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INTRODUCAO:

Waullschlaegelia aphylla (Sw.) Rchb. f. € uma espécie de orquidea aclorofilada mico-heterotréfica, da
subfamilia Epidendroideae, que apresenta até 25 centimetros de altura e ocorre da América Central ao
Paraguai, nos dominios brasileiros de Mata Atlantica, Cerrado e Amazdnia (Melo e Alves, 2013; Menini Neto
et al., 2004). Essa espécie apresenta dois tipos de raizes morfolégica e anatomicamente distintas entre si
(Stern, 2014): as raizes denominadas fusiformes (FS, mais espessas e mais curtas, fixam o individuo ao
substrato) e as raizes filiformes (FL, mais finas, se estendem por sobre o solo e abaixo da serrapilheira,
conectando-se a folhas em decomposicéo por meio de hifas). Martos et al. (2009) isolaram fungos micorrizicos
de W. aphylla proveniente da ilha de Guadalupe, Caribe, entretanto apenas de raizes FL. A maior parte dos
fungos isolados foram classificados como saprotroéficos, sendo basidiomicetos micenoides ou gimnopoides.

O objetivo do presente trabalho foi de identificar a presenca de fungos endofiticos colonizando
diferentes 6rgéos vegetativos (haste floral - HF — e raizes FL e FS) da espécie em questao, tanto por técnicas

de microscopia quanto por isolamento de espécies flingicas cultivaveis em meio 4gar + nutrientes.

METODOLOGIA:

ISOLAMENTO DE FUNGOS CULTIVAVEIS: Amostras de raiz de Wullschlaegelia aphylla (coleta em
ltutinga, MG: 21°16’33.5"S 44°43’03.6"W, janeiro de 2020) foram utilizadas para isolamento de fungos

endofiticos cultivaveis, conforme metodologia modificada de Araujo et al. (2001), Pereira et al. (2005) e Zettler

& Corey (2018). As raizes FL e FS da espécie foram lavadas em agua corrente, em seguida foi feita excisdo
de segmentos de aproximadamente 4 cm de comprimento com o auxilio de um bisturi. Os segmentos foram
lavados em &lcool 70% por 1 minuto e sucessivamente em hipoclorito de sodio (cloro ativo 2%) por 5 min e
alcool 70% por 0,5 min. Por fim, foram lavados por duas vezes em agua destilada autoclavada.

Os segmentos de 4 cm foram divididos em outros 4 segmentos e plaqueados em meio batata dextrose
agar (BDA) comercial (13 g/L) + ampicilina (75 pg/mL). Aliquotas de agua da ultima lavagem também foram
plagueadas em meio para verificacao da eficicia do processo de lavagem (esperando-se que ndo crescessem

hifas nessas placas-controle). As placas foram mantidas em temperatura ambiente e no escuro até que se
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observaram crescimento de fungos a partir das raizes plagueadas. Com finalidade de comparacgéo, foram
mantidas placas com raizes FL apenas e outras apenas com raizes FS. A frequéncia de isolamento (Araujo

et al., 2014) foi calculada para os tipos morfolégicos de raiz conforme razao entre:

n? de fragmentos de raiz com crescimento fungico

n? total de fragmentos de raiz

As hifas que se desenvolveram nas placas com BDA foram estriadas, segundo diferencas
morfolégicas, em meio agar agua (AA) 10 g/L. Para isolamento dos fungos, quadrados de meio AA contendo
micélio foram inoculados no centro de placas de BDA (39 g/L). Posteriormente, os fungos isolados foram

estocados em agua e em 6leo mineral autoclavados.

MICROSCOPIA: amostras de haste floral (HF) e raizes FL e FS de W. aphylla da mesma coleta

supracitada foram fixadas em solugédo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) e posteriormente armazenadas em
alcool etilico 70%. Parte das amostras foi utilizada para seccionamento a mao, tendo em vista que assim
foram obtidas seccBes com maior espessura, facilitando a visualizacdo de pelotons e hifas nos tecidos.
Segmentos de raiz FL foram previamente escolhidos observando-se ao estereomicroscépio para identificacéo
de &reas com evidente presenca de rizomorfos. Segmentos de HF e raiz FS também foram processados para
seccdes a mao. Essas seccdes de raizes e haste foram primeiramente visualizadas sem coloracdo e
posteriormente receberam algum dos seguintes corantes (cada seccao foi corada com apenas um deles):
e Azul de toluidina 0,05% (Sakai, 1973) em tampé&o citrato pH 4,5. Corante diretamente sobre as
secces, por ~ 3 minutos, depois lavadas em agua destilada.
e Lactofenol azul de algoddo (em inglés: LPCB — sigla em inglés) 0,05% (61335, Sigma-Aldrich).
Corante diretamente sobre as sec¢bes, por ~ 10 segundos, depois lavadas em agua destilada.
O LPCB tem afinidade por quitina, componente de parede celular de fungos.
e Lugol (iodo 2%). Corante diretamente sobre as sec¢fes de raizes FS, por ~ 2 minutos, depois
lavadas em agua destilada. Objetivo: identificacdo de gréos de amido.

Parte das amostras (de HF, RFL e RFS) foi processada para microtomia: desidratacdo em série etilica
e infiltracdo com resina plastica (Leica Historesin®). Subsequente seccionamento em micrétomo rotativo
manual (Leica®) a 5 um de espessura, coloragdo com azul de toluidina 0,05% (Sakai, 1973) em tampa&o citrato
pH 4,5 e montagem em resina sintética “Entellan®’ (Merck®). Tanto as sec¢6es manuais quanto em micré6tomo
foram documentadas por captura de imagens usando camera de video Olympus DP71 (Olympus®) acoplada
ao microscoépio Olympus BX51.

Ademais, seccdes a mdo e seccgles incluidas em historesina, previamente selecionadas, foram
utilizadas para microscopia confocal de fluorescéncia. Tais sec¢des foram incubadas com:

e Wheat Germ Agglutinin, Alexa Fluor® 488 (WGA-AF 488 — Life Technologies) 0,2 mg/mL, por
20 min e lavadas em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2 (Marques et al., 2018).
e Em seguida, Calcofluor White 1% e lavadas em tampé&o fosfato 0,1 M pH 7,2.

Os filtros utilizados foram TC/GFP (excitagdo: 440-470; emiss&o: 525-550) para o WGA e o filtro DAPI
(excitac@o: 358; emisséo: 463) para o Calcofluor (Marques et al., 2018). Tais analises foram executadas em
microscopio upright LSM780-NLO Zeiss® para confocal, no Instituto Nacional de Fotdnica Aplicada a Biologia
Celular (INFABIC), sediado na UNICAMP.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Observac@es das raizes FL por microscopia de luz evidenciaram o esperado para esse tipo de raiz:
numerosos pelotons foram identificados em cortes a mao (Fig. 1A-D) e por fluorescéncia (Fig. 1-E-F),
concentrados em células do parénquima cortical e com hifas que se projetam para a superficie do 6rgédo (Fig.
1F) e formam rizomorfos que se conectam a materiais em decomposicgéo, critério também utilizado na selegao
de segmentos de raiz FL para secg¢édo. Tais resultados também foram observados por Martos et al. (2009),
apesar de denominarem tal tipo de raiz como “raizes micorrizicas”. O isolamento de fungos endofiticos
cultivaveis também demonstrou a presenca de hifas em raizes FL (Tabela 1).

Curiosamente, quando se trata de raizes FS, observacdes por microscopia de luz ndo evidenciaram
estruturas de peloton nesse tipo de raiz (Fig. 2A), mas numerosos graos de amido (Fig. 2B-D), que podem
ser interpretados como reserva de nutrientes a planta. Martos et al. (2009) denominam tais raizes de
tuberosas e afirmam n&do serem colonizadas. Entretanto, imagens de fluorescéncia (Fig. 2E) e os resultados
de isolamento de fungos cultivaveis (Tabela 1) demonstraram a presenca de hifas colonizando tecidos de
raizes FS. H& possibilidade que as hifas nessas raizes estejam pouco concentradas, dificultando visualizagédo
por microscopia de luz. De modo diferente do esperado, a frequéncia de isolamento e o nimero de isolados

por critério morfolégico foram maiores para FS quando comparado a FL (Tabela 1).

FL FS
Frequéncia de isolamento ~42,10% ~53,84%
Numero de isolados por critério morfologico 9 13

Tabela 1 — Dados de frequéncia de isolamento e nimero de isolados por tipo de raiz (FL = filiforme, FS = fusiforme).

Em relagdo a HF, a microscopia de luz mostrou diversas hifas por todo o 6érgédo, porém sem a
organizacao de peloton (Fig. 3B-D). Essas caracteristicas foram confirmadas pelos testes em microscopia de
fluorescéncia (Fig. 3E-F). Considerando o desconhecimento dessa presenca de hifas na HF e a lacuna de
anélise desse tecido na literatura, nao foi realizado protocolo de isolamento usando tal tecido (o inicio desse

procedimento foi anterior &s analises anatdmicas).

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS:

Conclui-se que ha presenca de hifas na espécie nos trés tecidos analisados, além de reserva de
nutrientes na forma de graos de amido em raizes FS e rizomorfos que conectam raizes FL a materiais da
serrapilheira que estdo em decomposi¢do. A organizacao de fungos endofiticos na HF ndo é em pelotons, e

sim como hifas que ndo se enovelam.

Ha perspectivas futuras de realizacdo de protocolo de isolamento em BDA também para fungos
cultivaveis da haste floral, seguindo o realizado para raizes. Além disso, concluir a extracdo de DNA dos
isolados e sequenciar, identificando o género dos fungos cultiviveis obtidos dessas amostras. Mais testes de
microscopia deverdo ser realizados para exploracao do padrédo de colonizacdo dos fungos nesses tecidos,

explorando mais as raizes FS e ampliando tais analises para os 6rgaos reprodutivos.
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Fig. 1 - Secc¢des transversais (A-E) e
longitudinal (F) de raiz filiforme,
todas realizadas & mdo. Microscopia
Optica sem o uso de corante (A-B) e
com coloragéo por LPCB (C-D).
Microscopia confocal de
fluorescéncia com incubagdo em
WGA-AF 488 + Calcofluor (E-F).

cp: célula parenquiméatica do cértex,
ct: cortex, cv: cilindro vascular, hi:
hifas, pc: parede celular vegetal, pe:
peloton, ped: peloton em
degradacdo. Barras: A, C e F =200
um; B e D =100 pm; E =50 pm.

Fig. 2 - Secc¢des transversais (A-D)
e longitudinal (E) de raiz fusiforme.
Microscopia Optica sem o uso de
corante (A), com azul de toluidina
(B), LPCB + lugol (C) e apenas lugol
(D). Microscopia confocal de
fluorescéncia com incubag¢do em
WGA-AF 488+Calcofluor (E).

cp: célula parenquimatica do cértex,
ct: cortex, cv: cilindro vascular, ga:
gréo de amido, hi: hifas, pc: parede
celular vegetal, pe: peloton.

Barras: A =500 um; B e E =100
um; C e D = 50 pum.
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