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INTRODUGAO:

As orquideas produzem sementes muito pequenas, sem reservas nutritivas, fazendo com que
todas as plantas dessa familia dependam da simbiose com fungos micorrizicos orquidéides (FMOSs) para
germinagdo de sementes e desenvolvimento do protocormo, primeiro estagio fotossintetizante das
orquideas (Dearnaley, 2007). Apos a germinagéo, as hifas penetram nas células do embrido e formam,
na regiao cortical da raiz, estruturas chamadas pelotons (Waterman e Bidartondo, 2008). Esses pelotons
se desenvolvem no interior das células, provendo a orquidea nutrientes para o desenvolvimento do
embrido e estabelecimento da plantula até o surgimento das primeiras folhas e a associacéo pode ser
mantida em individuos adultos (Waterman e Bidartondo, 2008; Yoder et al, 2000). Dessa forma, as
orquideas sdo dependentes de FMOs nos estagios iniciais do desenvolvimento e mantém a interagdo
com os fungos na fase adulta, aumentando a adaptabilidade da planta adulta.

Considerando a dependéncia de orquideas por associa¢cfes micorrizicas durante a germinacgao
e desenvolvimento, os FMOs constituem um importante fator na estruturacdo de populagcbes e
comunidades de orquideas (Jacquemyn et al, 2014). Estudos realizados com espécies terrestres de
orquideas mostraram que as sementes apresentam uma taxa de sucesso de germinagcao maior quando
estdo préximas a orquideas adultas, devido a maior disponibilidade de FMOs em torno do individuo
adulto (e.g. Diez 2007; Jacquemyn et al. 2012, 2014; McCormick et al. 2012). Assim, os FMOs acabam
determinando uma estrutura de agrupamentos de individuos da mesma espécie de orquidea em uma
escala local.

A segregacéo espacial de orquideas co-ocorrentes parece ser explicada, ao menos parcialmente,
por suas associa¢des micorrizicas. Estudos com orquideas terrestres e epifitas mostraram que quando
duas ou mais espécies coexistem, agrupamentos de individuos de uma Unica espécie de orquidea sé&o
espacialmente segregados de outras espécies, sendo que agrupamentos distintos apresentam baixa ou
nenhuma similaridade na comunidade de FMOs associados (Jacquemyn et al. 2014; Cevallos et al.

2016). Com base nesses resultados, McCormick e Jacquemyn (2014) propuseram que ha competicao
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por FMOs ideais para germinacdo de sementes e estabelecimento de plantulas, o que causa a
segregacao espacial de espécies co-ocorrentes observadas.

De acordo com as teorias classicas da ecologia, quando duas ou mais espécies co-ocorrem, elas
competem por recursos e para estabilizar a coexisténcia ha a segregacao espacial e particionamento de
nicho entre essas espécies (Pacala e Levin, 1997). Para as orquideas os FMOs seriam um recurso
limitante que pode gerar competicdo em situacdo de co-ocorréncia, levando a uma segregacao espacial
e a particdo de nicho entre as espécies, ou seja, a associacdo e germinacdo com diferentes FMOs
(Jacquemyn et al., 2012). Entretanto, os estudos sobre essa interacdo sédo focados em orquideas
terrestres e ndo sao suficientes para afirmar que a competicéo pelos FMOs entre as orquideas, exigindo
mais estudos sobre o tema e com diferentes espécies e tipos de vida.

As orquideas epifitas representam mais de 80% da diversidade da familia (Givnish et al, 2015) e
o ambiente delas se difere do terrestres em diversos aspectos devido a caracteristicas intrinsecas da
planta hospedeira (Callaway et al, 2002). Essas caracteristicas distintas fazem com que a estrutura das
comunidades de FMOs nas plantas hospedeiras seja diferente do solo, apresentando pressdes seletivas
distintas. Especificamente em relacdo a interacao micorrizica, Petrolli et al (2021) demonstraram que
individuos de uma mesma espécie de FMO de ambientes epifiticos crescem mais proximos entre si do
gue FMOs ocorrentes no solo. Esse dado sugere que a pressdo competitiva por espago entre espécies
distintas de FMOs epifiticos € maior do que para FMOs terrestres (Mujica et al., 2016). Portanto,
possivelmente a competicdo por FMOs em orquideas epifitas € mais intensa do que para terrestres.
Neste sentido, s&o necessarios mais estudos que avaliem a competicdo de FMOs por orquideas epifitas.

Sendo assim, o objetivo deste projeto é testar a hipétese de McCormick e Jacquemyn (2014)
para orquideas epifitas tropicais. A hipotese propde a competicdo por FMOs como o fator que gera a
segregacao espacial entre orquideas co-ocorrentes e esse projeto se prop0e a testar essa hipotese para
as orquideas epifitas Coppensia varicosa (Lindl.) Campacci e Gomesa recurva Barb.Rodr, as quais
ocorrem em uma mesma planta hospedeira na Reserva Serra do Japi e séo encontradas

constantemente segregadas espacialmente, ocorrendo em diferentes galhos.

METODOLOGIA:

As amostras foram coletadas na Reserva Biologica da Serra do Japi no municipio de Jundiai (23°
14 '717"S 46° 56' 241"W). Foram coletados sete individuos adultos, sendo cinco da espécie Gomesa
recurva e dois da espécie Coppensia varicosa, que sdo facilmente diferenciados pelo formato dos
pseudobulbos. Todos os individuos foram coletados em galhos distintos de uma Unica planta hospedeira,
Eriobotrya japonica (nespeira). ApGs a coleta, as orquideas foram mantidas em casa de vegetacao para

o isolamento dos FMOs.

Em laboratério foi realizado um protocolo adaptado de Currah et al. 1997 para realizar o
isolamento dos fungos micorrizicos orquiddides (FMOs). Foram selecionados cinco fragmentos de

raizes de cada individuo. As raizes foram lavadas com agua corrente para retirar 0 substrato e
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posteriormente foram esterilizadas com etanol 70% e hipoclorito de cloro comercial (ndo diluido). Em
uma placa de Petri foram realizados cortes transversais das raizes para identificacdo de pelotons (i.e.
porcdo do micélio de fungos micorrizicos orquidodides localizada dentro das células da raiz). Os cortes
que apresentavam maior numero de pelotons foram selecionados e colocados para crescimento em
meio FIM (Clements et al. 1986) com antibidtico (estreptomicina 100 mg/L). Posteriores, os fungos em
desenvolvimento foram individualmente isolados em nova placa contendo meio Batata-Dextrose-Agar
(BDA).

Apbs o crescimento dos fungos em meio BDA, foi feita uma anélise morfolégica dos fungos para
a selecao de fungos potencialmente micorrizicos para o sequenciamento de DNA. Para isso foram feitas
laminas das hifas coradas com tinta nanquim e identificacdo de caracteristicas diagndsticas de fungos
micorrizicos orquiddides em microscopio: hifas septadas (Figura 1A) com constricbes no septo (Figura
1B), ramificagbes de 90° (Figura 1C) e células monilioides (estrutura de reproducdo produzidas pelo
fungo em situacbes de estresse) (Figura 1D). Foi determinado como potencialmente micorrizicos

aqueles gue possuiam pelo menos duas dessas caracteristicas.
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas das hifas de fungos micorrizicos orquiddides isolados da
orquidea Gomesa recurva e observadas em microscopia de luz (aumento de 40X). A-Hifas septadas
com septos circulados em preto. B- Constricdo na regido do septo apontada pela seta. C-

RamificagBes a 90°. D- Células monilioides.

Para realizar a extracdo de DNA dos fungos potencialmente micorrizicos, os fungos foram
cultivados em meio BDA ou FIM e a extracdo de DNA seguiu o protocolo modificado CTAB 2% de
Gardes & Bruns (1993). Apds a extracdo, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 1% para
conferir o sucesso da extragdo. Em extracbes bem sucedidas foi realizada uma PCR com uso dos
iniciadores ITS-4 e ITS-5 (White et al. 1990) para amplificagdo e sequenciamento do DNA nuclear

ribossomal.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram isolados 42 fungos das raizes dos individuos coletados, sendo 20 para C. varicosa e 22
para G. recurva. Para C. varicosa foram isolados fungos dos 2 individuos coletados, sendo 12 fungos
isolados do individuo denominado COP3 e 8 do individuo COP7. J&a para a G. recurva foram isolados
fungos de apenas 4 dos individuos coletados, ndo sendo possivel isolar fungos potencialmente

micorrizos do quinto individuo coletado.

A partir da andlise morfologica foi possivel selecionar 22 fungos como potencialmente
micorrizicos. Desses 22 fungos apenas uma amostra apresentou todas essas caracteristicas (G. recurva
COP8-2). Todos os selecionados apresentaram as caracteristicas de hifas septadas e ramificacdes de
90°, sendo que 18 apresentaram constricdes no septo. As caracteristicas morfolégicas dos fungos
potencialmente micorrizicos isolados sugerem que se trata de uma Unica espécie de Ceratobasidium sp.
gue ocorre nas raizes adultas de ambas as espécies de orquideas. O género é comumente encontrado
entre os fungos micorrizicos orquidéides e Cruz et al. (2022) descreveram uma espécie nova de
Ceratobasidium para espécimes de Gomesa recurva ocorrentes no Parque Estadual da Serra do

Brigadeiro (MG) e nédo h& fungos micorrizicos descritos para C. varicosa

CONCLUSOES:

A partir das analises realizadas até momento, é possivel que um dos fungos isolados e
potencialmente micorrizico seja pertencente do género Ceratobasidium, o qual ja foi identificado como
micorrizico em outras espécies e na Gomesa recurva em Minas Gerais. Entretanto, essa identificacdo
preliminar deve ser confirmada pelo sequenciamento de DNA. O fato de ambas as espécies utilizarem
uma unica espécie de fungo e ocorrerem sempre em galhos distintos reforca a hipotese da exclusao
competitiva por fungos micorrizicos orquidoides. Em uma préxima etapa serdo realizados testes de

germinacgao simbidtica considerando ambas as sementes.
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