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RESUMO

SIMOURA, NAGILA, M.S, Universidade Vila Velha - ES, Fevereiro de 2015.
INTERAC}AO ENTRE FUNGOS RIZOCTONIOIDES E SUBSTANCIAS HUMICAS E
SUA INFLUENCIA NO CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE Brassavola
tuberculata.

Orientador: Dr. Leonardo Barros Dobbss.

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e de
maior valor comercial no Brasil e, por este motivo, sofrem intensa coleta predatoria
na natureza. Essas plantas possuem baixo sucesso reprodutivo no habitat pelo fato
de serem totalmente dependentes da associacdo com fungos micorrizicos para
germinarem. Tais fungos penetram nas células das raizes e formam estruturas
chamadas pelotons que quando degradado pela planta geram nutrientes para o seu
crescimento e desenvolvimento. Na literatura recente, existem trabalhos que vém
utilizando bioestimulantes a base de matéria organica e microrganismos benéficos
para o crescimento vegetal a fim de manter a produtividade vegetal sem prejuizo ao
meio ambiente. A bioestimulacdo de plantulas de espécies do bioma mata atlantica
é fundamental para a reintroducéo destas apés um inicio de processo de extingdo
para aumentar sua taxa de sobrevivéncia no ambiente, para isso, 0 presente
trabalho teve como objetivo utilizar como bioestimulante uma associacdo entre
fungos rizoctonidides e SH sobre o crescimento de plantulas de Brassavola
tuberculata. Raizes de Brassavola tuberculata foram coletadas na APP do Morro do
Moreno - ES e destas isolados dois morfotipos de fungos (NTBTA, NTBTC). Em
adicdo, nesse trabalho também foi utilizado o fungo M65, cedido pela UFV e ja
caracterizado. O crescimento destes morfotipos foi avaliado apds exposicdo a doses
crescentes de SH em meio de cultura BDA. Apos a determinacdo da dose mais
eficiente de SH e da melhor interagdo fungo-SH, plantulas de B. tuberculata foram
expostas a associacdo obtida e avaliadas mudancgas no seu crescimento bem como
na expressdao de proteinas. As raizes de B. tuberculata apresentaram alta
colonizacéo de micorrizas orquiddides, com presenca de pelotons por toda extenséo
do cértex, alguns intactos e outros em processo de degradacdo. Os isolados NTBTA
e NTBTC através das andlises de caracterizacdes quantitativas e qualitativas

apresentam todas as caracteristicas indicativas de fungos rizoctoniddes, qual foi



confirmado através da analise molecular indicando que os isolados séo pertencentes
ao género Tulasnella sp. (anamorfo Epulorhiza sp.). Os resultados mostraram que a
dose de 250 mg L se apresentou como a mais benéfica para o crescimento flingico
de todos os morfotipos. O isolado M65 se destacou com relagdo aos demais para
germinacao e desenvolvimento de protocormos de B. tuberculata, tanto com relacéo
ao tempo quanto a taxa germinativa. A interacdo (fungo M65-SH) proporcionou uma
reducdo no tempo de formacdo de mudas e estimulou o aumento do nimero de
raizes de plantulas de Brassavola tuberculata de forma significativa, especialmente
na dose de 50 mg L?, porém ndo foi capaz de modificar o perfil de expresséo

proteica avaliada através da técnica de eletroforese em gel de Tricina.

Palavras chaves: Orchidaceae, Micorriza, Pelotons, Reintroducao.



ABSTRACT

SIMOURA, NAGILA, M.S., University of Vila Velha - ES, Febrary de 2015.
INTERAC}AO ENTRE FUNGOS RIZOCTONIOIDES E SUBSTANCIAS HUMICAS E
SUA INFLUENCIA NO CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE Brassavola
tuberculata.

Advisor: Dr. Leonardo Barros Dobbss.

Orchids are among the most appreciate plants and higher commercial value in Brazil
and, therefore, suffer intense predation in nature. These plants have low reproductive
success in habitat because they are totally dependent on association with
mycorrhizal fungi to germinate. Such fungi penetrate into the root cells and form
structures called pelotons when degraded by generating nutrients for plant growth
and development. In the recent literature, there are studies that have used the base
biostimulation of organic matter and microorganisms beneficial for plant growth in
order to maintain the plant productivity without harm to the environment. The
biostimulation seedlings of species of the Floresta Atantica biome is crucial for the
reintroduction after a start of extinction process to increase their survival rate in the
environment, for this, the present study aimed to use as a growth promoter an
association between Rhizoctonia-like fungi and SH on the growth of Brassavola
tuberculata seedlings. Brassavola tuberculata’s roots were collected in Morro do
Moreno APP - ES and isolated these two morphotypes of fungi (NTBTA, NTBTC), the
M65 was donated by UFV and already has known characteristics. The growth of the
three morphotypes used in this dissertation was evaluated after exposure to
increasing doses of SH in BDA culture medium. After determining the most effective
dose and better interaction fungus-SH, the seedlings were exposed to B. tuberculata
association obtained and evaluated changes in their growth and expression of
proteins. The roots of B. tuberculata showed high colonization orquidoides
mycorrhizae, with presence of pelotons the fullest extent of the cortex, some intact
and some in the degradation process. The NTBTA and NTBTC isolated by the
quantitative and qualitative characterization analyzes have all the characteristics
indicating rizoctoniédes fungi, which was confirmed by molecular analysis indicating
that the isolates are of the genus Tulasnella sp. (anamorph Epulorhiza sp.). The

results showed that a dose of 250 mg L appeared to be the most beneficial for



fungal growth all morphotypes. Isolated M65 stood out compared to others for
germination and development protocorm B. tuberculata, both with respect to time as
the germination rate. The interaction (M65-SH fungus) gave a reduction in seedling
formation, and stimulated an increase in the number of Brassavola tuberculata
seedling roots significantly, especially at a dose of 50 mg L, but was unable to

modify the protein expression profile assessed by electrophoresis gel Tricine.

Keywords: Orchidaceae, Mycorrhiza, Pelotons, Reintroduction.



1. INTRODUCAO

Orchidaceae é uma das maiores familias da Classe das Liliopsidas com
cerca de 30.000 espécies em 980 géneros (Guilietti et al., 2005). Na América Latina,
o Brasil estéa em terceiro lugar em nimeros de espécies de orquideas com mais de
3500 identificadas, estando atras apenas de Colémbia e Equador (Colombo et al.,
2004). Muitas destas espécies sdo raramente observadas na natureza, e encontram-
se em diversas listas de prioridade maxima de conservagéo, por apresentarem baixo
sucesso reprodutivo ou habitat restrito (Mendoncga & Lins, 2000). No entanto, mesmo
espécies listadas encontram-se ameacadas, justificando trabalhos que visem a sua
conservacgao e reintroducdo em habitat nativo.

As orquideas possuem baixo sucesso reprodutivo no habitat,
principalmente pelo fato de serem totalmente dependentes da associagdo com
fungos micorrizicos para germinarem. Estes fungos penetram nas células das raizes
e formam estruturas chamadas pelotons, os quais, quando digeridos pela planta,
fornecem acucares simples para o embrido crescer e se desenvolver (Rasmussen,
2002). A colonizacdo que pode ocorrer em uma semente de orquidea é feita por
hifas de fungos compativeis, podendo ser feitas nas trés seguintes formas: por pélos
epidérmicos (ou rizéides) atravessando a testa da semente, pela micropila ou por
fendas no tegumento. ApoOs entrar na semente, a hifa se desloca por atracdo ao
suspensor e enovela-se formando os pelotons dentro do embrido (Peterson et al.
2004).

As sementes das orquideas sao usualmente chamadas de dust-seeds,
por terem a caracteristica marcante de serem pequenas de tal forma, que
impossibilitam ser capazes de armazenar quantidades suficientes de reservas a
serem metabolizadas, logo, precisam de uma fonte externa de agua e carbono para
a germinacao e o crescimento da plantula (Peterson et al., 1998; Pereira, 2005b). Na
natureza é o fungo micorrizico que providencia toda essa fonte externa necessaria
para a semente, ele a coloniza e fornece nutrientes, agua, e acucares que sao
essenciais para o processo de germinacao, ocasionando assim uma germinacao
simbiotica (Peterson et al., 1998; Zelmer, 1996; Rasmussen, 2002).

A interagdo que os fungos micorrizicos estabelecem com as raizes das
orquideas é conhecida como mutualista, no qual ambos se beneficiam dessa

interacdo, aumentando a area de absorgdo de nutrientes, alocacdo da biomassa,



maior sustentacdo mecanica e maior resisténcia a agentes patogénicos, que gera
assim um melhor desenvolvimento da planta sem acdo indiscriminada de
fertilizantes e defensivos agricolas e paralelamente aumentando as suas taxas de
sobrevivéncia e crescimento em troca dos nutrientes fornecidos pelos fungos. Em
contrapartida, os fungos também s&o beneficiados através da aquisicdo de
carboidratos essenciais para sua sobrevivéncia que sao fornecidos pelas plantas
(Dearnaley, 2007; Cavalcante et al., 2008).

A técnica de producdo de mudas in vitro em larga escala é de suma
importancia para produtores, porém, pode haver um porcentual de perdas de plantas
durante a aclimatizacdo das mudas, resultando em prejuizo econémico para esses
produtores devido ao alto investimento e emprego de mao-de-obra especializada
nessa técnica (George, 1996). Tendo em mente esse problema torna-se de
fundamental importéncia os beneficios da interacdo fungo/planta, principalmente
guando se trata da reintroducéo de espécies em extincdo em seus habitats naturais,
contribuindo com uma possivel diminuicdo do estresse causado pela técnica de
transplantio (Pereira et al., 2005b; Dearnaley, 2007; Cavalcante et al., 2008).

Atualmente, alguns trabalhos tém sido conduzidos utilizando matéria
organica (MO) juntamente com microrganismos benéficos para o crescimento
vegetal a fim de manter a produtividade vegetal sem prejuizo ao ambiente
(Bunemann et al., 2004; Lima, 2008). Trabalhos que aliam fungos micorrizicos com
substancias humicas (principal componente da MO) como bioestimulante ja séo
vistos, e tém tido em sua maioria, efeitos positivos sobre crescimento e
desenvolvimento das plantas, podendo assim somar de forma significativa para
trabalhos que visam producéo e reintroducéo de plantas de maneira eficiente. Cerca
de 95% da MO acumulada na superficie do planeta é constituida de substancias
hamicas (SH) (Hayes, 2001), que até os dias de hoje ndo possuem caracteristicas
estruturais bem definidas, porém seus efeitos sobre o crescimento vegetal ja tem
sua eficiéncia comprovada em diferentes espécies de interesses agricolas e
ornamentais (Busato et al., 2010; Dobbss et al., 2010; Baldotto et al., 2014).

Esse trabalho reune informacfes importantes e necessarias para o0
melhor entendimento da interacdo entre substancias humicas e fungos micorrizicos
orquiddides sobre o crescimento de orquideas e levou em consideragcdo fatos
relacionados aos efeitos diretos da matéria organica humificada sobre o crescimento

e metabolismo das plantas, incluindo, por exemplo, a influéncia positiva das SH



sobre diversos processos metabdlicos como a via glicolitica e o ciclo de Krebs, sobre
a concentracao de proteinas e atividade de enzimas (Stevenson & Cole, 1999; Nardi
et al., 1991), além da otimizacao proporcionada por esse material hiumico sobre a

simbiose entre fungos micorrizicos e raizes de plantas (Lima, 2008).

2. HIPOTESE

A hipétese metodologica dessa dissertacdo € de que os fungos
rizoctonidides quando interagidos com SH isoladas de vermicomposto (humus de
minhoca) terdo um maior crescimento e tal interacdo (fungo-SH) proporcionara o

maior crescimento de plantulas de Brassavola tuberculata.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais
i) Avaliar o efeito da aplicacdo das SH oriundas de vermicomposto sob trés

morfotipos de fungos rizoctonioides.

ii) Avaliar a interacdo fungo-SH sobre o crescimento e expressédo de proteinas de
plantulas de Brassavola tuberculata, cultivadas in vitro.

3.2. Objetivos especificos

i) Obter sementes (capsulas), fungos e material himico;

i) Avaliar a presenca de colonizacdo na raiz e realizar o isolamento de pelotons;
iii) Realizar andlises qualitativas e quantitativas dos isolados;

iv) Avaliar a presenca de células monilidides;

v) Caracterizar molecularmente os tipos de fungos;

vi) Encontrar a melhor dose de SH no crescimento micelial dos isolados;

vii) Avaliar a eficiéncia na taxa de germinagédo de sementes de B. tuberculata usando

os trés diferentes isolados;



viii) Avaliar o crescimento in vitro de plantulas de B. tuberculata na associagéo entre

fungos rizoctonioides e diferentes doses de SH;

xi) Analisar a expressao proteica das plantulas de B. tuberculata na associacao de

fungos rizoctonidides e diferentes doses de SH.



4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1. Familia Orquidaceae

A familia das Orquidaceaes tem uma grande importancia econémica
principalmente para a area do paisagismo. Devido as caracteristicas ornamentais as
espécies dessa familia sdo apreciadas na medicina tradicional e diversos estudos
farmacoldgicos validaram sua utilizacdo etnobotanica, por isso essas plantas sao
retiradas de forma desenfreada da natureza, levando a extincdo de inUmeras
espécies (Ferreira & Suzuki, 2008). Quanto a forma de cultivo, in vitro tem sido muito
utilizado para a propagacao de orquideas, principalmente para estudos fisioldégicos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas e como método de
conservacgao ex-situ para reducéo do risco de extincdo dessas plantas na natureza
(Ferreira & Suzuki, 2008).

A formacgdo do protocormo, estrutura originada a partir da diferenciacéo
das células do embrido que originara a plantula (Peterson et al., 1998) € uma
caracteristica Unica da familia Orchidaceae. Os estagios de protocormo modificado
de Zettler & Hofer (1998) sdo: estdgio 0 = ndo ocorreu germinacao; estagio 1 =
protocormo inicial; estagio 2 = protocormo com a formac¢ao da primeira folha; estagio
3 = protocormo apresentando duas ou mais folhas; estagio 4 = plantula com folha e
presenca de raiz (Figura 1). O protocormo é uma fase das orquideas que é
obrigatoriamente heterotréfica, mesmo em orquideas que sao autotréficas quando
adulta (Peterson et al.,, 1998, Rasmussen, 2002, 2008). Logo, durante a primeira
fase do desenvolvimento da plantula, as orquideas séo altamente dependentes dos
fungos, denominados orquidoides, e algumas espécies se mantém assim por toda a
vida, enquanto outras se estabelecem com o processo fotossintesintético, mas se

mantém dependentes da resposta a coloniza¢do micorrizica (Rasmussen, 2008).



Figura 1. (A) Sementes germinadas apresentam-se clorofiladas, estagio 0 =
sementes que ndo germinaram apresentam coloragdo branca ou marrom; (B)
Estagio 1 = protocormo inicial; (C) Estagio 2 = Protocormo com a formacdo da
primeira folha; (D) Estagio 3 = Protocormo apresentando duas ou mais folhas; (E)
Estagio 4 = Plantula com folha e presenca de raiz. Barras: 10 mm. Fonte: Abrdo et
al., 2014

4.2. Brassavola tuberculata

A Brassavola tuberculata pertence a subtribo Neotropical das Laeliinae, é
endémica da Mata Atlantica e ocorrem nos estados da Bahia, Minas Gerais, Espirito
Santo e Rio de Janeiro (Barros et al., 2010). A B. tuberculata pode ser encontrada
na forma rupicola, entretanto, predominantemente na forma epifita. A espécie tem
tido sua populagcéo natural muito destruida pelo desflorestamento, queimadas e pela
coleta de colecionadores amadores e profissionais. A planta possui rizoma
desenvolvido e suas raizes sdo numerosas com a presenca de caule unifoliado com
nos e entre ndés bem evidentes, ndo espessados em pseudobulbos com folhas

cilindricas na extremidade do pseudobulbo (Fraga & Menezes, 2000).

10



Esta espécie é caracterizada por seu habito pendente com flores com
sépalas e pétalas creme-amareladas e labelo branco com centro amarelo (Figura 2).
Sua floracdo ocorre de outubro a janeiro (Hoehne, 1949; Toscano-De-Brito & Cribb,
2005).

Figura 2. Caracterizacfes da espécie B. tuberculata flores com sépalas e pétalas
creme-amareladas e labelo branco com centro amarelo. Fonte: Noé Cheung (2004).

As plantas da subtribo das Laeliinae tém sido coletadas de forma intensa
e indiscriminada no Brasil, levando a uma reducéo significativa de sua populacao
natural. A fim de estabelecer estratégias de conservacdo para estas plantas
ameacadas, existem publicagbes na literatura que mostram uma associacao
preferencial entre alguns fungos especificos e Orchidaceaes, bem como a
identidade de fungos simbiontes que formam associagcdes micorrizicas em
Laeliineae brasileiras, visando uma conservacao eficiente in situ e ex situ (Almeida
et al., 2007).

4.3. Fungos Micorrizicos

O conhecimento dos fungos micorrizicos associados ao sistema radicular,
bem como o seu uso em programas de propagacao simbiotica de orquideas, € de
grande importancia para a reintroducéo, conservacdo e manejo dessas espeécies
vegetais (Zettler, 1997; Pereira et al., 2003b). Eles s&o os principais intervenientes
no sequestro de carbono, reciclagem de nutrientes, sucessao ecoldgica e

apresentam uma ampla gama de comportamentos e interacbes, podendo ser
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decompositores ou saprofitos, parasitas, predadores, simbiontes, mutualistas e
comensais (Hawksworth, 2004).

A ecologia dos fungos é especialmente importante para as plantas. Por
exemplo, as sementes de orquideas ndo germinam até serem inoculadas por hifas
do fungo endomicorrizico do género Rhizoctonia. Mais de 90% das espécies
vegetais do planeta sdo dependentes desta simbiose com outros tipos de fungos. A
planta fornece os nutrientes, enquanto o fungo obtém agua e minerais que a rede de
hifas € capaz de encontrar muito mais eficientemente do que as raizes da planta
(Pereira et al., 2009). Hoje, mediante os inUmeros avancos e descobertas acerca do
mundo ecolbégico microbiano nos ecossistemas, tem se tornado possivel estudos e
aplicabilidades destes microrganismos como ferramentas na biodegradacdo, na
biorremediacdo e no biocontrole, temas de suma importancia para a conservagao e

restauracdo ambiental (Pereira et al., 2005b).

4.4. Fungos Orquiddides

Os fungos rizoctonidides, ou micorrizas orquiddides, sao caracterizados
por terem ramificagcbes de suas hifas em angulo de noventa graus e constricdo do
septo préximo ao ponto de ramificacdo. Frequentemente podem ser induzidos em
meio de cultura CMA (Corn Meal Agar) a desenvolverem propagulos de resisténcia
gue sdo cadeias de células infladas, denominadas células monilidides (Taylor et al.,
2002; Pereira et al., 2003).

O fato de que raramente estes fungos produzem esporos sexuais em
meio de cultura foi sempre uma dificuldade para taxonomistas. Assim, a
caracterizacdo morfolégica baseada em caracteristicas assexuais produziu Varios
grupos polifiléticos. Com o0s recentes avancos em biologia molecular, fungos
rizoctonibdides tém sido descritos por métodos moleculares, via 0 sequenciamento e
analise da regido intergénica do DNA ribosomal ITS (Internal Transcribed Spacer)
(Otero et al., 2004; Peterson et al., 2004; Dearnaley, 2007). A maioria dos fungos
micorrizicos de orquideas pertencem ao género-forma Rhizoctonia. Os membros
deste grupo séo considerados um complexo de fungos filamentosos, apresentando
em comum uma fase assexuada nédo promotora de esporos, denominada anamorfo
tipo-Rhizoctonia (do inglés Rhizoctonia-like). A sistematica atual do complexo
(Roberts, 1999) divide os fungos filamentosos com fase anamorfica tipo-Rhizoctonia

em, no minimo oito géneros anamorficos: Ascorhizoctonia Yang & Korf, Ceratorhiza
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R.T. Moore, Chrysorhiza Andersen & Stalpers, Epulorhiza R.T. Moore emend R.T.
Moore & Andersen, Opadorhiza Andersen & R.T. Moore, Moliniopsis Ruhland,
Rhizoctonia D.C. e Thanatophytum Nees.

A Tulasnella spp. (forma teleomorfica da Epulorhiza) foi encontrada
formando associagfes micorrizais com plantas de todas as subfamilias de
Orchidaceae, sendo elas um dos principais simbiontes em plantas parcialmente
micoheterotréficas (Taylor et al., 2002). E fundamental obter conhecimento sobre a
ecologia de micorrizas orquiddides, para que se possa avaliar o seu potencial nos
processos de germinacdo de sementes, sua distribuicAo no ecossistema, como
atuam nesta simbiose e qual sua funcdo determinando a permanéncia ou nao de
espécies em seu habitat.

Atualmente, grande parte das orquideas € reproduzida em meio
assimbidtico, sem seu fungo micorrizico especifico e isso impede sua reintroducéo
eficaz, ndo garantindo a germinacao de sementes e 0 estabelecimento das plantulas

na natureza (Rasmussem, 1995; Otero et al., 2007).

4.5. Infeccéo e Colonizacéo

Na infec¢do, uma hifa de um fungo compativel ao entrar em contato com
a semente atravessa a testa pela micropila ou por falhas no tegumento (Peterson et
al., 1998; Peterson et al., 2004). Dentro da semente, a hifa é atraida pelo suspensor
do embrido (Arditti, 1992; Peterson et al.,, 1998; Peterson et al., 2004). Dentro do
embrido, o fungo micorrizico tem as hifas enoveladas que séo estruturas chamadas
de pelotons. Os pelotons podem chegar a ocupar a maior parte do espaco celular, o
que faz com que haja uma grande superficie de contato entre os simbiontes
(Peterson et al., 2004). A maioria das células é colonizada, exceto aguelas de onde
surge o meristema apical. O embrido cresce através de divisbes celulares e ganha
volume, formando o protocormo. Com o tempo o0s pelotons mais antigos sao
degradados, resultando em amontoados de hifas lisadas. As hifas sdo recobertas
por material similar ao da parede celular vegetal que as isolam do citoplasma do
hospedeiro, garantindo que n&o haja um colapso no citoplasma das células da raiz

enquanto ocorre a degradacao (Peterson et al., 2004).
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4.6. Substancias Humicas

Os principais constituintes da matéria organica sdo as substancias
hamicas (SH), que sdo consideradas uma mistura complexa da matéria organica
morta sem caracteristicas estruturas bem definidas. Estas substéncias tém papel
importante ha manutencao das caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do solo,
principalmente por possuirem grande capacidade de retencéo de calor, influéncia na
germinacdo e formacdo de raizes, além de estarem diretamente ligadas no
transporte de compostos organicos no ambiente (Moraes & Rezende, 2004). Dentre
as principais fracbes organicas, os acidos humicos (AH) sdo predominantemente
hidrofébicos e sollveis somente em pH basico; os acidos falvicos (AF), séo
pequenas moléculas hidrofilicas associadas de forma que existam grupos funcionais
acidos, suficientes para manté-los dispersos em qualquer valor de pH e as huminas
(H) séo insoluveis em todas as faixas de pH por estarem intimamente ligadas a
fracdo mineral dos substratos organicos. Tais fracdes podem afetar diretamente ou
indiretamente o desenvolvimento e metabolismo das plantas, principalmente o
sistema radicular, além de influenciar em diversos processos centrais na
funcionalidade do ecossistema do solo incluindo a biodisponibilidade de poluentes e
a atividade biolégica (Rosa et al., 2009; Piccolo, 1996) (Figura 3). As SH, quando em
solucdo, possuem efeito detergente influenciando diretamente no controle da
permeabilidade da membrana plasmética vegetal. Tal controle esta intimamente
relacionado a manutencdo da seletividade da Membrana Plasmatica, fator
fundamental para a manutencédo da homeostase celular (Canellas et al., 2002).
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Figura 3. Processos centrais da matéria organica/SH sobre o funcionamento e
qualidade dos ecossistemas (construido a partir de Rosa et al., 2009 e Piccolo,
1996).

4.7. Substancias humicas e microrganismos promotores do crescimento

As SH tém a capacidade de aumentar a taxa de crescimento de muitas
formas de microorganismos benéficos, em parte, através da estimulacdo de
atividades enzimaticas (Pouneva, 2005; Burkowska e Donderski, 2007), agindo
como um servigo de transporte de elétrons que ajudam os organismos anaerobicos
a crescer, ajudando-os assim a reduzir compostos organicos e metais. Com isso,
também h& um aumento da taxa de crescimento e das populacbes de
microrganismos benéficos ao redor das raizes das plantas, bem como o incremento
da atividade de enzimas do solo como a catalase e as fosfatases acida e alcalina
(Finneran et al, 2002; Sellamuthu & Govindaswamy, 2003).
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Estudos indicam que as SH podem representar um componente
estimulador de microrganismos que vivem no ambiente do solo, melhorando, por
exemplo, a absorcdo de agua e nutrientes e o desempenho da associagcdo com as
plantas por fungos micorrizicos arbusculares e ectomicorrizicos respectivamente
(Gryndler et al., 2005, Hrselova et al., 2007). As SH retardam o crescimento de
bactérias patogénicas, enquanto melhora o0 crescimento de microrganismos
benéficos. Estudos tém demonstrado que taxas especificas de crescimento,
rendimento de crescimento e atividade enzimética de microrganismos patogénicos
diminuem acentuadamente com o aumento da concentracdo de &cidos humicos e
favicos ao substrato de cultivo (Alexander et al., 2008; Imai et al., 1999a; Loffredo et
al., 2008). Segundo estudos de Young et al. (2006) as SH também tém sido
utilizadas para aumentar a taxa de sobrevivéncia e longevidade de varios inoGculos
de bactérias promotoras do crescimento de plantas, podendo ser armazenadas para

0 uso em futuras culturas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta das raizes, sementes (capsulas), fungos e material hiumico utilizados.
5.1.1. Raizes

As coletas de raizes para isolar os fungos para o experimento foram
provenientes da espécie Brassavola tuberculata (subtribo Laeliinae) e realizadas na
area de preservagdo permanente (APP) Morro do Moreno. Este fragmento de Mata
Atlantica e afloramento rochoso estéo inseridos em &rea urbana proximo ao litoral da
cidade de Vila Velha, nas coordenadas 20°19’32.75”S e 40°16°36.91” W com altitude
méxima de 189,9 metros e minima ao nivel do mar (IJSN 1990; Magnano et al.,
2007). As amostras de raizes foram cortadas em segmentos e em seguida
acondicionadas em recipientes identificados e levadas imediatamente para o
laboratorio a fim de manter integras suas caracteristicas para posteriores analises
laboratoriais. A identificacdo das espécies de orquideas foi realizada com auxilio de

chaves de identificacéo.

5.1.2. Sementes de B. tuberculata

As capsulas de B. tuberculata maduras utilizadas no trabalho foram
coletadas em uma é&rea particular do municipio de Vila Velha em outubro de 2013,
tais capsulas foram devidamente identificadas e armazenadas em geladeira a 4°C

para posterior utilizacdo nos experimentos.

5.1.3. Fungos

Um isolado de Tulasnella spp. (M65 de Epidendrum secundum Jacq.
(subtribo Laeliinae) pertencente a Colecdo de Fungos Micorrizicos de Orquideas do
Laboratério de Associacdes Micorrizicas (Departamento de Microbiologia/
BIOAGRO/ UFV), foi cedido para ser utilizado nos experimentos dessa dissertagao.
A utilizacdo desse fungo foi importante devido a sua eficiéncia comprovada em
produzir protocormos em estagios mais avancados de desenvolvimento da semente,
gquando comparados com outros isolados (Pereira et al, 2009). Em adi¢cdo foram
utilizados mais dois fungos de Tulasnella spp., 0 NTBTA e o NTBTC, que foram

isolados das raizes de B. tuberculata.
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5.1.4. Substancias Humicas

As SH utilizadas nessa dissertacdo foram oriundas da extracdo de um
substrato organico denominado de vermicomposto. O procedimento de extracao,
bem como a reconhecida bioatividade de tal material hiUmico sobre plantas estdo

descritos no trabalho desenvolvido por Dobbss et al. (2010).

5.2. Analise anatdmica da colonizacdo da associagdo micorrizica

As raizes das espécies B. tuberculata coletadas foram cortadas
transversalmente em reduzida espessura, com auxilio de Iamina de ago inoxidavel e
utilizacdo de pingcas sob o microscépio estereoscopico Stereozoom Bel Photonics.
Os cortes foram submetidos a coloracdo com azul de tripano diluido em &agua
deionizada na proporgdo de 1:10, para evidenciar hifas e pelotons no sistema
radicular. Os registros fotograficos e observacdes foram realizados em Microscépio
Bioldgico Invertido Optech Bel Photonics, com acoplamento para camera fotografica
digital Sony Cyber-Shot DSC-W320.

5.3. Isolamento de pelotons

As raizes amostradas foram cuidadosamente lavadas em agua corrente e
desinfetadas superficialmente pela imersdo consecutiva em etanol 70% por um
minuto, solucéo de hipoclorito 20% diluido em agua deionizada (0,5% de cloro ativo)
por 4 minutos e lavados cinco vezes em agua destilada autoclavada. Os segmentos
foram seccionados transversalmente com auxilio de um microscopio estereoscopico,
para observacdo da colonizacdo pelo fungo micorrizico. Das sec¢des transversais
dos segmentos de raizes contendo pelotons foi descartado o velame com auxilio de
duas agulhas esterilizadas. Estes fragmentos de cértex colonizados foram lavados
novamente em agua esterilizada e depois transferidos para placas de petri contendo
15 ml de meio BDA (Batata Dextrose Agar) regulado para pH 5,6, previamente
autoclavados. Em cada placa de petri foram colocados até cinco fragmentos
contendo pelotons. As placas foram monitoradas diariamente para observacdo do
crescimento do micélio fungico. Apos 31 dias foram retirados discos de 9,0 mm de
diametro das bordas do micélio fungico e transferidos para uma nova placa contendo
o mesmo meio de cultura. Destas placas foram pré-selecionados e cultivados os
fungos com caracteristicas semelhantes aos agrupados no género Rhizoctonia
(Pereira et al, 2005b).
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5.4. Caracterizacdo morfologica

A caracterizacdo morfolégica foi realizada para os isolados obtidos de B.
tuberculata (NTBTA e o NTBTC) através de parametros quantitativos e qualitativos
descritos em Pereira (2006). Para isso, os isolados fungicos foram incubados em
meio BDA e CMA (Corn Meal Agar).

O isolado M65 nao teve as caracterizacdes morfologicas analisadas nesta
dissertacdo, uma vez que as mesmas foram relizadas previamente e descritas por
Pereira et al. (2009).

5.4.1. Caracteristicas quantitativas e qualitativas dos isolados seguido de medicdes
em meios de cultura BDA e CMA

As placas previamente identificadas como NTBTA e NTBTC foram
repicadas em 5 placas para cada morfotipo a temperatura constante de 26 °C em
Estufa Incubadora B.O.D. (demanda bioguimica de oxigénio) e monitorado
diariamente o diametro para acompanhamento do crescimento do micélio fangico
por 32 dias no meio BDA e 15 dias no meio CMA. No total, o experimento conteve
25 placas de meio BDA e CMA. Para as medigbes, foram feitas linhas
perpendiculares nos sentidos horizontal e vertical das placas de petri.

Para os isolados cultivados nos meios, foram levadas em consideracéo as
caracteristicas visuais do micélio fungico que permitiu identificar os morfotipos de
acordo com os seguintes critérios: coloracdo do micélio fungico (branca, creme ou
marrom), aspecto da colonia (grumoso, aveludado ou liso), margem da colbnia
(definida ou indefinida) micélio aéreo (presente ou ausente), zoneamento da borda
do micélio (rendilhado ou circular) (Currah, 1986; Currah et al., 1987; 1997; Currah &
Zelmer, 1992; Zelmer & Currah, 1995; Pereira et al., 2005a)

5.5. Isolamento de células Monilidides

ObservacGes da presenca de células monilidides foram realizadas em
meio de aveia CMA modificado. Este meio induz o desenvolvimento de propagulos
de resisténcia que sdo cadeias de células infladas, denominadas células monilidides
e este meio CMA, permite observar a presenca de ramificacbes de suas hifas em
angulo de noventa graus e constricdo do septo proximo ao ponto de ramificacdo
conforme descrito por Zelmer & Currah (1995). As placas foram mantidas em
temperatura ambiente de 26°C por 40 dias. ApoOs este periodo foram retiradas as
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laminulas com hifas fungicas e em seguida coradas com Azul de Tripano para
observacdo e registro fotografico das células monilibdes e outras caracteristicas
morfolégicas com auxilio de Microscopio Bioldgico Invertido Optech Bel Photonics,

com acoplamento para camera fotogréfica digital Sony Cyber-Shot DSC-W320.

5.6. Caracterizagdo molecular

A extracdo do DNA total dos isolados fungicos foi realizada na
Universidade Federal de Vigosa utilizando-se o Kit Invisorb® Spin Plant Mini
(Invetek), segundo instrucdes do fabricante. A integridade do DNA foi avaliada em
gel de agarose 0,8 % (p/v) e a quantificacdo realizada por espectrofotometria. Todas
as amostras foram submetidas a amplificacdo por PCR. De modo a proceder a
amplificacdo, em cada tubo de reacéo foi adicionado: 5,0 uL de tampao 5x Colorless
Go Tag TM, 2,5 pL de MgCI2 (25 mM), 200 um de cada dANTP, 0,25 pL de Go Taq
DNA Polimerase (Promega) (5uM / uL), 1,0 uL de cada oligonucleotideo (5mM).
Para amplificar a regido ITS (Espacadores Internos Transcritos) foi utilizado os
primers ITS1/ITS4, porém para melhor resultado foi repetido com o primer ITS4Tul
(White, 1990). O sucesso das amplificagdes por PCR foi testada em agarose 1,5 %,
corado em uma solucdo de brometo de etidio 0,5 ygml?. Os produtos de PCR de
qualidade satisfatoria foram sequenciados bidireccionalmente por Macrogen
Company Inc., Coreia do Sul, em ciclos efetuados utilizando-se o sequenciador
automatico Big Dye TM e 3730xlI (Applied Biosystems, Weiterstadt, Alemanha). O
M65 teve sua caracterizacdo molecular realizada previamente por Pereira et al.
(2009) denominada Tulasnella spp., que € um dos principais géneros teleomorficos

de fungos orquiddides.

5.7. Interacdo fungos micorrizicos - substancias humicas

Para observar a influéncia da SH no crescimento dos fungos, isolados dos
3 morfotipos de fungos (NTBTA, NTBTC e M65) tiveram micélios de 9 mm de
diametro retirados das extremidades das culturas puras com 20 dias de crescimento
e transferidos para novas placas de petri contendo 20 ml de meio BDA (Botato
Dextrose Agar) suplementados com diferentes doses de SH: 0,0 (controle); 50; 100;
250 e 500 mg L%, tendo 5 repeticdes pra cada tratamento. O disco de 9,0 mm foi
posicionado no centro de cada placa de petri e o crescimento micelial radial foi

medido diariamente, durante 30 dias, com auxilio de um paquimetro manual.
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5.8. Germinacéao e crescimento de plantulas e Interacdo Fungo-SH
5.8.1. Germinacéo e crescimento das plantulas

Apés a cépsula madura ser aberta, foram pesadas 200 pg de sementes
de B. tuberculata, as sementes foram desinfestadas usando NaClO por 10 min e
lavados 3x com &gua destilada utilizado o método de Lemos et al. (2011)
modificado. As sementes foram transferidas para um béquer com 20 ml de agua sob
agitacao constante. Usando uma pipeta Pasteur foi retirado 400 pL da solugdo com
sementes para inocular nos meios contendo os morfotipos de fungos (NTBTA,
NTBTC e M65), cada fungo conteve 25 placas de petri inoculadas com micélio
fangico. O meio de cultura basico utilizado foi o OMA (Aveia-Agar modificado)
contendo 10 g L*? de Agar e pH 5,6. As placas foram armazenadas em sala
climatizada e com fotoperiodo regulado (Dixon, 1987).

5.8.2. Interagdo Fungo-SH e crescimento de plantulas

Apos a germinagdo das sementes de B. tuberculata, o isolado escolhido
para interagir com as diferentes concentracbes de SH foi o do fungo M65, por ter a
maior taxa de germinacdo de sementes e 0 tempo de germinacdo 2x mais rapido
guando comparado com os isolados NBTA e NBTC, conforme serda mostrado nos
resultados. Foram escolhidas plantulas de B. tuberculata no estagio 3 (formacdo da
segunda folha) e o cultivo foi realizado em placas de petri contendo 250 ml de meio
de cultura OMA com cinco explantes por placa mais a adicdo das diferentes
concentracbes de SH (0, 50, 100, 250 e 500 mg L) totalizando 25 placas, sendo 5
placas por tratamento. As plantulas foram mantidas por 65 dias nos tratamentos com
observacdes a cada 10 dias, para observacéo da emisséo radicular e posteriormente

ndumero de raizes.

5.9. Extracdo Proteica

Apbs os 65 dias, foram pesados um grama (1,0 g) de amostra de
plantulas de B. tuberculata por tratamento, maceradas em N2 e adicionados 4 mL de
tampé&o TRIS (1,0 mol L1). A solucéo foi submetida a agitacdo durante 2 horas a 4°C
e entdo centrifugada a 15.400 xg por 20 min a 4°C, descartando-se o precipitado. Foi
adicionado sulfato de amoénio a 90% de saturacdo e deixado overnight a 4°C. A
adicdo de sulfato de amoénio na extracdo de proteina € conhecida por ser util na
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concentragdo de solucdes diluidas de proteina e no fracionamento de mistura de
proteinas (Lima et al., 2007). ApGs esse tempo o material foi centrifugado a 15.400
Xxg por 20 min a 4°C e descartado o sobrenadante. Foi adicionada agua destilada
para ressuspender o precipitado. As amostras foram entdo centrifugadas a 10.000
Xg por 8 min e o sobrenadante dializado e liofilizado para posterior andlise da

expressao proteica.

5.9.1. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O gel de SDS-PAGE foi preparado usando as proporcdes apresentadas
na Tabela 1. E importante explicitar que no preparo do gel, ap6s a montagem das
placas (Mini Protean Il), aplicou-se o gel fracionador e 200 uL de H20 deionizada,
impedindo assim o contato do gel com o ar durante a polimerizacéo, cujo tempo é de
aproximadamente 30 min. Depois de decorrido o tempo de polimerizacdo, a agua
adicionada foi eliminada e foi adicionado o gel concentrador preparado como
apresentada na Tabela 1. Para o preparo do gel foi utilizado uma solugao estoque
contendo acrilamida e bis-acrilamida 49,5%T, 3%C, e também o tampao do gel que
contém Tris 3,0 M em SDS 0,3% e pH ajustado para 8,45.

Tabela 1. Preparo dos géis: Fracionador (16%); Concentrador (4%) utilizando a

solucéo estoque de acrilamida.

Gel Fracionador Gel Concentrador

Solugdo Funcao (16%) Volume (4%) Volume
Acrilamida + Bis- Agente deligacio
acrilamida 9 cruzadg ¢ 2,5mL 250 pL
(49,5%T; 3%C)
Tampao do gel . .
(Buffer - Tris HCl  Eletrolitos do meio 2.5 mL 0,76 mL
Tris +, CI-
3,0 M)
Glicerol - 0,8 mL -
Persulfato de Gerador de
amonio (10%) radicais livres 25 WL SOk
TEMED Catalisador 2,5 UL 5uL
H20 - 1,7 mL 2,1 mL
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Um pente de teflon (1mm) foi colocado imediatamente ap6s a aplicacdo
do gel concentrador e aguardou-se 30 min para a sua completa polimerizacao.
Depois de decorrido o tempo necessario, o pente foi cuidadosamente retirado, e
formaram-se pequenas cavidades para a aplicacdo das aliquotas da solugéo
contendo as proteinas extraidas. A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
SDS e utilizando tricina como “trailing” ion foi feita de acordo com Schagger e Von
Jagow (1987) com algumas modificagBes. Utilizou-se uma concentracdo de
acrilamida de 16%T; 3%C para o gel fracionador e uma concentragédo de 4%T, 3%C
para o gel concentrador. Trabalhou-se com dois tampdes de corrida, sendo um
tampéo do catodo contendo Tris 0,1 M, Tricina 0,1 M em SDS 0,1% e 0 outro
tampéo para anodo, contendo Tris 0,2 M, com pH 8,9. O tampao de anodo foi
colocado na base da cuba e denominado “tampao de fora”, ja o catodo foi colocado
no interior da cuba e denominado “tampao de dentro”. A corrida foi realizada em
temperatura ambiente em um sistema Mini Protean Il Biorad, durante
aproximadamente 2 h e 45 min, utilizando uma corrente de 10 mA para cada gel
individualmente até a “linha de frente” atingir o gel fracionador, quando aumentou-se
a corrente para 20 mA. Apés a corrida, o gel foi lavado com &agua por 15 min (2
vezes) e mantidas em solucdo fixadora contendo metanol, acido acético, agua
(40:10:50%) v/v por 30 min. Esta solucdo foi entdo descartada e adicionou-se
solucédo contendo Coomassie Brillant Blue R 250 0,25 % por 1 h sob leve agitacao.
Os géis foram entdo descorados com solucdo de acido acético 10% (v/v) trocando
esta solucdo a cada intervalo de 30 min até se atingir a visualizacdo das bandas

protéicas.

5.10. Andlises dos dados

Todos os experimentos foram realizados em delineamento experimental
inteiramente casualisado. O teste de Kappa2 (p<0,05) foi utilizado para avaliacdo da
normalidade dos dados. Quando normais, os dados foram submetidos a uma analise
de variancia e posteriormente comparados pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Andlises de colonizacao da associacdo micorrizica na espécie B. tuberculata

As observacgOes realizadas em microscopio optico revelaram a presenca
de pelotons nos cortes transversais das raizes de B. tuberculata. A distribuicdo dos
pelotons ocorreramem colonizacdo alternada no mesmo segmento de raizes das
espécies analisadas (Pereira et al., 2005b).

A Figura 4 (A, B, C) mostra em cortes transversais de raizes, sem
coloracdo por Azul de Tripano, a presenca de pelotons por toda extensédo do cortex.
Enquanto que em (D), a regido do cértex das raizes coradas, evidencia os pelotons

e as hifas.

Figura 4. Cortes transversais de raizes de orquideas (A, B, C) e presenca de
pelotons (corados com Azul de Tripano) em toda a regidao do cortex (D). CV: Cambio
Vascular; EX: Exoderme. (A): Aumento de 40x; (B), (C): Aumento de 100x; (D):
Aumento de 400x.
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Quanto a colonizagao por hifas fungicas (Figura 5A) os pelotons estavam
dispostos intactos na &rea do cortex das raizes B. tuberculata, mas com uma
colonizacdo e concentracdo mais pontual. Segundo trabalhos realizados por outros
grupos de pesquisa, pdde-se observar que a partir desses pelotons, novos pelotons
sdo formados, podendo colonizar toda a regido do cértex, sendo a colonizacao
célula-a-célula) e estruturas na area intercelular sdo inexistentes, uma vez que a
colonizacdo é feita de forma intracelular (Zelmer et al., 1996; Peterson et al., 2004
Pereira et al.,, 2005c) (Figura 5A). Estas estruturas enoveladas de hifas estavam
presentes em todos os estadios de desenvolvimento, podendo estar intactos ou
degradados, evidenciados com coloracédo de Azul de Tripano (Figura 5B, Figura 5C).
Pereira et al. (2009) em seu trabalho com isolamento de fungos micorrizicos em
raizes de orqudeas, também observou colonizagdo com pelotons intactos pelo

segmento da raiz de Epidendrum secundum.

Figura 5. (A) Cortes transversais de raizes de orquideas coradas com Azul de
Tripano, evidenciando a colonizacdo, aumento de 40x. (B) Imagem focando os
pelotons em diferentes estadios de desenvolvimento, aumento de 100x. (C) Hifas
passando de célula para célula, com formacdo de pelotons em varios estagios de
desenvolvimento, aumento de 400x.
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Foi possivel a observacéo das estruturas que identificam a ocorréncia de
simbiose antes mesmo do processo de coloracdo (Figuras 6 A, B). Os cortes das
raizes foram clareadas e coradas com Azul de Tripano para verificar a formacao de
estruturas fungicas intracelulares (pelotons) que caracterizam a associacao
simbibtica micorrizica em orquideas, tornando-as mais evidendes para melhor
captura da imagem digital (Zettler, 1997) (Figura 6C). De acordo com a Figura 6D,
podem-se observar hifas fungicas nas células de passagem da exoderme, que sao
células de paredes mais delgadas mostradas na imagem, nas mesmas ndo foi
observada colonizagéo, possivelmente ndo havendo formagéo de pelotons, assim
como nao tem sido obervada presenca de arbusculos ou vesiculas em exoderme
nas associagbes micorrizicas do tipo arbuscular (Peterson et al., 2004). Essas
células permitem, portanto, além da passagem de agua e nutrientes, a penetracao
do fungo nas células corticais para ter acesso ao cortéx. Isso sugere que as
orquideas controlam o processo de infeccdo e que o fungo estad adaptado a esse
controle (Arditti, 1992; Pereira et al., 2005c).

Kla . '
“ .\} 2

Figura 6. Cortes transversais de raizes de orquideas sem coloracdo por azul de
tripano, evidenciando as estruturas da raiz, onde em (A) se faz presente o velame, a
exoderme (EX), cértex e o cambio vascular (CV). (B) Pelotons em estadios de
desenvolvimento, podendo estar intactos e degradados. Em (C) e (D) a partir da
coloragdo com azul de tripano evidenciam-se os pelotons (C) e a presenca de hifas
fungicas atravessando a exoderme usando as células de passagens (CP) sentido ao
cortex (D). (A) e (B) aumento de 100x; (C) aumento de 400x; (D) aumento de 100x.
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6.2. Isolamento e identificacdo dos isolados

Apos o crescimento dos isolados em meio de cultura BDA e em meio
CMA, com posterior analise microscopica foram encontradas caracteristicas de
fungos Rizoctonia, como hifa na regido do septo, ramificacdo da hifa logo apés o
septo em angulo reto, presenca de propagulos de resisténcia chamados de células

monilidides (Figura 7A) e presenca de esclerddios (Figura 7B).

gd”
T / . 3
Ramificacao a
\ - Hifa fungica
Septo

Cel. Monilioides

Esclerodi

Figura 7. (A) Caracteristicas de fungos Rizoctonia: hifa na regido do septo,
ramificacdo da hifa logo apds o septo em angulo reto, presenca de propagulos de
resisténcia chamados de células moniliédes; (B) Presenca de esclerodios. (A)
Aumento de 400x; (B) aumento de 100x.

A Figura 8 mostra, através de analise de visualizacdo microscopica, que
todos os isolados da espécie de orquidea B. tuberculata (NTBTA e NTBTC)

apresentaram caracteristicas de fungos Rhizoctonia, ou seja, constricdo da hifa
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vegetativa na regido do septo, ramificacdo apds o septo em angulo reto e formacao
de células moniliéides (Currah & Zelmer, 1992; Rasmussen, 1995; Andersen &
Rasmussen, 1996; Taylor et al., 2002).

/a\ B

Figura 8. Fungos Rhizoctoniddes isolados com presenca constricdo da hifa na
regido do septo, presenca de esclerddios (seta vermelha) e ramificacdo da hifa logo
apos o septo e em angulo reto (seta amarela); (A) Células moniliodes do NTBTA
(seta azul); (B) Células moniliddes do isolado NTBTC (seta azul). Aumento de 100x.

6.3. Brassavola tuberculata

Observando a Figura 9, a maioria dos fragmentos de raizes estava
densamente colonizada por pelotons, que ocupavam boa parte da regido do cortex
Figura 9 (A, B). Os fragmentos de raizes colonizadas foram facilmente diferenciados
dos fragmentos ndo colonizados ou pouco colonizados (Figura 9 C). Uma melhor
visualizacédo foi confirmada com coloracdo de Azul de Tripano nos segmentos de
cortes de raizes analisados em microscopio bioldgico invertido com aumento de 400
vezes. Pelotons intactos e degradados foram observados em raizes de B.

tuberculata (Figura 9 D).
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Figura 9. (A) Colonizacdo de fungos micorrizicos em raiz da B. tuberculata.
Observa-se uma maior colonizagcéo de pelotons em toda circunferéncia da regiao do
cortex em natura e em (B) com o tratamento de coloracao de Azul de Tripano. No
corte de raiz (C) observa-se uma coloniza¢cdo mais pontual. (D) Visualizacdo dos
pelotons e as hifas na regido cortical. (A), (B), (C) Aumento de 40X; (D) Aumento de
400x.

Algumas raizes coletadas de B. tuberculata apresentavam injarias, que
eram localizadas na regido na qual a raizes tiveram contato direto com o substrato,
como se observa na Figura 10, e sdo consideradas areas em potencial para
ocorréncia da infec¢ao. Foi observado que a regidao mais concentrada de pelotons se
localizava nas éareas rentes as injurias das raizes. Varios pontos de colonizagédo
foram observados em um mesmo fragmento radicular, indicando que as plantas séo
colonizadas por propagulos de fungos no solo, e ndo somente por fungos
associados desde a germinacao. O fungo que iniciou 0 processo de germinacao néo
€ necessariamente o mesmo da fase adulta, ocorrendo assim uma sucessao
(McCormick et al., 2004; Peterson & Massicotte, 2004), assim como, diferentes
espécies de fungos podem colonizar o sistema radicular simultaneamente (Zelmer et
al., 1996).
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Figura 10. Corte transversal de raiz de B. tuberculata apos tratamento com Azul de
Tripano sob colonizacdo de pelotons e local de contato com o substrato sendo o
local de infeccao fungica, sugere que o habito da espécie esta ligada a disposicéo
dos pelotons no cértex da raiz. Aumento de 100x.

Quanto a forma de colonizacéo, ficou demonstrado que na espécie B.
tuberculata ocorre maior colonizacdo de pelotons em toda circunferéncia da raiz
(Figura 4A) ou mais localizado em regies do cortex (Figura 10) (Pereira et al.,
2011). Trabalhos de varios autores e entre eles Otero (2005) e Rasmussen (2002),
sugerem que a infeccdo pode ocorrer em éareas diferenciadas ao longo de um
mesmo segmento de raiz, o que foi observado na analise radicular do presente

trabalho.

30



6.4. Caracterizacdo Morfologica
6.4.1. Caracterizacdo morfolégica qualitativa

De acordo com parametros qualitativos dos fungos apos 32 dias de
incubacdo em meio BDA (Tabela 2), os isolados NTBTA e NTBTC apresentaram cor

creme e branca respectivamente e com micélio aéreo presente e aspecto aveludado.

Tabela 2. Caracteristicas culturais dos isolados de Brassavola tuberculata (NTBTA e
NTBTC) apdés 32 dias de incubacédo a 28°C em BOD.

Isolados Cor Aspecto Margem Micélio Aéreo Zoneamento
NTBTA Creme  Aveludado Indefinida Presente Rendilhado
NTBTC Branca Aveludado Definida Presente Circular

De acordo com a literatura, os fungos pertencentes ao género Epulorhiza
apresentam colonia de coloracao creme, crescimento lento, com margem da coldnia
submersa no meio, micélio aéreo escasso e aspecto mucoso, cotonoso ou
aveludado (Currah & Zelmer, 1992), sendo, portanto, as caracteristicas descritas

acima (Tabela 2) indicativas de fungos rizoctoniédes.

6.4.2. Caracterizacdo morfologica quantitativa

Foram avaliados diariamente o didametro do micélio fungico durante 32
dias, para o calculo das taxas de crescimento dos isolados em meio BDA e CMA, de
acordo com Pereira et al. (2009). Foram observados que a média da taxa de
crescimento foi maior significativamente no isolado NTBTC tanto no meio CMA
guanto no meio BDA (Tabela 3). Com isso, pode sugerir que o NTBTC possa ser um
fungo mais especifico para os estagios iniciais de colonizacdo, como por exemplo, a
germinacdo de sementes de orquideas, podendo depois ser substituido na raiz
através de uma sucessdo fungica, uma vez que é conhecido que nem sempre 0s
fungos que sdo mais eficientes na germinacdo, sdo os mais eficientes no
desenvolvimento da planta, podendo entdo ser substituidos por fungos mais

competitivos (McCormick et al., 2004; Peterson & Massicotte, 2004).
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Tabela 3. Dados guantitativos - Taxas de crescimento (TC) dos isolados, em meios
BDA e CMA.

Isolados TC BDA (mm dia?) TC CMA (mm dia?t)
NTBT A 1,47b 3,03b
NTBT C 1,88 a 3,10 a

Médias seguidas de letras diferentes nas colunas representam diferencas significativas pelo Teste
Tukey (p<0,05).

De acordo com resultados obtidos e as caracteristicas de grupos
anamorficos de fungos rizoctoniddes, a analise dos isolados obtidos na pesquisa em
questdo mostrou-se positiva para os isolados NTBTA e NTBTC. Quanto as
caracteristicas morfolégicas quantitativas e qualitativas apresentadas pelos 2
isolados, pode-se afirmar que os mesmos sao fungos rizoctoniédes tais como
observados em outros trabalhos (Olinto, 2002; Rasmussen, 2002; Pereira et al.,
2005b).

6.5. Resultado de caracterizacdo molecular

Com relacdo a caracterizacdo molecular, os dois isolados (NTBTA e
NTBTC) se apresentaram estreitamente relacionados com o teleomorfo Tulasnella
spp. (anamorfo de Epulorhiza), ap6s o procedimento de Biologia Molecular,
confirmando assim, também a nivel genético, que tais fungos devem ser
considerados micorrizicos orquiddides. O género Epulorhiza R.T. Moore é
considerado um dos 8 prinicipais géneros tipo-Rhizoctonia, assim como o0
Ascorhizoctonia Yang & Korf, Ceratorhiza R.T. Moore, Chrysorhiza Andersen &
Stalpers, Opadorhiza Andersen & R.T. Moore, Moliniopsis Ruhland, Rhizoctonia D.C.
e Thanatophytum Nees (Roberts, 1999).

6.6. Crescimento diario (mm dial) dos micélios fangicos em meio de cultura
contendo SH.

De acordo com a Figura 11, pode-se observar que ap0s os 16 dias de
crescimento, quase todos os fungos na presenca da SH permaneceram com um
crescimento superior ao do controle. Existiram diferencas significativas entre os
fungos e as diferentes doses de SH. E interessante notar que o fungo M65 se
destacou quando comparado aos outros fungos (NTBTA e NTBTC), crescendo mais
em todas as doses avaliadas, porém nas doses de 100, 250 e 500 mg L* de SH sem

diferencas significativas entre os demais fungos. Cabe destacar que na dose de 250
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mg SH L' ndo houve diferencas significativas entre os fungos (M65, NTBTA e
NTBTC) mostrando que tal dose age estimulando o crescimento dos fungos na
mesma proporcdo. Até mesmo o fungo NTBTA que cresceu significativamente
menos em todas as doses (0, 50, 100 e 500 mg SH L) teve uma taxa de
crescimento maior na dose de 250 mg SH L.
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CONCENTRAGAO DE SH

Figura 11. Comparacao dos crescimentos fangicos entre os trés isolados Epulorhiza
spp nas diferentes concentracdes de SH apo6s os 16 dias. Letras diferentes nas
colunas (diferentes isolados) mostram a existéncia de diferenca significativa do
crescimento fungico dentro de cada dose estudada pelo teste Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade estatistica.

A acdo das SH em fungos micorrizicos pode ser bem controversa quando
analisados os diversos trabalhos ja realizados. Por exemplo, no tabalho de Eutrépio
et al. (2014) o autor verificou que a presenca de &cidos humicos (AH) altera o
crescimento de duas espécies de fungos ectomicorrizicos crescidas sob elevadas
concentracdes de ferro. Neste trabalho, foi observado que o tratamento com o AH
estimulou o crescimento micelial de P. tinctorius, tal como acontece com o estimulo
ao crescimento proporcionado pelas SH na presente dissertacdo. Em contrapartida,
ainda com relacdo ao trabalho de Eutropio et al. (2014) o crescimento do fungo P.

albus, ndo apresentou crescimento significativo em relacdo ao tratamento controle
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(sem adicdo de AH). No trabalho de Santos (2011) a autora utilizou o fungo
ectomicorrizico Pisolithus microcarpus submetendo-o a presenca de diferentes
doses de AH e AF e observou que as doses utilizadas estimulam o crescimento
micelial em até 56% em relacéo ao tratamento controle (sem adi¢do das substancias
hamicas). Tanto o trabalho de Santos (2011) quanto o de Eutropio et al. (2014)
houve um estimulo positivo no crescimento de micélio na dose de 200 mgL* de AH.
Como as SH utilizadas na presente dissertacao correspondem a soma entre acidos
himicos e acidos fulvicos (SH = AH+AF) especula-se que a dose de 250 mg L seja
proxima a ideal para o crescimento fangico tal como descrito por Santos (2011) e
Eutrépio et al. (2014), mesmo porque, conforme pode ser observado na Figura 11,
tal dose estimula o crescimento fungico tanto de NTBTA, quanto de NTBTC e M65

igualmente (sem diferencas significativas).

6.7. Interacao entre os isolados flngicos e a germinacao de plantulas de Brassavola
tuberculata

ApoOs as andlises realizadas anteriormente, p6de-se observar que o fungo
M65 foi 0 que apresentou crescimento micelial mais rapido (Figura 11) com ou sem a
presenca de substancias humicas. Conforme pode ser observado na Figura 12, este
mesmo fungo apresentou uma maior taxa de germinacdo quando comparados
visualmente com os demais (NTBTA e NTBTC). Também € possivel notar na Figura
12C que o tempo de germinacdo foi menor quando as sementes de Brassavola
tuberculata foram postas para germinar no meio de cultura contendo o isolado M65.
Enquanto NTBTA e NTBTC germinavam com dois meses e a uma taxa de
germinacao baixa (Figura 12 A e B), o M65 germinava com um més com alta taxa de

germinacao (Figura 12 C).
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Figura 12. Placas de petri contendo 200 ug de sementes e inoculadas com NTBTC,
NTBTA e M65, porém germinados em tempos diferentes. (A) Placa de petri contendo
200 pg de sementes inoculadas com o NTBTC ecom baixa taxa de germinacao. (B)
Placa de petri de sementes de B. tuberculata inoculadas pelo isolado NTBTA ecom
baixa taxa de germinacéo. (C) Placa de petri com o inoculado M65, com taxa de
germinacao elevada e menor tempo de germinacgao.

Assim como observado no trabalho de Pereira et al., (2011) no qual foi
usado o isolado M65 para germinacdo e desenvolvimento de protocormos de
Epidendrum secundum Jacq. no presente trabalho esse mesmo fungo se destacou
em comparacao com os demais (NTBTA e NTBTC) na germinagéo de B. tuberculata
(orquidea pertencente a mesma subtribo que a Epidendrum). Segundo Pereira et al.,
(2011) essas informacgdes sugerem que fungos compativeis, com maiores taxas de
crescimento, podem possibilitar o desenvolvimento mais acelerado dos protocormos,
o gque foi observado no presente trabalho.

Alguns isolados fungicos podem possuir uma maior capacidade de
estimular o desenvolvimento simbidtico de orquideas (Otero et al., 2005). Os
isolados testados nessa dissertacdo (NTBTA, NTBTC e M65), mesmo sendo
morfologicamente similares, promoveram a germinacdo de sementes e
desenvolvimento de protocormos em diferentes porcentagens. Tais evidéncias
também foram observadas por Pereira et al. (2005c) sobre a germinagédo de
sementes de Oncidium flexuosum, porém, ao contrario do presente trabalho nem
todas as plantulas desenvolveram o protocormo até o estagio 3 (surgimento da
segunda folha).

Portanto, tal como Pereira et al., (2011), é possivel ressaltar o potencial

do fungo M65 sobre a germinacdo de sementes de B. tuberculata e sua
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possibilidade de utilizacdo em programas de producdo simbidtica de mudas de

orquideas.

6.8. Interacao fungo-SH e crescimento de plantulas de Brassavola tuberculata

Com relagéo a interagdo entre o fungo M65 e as diferentes doses de SH
sobre o crescimento de plantulas de Brassavola tuberculata através da contagem de
raizes emergidas, foi possivel observar que a combinacao do isolado M65 (elegido
como o melhor para o desenvolvimento desse experimento) com a dose de 50 mg L
1 de SH fez com que aos 20, 30, 40 dias as plantulas emitissem significativamente
um maior numero de raizes, quando comparado com as demais doses de SH
utilizadas (Figura 13A).

A Figura 13B mostra que aos 50 dias de tratamento (no final do
experimento) a dose 50 mg L de SH, continuou se destacando com relacdo as

demais, porém, sem diferenca significativa em relacdo a dose de 250 mg L de SH.
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Figura 13. Grafico de surgimento de raizes laterais de plantulas de B. tuberculata inoculadas com o isolado M65 por 50 dias. (A)
Tratamentos de SHs comparados por dias. (B) Destaque para o dia 50 comparando entre os tratamentos se SHs. Teste de Tukey
(p<0,05).
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A partir desse resultado, vale lembrar que a dose de 250 mg L foi
considerada a melhor para o crescimento dos fungos isoladamente, e também
mostrou efeito em plantulas de Brassavola tuberculata.

No trabalho de Yano-Melo et al. (2005) foi avaliado o efeito da aplicacéo
de AH em mudas enxertadas de videiras na auséncia ou presenca de FMA, onde os
autores observaram que o crescimento das mudas enxertadas de videira foi maior
nas plantulas micorrizadas do que nas ndo micorrizadas. Resultados semelhantes
foram observados por Coelho et al. (2009) avaliando-se o efeito da inoculacdo na
promocao do crescimento de plantulas de pinheira, em um substrato com adicdo de
10% de vermicomposto. Tanto Yano-Melo et al. (2005) quanto Coelho et al. (2009)
verificaram que a inoculagdo com FMA estimula o crescimento de mudas, assim
como ocorre com as plantulas de B. tuberculata utilizadas nesse trabalho apos
inoculacao e aplicacao de diferentes doses de SH.

No trabalho de Silva et al. (2008) os autores verificaram o efeito de FMA
em combinacdo com doses de adubacdo organica na formacdo de mudas de
gravioleira. Eles puderam observar que a aplicacdo conjunta de FMA e adubos
compostados tiveram efeito positivo sobre o crescimento da referida planta, na
dependéncia do isolado de FMA e da dosagem de adubo aplicado. Tais resultados
podem ser relacionados com o do presente trabalho onde o uso combinado de entre
as SH e a inoculacdo micorriza levou a uma reducdo no tempo de formacao de
mudas e de aumento do numero de raizes.

Silva et al. (2006) estudaram a influéncia da inoculacdo com trés espécies
de FMA e de substratos de vermicompostos na aclimatacdo de duas plantas
ornamentais. Apesar dos fungos terem promovido um maior crescimento para as
plantas em todas as doses de vermicomposto, foi observado efeito negativo do
vermicomposto em relacdo aos FMA na colonizacdo micorrizica e na esporulacéo
nas aplicacées de doses mais elevadas. Em nosso trabalho também foi observado,
pelo menos em parte, que na dose mais elevada de SH utilizada (500 mg L) as
plantas emitiram menos raizes nos dias iniciais, indicando que doses elevadas de
materiais humicos podem ser danosas tanto para a colonizacao fungica quanto para
o desenvolvimento de plantulas.

Apesar da discussao deste tépico estar principalmente comparando o0s
resultados obtidos nessa dissertacdo com outros envolvendo diferentes tipos de

fungos micorrizicos (principalmente com os fungos micorrizicos arbusculares), isso
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foi necesséario devido a escassez de trabalhos que envolvam fungos micorrizicos
orquiddides crescidos na presenca de matéria organica/SH. No entanto, espera-se
gue os efeitos em micorrizas orquiddides sejam semelhantes aos FMA, uma vez que
ambos sdo endofiticos e possuem grandes semelhancas na forma de micorrizacao e

colonizagao de raizes.

6.9. Andlise de Proteinas

De acordo com a Figura 14, pode-se obervar que o perfil de expressao
das proteinas de membrana plasmatica isoladas de plantulas de B. tuberculata
inoculadas com o fungo M65 mais as diferentes doses de SH n&o foi sensivelmente
alterado. Tal fato provavelmente se deva ao fato do gel utilizado ter sido o de Tricina

(Figura 14) (utilizado para proteinas de baixo peso molecular).

PM M CTRL T1 T2 13 T4

Figura 14. Gel SDS-PAGE 12% unidimensional das proteinas isoladas de plantulas
de B. tuberculata inoculadas com fungo M65 em diferentes doses de SH
(Substancias Humicas) ou néo (controle - CTRL), sendo T1 dose 50 mgL; T2 dose
100 mgL™t; T3 dose 250 mgL*; T4 dose 500 mgL.
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Reconhecidamente sabe-se que tanto as SH quanto os fungos
micorrizicos aumentam a atividade de enzimas e expressdao de proteinas
relacionadas ao metabolismo energético vegetal (Canellas et al., 2002; Zandonadi et
al., 2010; Dobbss et al., 2010; Nardi et al., 2007). No entanto, a grande maioria
dessas proteinas, diretamente relacionadas ao crescimento das plantas, possuem
alto peso molecular, tal como as ATPases (105 kDa). Tal enzima influéncia tanto o
funcionamento dos transportadores secundarios como também o funcionamento de
canais e de receptores que dependem do potencial de membrana mantido
principalmente pelo gradiente eletroquimico de prétons. E com isso, varias
evidéncias tém demonstrado que a H+-ATPase de MP esta diretamente ligada a

funcdes essenciais para o crescimento vegetal (teoria do crescimento acido).
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7. CONCLUSOES

As evidéncias experimentais obtidas nesse estudo permitiram estabelecer
uma visdo mais ampla da interagdo entre as SH e os fungos micorrizicos
orquiddides sobre o crescimento de plantulas de Brassavola tuberculata. A partir dos
resultados, de uma maneira geral foi possivel aceitar a hipétese anteriormente
delimitada, ou seja, os fungos rizoctonidides avaliados nessa dissertacdo cresceram
mais na presenca de SH, bem como a interagao fungo-SH proporcionou uma maior
emissao de raizes em plantulas de Brassavola tuberculata. As principais conclusées

gue puderam ser obtidas com a presente pesquisa foram:

e As raizes de B. tuberculata apresentaram alta colonizagdo de micorrizas
orquiddides, com presenca de pelotons por toda extensao do cortex;

e Os isolados NTBTA e NTBTC através das analises de caracterizacfes
guantitativas e qualitativas apresentam todas as caracteristicas indicativas de
fungos rizoctoniddes, o que foi posteriormente confirmado através da analise
molecular;

e Os fungos rizoctonidides quando interagidos com as SH isoladas de
vermicomposto cresceram mais em todas as doses com destaque para a de
250 mg L;

e O isolado M65 se destacou dos demais (NTBTA e NTBTC) para germinacao
(tanto no tempo quanto na taxa) de plantulas de B. tuberculata;

e A interacdo (fungo M65-SH) proporcionou uma redugdo no tempo de
formacéo de mudas e estimulou o aumento do nimero de raizes de plantulas
de Brassavola tuberculata de forma significativa, principalmente na dose de
50 mg L.

e A analise do perfil de expressdo das proteinas de baixo peso molecular
isoladas de plantulas de B. tuberculata inoculadas com o fungo M65 mais as

diferentes doses de SH nédo apresentou alteragédo sensivel.
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