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INTRODUGAO

A familia Orchidaceae, considerada a mais evoluida das plantas, é a que
apresenta maior diversidade entre as espécies, com distribuicdo em quase todo o
planeta, com cerca de 18.500 espécies distribuidas em 788 géneros e mais de
100.000 hibridos. Até o momento, das 3.500 espécies de orquideas encontradas no
Brasil, cerca de 500 a 600, ocorrem nos cerrados {Colombo et al., 2004)

Ha registros desde 1889 de que, na natureza, as orquideas estdo associadas
com fungos micorrizicos (Clements, 1988). As espécies possuem sementes
diminutas, com pouca reserva nutricional e devem ser colonizadas pelo fungo
simbionte, como regra, para que ocorra a germinagao na natureza (Rasmussen
1995; Peterson et al. 1998; Pereira et al. 2003). Apds a infecgdo, ocorre a formagao
de uma estrutura intracelular denominada pelotons. Os produtos advindos da
digestdo enzimatica desta estrutura s&o utilizados pelo embrido para o rompimento
do tegumento da semente e, a partir dai, para o surgimento de uma estrutura
tuberiforme, geralmente clorofilada, denominada protocormo (Kraus et al., 2006).

Esses eventos caracterizam o micotrofismo nesta familia, ou seja, o
protocormo ¢é totalmente dependente de um fungo simbionte para o seu
desenvolvimento até tornar-se plantula autotrofica (Pereira et al. 2003). O
micotrofismo, ndo é exclusivo da familia Orchidaceae, sendo também relatado em
outras familias de monocotiled6neas e dicotileddneas (Taylor et al., 2002).

Os floricultores rotineiramente propagam orquideas germinando sementes em
um meio de cultura asséptico, seguindo procedimentos inicialmente desenvolvidos
por Lewis Knudson na década de 1920 (Arditti et al. 1990). Como resultado, a
simbiose micorrizica em Orchidaceae mantém-se pobremente compreendida,
quando comparada a outros aspectos fundamentais da biologia de Orchidaceae, a
exemplo da sua taxonomia (Rasmunssen 1995). Registros que descrevem os fungos
endofiticos de orquideas do Novo Mundo sdo raros, particularmente para taxons
epifitos ou epiliticos (Richardson et al. 1993; Richardson & Currah 1995; Pereira et
al. 2003, 2005).

Estudar e explorar o processo de simbiose entre fungos micorrizicos e as
espécies de orquideas possibilita 0 esclarecimento das etapas que envolvem esta
relagdo, além da utilizagdo deste processo no cultivo comercial de orquideas. O
objetivo deste trabalho foi isolar fungos associados a raizes de uma espécie de
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orquidea terresire do género Cyrtopodium visando o melhor desenvolvimento de
protocormos na propagagcao in vitro desta espécie.

MATERIAL E METODOS
.Isolamento de fungos

Para o isolamento dos fungos micorrizicos, raizes de Cyrtopodium vernum
foram coletadas em campos rupestres da Reserva Ecoldgica Prof. José Angelo
Rizzo, localizada na Serra Dourada, municipio de Mossamedes - GO (S 16 04 36.4
W 50 11 16.9 — 1006 m de altitude). As raizes foram trazidas até o Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais (ICB/UFG), maceradas e colocadas em meio BDA
(Riker & Riker, 1936) para promover o crescimento de micélios flngicos (Nogueira et
al, 2005). As espécies flingicas que cresceram no meio de cultura BDA foram
isoladas e transferidas para meio de cultura Melin-Norkran's modificado (MNM -
Marx, 1969).

Cortes histolégicos

Com a intengdo de se detectar a presenga de pelotons no material coletado,
foram realizados cortes histolégicos, a mao livre, das raizes desta espécie de
orquideas. Inicialmente, as raizes foram fixadas em FAA 50 % por 72 horas e
transferidas para alcool 70 % e entdo, submetidas aos cortes. Os cortes foram
corados com azul de astra e fuccina, para viabilizar a observagdo em microscépio
dptico.

Germinagao
Os testes de geminagéao foram conduzidos em quatro tratamentos:

1) O cultivo simbiédtico (Pereira et al, 2005), consistiu do pareamento entre
sementes da espécie C. vernum com o isolado flngico obtido desta espécie.
O experimento foi mantido em 12 placas de Petri contendo meio Agar-aveia
modificado (Dixon, 1987);

2) No cultivo assimbiético, sementes da espécie Cyrtopodium vernum foram
semeadas em frascos contendo os meios de cultura indicados abaixo, 12
frascos cada meio.

a. MS (Murashige & Skoog, 1962);
b. MS com metade da concentragdo de macronutrientes;
¢. KC (Knudson, 1922)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre todas as col6nias de fungos isoladas associadas as raizes da espécie
C. vernum, apenas um unico isolado foi identificado como possivel micorriza (Pereira
et al, 2005). Como parte do estudo, este isolado foi utilizado em testes de
germinacgao simbidtica (Figura 1).
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Observou-se a presenga de pelotons, rafides e células lignificadas no
parénquima cortical dos cortes histolégicos das raizes de C. vernum (Figura 2). Este
é mais um resultado indicando a presenga de fungos micorrizicos associados a esta
espécie e, as estruturas visualizadas, poderao facilitar a identificagao deste fungo.

Figura 1 — Micélio micorrizico isolado de raizes de
C. vernun visualizado por microscopio 6ptico.

Corte longitudinal (A), corte transversal (B)

A germinagao simbiética das sementes de C. vernun foi mais eficiente em
comparagdo com a germinagdo assimbibtica. No processo de germinagao
simbiética, houve rompimento do tegumento das sementes aos 21 dias apo6s a
semeadura, enquanto que na germinagao em condigdes assimbibticas, os embrides
iniciaram o rompimento do tegumento das sementes somente 60 dias apés a
semeadura.

A germinagéo de sementes e o desenvolvimento de protocormos de Oncidium
flexuosum (Orchidaceae) induzidos simbioticamente foram descritos pela primeira
vez por Pereira et al. (2004). Segundo os autores, sementes de O. flexuosum foram
inoculadas com dez fungos micorrizicos rizoctonidides, previamente isolados de
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micorrizas de dez espécies de orquideas neotropicais do Brasil. Sementes
inoculadas com o isolado de Ceratorhiza sp., originalmente isolado do sistema
radicular de O. flexuosum em habitat natural, promoveu a germinagao das sementes
em sete dias e em, aproximadamente, 30 % das plantulas, houve formagdo de
folhas ap6s 50 dias de incubagdo, apresentando pelotons em algumas células do
protocormo e das radicelas. Os demais isolados promoveram a germinagio das
sementes, entretanto, nao promoveram um desenvolvimento o6timo dos
protocormios. Seus estudos mostraram que sementes incubadas na auséncia de
fungos micorrizicos ndo germinaram.

Este é o primeiro relato de germinagao simbiética em orquideas do género
Cyrtopodium. Também, até o momento, ndo ha registro de isolamento de fungos
micorrizicos a partir de orquideas terrestres brasileiras. Assim, o préximo passo sera
a identificagdo destes isolados, além de novos experimentos de germinagido
envolvendo outras espécies de orquideas para testes de especificidade orquidea-
micorriza.

CONCLUSOES

» Foram constatados a presenca de pelotons nos cortes histolégicos de raizes
coletadas no campo, indicando a existéncia de associagdo micorrizica para C.
vernum.

* De acordo com caracteristicas morfol6gicas e resultados de crescimento em
meio seletivo, consideramos que foi isolado, para a espécie C. vernum, uma
espécie micorrizica;

e Considerando periodo de rompimento do tegumento da semente, o cultivo
simbiético com os fungos isolados foi mais eficiente que o assimbidtico.
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