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Resumo A familia Orchidaceae é a maior dentre todas as
monocotiledoneas. Suas espécies tém despertado alto interesse
econdmico e cientifico. Por possuirem sementes diminutas e com
poucas reservas, em ambiente natural as orquideas associam-se
simbioticamente com fungos micorrizicos e dependem totalmente
destes simbiontes para que tenha condi¢oes de germinar e se
desenvolver. Estes fungos penetram nas células das raizes e formam
estruturas caracteristicas denominadas pelotons, que fornecem
actcares simples para o embrido. Todas as orquideas sio dependentes
de fungos micorrizicos em algum estigio de vida e algumas
dependem destes fungos em todos os estigios do ciclo de vida.
Estes endossimbiontes fornecem ou potencializam a absorcio de
nutrientes organicos e inorganicos pelas orquideas. As micorrizas que
se associam as Orchidaceae sio do grupo Rbizoctonia-like, cujas fases
sexuais (teleomorfos) sdo raramente encontradas no campo ou em
laboratdrio. Deste modo, a taxonomia e sistemdtica destes fungos sao
feitas com base nas fases assexuais (anamorfos). Andlises moleculares,
como o sequenciamento da regido ITS, também sio empregadas na
diferenciagao de géneros e espécies fingicas. As micorrizas orquidoides
também tem sido utilizada em estudos sobre eficiéncia na promocao
da germinacio de sementes em laboratério, que podem resultar em
programas de reintroducio de espécies ameacadas.

Palavras-chave: Rhizoctonia-like, Orchidaceae, micorrizas
orquiddies, simbiose micorrizica.

Abstract The orchid family is the greatest of all monocots. Its species
have attracted high economic and scientific interest. Because they
have small seeds with few reserves, nature orchids are associated
symbiotically with mycorrhizal fungi and totally depend on their
symbionts for a position that germinate and develop. These fungi
penetrate the root cells and form characteristic structures called

pelotons that provide simple sugars to the embryo. All orchids are
dependent on mycorrhizal fungi in some life stage and some rely
on these fungi at all life cycle stages. These endosymbionts provide
or potentiate the absorption of organic and inorganic nutrients by
orchids. The mycorrhizal fungi that are associated to the Orchidaceae
are Rhizoctonia-like group whose sexual stage (teleomorph) are rarely
found in field or laboratory. Thus, the fungi taxonomy and systematics
are made on the basis of asexual stages (anamorphs). Molecular
analysis, such as sequencing the ITS region, are also employed in the
genera and fungal species differentiation. The orchid mycorrhizae
has also been used in studies of efficiency in the seed germination
promotion in the laboratory, which can result in reintroduction
programs for endangered species.

Keywords: Rbizoctonia-like, Orchidaceae, orchid mycorrhizae,
mycorrhizal symbiosis.

Introducao

Orchidaceae é a maior familia de Monocotiledoneas do mundo
e estima-se que tenha entre 17.000 e 30.000 espécies em 980 géneros
(Pabst e Dungs 1975, Pabst e Dungs 1977, Giulietti et al. 2005). A
familia possui ampla distribui¢io geogrifica, sendo encontrada em
todos os continentes, ocorrendo em campos, desertos e em varias
fitofisionomias distintas, desde o nivel do mar até acima de 4.500
metros (Pereira e Ribeiro 2004).

Apresentam maior diversidade nas regioes tropicais, concentrando-
se nas dreas de montanhas com maior umidade, especialmente nos
tropicos americanos e Sudeste asidtico (Van Den Berg e Azevedo
2005). Nos tropicos hda um predominio das formas epifitas e rupicolas,
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enquanto que nas regioes fora dos tropicos predominam as terrestres
(Joly 2002). Acredita-se que a familia Orchidaceae foi submetida a uma
rdpida especiacio e diversificacio, possibilitando a ocupacao desta
vasta gama de habitats (Smith e Read 1997).

As orquideas tém atraido a atencio de muitos cientistas,
floricultores e produtores amadores, pela sua diversidade de cores e
formas florais e seus mecanismos de polinizagio especializados. Estao
entre as plantas mais apreciadas e com alto valor comercial, sendo
cultivadas como plantas ornamentais para a industria de floricultura,
com seus hibridos de flores vistosas, e de alimentos, como as do
género Vanilla de cujos frutos e sementes extraem-se matéria prima
para o aromatizante alimenticio natural conhecido como baunilha
(Joly 2002, Peterson et al. 2004, Raven et al. 2007).

Na producio comercial, as plantas sio submetidas a uma
técnica que induz divisoes do tecido meristematico, produzindo uma
infinidade de clones de forma rdpida e eficiente. Cerca de 60.000
hibridos de orquideas ja foram registrados, geralmente envolvendo
dois ou mais géneros (Raven et al. 2007).

No Brasil, que detém o terceiro lugar em nimero de espécies de
orquideas, atras apenas da Coldmbia e do Equador, foram reportadas
2.650 espécies, agrupadas em 205 géneros. Vale ressaltar que o
endemismo das Orchidaceae brasileiras € expressivo, com 35 géneros
e 1.800 espécies (Giulietti et al. 2005). Nos géneros que ocorrem
no Brasil, se destacam como de maior valor ornamental: Cattleya,
Laelia, Epidendrum, Miltonia, Oncidium (chuva de ouro), Brassavola
(rabo de rato), Cyrtopodium (rabo de tatu), Catasetum, Stanhopea,
Habenaria e Pleurothallis. Hi também géneros introduzidas
que merecem um grande destaque. Dentre eles se sobressaem
Dendrobium, Vanda, Papbiopedilum, Aerides, Cymbidium e
Odontoglossum (Joly 2002). Vale ressaltar que o género Phalaenopsis
e seus hibridos também sio de grande representatividade no mercado
de flores munidalmente (Park et al. 2002).

Morfologicamente, esta familia apresenta grande diversidade
tanto vegetativa quanto reprodutiva, porém apresenta caracteristicas
florais singulares bastante conservadas. As flores possuem simetria
bilateral, com uma das pétalas modificada e geralmente maior e com
coloracio mais intensa, em taga com forma de libio, denominada
labelo. Outra caracteristica distintiva das Orchidaceae é a coluna,
que ¢ a fusio de um unico estame com estilete e estigma. Além
disso, a polinia, que se entende como a congregacio de todo o
contetdo de uma antera, mantido como uma unidade, também é
presente em todas as espécies (Joly 2002, Van Den Berg e Azevedo
2005, Raven et al. 2007, Machado 2008).

As Orchidaceae sdo caracterizadas como plantas herbiceas,
perenes, nunca lenhosas, com espécies de hdbito epifita, terrestre
(humicola) e rupicola (litofita). Algumas sao saprofitas, e neste
caso, aclorofiladas. Geralmente apresentam rizomas e podem ser
caulescentes, algumas vezes com caules escandentes ou até mesmo
acaules. As raizes sao fasciculadas, e as epifitas apresentam velame e
raizes aéreas. Dos caules intumescidos ou dos peciolos das folhas se
originam frequentemente os pseudobulbos. As folhas sao geralmente

141
ISSN 18067409 - http://www.naturezaonline.com.br

suculentas, mas altamente varidveis na forma e consisténcia. As flores
s40 compostas por trés sépalas: uma dorsal superior e duas inferiores.
Possuem duas pétalas iguais e uma modificada em forma de labelo
(Joly 2002, Raven et al. 2007, Machado 2008).

As sementes das plantas da familia Orchidaceae variam em
morfologia, tamanho, estruturas, cores e outros detalhes. Geralmente
as sementes de orquideas sao diminutas, também chamadas de dust
seeds, com tamanho médio que varia entre 300 e 800 um, porém
esta faixa de variacio pode ser de 150 a2 6.000 wm (Molvray e Kores
1995). As células do embrido contém poucas reservas de lipidios e
proteinas que nio sio suficientes a ponto de serem metabolizadas
para o desenvolvimento do embrido e a infeccio e colonizacao por um
fungo micorrizico compativel no habitat ¢ obrigatdria para fornecer
os carboidratos simples necessarios a germinacio para o inicio do
desenvolvimento e nutri¢ao das plantulas sobre o substrato. Estes
fungos sdo imprescindiveis para que as espécies possam se estabelecer
e completar seu ciclo de vida (Smith e Read 1997, Rasmussen 2002,
Peterson et al. 2004, Rasmussen e Rasmussen 2007).

Trés sdo as formas de infec¢io que podem ocorrer em uma
semente de orquidea, por hifas de fungo compativel: por pélos
epidérmicos (ou rizéides) ou atravessando a testa da semente, pela
micropila ou por fendas no tegumento. Ap6s entrar na semente, a hifa
se desloca por atracio ao suspensor e enovela-se formando os pelotons
dentro do embrido. Esta entrada de hifas no embrido e em células do
protocdrmio provoca uma série de eventos como o aumento do volume
nuclear, alteracoes no citoesqueleto e o desencadeamento de varios
ciclos de sintese de DNA na célula hospedeira. O peloton separa-se
da célula hospedeira por uma modificacio da membrana plasmdtica
vegetal, denominada membrana perifiingica (Peterson et al. 2004).

Apds sucessivas divisoes celulares, o embrido cresce e aumenta
em volume, originando o protocdrmio. Hifas de diametro reduzido,
se comparadas as do peloton, passam de célula a célula pela
produgio de enzimas hidroliticas, que tem capacidade de degradar
areas da parede celular (Peterson et al. 2004). Apos a formacio do
protocérmio, os primeiros pelotons formados passam pelo processo
de degradacio. Para permitir a prevencio de danos ao citoplasma do
hospedeiro, as hifas do peloton que sofreram lise sio isoladas por
constituintes da parede sintetizados pela propria célula hospedeira.
Assim, a célula vegetal pode ser colonizada mais de uma vez pelas
hifas dos fungos (Smith e Read 1997, Peterson et al. 2004).

Fungos Micorrizicos Orquidéides

As evidéncias pioneiras sobre as micorrizas datam de 1840,
porém somente em 1885 o botinico alemio Albert Bernard Frank
propos inicialmente o termo micorrizas, denominando-as como
a associagio simbidtica mutualista e nio patogénica entre raizes
de plantas e fungos especificos. Anteriormente em 1879, o termo
simbiose foi introduzido por Anton de Bary, que as descreveu
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referindo-se a organismos vivendo juntos em seu sentido amplo,
englobando desde o mutualismo ao parasitismo (Harrison 1998).
Wahrlich (18806) e Janse (1897) notaram pela primeira vez a
ocorréncia de fungos micorrizicos nas raizes das orquideas tropicais
e de regioes temperadas (Zhu et al. 2008).

Dentre as simbioses que ocorrem entre plantas e
microorganismos, a formacio de micorrizas ¢ a mais comum
(Trappe 1987). Existem trés tipos de micorrizas: endomicorrizas,
ectomicorrizas e ectendomicorrizas. As endomicorrizas caracterizam-
se pelo crescimento intra e intercelular no cortex da raiz e os tipos
mais representativos sio as arbusculares, ericoides e orquidoides.
Ectomicorrizas caracterizam-se pelo crescimento intercelular (rede
de Hartig), desenvolvendo um manto de hifas externas no entorno
das raizes. As ectendomicorrizas também penetram nas células do
cortex e formam a rede de Hartig (Allen 1991).

As micorrizas orquidoides apresentam como caracteristica
distintiva, hifas que penetram nas raizes e formam estruturas,
emaranhadas e elaboradas, denominadas pelotons, dentro das
células do cortex das raizes. Estes pelotons, quando digeridos,
provéem aguicares simples para o embrido (Rasmussen 2002). Além
das raizes, os enddfitos micorrizicos também ja foram encontrados
nos protocormios de orquideas, que sio formados apds a germinacio
de sementes de orquideas e sao incapazes de produzir carbono
(Masuhara e Katsuya 1994, Zelmer et al. 1996, Hayakawa et al. 1999,
Kristiansen et al. 2001, Zettler et al. 2005). Algumas plantas jovens e
adultos aclorofilados também néo sio capazes de produzir carbono,
dependendo do fungo para prové-lo, ou seja, todas as Orchidaceae
tem uma fase micoheterotrofica. Por isso hd dificuldade das orquideas
se propagarem em meio selvagem (Zhu et al. 2008).

Uma importante fungdo das micorrizas orquiddides é a de
fornecer ou potencializar a absor¢io de nutrientes orgdnicos e
inorganicos pelas orquideas (Smith e Read 1997, Dearnaley 2007).
Um exemplo € o trabalho de Trudell et al. (2003), que mostra o
fornecimento de carbono e nitrogenio pelos fungos micorrizicos. Ha
ainda pesquisas que demonstram o fornecimento de fosforo (Cameron
et al. 2007) e de 4gua para permitir a germinacio e o desenvolvimento
do protocdrmio destas plantas (Yoder et al. 2000).

Fungos Rizoctonidides

Os basidiomicetos do género Rhizoctonia sio considerados
como um grupo de fungos filamentosos que apresenta certa
heterogeneidade em seus tixons. Nao produzem esporos assexuados
e em seu estado anamorfico, compartilham de um nimero de
caracteristicas peculiares. Geralmente os integrantes deste tixon
sao fungos de solo, distribuidos mundialmente, associados
principalmente as raizes e apresentando na maioria das vezes algum
grau de patogenicidade. Porém, hd uma gama de fungos que sio
saprofitas e outros sao simbiontes, como os que formam micorrizas

142
ISSN 18067409 - http://www.naturezaonline.com.br

associados as espécies da familia Orchidaceae (Garcia et al. 2000).

As micorrizas mais representativas associadas as Orchidaceae
sdo do grupo Rhizoctonia-like e se caracterizam por caracteristicas
como: ramificacdes em angulo reto, uma constricio na hifa ramificada
proximo ao ponto de origem, septo proximo ao ponto da ramificaco,
formacio de escler6dios e septo doliporico complexo. Geralmente,
apresentam cadeias (seqiiéncias) de hifas infladas, intumescidas, em
formato arredondado, como um barril, conhecidas como células
monili6ides. (Otero et al. 2002, Garcia et al. 20006).

As fases sexuais (teleomorfos) sio raramente encontradas
no campo ou em laboratério e consequentemente, a sistematica e
taxonomia destes fungos ¢ feita com base nas fases assexuais, ou seja,
em seus estados anamorfos (Otero et al. 2002).

Em seu estudo, Moore (1987) agrupou diferentes géneros
anamorfos de fungos micorrizicos associados a orquideas com
base na ultraestrutura do septo e na conexio teleomorfo-
anamorfo, e reconheceu-os como: Moniliopsis, Ceratorhiza,
Epulorhiza, Ascorbizoctonia e Rbizoctonia, porém apenas 0 género
Ascorbizoctonia ainda no foi registrado nessa simbiose. Os fungos do
genero Ceratorhiza possuem hifas binucleadas com parenteossoma
perfurado e com teleomorfo em Ceratobasidium. Epulorhiza
foi classificada por ter isolados binucleados com parenteossoma
sem perfuragio e possuir teleomorfo em Tulasnella. O género
Opadorbiza agrupa fungos com teleomorfos em Sebacina. Os fungos
do género Moniliopsis, anteriormente denominados Rhbizoctonia,
englobam isolados multinucleados com parenteossoma perfurado,
além de seu teleomorfo estar em Thanatephorus.

As culturas puras com base em isolamentos de raizes de orquideas
tém até o momento sido a principal fonte de informagao sobre os
endofitos simbiontes. Estes fungos simbiontes sio basidiomicetos e
o0s que geralmente sao isolados sio de espécies que nio dispoe de
conidiogénese na fase assexuada, ou seja, apresentam micélio estéril,
com uma pequena tendéncia a esporular na cultura (Rasmussen
2002). Desta forma, a taxonomia das micorrizas rizoctonidides é
dificil a nivel de espécie, pelas caracteristicas morfoldgicas a seres
estudadas. Para tal, a técnica de grupos de anastomose (AG) vem
sendo utilizada extensivamente para identificacio de Rhizoctonia,
e cada AG € conhecido pela especificidade em sua variedade de
hospedeiros. Cada AG ¢ geneticamente distinto e tem facilitado a
identificacao dos fungos a nivel de espécie e subespécie. Esta técnica
¢ almejada para dar melhor compreensio da relacio simbidtica entre
micorrizas e orquideas (Hayakawa et al. 1999).

Com os demais avancos em estudos envolvendo biologia molecular,
também € possivel descrever micorrizas orquidoides por métodos, como 0s
utilizados no seqiienciamento e andlise da regido intergénica ITS (Internal
Transcribed Spacer) (Otero ef al. 2002, Garcia et al. 20006). Para isso,
utiliza-se a técnica PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Lenght Polymorphism). Amplifica-se sequéncias de regioes
ribossomais altamente varidveis (ITS) e os padroes de bandeamento
sdo comparados. Assim, os comprimentos de polimorfismos dos
fragmentos de restricio podem ser comparados com os de outros
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fungos de caracteristicas ja conhecidas (Taylor e Bruns 1999,
Shefferson et al. 2005, Shefferson et al. 2007).

As pesquisas com fungos micorrizicos rizoctonidides
associados a orquideas, também tem contemplado o potencial de
germinacio de sementes de orquideas por fungos compativeis.
Exemplo € o trabalho de Zettler e Hofer (1998), nos Estados Unidos,
que obtiveram resultados satisfatorios na germinacio de sementes
de Platanthera clavellata por fungos do género Epulorbiza. No
Brasil, Pereira et al. (2005) promoveram a germinacio de sementes
de Oncidium flexuosum com fungos rizoctonidides do género
Ceratorbiza. Neste caso o fungo se associou simbioticamente e
se mostrou eficiente na germinacio, porém em alguns casos foi
notada fitopatogenicidade, causando em alguns casos, podridio
em protocormios. Estes estudos sio de grande valia para empregar
tais conhecimentos em programas de reintroducio de espécies
ameacadas e para conhecer os verdadeiros papéis ecoldgicos destes
fungos, plantas e suas associacoes.

No Brasil, os a maioria estudos acerca das micorrizas
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orquiddides tem-se concentrado em espécies epifitas de orquideas,
principalmente da subtribo Oncidiinae e do género Epidendrum, e
grande parte dos isolados tem sido identificados como Ceratorhiza e
Epulorhiza. (Tabela 1). Desta forma, € fundamental que se conhecam
quais sA0 € como se caracterizam as micorrizas orquidéides, para que
se possa avaliar o seu potencial de germinacio de sementes, com
vistas a reintrodugdo de espécies ameacadas e altamente coletadas,
como € o caso de varias espécies brasileiras. Atualmente, grande
parte das orquideas é reproduzida em meio assimbiotico, sem seu
fungo micorrizico especifico e isso impede a reintroducio eficaz, nio
garantindo a germinacdo de sementes e o estabelecimento das plantulas
na natureza. Outro ponto importante € a falta de estudos realizados
com espécies de orquideas em vérios estados do Brasil, principalmente
com as espécies endémicas. O conhecimento taxondmico destes fungos
ainda é muito incipiente a nivel nacional.

Tabela 1 Resumo dos endéfitos micorrizicos identificados em orquideas no Brasil.

Fonte

Espécies de orquideas

Taxon micorrizico

Pereira et al. (2003)

Polystachya concreta (Jacq.) Garay e Sweet

Pereira et al. (20052)

Isochilus linearis (Jacq.) R.Br.
Maxillaria marginata Fenzl.
Oeceoclades maculata (Lindl.) Lindl.
Oncidium flexuosum (Kunth) Lindl.
Oncidium varicosum Lindl. e Paxton

Polystachya concreta (Jacq.) Garay e Sweet

Pereira et al. (2005b)

Campylocentrum organense (Rchb.f.) Rolfe

Bulbophyllum sp.

Nogueira et al. (2005)

Maxillaria acicularis Herb. ex Lindl.
Oncidium gracile Lindl.

Pleurothallis Teres Lindl.

Prosthechea vespa (Vell.) W.E. Higgins

Sopbronitis milleri (Blumensch. ex Pabst)

Sarcoglottis sp.

Valadares et al. (2008) Gomesa sp.

Pereira et al. (2009)

Epidendrum rigidum Jacq.

Epidendrum rigidum Jacq.

Gomesa crispa (Lindl.) K. e Rchb. f.

Bulbophyllum weddelii (Lindl.) Rchb. f.
Epidendrum dendrobioides Thunb.

Epidendrum secundum Jacq.

Epulorbiza epiphytica
Epulorbiza epiphytica

Epulorbiza
Ceratorbiza
Ceratorbiza
Epulorbiza
Ceratorbiza
Ceratorbiza

Epulorbiza

Rbizoctonia
Ceratorbiza

Ceratorbiza

Ceratorbiza
Epulorbiza

Rbizoctonia
Ceratorbiza
Ceratorhiza
Ceratorbiza
Epulorhiza

Rbizoctonia

Ceratorbiza

Rbizoctonia

Epulorhiza
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