na cdmara de
crescimento.

Apds 44 dias foi realizada a avaliagdo do desenvolvi-
mento dos protocormos, sob microscopio estereoscopico
(Olympus SZ40). Aos diferentes estagios de desenvolvi-
mento dos protocormos foram atribuidos valores de 0 a 6,
adaptados de Zettler & Hofer (1998), sendo 0 = nido ocorreu
germinagio; 1 = embrido bem desenvolvido dentro do en-
voltorio e formacao de rizdides; 2 = rompimento da testa; 3
= aparecimento do pro-meristema; 4 = inicio da formagéo
da primeira folha, 5 = primeira folha bem desenvolvida e 6
= inicio da formacdo da segunda folha.

Os protocormos foram clareados e corados com azul de
tripano (Phillips & Hayman 1970). A formagao dos pelotons,
que caracterizam a associagdo simbidtica micorrizica em
orquideas, foi analisada por microscopia 6ptica (Olympus
BX50), utilizando protocormos em diferentes estagios de
desenvolvimento.

O ntimero de protocormos nos diferentes estagios
de germinacéo foi avaliado nas cinco repeti¢des de cada
isolado. A porcentagem de protocormos nos diferentes
estagios de desenvolvimento, a porcentagem de germina-
¢do total e o indice de crescimento dos protocormos foram
avaliados. A porcentagem de germinagio total considerou
os protocormos do estagio 2 até o estdgio 6 para retirar da
analise qualquer efeito da absor¢do de dgua pelo embrido,
o que pode levar a respostas semelhantes as descritas para
o estagio 1. O indice de crescimento dos protocormos foi
calculado utilizando a seguinte formula: IC=(N1+N2x2+
N3x3+N4x4+N5x5+N6x6)+(NO+N1+N2+N3+N4+N5
+N6), onde NO é o numero de sementes no estagio 0, N1
o niimero de sementes no estagio 1 e assim até N6 (Otero

et al. 2005). Esses célculos foram realizados e os graficos
gerados utilizando o programa Microsoft Office Excel 2003.
Os resultados foram expressos em média + desvio padréo.

Resultados

Os fungos do género Epulorhiza, isolados de Epiden-
drum secundum, induziram a germinagao das sementes de
E.secundum (Fig. 1). As sementes incubadas na auséncia
desses fungos ndo germinaram.
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Germinagéo ¢ desenvolvimento de protocormos (%)

M52 M54 M58 M61 M62 M63 M64 M65 M67 M69 M73 M74 M75 M76 M77 M79

Figura 1. Porcentagem de germinagdo total e percentagem de protocormos de
Epidendrum secundum nos diferentes estagios de desenvolvimento, determinada
44 dias ap6s a inoculagdo de fungos rizoctonidides Epulorhiza spp. e cultivados
em meio aveia, na auséncia de luz. Estdgios 2, B3, 4, Bl5e []6.A
média da porcentagem de germinagao total foi calculada considerando estégios
de 2 a 6. Os resultados estao apresentados em média + desvio padrao.

Os fungos isolados das populacdes I e IT de E. secundum,
com excecdo do isolado M61, estimularam os protocormos
a atingir os estagios mais avancados de desenvolvimento,
sendo observado, pelo menos, a formagéao da primeira folha,
no estagio 5 (Fig. 1, 2A-D). Em associa¢do com o isolado
M61, o desenvolvimento dos protocormos foi até formagao
do pro-meristema, no estagio 3 (Fig. 1).

Quando as sementes foram inoculadas com os iso-
lados M69, M73 e M74 (populagao III), e os isolados
M77 e M79 (populagio V), houve desenvolvimento dos
protocormos até o inicio da formagao da primeira folha
(Fig. 1, 2F). O quarto isolado da populagdo III, M75, e
o isolado M76 da populagio IV, promoveram o desen-
volvimento dos protocormos apenas até a formagao do
pré-meristema (Fig. 1).

Apds 44 dias, os isolados M65 e M73 apresentaram as
maiores porcentagens de germinagdo das sementes (25 e
31%, respectivamente) e os maiores indices de crescimento
(1,1 e 0,9, respectivamente) (Fig. 1, 2, 3). O maior indice
de crescimento de M65 se deve ao fato de ter produzido
os estagios de desenvolvimento mais avangados: 11% de
protocormos no estagio 5 e 0,8% no estagio 6 (Fig. 1, 2D,
3). Por outro lado, M73 promoveu o desenvolvimento dos
protocormos apenas até o estdgio 4 (3%) (Fig. 1, 2E, 3).

Entre os isolados que apresentaram porcentagem de
germinagdo entre 15 e 20%, o estdgio de desenvolvimento
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Figura 2. Protocormos de Epidendrum secundum aos 68 dias apos a inoculagao com diferentes isolados de fungos Epulorhiza spp e cultivados em meio aveia, na
auséncia de luz. Protocormos inoculados com os isolados M52 (A), M54 (B), M62 (C), M65 (D), M73 (E) e M77 (F). Barra: 2 cm.

mais avan¢ado obtido foi 4. Com relagio aos isolados com
porcentagem de germinacéo abaixo de 10%, baixas porcen-
tagens de protocormos nos estagios 5 e 6 foram observadas
na presenca dos isolados M52, M54 e M62; os demais pro-
moveram desenvolvimento dos protocérmios até o estagio 4.

A colonizacio das células do embrido e a formagdo dos
pelotons nao foram observadas na associagdo com M61, M75

Acta bot. bras. 25(3): 534-541. 2011.

e M76, pois a testa ainda envolvia o embrido. Foi possivel
observar apenas o crescimento micelial do isolado M61 na
testa e na superficie dos rizoides (dados ndo apresentados).

Em geral, foi observada a colonizagao da regido basal dos
protocormos (Fig. 4A), onde pelotons degradados e intactos
ocupavam parte do volume das células corticais (Fig. 4B,
C). Observou-se o crescimento de hifas na superficie e no
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Figura 3. Indice de crescimento dos protocormos aos 44 dias apés a inoculagio
de sementes de Epidendrum secundum com isolados de fungos rizoctonidides
Epulorhiza spp. e cultivados em meio aveia na auséncia de luz. Os resultados
estdo apresentados em média + desvio padrao.

interior dos rizoéides (Fig. 4D, E), assim como a formagao de
células monilidides no seu interior dos rizéides (Fig. 4E). As
células corticais, na base dos rizéides, apresentavam pelotons
que possuiam conexdo com as hifas observadas na regiao
intracelular dos rizéides (Fig. 4D). Pelotons intactos foram
observados na regido cortical mais préxima a epiderme, en-
quanto os pelotons degradados se concentravam na por¢ao
mais interna desse tecido cortical (Fig. 4C, F). Os rizéides
da regido apical do protocormo apresentaram colonizagao
superficial, mas ndo foram observadas hifas intracelulares,
nem colonizagio das células corticais da base destes rizéides.

Discussao

As sementes de Epidendrum secundum germinaram
na presenca dos diferentes isolados de Epulorhiza spp.
obtidos das cinco populagdes dessa orquidea (Fig. 1 e 2).
Fungos rizoctonidides desse género também promoveram
a germinacdo simbidtica de sementes de outras orquideas,
como Epidendrum conopseum R. Br. (Zettler et al. 1998),
Encyclia tampensis (Lindl.) Small (Zettler et al. 1999),
Goodyera pubescens (Wild.) R. Br. (Zettler & McInnis 1993),
Habenaria macroceratitis Willd. (Stewart & Zettler 2002;
Stewart & Kane 2006), Habenaria repens Nutt. (Stewart &
Zettler 2002), Platanthera clavellata (Michx.) Luer (Zettler &
Holfer 1998), Platanthera integrilabia (Correll) Luer (Zettler
& MclInnis 1992; 1994), Platanthera praeclara Sheviak &
M.L. Bowles (Sharma et al. 2003), Spiranthes brevilabris
Lindley (Stewart & Kane 2007), Spiranthes cernua (L.) L.C.
Rich (Zettler & McInnis 1993).

Para utilizagdo dos fungos micorrizicos na produgido
simbidtica de mudas é importante testa-los quanto a efici-
éncia em promover a germinagao e o desenvolvimento das
orquideas, uma vez que variagdes nessa eficiéncia podem
ser observadas entre isolados de uma mesma espécie e entre
isolados de diferentes espécies de um género (Rasmussen
2002; Stewart & Kane 2006). Os isolados testados neste

trabalho apresentaram diferenga na eficiéncia em promover
a germinagdo das sementes e o desenvolvimento dos proto-
cormos de E. secundum (Fig. 1,2). Os isolados M65 e M73
podem ser considerados os mais eficientes dentre os fungos
testados, destacando-se o isolado M65 por produzir proto-
cormos em estdgios mais avangados de desenvolvimento.
Os demais isolados apresentaram indice de crescimento
abaixo de 0,6 e podem ser considerados de baixa eficiéncia.

Varia¢des nas porcentagens de sementes germinadas e
dos diferentes estagios de desenvolvimento dos protocormos
foram também observadas em decorréncia da inoculagdo de
sementes de P. clavellata, H. macroceratitis e H. repens com
isolados de Epulorhiza spp. (Zettler & Holfer 1998; Stewart
& Zettler 2002; Stewart & Zettler 2002; Stewart & Kane
2006). Sementes viaveis de H. macroceratitis germinaram
na presenga de seis isolados de Epulorhiza spp., sendo as
maiores porcentagens observadas quando inoculadas com
fungos obtidos da populagio de onde as sementes foram
coletadas (Stewart & Kane 2006).

A especificidade na associagdo do fungo micorrizico e
da orquidea precisa ser considerada durante a sele¢do dos
isolados a serem utilizados na germinagao simbidtica das
sementes (Rasmussen 2002). Os estudos tém mostrado que
a especificidade é variavel entre as espécies de orquidea, de
forma que orquideas de um mesmo género podem associar-
se a uma maior gama de fungos e outras com menor gama
(Taylor & Bruns 1999; Shefferson et al. 2007). Para isso se
faz necessario identificar os fungos capazes de estabelecer
associacao com a espécie no campo e entdo selecionar
aqueles que podem ser utilizados na propagagao simbidtica
dessa orquidea. Os isolados testados foram obtidos de raizes
de plantas adultas amostradas no ambiente natural de E.
secundum (Tab. 1; Pereira et al. 2009). Outros trabalhos bus-
caram isolar fungos presentes em protocormos e plantulas
coletadas no campo ou a partir de protocormos obtidos apds
incubacdo de sementes das orquideas de interesse no seu
habitat natural (McKendrick et al. 2002; Pereira et al. 2005a).

As sementes de algumas espécies de orquideas tém
germinado apenas na presenca de um fungo isolado dessa
espécie no campo (Zettler et al. 1998; Pereira et al. 2005¢).
Porém, alguns trabalhos mostram fungos micorrizicos em
associacdo com sementes de orquideas que ndo sdo suas
hospedeiras nos ambientes naturais (Zettler et al. 1999).
Segundo Hadley (1970), nos testes de germinacao in vitro, as
sementes de orquideas podem se associar com uma gama de
simbiontes diferente daquela observada no sistema radicular
e em protocormos amostrados nos ambientes naturais. Isso
sugere que ndo existe especificidade absoluta entre o fungo
e o seu hospedeiro e que ha um baixo grau de especificidade
nas associagdes micorrizicas em orquidea. Dessa forma, os
fungos micorrizicos de E. secundum avaliados neste trabalho
poderiam ser aplicados na germinagao simbidtica de outras
espécies de orquideas.

Os isolados das populagdes I e II resultaram em menor
porcentagem de germinag¢do e promoveram o desenvolvi-
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Figura 4. Colonizagao das células dos protocormos de Epidendrum secundum por fungos Epulorhiza spp. Base do protocormo colonizada pelo isolado M73 (A).
Pelotons intactos e degradados observados em protocormos inoculados pelos isolados M63(B) e M52(C). Rizoides de protocormos colonizados pelos isolados M73
(D) e M52 (E). Cordao de pelotons intactos formados na regido sub-epidérmica do cértex de protocormo colonizado pelo isolado M67 (F). cm, célula monilidide;
hi, hifa intracelular; p, pelontons; pd, pelotons degradados e pi, pelotons intactos. Barras: 250 pm (A), 120 pm (F), 50 um (B, D e E) e 25 pm (C).

mento até a formagdo da segunda folha (Fig. 1). Por outro
lado, os isolados da populagdo III promoveram maior
porcentagem de germinac¢ao, mas o desenvolvimento
dos protocormos foi somente até o inicio da formagao da
primeira folha. Comparando as taxas de crescimento dos
isolados das trés populagoes, Pereira et al. (2009) verificaram
que todos os fungos isolados das populacdes I e II, com
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excecdo de M61, crescem até trés vezes mais que todos os
isolados obtidos da populagao III. Isso explicaria porque, na
presenca do isolado M73, os protocormos se desenvolveram
mais lentamente que na presenga de M65 (Fig. 1). Essas
informacgdes sugerem que fungos compativeis, com maiores
taxas de crescimento, podem possibilitar o desenvolvimento
mais acelerado dos protocormos.
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Alguns isolados fungicos podem possuir uma maior
capacidade de estimular o desenvolvimento simbidtico
de orquideas (Hadley 1970; Otero et al. 2005). Entre
os isolados testados, os fungos de um mesmo grupo
(Tab. 1), mesmo sendo morfologicamente iguais, pro-
moveram a germina¢ao sementes e desenvolvimento de
protocérmios em diferentes porcentagens. Dentre os
isolados do grupo B, se destacou o M73, e no grupo C,
M65 (Fig. 1,2 e 3). Esses isolados podem ser de poten-
cial aplicacdo em programas de produgio simbiotica
de mudas de orquidea.

Variagdes intra-especificas existentes entre os isolados
fangicos, assim como entre as populagdes de uma espécie
de orquidea, podem interferir no sucesso da associagdo
micorrizica. Em algumas espécies de orquidea, os fungos
promovem mais eficientemente a germina¢ao e desen-
volvimento das sementes oriundas da popula¢do de onde
foi obtido (Otero et al. 2005; Stewart & Kane 2006). O
acelerado desenvolvimento dos protocormos colonizados
pelo isolado M65 poderia ser explicado pelo fato desse
isolado e as sementes serem oriundos da populagio II.
Contudo, o isolado M73 promoveu alta porcentagem de
germinagdo e com um maior tempo de incubagio poderia
promover altas porcentagens de protocormos no estagio
6. Experimentos in vitro de germinag¢do simbidtica, co-
inoculando fungos e sementes de populagdo deferentes,
assim como experimentos ex vitro, incubando sementes
em dreas diferentes da populagao de origem, precisam ser
realizados para melhor compreenséo do efeito da variagédo
intra-especifica dos diferentes fungos e populagdes sobre
a germinac¢ao das sementes e desenvolvimento dos pro-
tocormos e plantulas.

Os resultados de Pereira et al. (2009) e do presente
trabalho sugerem que a larga distribui¢éo de E. secundum
no Parque Estadual da Serra das Cabecas se deve sua
habilidade em interagir a uma ampla variedade de sim-
biontes do género Epulorhiza. Os fungos desse género sao
saprofitas e podem ser encontrados em diversos ambientes
(Rasmussen 2002). Se um maior numero de populagdes
dessa orquidea for estudado, outros diferentes grupos de
Epulorhiza spp. poderdo ser identificados e fungos micor-
rizicos provenientes dos diversos ambientes colonizados
por essa orquidea serdo obtidos. Da mesma forma, isola-
dos de outros géneros de fungos, obtidos de orquideas da
subtribo Laeliinae, tém apresentado efeitos positivos no
crescimento de mudas dos seus hospedeiros (Ovando et
al. 2005). Isso é um indicativo que mais esfor¢os devem ser
investidos para identificagdo de outros fungos endofiticos
de E. secundum.

A manutencio dos fungos micorrizicos e endofiticos em
uma cole¢do pode ser util para buscar fungos com potencial
utilizagdo na propagacido simbidtica de outras espécies de
orquideas. Nesse sentido, E. secundum sera um importante
modelo para compreensdo da ecologia da associagdo mi-
corrizica em orquidea.
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