Copyright© jan-jun 2017 do(s) autor(es). Publicado pela ESFA [on line]

http://www.naturezaonline.com.br

De Carvalho SBG, Pereira MC (2017) Fungos endofiticos em raizes de
Prosthechea pachysepala (Orchidaceae) da Serra do Cip6/MG.
Natureza online 15 (1): 050-058

Submetido em: 31/03/2016 Revisado em: 29/09/2016 Aceito em: 03/11/2016

Fungos endofiticos em raizes de Prosthechea pachysepala
(Orchidaceae) da Serra do Cipo/MG

Endophytic fungi in the roots of Prosthechea pachysepala (Orchidaceae) in
“Serra do Cip6”’/MG

Samira B. G. De Carvalho', Marlon C. Pereira'

1 Instituto de Ciéncias Biologicas e da Satude, Universidade Federal de Vi¢osa, Campus de Rio Paranaiba, MG230, Km
7, Caixa Postal 22, CEP 38810-000 Rio Paranaiba, MG, Brazil.

*Autor para correspondéncia: marlon.pereira@ufv.br

Resumo A familia Orchidaceae ¢ uma das maiores
familias de plantas e ¢ encontrada em quase todo o
planeta. Quanto ao héabito as orquideas podem ser
epifitas, rupicolas, terrestres ou, em alguns casos,
uma combinacdo disso. Nos tropicos hd predominio
das formas epifitas e rupicolas. Prosthechea sp. € en-
démica do Brasil e a espécie Prosthechea pachyse-
pala ¢ encontrada nas formas epifita e rupicola. As
orquideas associam-se a fungos micorrizicos para a
germinacdo da semente e nutricdo do embrido du-
rante o desenvolvimento. Fungos endofiticos vivem
no interior das plantas sem causar aparentemente
nenhum dano a seus hospedeiros, ¢ podem ajudar
indiretamente em seu crescimento. O presente tra-
balho teve como objetivo caracterizar a colonizagdo
micorrizica e avaliar a diversidade morfolégica de
fungos endofiticos isolados de raizes de P. pachyse-
pala com habito epifita. Para este trabalho foram co-
letados apenas individuos epifiticos em uma area de
afloramento rochoso localizada no Parque Nacional
da Serra do Cip6/ MG. Foram observados pelotons
intactos e degradados em todo seu sistema radicular.
A presenca de pelotons confirma a presenc¢a de fungo
micorrizico compativel no substrato, e a sua degra-
da¢do sugere a utilizagdo da estrutura fingica como

fonte de nutriente. Dezenove fungos foram isolados
das raizes e caracterizados com base em suas caracte-
risticas morfoldgicas quantitativas e qualitativas. As
caracteristicas morfoldgicas qualitativas foram utili-
zadas para agrupar os isolados pela técnica UPGMA
(Unweighted Paired Group Method using Arithmetic
Averages) em onze morfotipos. A avaliacdo cultural
foi 1til para estabelecer os morfotipos. A andlise dos
dados quantitativos utilizando a distancia Generali-
zada de Mahalanobis e o método UPGMA indicou
variabilidade entre os isolados. Isso sugere grande
diversidade de fungos endofiticos associados a P,
pachysepala.

Palavras-chave: micorriza, ecologia microbiana, ri-
zoctonioides.

Abstract Orchidaceae is one of the largest plant fa-
milies and is found all over the planet. About the ha-
bit they can be epiphytes, rupicolous, terrestrial or,
in some cases, a combination thereof. In the tropics,
there is a predominance of epiphytes and rupicolous
forms. Prosthechea sp. is endemic to Brazil and the
species Prosthechea pachysepala occurs as epiphy-
tes and rupicolous forms. The orchids are associated



De Carvalho e Pereira.
Fungos endofiticos em raizes de Prosthechea pachysepala.
ISSN 1806-7409 — www.naturezaonline.com.br

with mycorrhizal fungi for seed germination and em-
bryo nourishment during development. Endophytic
fungi live inside the plants dwelling without causing
any apparent damage to their hosts, and can indirectly
help in their growth. This study aimed to characterize
mycorrhiza colonization and evaluate morphological
diversity of endophytic fungi isolated from the roots
of P. pachysepala. For this study wecollected only
individuals epiphytic on a rocky outcrop located in
the “Serra do Cip6” National Park/ MG. Intact and
degraded pelotons were found throughout the whole
orchid root system. The presence of pelotons confir-
ms the presence of compatible mycorrhizal fungi, and
their degradation suggests their use as nutrient sour-
ce. Nineteen fungi were isolated from the roots and
characterized based on their quantitative and quali-
tative morphological characteristics. The qualitative
morphological characteristics permitted to group the
isolates by UPGMA technique (Unweighted Paired
Group Method using Arithmetic Averages) into ele-
ven morphotypes. Indeed, the cultural features were
helpful to establish the morphotypes. The analysis
of quantitative data using the generalized Mahalano-
bis distance and the UPGMA method indicated va-
riability among isolates. These results suggest high
diversity among endophytic fungi of P. pachysepala.

Keywords: mycorrhiza, microbial ecology, Rhizoc-
tonia-like.

Introduciao

A familia Orchidaceae ¢ uma das maiores
familias de plantas, com aproximadamente 25.000
espécies (Jones 2006). Suas espécies t€ém desperta-
do alto interesse econémico e cientifico, devido a seu
potencial ornamental, mecanismos de polinizagao es-
pecializados, particularidades para germinagdo e al-
gumas podem ser utilizadas na industria alimenticia
(Dearnaley et al. 2012; Smith e Read 1997). E uma
familia cosmopolita e acredita-se que tenha passa-
do por uma rapida diversificagdo e especia¢do, com
membros encontrados em uma vasta gama de habi-
tats de florestas tropicais até desertos (Smith e Read
1997).

Quanto ao habito, podem ser epifitas (crescem
em plantas), rupicolas (crescem em rochas), terrestres
ou, em alguns casos, uma combinag¢do disso (Bayman
e Otero 2006). Nos tropicos ha um predominio das
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formas epifitas e rupicolas, enquanto que nas regi-
Oes fora dos tropicos predominam as terrestres (Joly
2002).

Uma caracteristica comum das diferentes
espécies de orquidea ¢ a producdo de sementes pe-
quenas e sem tecido de reserva, ndo possuindo au-
tonomia para germinar (Rasmussen 2002; Peterson
et al. 2004). Desta forma, na natureza, as orquideas
associam-se obrigatoriamente a fungos micorrizicos
para a germinagdo da semente e nutricdo do embrido
durante o desenvolvimento (Peterson et al. 2004).

Os fungos micorrizicos que se associam as
Orchidaceae sdao do grupo Rhizoctonia (Dearnaley et
al. 2012). A fase sexual (teleomorfos) desses fungos
¢ raramente observada no campo e pode ser induzida
em laboratorio; deste modo, a taxonomia de muitos
desses fungos ¢ feita com base nas fases assexuais
(anamorfos) (Stalpers e Andersen 1996; Boldrini et
al. 2010).

Os fungos micorrizicos de orquideas pene-
tram nas células das raizes e formam estruturas ca-
racteristicas denominadas pelotons (enovelados de
hifas), que fornecem acucares simples para o embrido
a partir de sua digestdo (Peterson et al. 2004). Todas
as orquideas s3o dependentes de fungos micorrizicos
em algum estdgio de vida e outros dependem desses
fungos em todos os estagios do ciclo de vida (Ras-
mussen 2002; Bayman e Otero 2006; Boldrini et al.
2010). Estudos de micorrizas de orquideas t€ém mos-
trado que algumas plantas ndo clorofiladas obtém
carbono e nutrientes a partir de fungos ectomicorri-
zicas ou saprofagos durante todo o ciclo de vida, e
algumas orquideas clorofiladas sdo parcialmente he-
terotroficas quando adultas (Dearnaley et al. 2012).
Pesquisas tém esclarecido a natureza das associagdes
micorrizicas de orquideas autotroéficas, confirmando
que a associagdo pode ser mutualistica (Cameron et
al. 2006).

Microorganismos endofiticos sdo principal-
mente fungos e bactérias que vivem no interior das
plantas habitando, de modo geral, raizes e parte aé-
rea, como folhas e caules, sem causar aparentemente
nenhum dano a seus hospedeiros (Azevedo 1998).
Com base nesta classifica¢do, os fungos micorrizicos
sdo considerados endofitos das raizes das orquideas.
Contudo, outros fungos nao micorrizicos s3o isola-
dos de raizes ap6s desinfestagdo superficial, os quais
podem auxiliar, de forma indireta, no crescimento da
orquidea (Bayman e Otero 2006).

A observagdo dos pelotons nas raizes de or-
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quideas amostradas em campo possibilita verificar a
presenca do fungo micorrizico (Peterson et al. 2004).
Mas apos o isolamento, o potencial micorrizico de-
veria ser confirmado em testes de germinacao e/ ou
inoculacdo de plantas adultas, seguido da confirma-
¢do anatomica da presenga dos pelotons. Entretanto, o
tempo requerido para essa confirmacao seria grande.
Desta forma, os trabalhos de diversidade usam crité-
rios taxonomicos para definir os possiveis fungos mi-
corrizicos, sendo os isolados de do grupo Rhizoctonia
considerados os potenciais micorrizicos (Dearnaley et
al. 2012). Para isso os isolados podem ser identifica-
dos morfologicamente, utilizando algumas caracteris-
ticas morfoldgicas do micélio vegetativo, tais como
presenca de septo, ramificagdo em 90°, constri¢do na
base da ramificacdo e formacao de células monilioi-
des (Stalpers e Andersen 1996), ou molecularmente,
com base na sequéncia da regido ITS do rDNA (Perei-
ra et al. 2009; 2014; Valadares et al. 2012; 2014).

Prosthechea pachysepala é encontrada com o
habito rupicola, em uma altitude de 800 a 1000 m nos
estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais
(Chiron & Castro Neto, 2003). Na Serra do Cipo, Mi-
nas Gerais, sdo encontradas com o habito de epifita
(Barbero 2007), crescendo sobre individuos de Vello-
zia piresiana (Werneck e Espirito 2002) e Vellozia
gigantea (Miranda 2014).

O presente trabalho tem como objetivo carac-
terizar a coloniza¢do micorrizica e avaliar a diversi-
dade morfologica de fungos endofiticos isolados de
raizes de P. pachysepala com habito epifita.

Materiais e Métodos

Local

As coletas foram realizadas em area de Cerra-
do no Parque Nacional da Serra do Cipd, no més de
setembro em periodo de seca. A Serra do Cipo esta
localizada na porg¢do sul da Cadeia do Espinhaco no
estado de Minas Gerais, Brasil (Santos et al. 2011).
No Parque Nacional da Serra do Cip6 ¢ encontrada
uma area de campo rupestre conhecida como area das
V. piresiana L.B.Sm., onde foi feita a coleta.

Coleta

Foram coletados segmentos de raiz de cinco
individuos de P. pachysepala (Klotzsch) Chiron &
V.P. Castro crescendo sobre diferentes plantas de V.
piresiana. A coleta foi feita manualmente e com au-
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xilio de canivete quando necessario, mas de forma a
ndo provocar a morte das plantas amostradas. Quan-
do a planta apresentava pequeno porte ou raizes mui-
to finas, o individuo foi coletado por inteiro, garan-
tindo a qualidade das raizes até que fosse realizado o
isolamento dos fungos micorrizicos em laboratorio.
Somente raizes que apresentaram aspecto saudavel
foram coletadas. As raizes e individuos coletados
foram embalados em sacos plésticos, devidamente
identificados e transportados para o Laboratorio de
Ecologia Microbiana, Universidade Federal de Vigo-
sa Campus Rio Paranaiba (UFV-CRP).

Avaliacdo da colonizacdo

Para o estudo da associagdo micorrizica, as
raizes foram fixadas em FAA (formaldeideo: acido
acético: alcool etilico 1:1:18), e estocadas em alcool
70%. Foram selecionados, ao acaso, trés fragmen-
tos das raizes de cada individuo com 2cm de com-
primento e, a partir desse foram obtidos 0 maximo
de cortes transversais a mao livre, com o auxilio de
uma lamina de barbear e com o apoio do peciolo de
embauba (Santos 2015). Os 30 melhores cortes das
trés repeticdes de cada espécie foram selecionados e
clarificados, corados com “Safranblau” e as laminas
foram montadas em gelatina glicerinada, com 5 a 10
cortes cada (Kraus e Arduin 1997). O material para
confec¢ao das laminas foi fornecido pelo Laboratorio
de Anatomia Vegetal. Para quantificar a colonizagdo
endofitica, quanto a presenca de pelotons em células
do cortex, cada lamina preparada foi examinada em
microscopio de luz Olympus BX41. Na avaliagdo
desses dados utilizou-se a metodologia sugerida por
Trouvelot et al. (1986), no qual foi realizada a quan-
tificagdo de frequéncia de colonizagdo (F%): F% =
(Numero de fragmentos colonizados / Numero total
de fragmentos) x 100.

Isolamento dos fungos micorrizicos

Em laboratério, foi realizado o isolamento
dos fungos micorrizicos a partir de fragmentos de
raizes com a presenga de pelotons, conforme descri-
to por Pereira et al. (2009). Para isso, em camara de
fluxo laminar, as raizes foram desinfestadas super-
ficialmente em alcool 70 % por 1 min e em solugdo
de agua sanitaria (aproximadamente 1 % de cloro
ativo), lavadas em agua estéril e fragmentadas trans-
versalmente sob microscopio estereoscopio. Apds a
confirmagdo da colonizagdo, uma por¢do do cortex
contendo pelotons foi retirada do fragmento e trans-
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Tabela 1 Dados qualitativos dos fungos endofiticos de P. pachysepala apds 96h de cultivo
. . . Micélio . Crescimento Borda
M Cadigo Cor Frente Cor Verso Aéreo Aspecto Esporulagio Uniforme Transhicida
PRI12-5E
. PR13-3B Centro creme e " i . " .
1 PRI3-4D Branco contomo branco Nio Aveludado Sim Nio Sim
PRI1G6-3A
5 PRI5-5C Centro verde musgo e Centro creme e Nio Centro empt_)eirado e Sim Nio Sim
contomo branco contomo branco contomo aveludado
3 PR13-4E  Centro verde musgo e Centro creme e Ni Centro empoeirado e 5 . 5
PR13-5B contomo branco contomo branco 20 contorno aveludado 1 m 1
. PR16-1A / : h i
& Marrom esverdeado e Verde muito escuro Nio Aveludado Sim Nio Sim
PR16-1B contomo branco e contormno branco
5° PR14-1E Bege Cinza esverdeado Nio Empoeirado Sim Nio Nio
PR14-3D
PR13-2A Centro preto e Centro preto e
6° PR14-5A P P Sim Cotonoso Nio Sim Sim
- contomo branco contomo branco
PR14-5B
PR14-5D
, Sim
7 PR13-14 Branco Centro amarelo e Cotonoso Sim Sim Sim
PR14-1C contomo branco Nio
. ~ Centro azul petrdleo Centro creme e . . . .
8 PRI14-5E Sim Cotonoso Nio Nio Sim
e contomo branco contomo branco
. Centro azul petroleo Centro creme e . . . .
9 PR16-4A Sim Cotonoso Sim Sim Sim

e contomo branco contomo branco

M’= Morfotipo inicial.

ferida para placas de Petri contendo 25 mL de meio
BDA (Batata Dextrose Agar - HIMEDIA). Cada pla-
ca utilizada para isolamento recebeu cinco porgdes de
cortex colonizado. Foram feitas pelo menos trés pla-
cas por individuo de P. pachysepala amostrado e as
diferentes placas de cada individuo receberam frag-
mentos de diferentes raizes . As placas foram seladas
com filme PVC e armazenadas a 25 °C em camara de
crescimento, tipo BOD. Avalia¢des periddicas foram
realizadas para observacdo do crescimento fingico a
partir das por¢des de cortex transferidas. Assim que o
crescimento fungico foi observado, um fragmento de
agar contendo parte do micélio obtido era transferido
para novas placas de Petri contendo meio BDA e repi-
cagens sucessivas foram realizadas para obtencdo de
cultura pura.

Caracterizagdo morfologica dos fungos endofiticos
isolados

As caracteristicas qualitativas e quantitativas
foram avaliadas conforme Pereira et al. (2009). As ca-
racteristicas qualitativas avaliadas foram: cor frente e
verso da placa de Petri; aspecto; presenca de micélio

aéreo; presenca ou auséncia de esporulacdo; padrao
de crescimento, uniformidade; presenga de anéis con-
céntricos; presenca de secre¢do e translucidez da bor-
da. E as caracteristicas quantitativas medidas foram
didmetro da colonia e taxas de crescimento, ambas
avaliadas em meio BDA.

Ap0s a obtencdo da cultura pura, foram sec-
cionados discos de 7mm de didmetro e transferidos
novamente para meio BDA. Foram feitas quatro repe-
ti¢des de cada isolado, e os discos foram posicionados
sempre no meio da placa de Petri. Para a obten¢do
dos dados quantitativos foi medido o didmetro da co-
16nia de cada repeticdo de 24 em 24 horas por quatro
dias, totalizando 96 horas, e calculada a média. Foi
também calculada a taxa de crescimento dos isolados
com base na variagdo do crescimento radial (Pereira
et al. 2009). As caracteristicas qualitativas foram ava-
liadas com 96 horas apds a repicagem e posteriormen-
te com 240 horas.

As caracteristicas morfologicas quantitativas
foram submetidas a analise de variancia, consideran-
do o delineamento inteiramente ao acaso, no progra-
ma GENES (versdo 2015.5.0).
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Tabela 2 Dados qualitativos dos fungos endofiticos de P. pachysepala ap6s 240 h de cultivo
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Micélio

Crescimento

Borda

M Cadigo Cor Frente Cor Verzo Aéreo Aspecto Esporulagio Uniforme Anéis Concéntricos Transhicida Secregdo
1 PRIE';EPRIG' Branco Creme Nio Aveludade Nig Nio Nio Sim Nio
PRIGIAPRI6.  MRTORCRI% g iito escuro e
2 contomo marrom Nio Aveludado Sim Nio Nio Sim Nio
2A contomo branco
escuro
Centro verde musgo Centr
3 PRI5-5C e contemo brance Eno crems & Nio  Aveludado Sim Nio Nio Sim Nio
. contomo branco
estreito
- Nio
4 PRIB4EPRI3.  Cinzaamamonzado Mostarda Aveludado Sim Nio Nio Sim Sim
3B & contomo branco Sim
- : Mostarda e contomo
5 pR133p  Cinzaperbafocam Nio  Aveldado Sim Sim Nio Sim Sim
veludo branco
Cinza no centro,
] PR134D veludo espesso Amarelo Nio Aveludado Nio Sim Nio Sim Sim
branco por cima
7 PRI4-1E Cinza escuro Bege Nio Empoeirado Sim Nio Nio Nio Nio
PRI41APRI4- Centro creme ¢ Sim
g Branco Cotonoso Sim Sim Nio Sim Nio
contomo branco Nio
0 pRi4sE  Cenweazdpenleo  Centro cremee Sim  Aveludado Sim Nio Nio Sim Nio
e contomo branco contomo branco
10 PRIg4a  Cotoazilpemdko  Centrocremee Sim  Aveludado Sim Nio Nio Sim Nio
e contomo branco contomo branco
PR14-3DPR14-
4APR143A . " . . " -
11 PR14.5BPR14- Preto Preto Sim Aveludado Nio Sim Sim Nio Nio

3D

M’= Morfotipo final.

As caracteristicas morfologicas quantita-
tivas e qualitativas foram analisadas por técnicas
biométricas para gerar valores de distancia e o agru-
pamento dos isolados, empregando-se o programa
GENES (Cruz e Regazzi 1997; Cruz 2008; Pereira
et al. 2009). As caracteristicas qualitativas foram
analisadas como multicategdricas para calculo da
matriz de dissimilaridade, ou seja, 1 — complemen-
to, e posterior agrupamento dos isolados pelo méto-
do UPGMA (Cruz 2008). A distancia generalizada
de Mahalanobis (D2) também foi calculada, geran-
do uma matriz de distancias utilizada para o agru-
pamento dos isolados pelo método de UPGMA.

Resultados e Discussao

Nas raizes dos individuos de P. pachysepala
foram observados pelotons em 38,7% dos fragmen-
tos analisados, o que indica uma frequéncia de co-
lonizag¢do baixa se comparado com outras espécies

(Linhares 2006; Santos 2015).

Dos cinco individuos de P. pachysepala, ob-
tiveram-se dezenove isolados de fungos endofiticos,
nimero parecido com outras espécies de orquidea
coletadas na mesma regido (Pereira et al. 2015; Cus-
todio et al. 2015). Esses isolados apresentaram dife-
renca em relagdo as caracteristicas qualitativas (Tab.
1 e 2) e quantitativas (Tab. 3). Varios outros isolados
foram obtidos, porém desconsiderados devido a con-
taminacao ou perda de viabilidade.

As caracteristicas qualitativas apos 96h suge-
rem o agrupamento dos isolados em nove morfotipos
(M’) (Tab. 1). Entretanto, alguns isolados apresen-
tam alteragdes em algumas caracteristicas apds 240h,
passando a serem considerados onze morfotipos (M)
(Tab. 2 e 3). Isso indica que o cultivo por um maior
tempo ¢ mais eficiente para a caracterizagao qualitati-
va. A falta do uso da mesma para identificar morfoti-
pos em outros trabalhos pode ser explicada como uma
caracterizagdo realizada precocemente (Custddio et
al. 2015). As caracteristicas que se alteraram com o
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Tabela 3 Dados quantitativos dos fungos endofiticos de P. pachysepala. A taxa de
crescimento foi avaliada as 96h de incubacgao e o didmetro da colonia (D24 eD96) foi

determinado as 24 ¢ 96 h

A Taxa Dg4 Dgﬁ B Taxa Dg4 Dgﬁ
Codigo Codigo
cm/h cm cm c cm cm
Pl1A 0.0072 0.91 1,95 P3F 0,0285 1,53 5.4
P2A 0.0081 1.01 2,11 P3G 0,0299 1.48 5.96
P2B 00060 0,86 1,76 P3H  0,0300 1,36 5,65 Taxa = Média da Taxa de
p2C 0,005 0,95 1,46 P3I  0,0145 1.1 2.5 Cr?s?lmemﬁ até 96h; D24.:
Média do diametro das repeti-
P2D 0216 099 1.68 P4A 00060  0.77 1.58 cdes em 24h; D96=Média do
P3A 0.0451 1.1 5.15 P5A 0,0060 1,83 1,95 didmetro das repetigoes em
96h. Obs.: os dados referen-
P3B  0.0218 1.4 4.36 P5B  0.0062  0.91 1.73 tes a P3C e P5C foram perdi-
P3C i i i PsC i i i dos, uma vez que as colomqs
esporularam e houve cresci-
P3D  0.0298  1.45 5.4 PSD 00179 1.3 3.8 mento misturado de vérias
P3E  0.0280 1.53 5.3 colonias, o que impediu obter

tempo foram cor da frente e do verso da cultura, as-
pecto e esporulagdo.

Os dendrogramas gerados a partir dos dados
qualitativos (Fig. 1) e quantitativos (Fig. 2) confir-
maram a variabilidade entre os isolados. Os isolados
ficaram posicionados de maneira semelhante nos dois
dendrogramas, com algumas excegdes. Essas exce-
¢oes podem ser explicadas por: semelhanca na taxa
de crescimento e no didmetro entre repeticdes de di-
ferentes isolados e entre fungos diferentes; e/ ou por
variagdes entre as repeticdes de um mesmo isolado ou
de isolados que se encaixam em um mesmo morfoti-
po. De modo geral, a andlise quantitativa contribuiu
para mostrar a variabilidade dentro de um mesmo
morfotipo, mas pode ser a responsavel por separar
espécies diferentes com caracteristicas culturais idén-
ticas, fato também apontado por Pereira et al. (2014).

Comparando com estudos realizados com ou-
tras espécies de orquidea, observa-se que o nimero
de fungos ou morfotipos obtidos varia conforme a
técnica de isolamento, o nimero amostral e a espécie
de orquidea. Pereira et al. (2005), encontraram ape-
nas uma espécie de fungo por espécie de orquidea.
Isso se deve a técnica de maceramento utilizada para
o isolamento, que ndo permite selecionar um unico
peloton. J& o procedimento aplicado no presente tra-
balho possibilita a obten¢ao de um grande nimero de
isolados e de morfotipos. Isso pdde ser observado em
P. pachysepala (presente trabalho) e em orquideas es-

o raio e didmetro da coldnia.

tudadas em outros trabalhos utilizando a mesma téc-
nica (Pereira et al. 2009; Custodio et al. 2015; Pereira
et al; 2015)

Caracteriza¢do cultural pode ser de grande
utilidade no processo de identificagdo de espécies. Ao
reunir as caracteristicas culturais se obtém morfotipos,
constituidos por isolados que possuem caracteristicas
idénticas ou semelhantes. Entretanto, a comparagado
entre as caracteristicas culturais apresentadas em tra-
balhos diferentes para a identificagdo dos morfotipos
pode ser imprecisa, por ser de carater subjetivo. A de-
finicdo de cores e aspectos pode variar de acordo com
a pessoa, e por isso devem ser utilizados outros dados
para maior precisdo na identificacdo da espécie.

As orquideas necessariamente fazem asso-
ciacdo com fungos micorrizicos para germinagdo de
suas sementes e nutricdo da planta (Smith e Read
1997). Portanto, dentre os isolados obtidos, podem
existir fungos micorrizicos. No entanto, existe a pos-
sibilidade de crescimento de fungos endofiticos ndo
micorrizicos, pois estes podem crescer nos tecidos
da planta sem formar estruturas visiveis (Bayman e
Otero 2006). Consequentemente, 0os nao micorrizi-
cos podem ser isolados, mesmo quando visando os
micorrizicos. Os fungos endofiticos ndo micorrizicos
também podem ser benéficos para a planta. Produzem
metabolitos secundarios dos quais alguns possuem
propriedades inseticidas, antibidticas e antifingicas,
inibindo alguns patégenos (Dutta et al. 2014). Libe-
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Figura 1 Agrupamentos dos fungos endofiticos de P. pachysepala baseados nos dados qualitativos. Esses dados
foram analisados pela técnica multicategdrica para gerar o complemento da distancia e posterior agrupamento pelo
método UPGMA. As caracteristicas qualitativas avaliadas foram cor (frente e verso da placa de Petri); aspecto;
presenca de micélio aéreo; presenca ou auséncia de esporulacio; padrdo de crescimento, uniformidade; presenca de
anéis concéntricos; presenca de secregdo e translucidez da borda.

Figura 2 Agrupamentos dos fungos endofiticos de P. pachysepala baseado nos dados quantitativos. Esses dados
foram convertidos na distancia generalizada de Mahalanobis para posterior agrupamento pelo método UPGMA.

ram fitormondnios que auxiliam no crescimento da
planta e aumentam a capacidade de recuperagao do
meristema ap6s periodo de seca (Dutta et al. 2014).
Portanto, os estudos tanto das espécies de fungos en-
dofiticos micorrizicos, quanto das espécies nao mi-
corrizicas sao importantes para futuros programas de
conservacgao desta espécie de orquidea.
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