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RESUMO 
 
 
CARVALHO, Otieres Cirino de. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. 
Isolamento, identificação e inoculação de fungos micorrízicos em orquídeas da 
subtribo Catasetinae nativas do Mato Grosso do Sul 
Professor Orientador: Dr. Vespasiano Borges de Paiva Neto 
 
 
A simbiose entre as sementes de orquídeas e micorrizas tem sido relatada como 
fator determinante no sucesso germinativo e desenvolvimento dos protocormos in 
situ. O entendimento da natureza dessa relação, em termos de especificidade e/ou 
compatibilidade, faz-se necessário para o desenvolvimento de programas eficientes 
de propagação simbiótica de orquídeas, com vistas à reintrodução de espécies 
ameaçadas de extinção em seus habitats naturais ou mesmo para produção de 
mudas de interesse comercial. Cada vez mais se tem observado uma maior 
eficiência em termos de germinação e conversão em protocormos no cultivo 
simbiótico, se comparado ao assimbiótico, normalmente empregado para a 
propagação de espécies da família Orchidaceae. Assim, este trabalho objetivou 
isolar e identificar fungos micorrízicos associados a duas espécies pertencentes ao 
gênero Cyrtopodium e utilizá-los na germinação de suas sementes. O projeto foi 
conduzido no Laboratório de Biotecnologia da UFMS – Campus Chapadão do Sul 
(CPCS).  Cada experimento constituiu-se de 6 tratamentos, sendo estes a 
combinação de: duas variações de meio de cultura aveia-ágar (com e sem carvão; 
dois isolados de fungos micorrízicos e um tratamento assimbiótico (controle). Os 
fungos utilizados foram o CH01 isolado de C. paludicolum e o CS01 isolado de C. 
saintlegerianum, ambos isolados das espécies estudadas. Para a verificação de uma 
possível relação de especificidade entre as espécies e seus próprios isolados, 
utilizou-se também o fungo denominado M65, cedido pelo Laboratório de 
Associações Micorrízicas da Universidade Federal de Viçosa (BIOAGRO/UFV). 
Ambos os experimentos foram testados sob dois ambientes, B.O.D e sala de 
crescimento, e foram avaliados 30 dias após a inoculação. Os resultados obtidos 
permitiram concluir que não existe uma relação de especificidade entre os isolados e 
as espécies estudadas, sendo portanto, caracterizada como uma associação de 
compatibilidade, uma vez que as orquídeas estabeleceram associação também com 
o isolado M65 pertencente a outra espécie.  
 
 
PALAVRAS-CHAVE: Cyrtopodium. Germinação. Simbiose 
 



 
 

 

ABSTRACT 
 
 
CARVALHO, Otieres Cirino de. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. 
Isolation, identification and inoculation of mycorrhizal fungi in Catasetinae subtribe of 
native orchids of Mato Grosso do Sul State 
Author: Otieres Cirino de Carvalho.  
Adviser: Vespasiano Borges de Paiva Neto. 
 
 
  
The symbiosis between the orchid seeds and mycorrhizal fungi has been reported as 
a determining factor in the protocorm success and development on in situ conditions. 
To understand this relationship nature in terms of specificity and / or compatibility, it 
is necessary to develop efficient programs to orchid symbiotic propagation, aiming to 
reintroduce endangered species in their natural habitats or even to produce 
commercial interest seedlings. Increasingly, we have observed greater efficiency in 
terms of germination and protocorm conversion in the symbiotic cultivation as 
compared to asymbiotic cultivation, normally used for the propagation of 
Orchidaceae species. This work aimed to isolate and identify mycorrhizal fungi 
associated with two species of the Cyrtopodium genus and use isolated fungi in the 
seed germination. The experiments were conducted at the Biotechnology Laboratory 
of UFMS - Campus Chapadão do Sul (CPCS). Each experiment consisted of 6 
treatments, which are combinations of: two variations of medium oatmeal agar 
culture (with and without activated charcoal, two isolates of mycorrhizal fungi and 
asymbiotic treatment (control)). Fungi used were the CH01, isolated. From C. 
Paludicolum, and CS01, isolated from C. saintlegerianum. In order to verify possible 
specificity relationship between species and their own isolation, we also use the M65 
fungus, donated by mycorrhizal associations Laboratory of the Universidade Federal 
of Viçosa (BIOAGRO / UFV). Both experiments were tested in two environments, 
BOD and growth room, and were evaluated 30 days after inoculation. The results 
showed that there is no specific relationship between the studied species and his 
isolated fungus, and therefore, both relationship were characterized as a 
compatibility association, since orchids also established an association with the 
isolated M65 belonging to another species. 
 
 
KEY-WORDS: Cyrtopodium. Symbiosis. Germination.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

As orquídeas são plantas da classe das monocotiledôneas, ordem 

Asparagales e família Orchidaceae, consistindo-se na maior e mais diversificada 

dentre todas as famílias do reino vegetal (PEREIRA et al., 2010), sendo composta 

por plantas herbáceas perenes (ervas, lianas, trepadeiras), que variam em tamanho 

e formato de caule e folhas, além do tamanho e da coloração das flores. Quanto aos 

tipos de habitats, estas podem ser aquáticas, epífitas, hemiepífitas, rupícolas, 

saprofíticas ou terrícolas (BARROS et al., 2015). Estima-se que no mundo existam 

entre 20.000 e 35.000 espécies de orquídeas, divididas entre cinco subfamílias 

monofiléticas, sendo elas: Apostasioideae, Cypripedioideae, Vanillioideae, 

Orchidioideae e Epidendrioideae, sendo esta última a maior e mais evoluída 

(SMITH; READ, 2008).  

O Brasil é o país de maior diversidade de espécies pertencentes a esta 

família no mundo (SOUZA; LORENZI, 2008). Segundo Barros et al. (2015), nos 

diversos biomas brasileiros (Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica, Pampa e 

Pantanal), existem 2.530 espécies (1.615 endêmicas), subdivididas em 236 gêneros, 

sendo o Cerrado o terceiro bioma em termos de diversidade de orquídeas.  

Com aproximadamente 200 milhões de hectares, o Cerrado localiza-se na 

região central do país, e pode ser definido como uma formação do tipo savana 

tropical, na qual se observa, em diferentes proporções, a presença de formações 

herbáceas, arbustivas e arbóreas, com uma dinâmica acentuada em termos de 

sazonalidade e antropismo (RIBEIRO; WALTER, 1998; BRASIL, 2015). Mato Grosso 

do Sul abriga aproximadamente 11% do Cerrado brasileiro, o que representa 61% 

de toda a cobertura vegetal do Estado, dos quais apenas 32% são compostos por 

remanescentes de áreas de cobertura vegetal nativa (BRASIL, 2015).  

O Cerrado é considerado o bioma de savana mais rico em termos de 

biodiversidade do mundo (BRASIL, 2015), e no Brasil abriga aproximadamente 700 

espécies de orquídeas, na maioria espécies de hábito terrícola e epifítico, sendo 

essa uma das famílias de maior diversidade nesse Bioma (BARROS et al., 2015). 

Para Cerrado sul-mato-grossense, em checklist realizado por Barros et al. (2012), 

foram levantadas 119 espécies distribuídas em 65 gêneros. No entanto, as 

orquídeas têm atraído a atenção de colecionadores e do mercado de plantas 

ornamentais, tornando-as alvo do extrativismo, que aliado ao desmatamento 
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excessivo do Bioma, ao baixo sucesso reprodutivo comum a Família e ao habitat 

restrito, podem levar diversas espécies à extinção (PEREIRA, KASUYA, 2010)  

Portanto, trabalhos que tenham por objetivo, aprimorar técnicas de 

propagação sejam de forma simbiótica ou assimbótica, de espécies pertencentes à 

família Orchidaceae, com vistas a reintrodução em áreas de preservação, ou mesmo 

produção de mudas para a comercialização, reduzindo a demanda por plantas 

extraídas da natureza, possuem alta relevância para a preservação das espécies. 

Assim, com este trabalho objetivou-se isolar fungos micorrízicos associados às 

raízes de duas espécies, pertencentes à subtribo Catasetinea, e utilizá-los na 

germinação simbiótica das sementes de tais espécies.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Subtribo Catasetinae 

Segundo Pridgeon et al. (2009), Catasetinae pertence à subfamília 

Epidendroideae e é composta por sete gêneros, que crescem desde o nível do mar 

até áreas de mais de 1.000 metros de altura. As espécies que compõem esta 

subtribo apresentam crescimento simpodial, pseudobulbos desenvolvidos 

(especializados na reserva de água) e suas folhas caem após maturação (Dodson, 

1975). As raízes são revestidas por um velame, que é responsável pelas funções de 

fotossíntese, trocas gasosas, fixação e absorção de nutrientes que vem de 

substâncias orgânicas ou de líquidos. Em alguns gêneros podem ser observadas 

nas raízes, ramificações bifurcadas e eretas, de geotropismo negativo, as quais 

apresentam funções análogas a pneumatóforos (Hoehne 1949).  

 

2.2 O gênero Cyrtopodium spp. 

Um dos principais gêneros de Orchidaceaes presentes no Cerrado brasileiro é 

o Cyrtopodium spp., sendo composto por espécies de habitats epifítico, terrícola e 

rupícola. O gênero foi descrito por Robert Brown, em 1813, na obra Hortus Kewensis 

(MENEZES, 2000) e segundo a classificação morfológica de Dressler (1993), 

pertenceria à subfamília Epidendroideae, tribo Cymbidieae e subtribo Cyrtopodiinae. 

Porém, em trabalho de classificação filogênica, com base em estudos de filogenia 

molecular, Pridgeon e Chase (1998), demonstraram que Cyrtopodiinae é grupo 

parafilético em relação à Catasetinae, levando Chase et al. (2003), a 

desconsiderarem o grupo e a redistribuírem seus membros entre as subtribos 

Cymbidiinae, Eulophinae e Catasetinae. Assim, o gênero Cyrtopodium passou a 

compor a subtribo Catasetinae.  

Embora sejam encontradas espécies pertencentes a este gênero em boa 

parte do continente americano, sua maior concentração ocorre no Centro-Oeste 

brasileiro, área de predomínio do Bioma Cerrado (MENEZES, 2000). Romero-

González et al. (2008), afirmam que são aceitas para o gênero 50 espécies, das 

quais, 39 ocorrem no Brasil, sendo 26 endêmicas e que, para o Cerrado, são 

descritas 33 espécies.  
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2.3 Cyrtopodium paludicolum Hoehne 

Trata-se de uma espécie encontrada principalmente em áreas de brejo nas 

regiões Centro-Oeste e Sudeste do Brasil. Apresenta pseudobulbos alongados, 

chegando a medir 40 cm de comprimento. As flores, de coloração amarela, podem 

medir cerca de 3,8 cm de diâmetro, e estão dispostas em inflorescências simples ou 

pouco ramificadas, as quais podem atingir até 2 m de altura. A floração ocorre entre 

os meses de dezembro e abril (MENEZES, 2000).  

 

2.4 Cyrtopodium saintlegerianum Richb.f. 

Espécie epifítica, típica da região Centro-Oeste, C. saintlegerianum apresenta 

pseudobulbos fusiformes longos, que podem medir até 70 cm de comprimento. As 

inflorescências são paniculadas, com flores amarelas, manchadas com tons de 

marrom, que medem cerca de 2,8 cm de diâmetro. A floração ocorre entre os meses 

de julho e agosto (Menezes 2000). 

 

2.5 Relação simbiótica planta – fungo 

A relação simbiótica entre orquídeas e fungos foi inicialmente relatada por 

Bernard em 1909 (SELOSSE et al., 2011). Para a maioria dos membros da família 

Orchidaceae, as sementes são diminutas, medindo entre 0,4 a 1,25 mm de 

comprimento, 0,08 a 0,27 mm de largura e massa de 3 a 14 µg, e apresentam muito 

pouco tecido de reserva de nutrientes, como endosperma ou cotilédone, fragilizando 

o processo germinativo (ARDITTI, 1992; RASMUSSEM, 1995; PETERSON, et al., 

1998; OTERO, et al., 2005). O embrião é minúsculo, simples e indiferenciado. 

Formado por poucas células parenquimatosas de reserva de compostos, 

principalmente lipídicos, constituindo um pequeno corpo elipsoidal. Não apresenta 

regiões meristemáticas apicais. Encontra-se suspenso dentro de uma testa, 

reticulada ou rendada, cercado por um grande volume de ar (ARDITTI, 1992). 

O desenvolvimento do embrião origina uma estrutura tuberiforme, geralmente 

clorofilada, denominada protocormo, cujo tamanho pode variar de 2 a 24 mm de 

comprimento por 2 a 10 mm de largura, o qual é constituído por um conjunto de 

células parenquimáticas, recobertas por uma epiderme uni-estratificada. Apresentam 

regiões apical e basal, não possuem tecidos vasculares e seu desenvolvimento dará 

origem à plântula. Além disso, na superfície da epiderme do protocormo de muitas 

espécies de orquídeas, observa-se, nas porções basal e apical, estruturas 
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semelhantes a pêlos denominadas de rizóides ou tricomas, as quais podem estar 

associadas à fixação inicial de espécies epifíticas ao substrato, assim como, com a 

absorção de nutrientes (ARDITTI, 1992; PETERSON et al., 1998). 

Em suma, o protocormo pode ser definido como uma estrutura (tubérculo) 

efêmera, oriunda do processo germinativo da semente, o qual dá origem aos 

meristemas caulinar e foliar, após sua associação com fungos micorrízicos 

apropriados, originando posteriormente a plântula (PRIDGEON et al., 1998; CRIBB, 

1999 apud KRAUS et al., 2006). Porém, o momento exato do início e do fim do 

estádio de protocormo não está ainda bem claro entre os pesquisadores da área 

(KRAUS et al., 2006).  

O processo germinativo das sementes apresenta um padrão, no qual o passo 

inicial é o intumescimento da semente, com posterior ruptura da testa, liberação do 

embrião e formação do protocormo (ARDITTI, 1992).  

Sob condições naturais, a semente permanecerá no estádio de protocormo, 

até que ocorra a infecção e colonização deste por microrganismos ali presentes, os 

chamados fungos micorrízicos, que se associam simbioticamente ao protocormo, 

promovendo a formação da gema vegetativa e seus primórdios foliares (HARRISON, 

1977 apud. KRAUS, 2006) e posteriormente das raízes, após a formação de várias 

folhas (ARDITTI, 1992). Assim, a simbiose pode ser caracterizada como um 

importante fator na distribuição geográfica das orquídeas (MCKENDRICK et al., 

2002; PETERSON et al., 2004).  

Para a germinação in vitro (assimbiótica), o processo irá ocorrer de forma 

semelhante ao natural, desde que seja adicionada ao meio uma fonte de carboidrato 

No entanto, em condições adequadas (luminosidade, umidade, temperatura), tal 

processo irá demandar um tempo menor (HARRISON, 1977 apud. KRAUS, 2006; 

ARDITTI, 1992).  

 

2.6 Fungos micorrízicos 

Os principais fungos orquidóides descritos pertencem, usualmente ao gênero-

forma polifilético Rhizoctonia (Filo Basidiomycota), que inclui fungos patogênicos, 

endofíticos, saprofíticos e micorrízicos (RASMUSSEN, 1995; OTERO et al., 2002; 

VALADARES et al., 2011). Rhizoctonia foi descrito por De Candolle em 1815 

(OGOSHI, 1996 apud PEREIRA; KASUYA, 2010), sendo fungos filamentosos, com 

fases anamórfica (assexual, não produtora de esporos) e teleomórfica (sexual), as 
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quais podem ser subdivididas entre sete ou oito gêneros, dependendo do autor 

(ROBERTS, 1999 apud. VALADARES, 2011), como observado na Tabela 1. 

Tabela 1 - Sinopse taxonômica do gênero-forma Rhizoctonia, com separação dos 
gêneros, anamórfico e teleomórfico, reconhecidos atualmente 
Anamorfo Teleomorfo 
Ascorhizoctonia Yang e Korf Tricharina Eckblad 
Ceratorhiza R.T. Moore Ceratobasidium D.P. Rogers 
Chrysorhiza Andersen e Stalpers Waitea Warcup e Talbot 
Epulorhiza R.T. Moore emend Andersen e R.T. Moore Tulasnella Shoröeter 
Opadorhiza Andersen e R.T. Moore Sebacina 
Moniliopsis Ruhland. (Sin. = Rhizoctonia D.C.) Thanatephorus Donk 
Tanatophytum Nees. Helicobasidium Pat. 

Adaptado de González García et al. (2006) 

 

O gênero-forma Rhizoctonia, em sua fase anamórfica (assexual), apresenta 

as seguintes características morfológicas: micélio estéril incolor, que escurece de 

acordo com seu envelhecimento; células longas e retas formando ângulo de 90° com 

a hifa principal podendo apresentar constrições na região dos septos. Ainda, em 

condições favoráveis, o fungo poderá produzir células curtas e largas, de formato 

oval ou triangular, as chamadas células monilióides, as quais podem desenvolver 

pequenos escleródios, sendo esses, estruturas de resistência (AGRIOS, 2005; 

PEREIRA; KASUYA, 2010).  

 A infecção da planta pelo fungo pode se dar, pelo contato direto da hifa com 

as células suspensoras, radículas ou células basais (ZELMER et al., 1996). Sendo a 

associação micorrízica caracterizada principalmente pela formação de estruturas 

fúngicas adensadas no interior das células parenquimáticas, denominadas pelotons 

ou novelos (HADLEY; WILLIAMSON, 1972; SMITH; READ, 2008; ZETTLER, 1997; 

PETERSON et al., 2004). 
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Figura 1 - Estrutura típica de fungos micorrízicos (Bernard, 1909) 

 

2.7 Nutrição: do embrião à planta adulta 

Segundo Cameron et al. (2006), a relação simbiótica entre o fungo e a 

orquídea, caracteriza-se como uma relação mutualística, na qual ocorre 

transferência de carbono em sentido bidirecional, sendo as micorrizas responsáveis 

pela provisão contínua de açúcares solúveis simples como a glicose, vitaminas, 

minerais e de outros fatores imprescindíveis ao processo germinativo (ARDITTI, 

1992; HADLEY, WILLIAMSON, 1972; PETERSON et al., 2004; DEARNALEY, 2007). 

A micorriza também irá atuar na provisão de níveis adequados de água para a 

germinação e o desenvolvimento do protocormo, garantindo maior resistência à 

dessecação (YODER et al., 2000 apud VALADARES et al., 2011). A presença do 

fungo expande a superfície de troca de nutrientes melhorando o acesso à água e 

aos sais minerais (OSORIO-GIL et al., 2008; DEARNALEY et al., 2012; 

NURFADILAH et al., 2013). 

Em condições naturais ou para o cultivo simbiótico in vitro, a nutrição do 

protocormo se dá de forma mico-heterotrófica pela utilização de produtos oriundos 

da digestão enzimática dos pelotons, a qual irá ocorrer até o estabelecimento da 

fase autotrófica (fase fotossintetizante). Para algumas espécies, a mico-heterotrofia 

poderá perdurar por toda a vida da planta (orquídeas aclorofiladas) ou estar 

associada à condição de autotrofia, sendo assim denominada de mixo-heterotrofia 

(ARDITTI, 1992; RASMUSSEM, 1995; DEARNALEY, 2007; OTERO et al., 2005). As 

condições de heterotrofia e mixo-heterotrofia são caracterizadas como um estado de 
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dependência do hospedeiro ao microrganismo (HADLEY, 1982; MCKENDRICK et 

al., 2000; MARCEL et al., 2003).  

Contudo, para a maioria das espécies, nem todos os enovelados fúngicos são 

degradados. Os pelotons presentes na região mais externa do córtex mantêm-se 

intactos, e servirão de inóculo para a recolonização da região cortical mais interna, 

podendo tal fenômeno estar relacionado à persistência da associação simbiótica 

(ZELMER et al., 1996). Já em condições de cultivo assimbiótico, os nutrientes 

necessários ao desenvolvimento do protocormo, deverão ser fornecidos pelo meio 

de cultura adequado, sendo importante a participação dos rizóides nesse processo, 

porém não essencial (ARDITTI, 1992). 

A relação planta-fungo pode ser definida como a amplitude filogenética de 

fungos a que uma espécie em particular de orquídea seria capaz de se associar 

(THOMPSOM, 1994 apud PEREIRA; KASUYA, 2010). Tal relação pode ser de 

compatibilidade ou especificidade, sendo em sua maioria, de compatibilidade 

(HADLEY; PEGG, 1989 apud PEREIRA; KASUYA, 2010). O fator especificidade, 

associado à variação genética interespecífica da orquídea e da micorriza e a fatores 

abióticos (como o habitat, temperatura, substrato, altitude, região geográfica) podem 

influenciar diretamente no estabelecimento da simbiose (RASMUSSEN, 1995). 

 

2.8 A importância da germinação simbiótica 

O entendimento da natureza dessa relação, quanto à especificidade ou 

compatibilidade, faz-se necessário para o desenvolvimento de programas eficientes 

de propagação simbiótica de orquídeas, com vistas à reintrodução de espécies 

ameaçadas de extinção em seus habitats naturais (ZETTLER, 1997,1998) ou 

mesmo para produção de mudas de interesse comercial (VALADARES et al., 2011; 

PEREIRA et al., 2011). 
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CAPÍTULO 1 

 
Isolamento, identificação e inoculação de fungos micorrízicos rizoctonióides 
associados à Cyrtopodium paludicolum Hoehne (Orchidaceae – Catasetinae)  
 
 
RESUMO  

A simbiose entre as sementes de orquídeas e micorrizas tem sido relatada como fator 

determinante no sucesso germinativo e no desenvolvimento dos protocormos in situ. Porém, 

existem poucas informações acerca da natureza da relação planta-fungo, para espécies 

pertencentes à subtribo Catasetinea. Assim, com este trabalho objetivou-se isolar e identificar 

fungos micorrízicos associados à Cyrtopodium paludicolum e utilizá-los na germinação das 

sementes dessa espécie. O isolado foi obtido por meio da inoculação de secções de córtex da 

raiz, em meio Batata Dextrose Agar (BDA) e posteriormente denominado de CH01. A 

identificação foi por meio da análise molecular da região ITS1-5.8S-ITS2 do DNAr (DNA 

ribossômico) do fungo, e mostrou tratar-se de espécie pertencente ao gênero Tulasnella. Para 

a avaliação do desempenho do isolado na indução do processo germinativo das sementes de 

C. paludicolum, dois experimentos foram instalados, um incubado na presença e outro 

incubado na ausência de luz. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em 

esquema fatorial 2x3, definido por dois fatores: meio de cultura aveia-ágar (com presença e 

ausência de carvão ativado) e fungo (CH01, M65 e assimbiótico). As variáveis avaliadas 

foram o percentual de germinação e o índice de crescimento (IC), baseados nos diferentes 

estádios de desenvolvimento do embrião. A metodologia utilizada para o isolamento do fungo 

foi eficiente. Não foi detectada relação especificidade entre a C. paludicolum e o isolado 

CH01. Os isolados apresentaram variações em sua eficiência em função do ambiente no qual 

foram incubados. A inoculação dos fungos micorrízicos beneficiou o processo germinativo e 

o IC das sementes. Na presença da luz, o CH01 mostrou-se mais eficiente, já na ausência da 
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luz, isso ocorreu para o M65. A presença do carvão ativado no meio influenciou 

positivamente as taxas germinativas e de IC, no escuro. 

PALAVRAS-CHAVE: orquídea, micorrizas, germinação simbiótica, ITS-DNAr. 

ABSTRACT 

The symbiosis between orchid seeds of mycorrhizal fungi has been reported as a determining 

factor in the successful germination and protocorm development on in situ conditions. 

However, little information about the nature of plant-fungus relationship, for species 

belonging to the subtribe Catasetinae has been found in the literature. Thus, this work aimed 

to isolate and to identify mycorrhizal fungi associated with Cyrtopodium paludicolum and use 

them on the symbiotic seeds germination of this species. The fungus isolation was obtained 

by inoculation of orchid root cortex sections on Potato Dextrose Agar medium (PDA), and the 

isolated fungi was named CH01.The fungus identification was through molecular analysis of 

the ITS1-5.8S-ITS2 rDNA region (ribosomal DNA) of the fungus, and showed that this is a 

species belonging to the Tulasnella genus. For the performance evaluation of the isolated 

fungus on symbiotic germination of C. paludicolum seeds, two experiments were conducted, 

one incubated in light presence and other incubated in the dark. The experiment design was 

the completely randomized in a 2x3 factorial design, defined by two factors: half of oatmeal 

agar culture (with and without activated charcoal) and fungi (CH01, M65 and 

asymbiotic). The variables evaluated were the germination percentage and growth index (CI), 

based on different embryonic developmental stages. The methodology used for isolation of 

the fungus was efficient. No specificity relationship was detected between the C. paludicolum 

and the isolated fungus CH01. The CH01 showed variations in the germination efficiency in 

relation to the environment in which they were incubated. Inoculation of mycorrhizal fungi 

benefited the germination process and the IC seeds. In the light presence, the CH01 was more 

efficient, since that in the absence of light, the M65 was more efficient. The activated 
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charcoal presence in the culture medium positively influenced the seed germination and IC 

rates on dark culture conditions. 

 

.KEY WORDS: orchid, mycorrhiza, symbiotic germination, ITS-DNAr 

 

 

INTRODUÇÃO 

A família Orchidaceae caracteriza-se por apresentar sementes diminutas e que 

possuem pouca ou nenhuma reserva nutricional, o que fragiliza a germinação. Porém, em seu 

habitat natural existem fungos micorrízicos, microrganismos que se associam 

simbioticamente às sementes, otimizando o processo germinativo (Arditti 1992, Rasmussem 

1995, Peterson et al. 1998). Trata-se de uma relação mutualística, não parasitária, na qual 

ocorre transferência de carbono em sentido bidirecional (Cameron et al. 2006). A infecção da 

semente pelo fungo, é caracterizada principalmente pela formação de estruturas fúngicas 

adensadas no interior das células parenquimáticas, denominadas pelotons ou novelos (Smith e 

Read 2008, Zettler 1997, Peterson et al. 2004). No entanto, fatores como variações na 

temperatura, variações genéticas interespecíficas da orquídea e da micorriza e a relação de 

especificidade fungo-planta, podem influenciar diretamente o estabelecimento da simbiose 

(Otero et al. 2005). 

As micorrizas são responsáveis pela provisão contínua de açúcares solúveis simples 

(como a glicose), de vitaminas, de minerais, de água e de outros fatores imprescindíveis à 

germinação da semente (Peterson et al. 2004, Dearnaley 2007). No estádio posterior à 

germinação, denominado de protocormo, a nutrição ainda ocorre de forma mico-heterotrófica, 

agora pela utilização de produtos oriundos da digestão enzimática dos pelotons, a qual irá 

ocorrer até o estabelecimento da fase autotrófica (fotossintetizante). Entretanto, para algumas 

espécies, a mico-heteretrofia poderá perdurar por toda a vida da planta (Rasmussem 1995), o 
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que segundo Hadley (1982), é caracterizado como um estado de dependência do hospedeiro 

ao microrganismo.  

Na cultura de tecidos tem-se observado que algumas espécies possuem barreiras para 

sua multiplicação por via assimbiótica, sugerindo assim, a necessidade da associação com 

fungos micorrízicos, como ocorre na natureza (Pereira e Kasuya 2010). Os meios de cultura 

usualmente empregados na germinação assimbiótica de orquídeas, in vitro, constituem-se 

basicamente de macro e micronutrientes, vitaminas e açúcares, podendo ser acrescidos de 

reguladores de crescimento vegetal, tais como auxinas, citocininas, giberelinas, etc. Enquanto 

que na germinação simbiótica os meios são constituídos de ágar e de algum outro ingrediente 

que seja fonte de açúcares simples para a nutrição dos fungos, como aveia, celulose, canjica 

de milho e outros. Cada vez mais se tem observado uma maior eficiência em termos de 

germinação e conversão em protocormos no cultivo simbiótico, se comparado ao 

assimbiótico, normalmente empregado para a propagação de espécies da família Orchidaceae.  

O entendimento da natureza dessa relação, em termos de especificidade ou 

compatibilidade, faz-se necessário para o desenvolvimento de programas eficientes de 

propagação simbiótica de orquídeas, com vistas à reintrodução de espécies ameaçadas de 

extinção em seus habitats naturais (Zettler 1997, Zetler e Hofer 1998) ou mesmo para 

produção de mudas de interesse comercial (Valadares et al. 2011, Pereira et al. 2011).  

A obtenção do fungo micorrízico, com vistas a utilização em experimentos de 

germinação simbiótica, resulta do isolamento de pelotons viáveis, retirados do interior de 

células parenquemáticas, da região cortical das raízes das orquídeas. Sendo sua identificação 

feita tanto pela avaliação da estrutura morfológicos, quanto, por técnicas de biologia 

molecular.     

A espécie escolhida para este trabalho foi a  Cyrtopodium paludicolum a qual pertence 

à subfamília Epidendroideae, tribo Cymbidieae e subtribo Catasetinae (Chase et al. 2003). 
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Trata-se de uma espécie terrícola encontrada principalmente em áreas de brejo nas regiões 

Centro-Oeste e Sudeste do Brasil. Seus pseudobulbos são longos podendo medir até 40 cm de 

comprimento. As inflorescências, de até 2 m de altura, são simples (raramente ramificadas), 

apresentam flores de coloração amarela com manchas amarronzadas, que medem cerca de 3,8 

cm de diâmetro (Menezes 2000). Em função da beleza de suas inflorescências vistosas, C. 

paludicolum tem atraído a atenção de colecionadores e do mercado de plantas ornamentais, 

tornando-a alvo do extrativismo, o que aliado a fatores como o desmatamento excessivo do 

Cerrado, o baixo sucesso reprodutivo e o habitat restrito, pode levar a espécie à extinção. 

Assim, com este trabalho objetivo-se isolar fungo micorrízico associado à espécie C. 

paludicolum, identificá-lo e testá-lo na germinação de sementes desta espécie.  

MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta do material vegetal 

Plantas adultas e cápsulas maduras de C. paludicolum foram coletadas de população 

encontrada na Fazenda Cachoeira (Latitude 18°35’10.64”S; Longitude 53°02’11.78”O; 

Elevação 719 m), no município de Chapadão do Sul (Figura 1), área de Domínio do Cerrado. 

As amostras foram acondicionadas em embalagens plásticas e levadas ao Laboratório de 

Biotecnologia (LABTEC) do Campus Chapadão do Sul da Universidade Federal de Mato 

Grosso do Sul – UFMS.   

Em ambiente esterilizado (fluxo laminar) as cápsulas foram abertas e as sementes 

depositadas em tubos de ensaio contendo sílica gel e em seguida, armazenadas em 

refrigerador à temperatura de 4°C.  
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Figura 1. Área de coleta do material botânico, plantas sadias e cápsulas maduras, de C. paludicolum 

Isolamento 

Amostras de raízes foram extraídas das plantas coletadas, lavadas em água corrente e 

segmentadas em fragmentos de aproximadamente 3 cm. Para a detecção da presença de 

pelotons, cortes transversais foram obtidos manualmente, com auxílio de lâmina de barbear e 

observados ao microscópio óptico. Detectada a presença de pelotons, os segmentos 

radiculares passaram por desinfestação superficial através de imersão em etanol 70% (v/v), 

durante 1 minuto e, posteriormente, em solução de hipoclorito de sódio comercial (2% de 

cloro ativo), por 6 minutos. Em seguida, procedeu-se lavagem em água destilada esterilizada, 

por três vezes, sob agitação manual.  

Em ambiente esterilizado (fluxo laminar) os segmentos colonizados das raízes foram 

seccionados transversalmente e, com o auxilio de agulhas hipodérmicas, 5 fragmentos do 

parênquima cortical, com presença de pelotons, foram transferidos para placas de Petri 

contendo 50 mL de meio Batata Dextrose Ágar – BDA (adaptado de Riker e Riker 1936), 

obtido do caldo do cozimento de 200 g L-1 de batata, acrescido de 15 g L-1 de glicose e 7 g L-1 

de Ágar. O pH foi ajustado para 5,6. Dez placas foram incubadas em B.O.D no escuro, à 
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temperatura de 28± 2ºC e observadas diariamente em microscópio estereoscópico para a 

verificação do crescimento do micélio fúngico, a partir dos pelotons. O isolado obtido foi 

repicado para meio BDA e mantido sob as mesmas condições acima descritas.  

 

Identificação 

O isolado fúngico obtido de C. paludicolum foi enviado ao Laboratório de 

Associações Micorrízicas da Universidade Federal de Viçosa, para realização de 

procedimentos de identificação molecular. Inicialmente, o micélio fúngico foi liofilizado e a 

extração total de DNA realizada com o Kit NucleoSpin®Soil (MachereyNagel) de acordo com 

as instruções do fabricante. Para a avaliação da integridade do DNA, utilizou-se gel de 

agarose (0,8%) e a quantificação efetuada por espectrofotometria. O DNA extraído foi 

submetido ao PCR utilizando-se os primers ITS1 e ITS4 (White et al. 1990) para a 

amplificação da região ITS1-5.8S-ITS2 do DNAr (DNA ribossômico) do fungo. Para cada 

reação utilizou-se 25 ng de DNA, de acordo com especificações do fabricante. O anelamento 

de primers foi a 95°C durante 2 min, seguidos de 39 ciclos a 95ºC durante 1 min, 50ºC por 1 

min, 72ºC por 1 min e a extensão final foi a 72ºC durante 10 min. Foram utilizados dois 

controles: um controle negativo, utilizando-se uma mistura de PCR sem molde de DNA e 

outro positivo, utilizando-se uma mistura de PCR com um DNA testado. O sucesso das 

amplificações de PCR foi testado em gel de agarose (1,5%), corado com solução de brometo 

de etídio 0,5 µg mL-1. As amostras foram enviadas para o sequenciamento à Macrogen Inc., 

na Coréia do Sul. Os reads oriundos do sequenciamento foram montados utilizando o 

software Sequencher 4.1.4 e a sequência resultante foi comparada com outras sequências 

depositadas no banco de dados do GenBank através da ferramenta BLAST. 
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Inoculação dos fungos micorrízicos  

Dois experimentos foram realizados, um incubado no escuro, em B.O.D, à temperatura 

de 28°C ± 2°C e o outro submetido a fotoperíodo de 16 horas de escuro e à temperatura de 

27°C ± 2°C em sala de crescimento. Ambos os experimentos foram instalados utilizando-se 

um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x3 (meio de cultura com e 

sem carvão ativado e dois inoculantes de fungos micorrízicos + tratamento assimbiótico), 

perfazendo um total de 6 tratamentos, constituídos de cinco repetições. O meio utilizado foi o 

aveia ágar (4 g L-1 de aveia, 10 g L-1 de ágar, pH 5,6, modificado de Dixon, 1987), em duas 

variações: meio puro e acrescido de 2 g L-1 de carvão ativado.  

Para a desinfestação, as sementes previamente armazenadas, foram imersas em 

solução de hipoclorito 20% (0,5% de cloro ativo), durante 10 minutos, seguida de tríplice 

lavagem, utilizando-se água destilada esterilizada. As sementes foram mantidas em suspensão 

em 50 mL de água destilada e esterilizada, e 400 µL foram inoculados sobre um disco de 

papel Germitest ® de 6 cm, previamente esterilizado, disposto centralmente, nas placas 

contendo 20 mL do meio de cultura. Os discos de papel serviram para delimitar o perímetro a 

ser avaliado. Para os tratamentos de germinação simbiótica, foi adicionado, a cerca de 6 cm 

do disco de papel, um disco, de aproximadamente 5 mm de diâmetro, dos isolados contendo 

micélio fúngico, retirado da margem da cultura. As placas foram seladas com filme PVC.  

Os isolados utilizados foram o CH01, obtido da própria espécie e o M65 (Pereira et al. 

2009), isolado pertencente ao gênero Epulorhiza sp. da coleção de fungos micorrízicos de 

orquídeas do Laboratório de Associações Micorrízicas (BIOAGRO/UFV). 

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial, definido 

por dois fatores: meio de cultura aveia-ágar (com presença e ausência de carvão ativado) e 

fungo micorrízico (CH01, M65 e assimbiótico).   
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Caracterização da associação micorrízica 

Cortes transversais de protocormos dos dois tratamentos simbióticos, no estádio de 

desenvolvimento 2 (semente germinada, podendo ou não apresentar rizóides), foram 

utilizados para a caracterização da associação micorrízica, por microscopia óptica e 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para a microscopia óptica, foram realizados 

cortes do material a fresco, montados cuidadosamente em lâmina e lamínula, com água 

destilada e fotografados por câmera digital acoplada a um microscópio óptico. Já para a MEV 

os protocormos foram submetidos a um processo de desidratação etanólica crescente (de 5 a 

95% v/v, por 1 hora cada). Posteriormente, foram feitos corte transversais manuais com 

auxílio de lâmina de barbear, os quais foram levados à estufa para secagem (35°C, durante 24 

horas). Os cortes obtidos foram montados em porta amostras (condutores de eletricidade), 

recobertos por uma camada fina de ouro pelo método de Sputtering. As imagens foram 

capturadas no Laboratório de Microscopia Eletrônica de Varredura da Universidade Federal 

do Mato Grosso do Sul – Campus Campo Grande.   

 

Avaliação 

O experimento foi avaliado, com o auxílio de estereomicroscópio, 30 dias após a 

inoculação. Avaliou-se a área de 6 cm, previamente definida. Foram considerados 3 estádios 

distintos para caracterização do processo de germinação e desenvolvimento de protocormos: 

sementes com embrião viável, não intumescido, não germinadas (estádio 0); sementes com 

embrião desenvolvido ainda no interior da testa, não germinadas (estádio 1); sementes 

germinadas, cujo embrião rompeu a testa, podendo ou não apresentar rizóides (estádio 2), 

adaptado de Bektas et al. (2013). 

Os dados coletados foram utilizados para geração dos seguintes parâmetros: percentual 

total de sementes germinadas e o índice de crescimento – IC. Os valores para percentual total 



32 

 

foram obtidos a partir do estádio 2. Para a execução da análise de variância (ANOVA), foi 

utilizado o Software Assistat (7,7 beta) as médias foram comparadas pelo teste Tukey (5%). O 

IC baseou-se nos estádios 0, 1 e 2 e foi calculado a partir da seguinte fórmula: IC=(N1+N2x2) 

/ (N0+N1+N2), sendo N o número de sementes em cada um dos 3 estádios (Otero et al. 2002, 

2004, 2005). Os dados, quanto a germinação, referentes aos tratamentos mantidos no escuro 

foram transformados a partir da seguinte fórmula: 1/√x.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A observação de cortes transversais demonstrou a presença de enovelados fúngicos no 

interior das células corticais das raízes de Cyrtopodium paludicolum. Os pelotons observados 

localizavam-se na região central do córtex, e apresentavam-se intactos ou parcialmente 

degradados (Figura 2A). Não foram encontrados, na literatura, relatos de estudos científicos 

da associação micorrízica para C. paludicolum, sendo a presente caracterização a segunda 

realizada para o gênero Cyrtopodium spp. 

Das dez placas inoculadas, seis contaminaram. Esse alto índice está relacionado à 

baixa eficiência da desinfestação superficial das raízes, além disso, fatores como a idade da 

raiz e o posicionamento dos pelotons dentro do tecido cortical, podem ter influenciado 

negativamente no crescimento das hifas fúngicas (Zhu et al. 2008).  

O isolamento resultou na obtenção do fungo denominado de CH01 (Figura 2B). Por 

meio de microscopia óptica foram observadas diversas características morfológicas, as quais 

são intrínsecas à maioria dos fungos micorrízicos de orquídeas, como: micélio estéril incolor, 

células longas, ramificações em ângulos de 90° em relação à hifa principal, presença de septos 

e de células monilióides (Figura 2C).  

O resultado da análise molecular, da sequência do DNAr (DNA ribossômico) da 

região ITS, mostrou que CH01 pertence ao gênero Tulasnella (Tabela 1), porém o mesmo não 
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pode ser identificado em nível de espécie. Segundo Pereira et al. (2014), o gênero é composto 

por fungos filamentosos e binucleados. Sendo descritas espécies saprofíticas, além das 

micorrízas de orquídeas. Tulasnella é uma das fases telemórficas do gênero-forma 

Rhizoctonia e está entre os principais gêneros simbiontes das orquídeas (Mosquera-Espinosa 

et al. 2010). 

 

Tabela 1. Afiliação Filogenética de Unidade Taxonômica Operacional (OTU) no filo dos 
Basidiomicetos 

OTU 
Comprimento da 
sequência (pb) 

Relações Filogenéticas 

Família 
Correspondência mais 
próxima no GenBank     

(n° de adesão) 

Identidade de       
sequência (%) 

CH01 575 Tulasnellaceae KP973894 94% 
 

Em trabalhos anteriores, o gênero foi isolado das espécies Stelis hallii, S. Superbiens, 

S. concinna e Pleurothallis lilijae (Suárez et al. 2006), Spathoglottis affinis e Eulophia 

spectabilis (Chutima et al. 2011), Dendobrium nobile (Chen 2012), bem como em espécies 

pertencentes aos gêneros Vanilla (Otero et al. 2013) e Epidendrum (Pereira et al. 2014). 

Porém, muitos dos fungos isolados de espécies de orquídeas, no Brasil, pertencem a seu 

respectivo anamórfico, o gênero Epulorhiza ( Pereira et al. 2005, Nogueira et al. 2005, Pereira 

et al. 2009, Gonçalves et al. 2014).  

Aos 30 após a inoculação as sementes encontravam-se, para todos os tratamentos, em 

três estádios distintos (Figura 2D), 0, 1 e 2, sendo apenas o estádio 2 caracterizado como 

germinado propriamente dito. A observação por microscopia óptica e eletrônica de varredura, 

de cortes de protocormos germinados simbioticamente no estádio 2, comprovou a colonização 

das células corticais pelas hifas dos fungos micorrízicos. Os pelotons observados se 

encontravam em estádios que iam desde intactos (Figura 2E), até parcialmente degradados 

(Figura 2 F). 
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Figura 2. A – Corte transversal da raiz de C. paludicolum caracterizando a colonização; B - 
Isolado CH01 em meio de cultura BDA com hifas (seta) bem desenvolvidas; C – Hifas 
fúngicas, com setas evidenciando presença de células monilióides (1); ângulo de 90° (2); 
septos (3); D – Estádio 2 de desenvolvimento das sementes de C. paludicolum, obtidos em 
meio simbiótico com isolado CH01; E e F – Imagens de microscopia óptica (E) e eletrônica 
de varredura (F) de células corticais de protocormos de C. paludicolum em estádio de 
desenvolvimento 2, obtidos em meio simbiótico com isolado CH01 evidenciando presença 
de enovelado de hifas fúngicas (pelotons) viáveis em E e parcialmente degradado em F.  
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A análise dos dados obtidos no experimento mantido sob fotoperíodo demonstrou 

ausência de interação entre os fatores fungo (presença ou ausência) e meio de cultura 

(presença ou ausência de carvão). Porém, houve significância para o fator fungo quando 

analisado isoladamente. Onde, percentuais superiores de germinação foram observados para 

os tratamentos simbióticos (CH01 e M65), os quais, no entanto, não apresentaram diferenças 

entre si (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Taxa de germinação e Índice de crescimento de sementes de C. paludicolum, 
referentes ao fator fungo, obtidos 30 dias após a inoculação in vitro para o experimento mantido 
sob fotoperíodo, em Chapadão do Sul, MS. 
Fungo Germinação (%) Índice de crescimento 
Assimbiótico 34,44 b 34,44 b 
CH01 52,89 a 52,89 a 
M65 48,04 a 48,04 a 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey (5%) 

 

Embora observadas diferenças significativas para o percentual germinativo entre os 

tratamentos simbióticos e o assimbótico, para o índice de crescimento das sementes de C. 

paludicolum submetidas à luz, os valores observados na Tabela 2, mostram não haver 

diferenças significativas para nenhum dos tratamentos, demonstrando assim, influência 

positiva dos isolados, nesta condição, apenas durante o processo germinativo.  Esses 

resultados indicam que na presença de luz, a inoculação do fungo beneficia a germinação, 

sem no entanto, influir no índice de crescimento. 

Na condição de ausência de luz, não se observou interação entre os fatores. Porém, se 

analisados separadamente ambos, fungo e meio de cultura, apresentaram significância. Pela 

análise isolada do fator fungo, observaram-se médias superiores, de germinação total para os 

tratamentos simbióticos, as quais no entanto, não diferiram entre si, caracterizando assim, 

uma relação de compatibilidade entre a espécie e os isolados utilizados (Tabela 3).  
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Tabela 3. Taxa de germinação e Índice de crescimento de sementes de C. paludicolum, 
referentes ao fator Fungo, obtidos 30 dias após a inoculação in vitro para o experimento 
incubado em B.O.D, em Chapadão do Sul, MS. 
Fungo Germinação (%) Índice de Crescimento 
Assimbiótico 52,49  b 1,22 a 
CH01 65,51 a 1,28 a 
M65 67,37 a 1,20 a 
Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey (5%) 

 

Para os valores de IC, mostrados na Tabela 5, não houve diferenças significativas, 

evidenciando a existência de barreiras à ação do fungo durante o processo de 

desenvolvimento do protocormo. Resultados semelhantes foram observados por Pereira et al. 

(2005), em experimento com Oncidium flexuosum.  

No que se refere ao fator meio de cultura, observa-se que a presença do carvão ativado 

beneficiou o processo germinativo, sem no entanto, afetar significativamente o IC (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Taxa de germinação e Índice de crescimento de sementes de C. paludicolum 
referentes ao fator meio de cultura, obtidos 30 dias após a inoculação in vitro para o 
experimento incubado em B.O.D, em Chapadão do Sul, MS. 
Meio Germinação (%) Índice de Crescimento 
Sem carvão 58,97 b 1,23 a 
Com carvão 64,60 a 1,24 a 
Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey (5%) 

 

O alto percentual observado para o tratamento assimbiótico, para ambos os ambientes, 

demonstra não haver uma relação de dependência entre a espécie estudada e as micorrizas, 

durante o processo germinativo. Resultado semelhante foi obtido por Chutima et al. (2011), 

em experimento de germinação de sementes de Pecteilis susannae. Fracchia et al. (2013) para 

Aa achalensis, Pereira et al. (2011) para Epidendrum secundum e Pereira et al. (2005) para 

Oncidium flexuosum, não observaram germinação para o tratamento assimbiótico.  

A inexistência de diferenças entre as médias germinativas dos tratamentos simbióticos, 

em ambos os experimentos, nos permite inferir que não existe uma relação de especificidade 
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entre C. paludicolum e seus simbiontes. Resultados semelhantes de não especificidade foram 

obtidos por Chutima et al. (2011). Entretanto, experimentos de indução de germinação 

simbiótica de diversas espécies têm demonstrado a existência de diferentes níveis de 

compatibilidade fungo-orquídeas, mesmo quando os isolados utilizados pertencem à espécie 

estudada. Para sementes de Tolumnia variegata (Sw.) Braem, obtidas de diversas populações 

e inoculadas com fungos isolados da própria espécie, foram observadas diferenças no índice 

germinativo e de crescimento (Otero et al. 2005). Isto também foi observado por Pereira et al. 

(2011), em experimento com sementes de Epidendrum secundum inoculados com fungos de 

mesmo gênero isolados da própria espécie, e por Fracchia et al. (2013), para Aa achalensis, 

utilizando isolados de diversos gêneros obtidos da espécie estudada.  

Contrariamente aos resultados obtidos neste estudo, Pereira et al. (2005), em 

experimento de germinação simbiótica de sementes de Oncidium flexuosum, obtiveram maior 

percentual germinativo e de desenvolvimento de protocormos, para as sementes germinadas 

com os fungos isolados da própria espécie, embora tenha havido germinação nos demais 

tratamentos.  

A maior eficiência no desenvolvimento dos protocormos obtidos para os tratamentos 

inoculados com o fungo obtido da própria espécie pode ser caracterizada como uma relação 

de especificidade entre a planta e a micorriza, pois é nessa fase que, segundo Bidartondo e 

Read (2008), o processo requer um simbionte específico. Assim como em casos de 

compatibilidade, diversos estudos têm demonstrado a existência de diferentes níveis de 

especificidade fungo-planta, os quais podem variar em função da espécie e da fase de 

desenvolvimento do indivíduo.  

O estudo da germinação simbiótica de sementes de Gastrodia elata, demonstrou a 

existência de um processo sucessional de espécies fúngicas ao longo de seu ciclo de vida. 

Inicialmente, para a germinação, a espécie irá depende de apenas um fungo. No entanto, para 
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o desenvolvimento do protocormo é necessário que ocorra uma colonização secundária (Chen 

2012), o que poderia explicar as altas taxas de insucesso, em experimentos que utilizam 

isolados oriundos das raízes das orquídeas (Sharma et al. 2003, Stewart e Kane 2006).  

A natureza da relação simbiótica entre orquídeas e fungos é ainda controversa no 

mundo científico. Enquanto diversos autores defendem a existência de especificidade nesta 

relação, outros afirmam que esta deve ser caracterizada como compatibilidade. Tal impasse é 

ainda agravado por dois fatores: o primeiro é a falta de uma padronização no processo de 

obtenção dos isolados e o segundo é a dificuldade em identificar-se o isolado obtido (Pereira 

et al. 2005). 

 

CONCLUSÕES  

A metodologia empregada para o isolamento permitiu a obtenção de um único isolado 

de fungo micorrízico (CH01) pertencente ao gênero Tulasnella spp.; 

Não foi detectada relação de especificidade, mas de compatibilidade entre C. 

paludicolum e seu simbionte micorrízico (CH01) durante o processo germinativo; 

A presença dos isolados fúngicos (CH01 e M65) beneficiou o processo germinativo 

das sementes, em ambos os ambientes (claro e escuro), sem contudo afetar o Índice de 

Crescimento; 

Na presença de luz, o isolado CH01 é mais eficiente na promoção da germinação. Já 

na ausência de luz isso ocorre para o isolado M65. O IC não foi afetado significativamente 

por nenhum dos isolados. 

A presença do carvão ativado beneficiou a germinação, apenas das sementes 

incubadas na ausência de luz. 
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CAPÍTULO 2 

 
Isolamento, identificação e inoculação de fungos micorrizícos rizoctenóides 
associados à Cyrtopodium saintlegerianum Richb.f. (Orchidaceae – 
Catasetinae)  
 

RESUMO 

O sucesso germinativo e o desenvolvimento dos protocormos das orquídeas, em seu habitat 

natural, está atrelado à simbiose entre as sementes e as micorrizas. Portanto, o conhecimento 

da natureza dessa relação, em termos de especificidade ou compatibilidade, faz-se necessário 

para o desenvolvimento de programas eficiente de propagação das espécies, uma vez que são 

escassas as informações acerca da relação planta fungo dentro da subtribo Catasetinae. Assim, 

visando compreender melhor o processo germinativo e o desenvolvimento de protocormos da 

espécie Cyrtopodium saintlegerianum, procedeu-se o isolamento, a identificação e a 

inoculação (germinação simbiótica) de fungo micorrízico associado à esta. O isolamento foi 

feito em meio BDA. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema 

fatorial 2x3, sendo: meio de cultura aveia-ágar (presença e ausência de carvão ativado) e 

fungo (CS01, M65 e assimbiótico), com cinco repetições. Os experimentos foram submetidos 

a dois ambientes distintos: claro e escuro. A avaliação ocorreu 30 dias após a inoculação. A 

metodologia utilizada para o isolamento foi eficiente e o isolado obtido foi denominado CS01. 

O isolado M65 mostrou-se compatível com a espécie trabalhada. A adição do carvão ao meio 

influenciou positivamente o isolado CS01 em ambos os ambientes, possibilitando elevadas 

taxas germinativas e IC. Na presença de luz, os maiores valores de germinação e IC do fungo 

M65, foram observados no meio sem adição de carvão. Na ausência de luz, isso ocorreu para 

o isolado CS01. Na presença de luz, a adição carvão ao meio de cultura favoreceu o 

percentual germinativo do tratamento assimbiótico.  

PALAVRAS-CHAVE: orquídea, micorrizas, germinação simbiótica. 
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ABSTRACT 

The germination success and the protocorm development of orchids, in their natural habitat, 

are linked to the seeds symbiosis and mycorrhizal fungi. Therefore, the knowledge of this 

relationship nature in terms of specificity and compatibility, is necessary to develop efficient 

propagation programs of orchids species, since that information about fungal-plant 

relationship within the subtribe Catasetinae are scarce. Thus, to better understand the 

germination process and the protocorm development of the orchid Cyrtopodium 

saintlegerianum, fungi isolation identification and inoculation (symbiotic germination) of 

mycorrhizal fungi associated with that orchid were carried out. The isolation was done on 

PDA medium. The design was completely randomized in a 2x3 factorial, as follow: oat-agar 

culture medium (presence and absence of activated charcoal) and fungus (CS01, M65 and 

asymbiotic), with five repetitions. The experiments were subjected to two different 

environments: light and dark. The evaluation occurred 30 days after inoculation. The 

methodology used for isolation was efficient and the obtained isolated fungus was called 

CS01. The isolated M65 was compatible with the worked species. The activated charcoal 

addition to the medium culture positively influenced the isolated CS01 in both environments, 

enabling high germination and IC rates. In the light presence, the highest germination and IC 

values to M65 fungus were observed in the medium without activated charcoal addition. In 

the absence of light, the same response occurred to isolated CS01. In the presence of light, 

activated charcoal addition to the culture medium favored the germination percentage in the 

asymbiotic treatment. 

KEY WORDS: Orchid, mycorrhiza, symbiotic germination 
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INTRODUÇÃO 

Segundo a moderna classificação Cyrtopodium saintlegerianum pertence à subfamília 

Epidendroideae, tribo Cymbidieae e subtribo Catasetinae (Chase et al. 2003). Trata-se de uma 

espécie epifítica, típica da região Centro-Oeste. Apresenta pseudobulbos fusiformes longos, e 

que podem medir até 70 cm de comprimento. As inflorescências são paniculadas, com flores 

amarelas, manchadas com tons de marrom, que medem cerca de 2,8 cm de diâmetro. A 

floração ocorre entre os meses de julho e agosto (Menezes 2000). C. saintlegerianum tem 

atraído a atenção de colecionadores e do mercado de plantas ornamentais, em função da 

beleza de suas inflorescências vistosas e sua estrutura vegetativa robusta, o torna-o alvo do 

extrativismo. Devido à exploração extrativista desordenada, o desmatamento excessivo do 

Bioma Cerrado, o baixo sucesso reprodutivo e o habitat restrito, esta espécie pode extinta.  

As sementes de C. saintlegerianum são diminutas, contendo pouca reserva nutricional, 

fragilizando assim o processo germinativo. Na natureza, a germinação é facilitada pela 

presença de fungos micorrízicos, que se associam simbioticamente às sementes, promovendo 

o processo germinativo (Arditti 1992, Rasmussem 1995, Peterson et al. 1998). A relação 

simbiótica caracteriza-se principalmente pela formação de estruturas fúngicas adensadas no 

interior das células parenquimáticas da região cortical da raiz, denominadas pelotons ou 

novelos (Smith e Read 2008, Zettler 1997, Peterson et al. 2004). Trata-se de uma relação 

mutualística e não parasitária, na qual ocorre um fluxo bidirecional de carbono (Cameron et 

al. 2006).  

Nos estádios iniciais do desenvolvimento da semente, a nutrição ocorre de forma 

mico-heterotrófica pela utilização de produtos oriundos da digestão enzimática dos pelotons, 

sendo, portanto, as micorrizas responsáveis pela provisão contínua de açúcares solúveis 

simples como a glicose, de vitaminas, de minerais, de água e de outros fatores imprescindíveis 

à germinação da semente e desenvolvimento do protocormo (Peterson et al. 2004, Dearnaley 
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2007). Na sequência  é estabelecer a fase autotrófica ou fotossintetizante. No entanto, para 

algumas espécies, a mico-heterotrofia perdura por toda a vida da planta (Rasmussem 1995), 

sendo tal relação caracterizada por Hadley (1982), como estado de dependência do hospedeiro 

ao microrganismo. Assim, a simbiose fungo-planta constitui-se em um importante fator na 

distribuição geográfica das orquídeas (Mckendrick et al. 2002, Peterson et al. 2004, Otero e 

Flanagan 2006).  

Com vistas ao desenvolvimento de protocolos mais eficientes de germinação de 

sementes de orquídeas, faz-se necessário o entendimento da natureza dessa relação, em 

termos de especificidade ou compatibilidade. Tais protocolos podem ser utilizados tanto para 

a produção de espécimes para programas de reintrodução de espécies ameaçadas de extinção 

em seus habitats naturais (Zettler 1997, 1998), quanto, para produção de mudas de interesse 

comercial (Valadares et al. 2011, Pereira et al. 2011).  

Fatores abióticos como o habitat, a temperatura e o substrato, além de variações 

genéticas interespecíficas da orquídea e da micorriza e a relação de especificidade fungo-

planta, podem influenciar diretamente o estabelecimento da simbiose (Otero et al. 2005). 

Na cultura de tecidos tem-se observado que algumas espécies apresentam dificuldades 

para sua multiplicação por via assimbiótica, sugerindo assim, a necessidade da associação 

com fungos micorrízicos, como ocorre na natureza (Pereira e Kasuya 2010).  

Na germinação simbiótica, para a otimização do processo de simbiose, os meios são 

constituídos de ágar e de algum outro ingrediente, como fonte de açúcares simples para a 

nutrição dos fungos, como aveia, celulose, canjica de milho e outros.  

Cada vez mais a ciência tem comprovado a maior eficiência, em termos de germinação 

e conversão em protocormos, no cultivo simbiótico, se comparado ao assimbiótico, que é 

amplamente empregado para a propagação de espécies da família Orchidaceae. Assim, com 

este trabalho objetivou-se isolar fungo micorrízico associado à C. saintlegerianum, identificá-
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lo e testá-lo na germinação de sementes, visando à obtenção de um protocolo de multiplicação 

da espécie.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta do material vegetal 

Plantas adultas e cápsulas maduras de C. saintlegerianum foram coletadas de população 

encontrada na Fazenda Bacurizal (Latitude 18°55’57.76”S; Longitude 52°41’08.87”O; 

Elevação 633 m), no município de Costa Rica, área de Domínio Cerrado (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Área de coleta do material botânico, plantas sadias e cápsulas maduras, de C. 
saintlegerianum 

 

As amostras foram acondicionadas em embalagens plásticas e levadas ao Laboratório 

de Biotecnologia (LABTEC) do Campus Chapadão do Sul da Universidade Federal de Mato 

Grosso do Sul – UFMS. As cápsulas foram desinfestadas superficialmente pela imersão em 

álcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguida da imersão em solução de hipoclorito de sódio 2% 

(concentração comercial) por 6 minutos, e posterior lavagem em água destilada e autoclavada 
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por cinco vezes. Em ambiente esterilizado (fluxo laminar), as cápsulas foram abertas e as 

sementes depositadas em tubos de ensaio, contendo sílica gel e, em seguida, armazenadas em 

refrigerador à temperatura de 4 °C, durante uma semana.  

 

Isolamento 

Para o isolamento, as raízes coletadas foram lavadas em água corrente e segmentadas 

em fragmentos de aproximadamente 3 cm. Cortes transversais delgados, obtidos 

manualmente, com auxílio de lâmina de barbear, foram observados ao microscópio ótico e 

serviram para a confirmação da presença de pelotons na região cortical da raiz. Uma vez 

detectada a presença destas estruturas, os segmentos radiculares passaram por desinfestação 

superficial, por imersão em etanol 70% (v/v), durante 1 minuto e, posteriormente, em solução 

de hipoclorito de sódio 20% (0,5 de cloro ativo), por seis minutos. Em seguida, procedeu-se 

lavagem em água destilada esterilizada, por três vezes, sob agitação manual.  

Em ambiente esterilizado (fluxo laminar), os segmentos colonizados das raízes foram 

seccionados transversalmente e, com o auxilio de agulhas hipodérmicas, cinco fragmentos do 

parênquima cortical, com presença de pelotons, foram transferidos para placas de Petri 

contendo 50 mL de meio Batata Dextrose Ágar - BDA (adaptado de Riker e Riker 1936), 

obtido do caldo do cozimento de 200 g L-1 de batata, acrescido de 15 g L-1 de glicose e 7 g L-1 

de Ágar. O pH foi ajustado para 5,6. Dez placas foram incubadas em B.O.D no escuro, à 

temperatura de 28± 2ºC e observadas diariamente em microscópio estereoscópico para a 

verificação do crescimento do micélio fúngico a partir dos pelotons. O isolado obtido foi 

repicado para meio BDA e mantido sob as mesmas condições acima descritas.  
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Identificação 

O isolado fúngico obtido de C. paludicolum foi enviado ao Laboratório de 

Associações Micorrízicas da Universidade Federal de Viçosa, para realização de 

procedimentos de identificação molecular. Inicialmente, o micélio fúngico foi liofilizado e a 

extração total de DNA realizada com o Kit NucleoSpin®Soil (MachereyNagel) de acordo com 

as instruções do fabricante. Para a avaliação da integridade do DNA, utilizou-se gel de 

agarose (0,8%) e a quantificação efetuada por espectrofotometria. O DNA extraído foi 

submetido ao PCR utilizando-se os primers ITS1 e ITS4 (White et al. 1990) para a 

amplificação da região ITS1-5.8S-ITS2 do DNAr (DNA ribossômico) do fungo. Para cada 

reação utilizou-se 25 ng de DNA, de acordo com especificações do fabricante. O anelamento 

de primers foi a 95°C durante 2 min, seguidos de 39 ciclos a 95ºC durante 1 min, 50ºC por 1 

min, 72ºC por 1 min e a extensão final foi a 72ºC durante 10 min. Foram utilizados dois 

controles: um controle negativo, utilizando-se uma mistura de PCR sem molde de DNA e 

outro positivo, utilizando-se uma mistura de PCR com um DNA testado. O sucesso das 

amplificações de PCR foi testado em gel de agarose (1,5%), corado com solução de brometo 

de etídio 0,5 µg mL-1. As amostras foram enviadas para o sequenciamento à Macrogen Inc., 

na Coréia do Sul. Os reads oriundos do sequenciamento foram montados utilizando o 

software Sequencher 4.1.4 e a sequência resultante foi comparada com outras sequências 

depositadas no banco de dados do GenBank utilizando a ferramenta BLAST. 

 

Inoculação dos fungos micorrízicos  

Dois experimentos foram realizados, um incubado no escuro, em B.O.D, à temperatura 

de 28°C ± 2°C e o outro submetido a fotoperíodo de 16 horas de escuro e à temperatura de 

27°C ± 2°C em sala de crescimento. Ambos os experimentos foram instalados utilizando-se 

um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x3 (meio de cultura com e 
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sem carvão ativado e dois inoculantes de fungos micorrízicos + tratamento assimbiótico), 

perfazendo um total de 6 tratamentos, constituídos de cinco repetições cada. O meio utilizado 

foi o aveia ágar (4 g L-1 de aveia, 10 g L-1 de ágar, pH 5,6, modificado de Dixon, 1987), em 

duas variações: meio puro e acrescido de 2 g L-1 de carvão ativado.  

Para a desinfestação, as sementes previamente armazenadas, foram imersas em 

solução de hipoclorito 20% (0,5% de cloro ativo), durante 10 minutos, seguida de tríplice 

lavagem, utilizando-se água destilada esterilizada. Após a lavagem, as sementes foram 

mantidas em suspensão em 40 mL de água destilada e esterilizada, e 400 µL foram inoculados 

sobre um disco de papel Germitest ® de 6 cm previamente esterilizado, disposto centralmente 

em placas contendo 20 mL do meio de cultura. Os discos de papel serviram para a delimitação 

do perímetro a ser avaliado. Para os tratamentos de germinação simbiótica foi adicionado, a 6 

cm do disco de papel, um disco de aproximadamente 5 mm de diâmetro dos isolados 

contendo micélio fúngico, retirado da margem da cultura. As placas foram seladas com filme 

de PVC. 

Os isolados utilizados foram o CS01 (da própria espécie) e o M65 (Pereira 2009), 

sendo o último pertencente ao gênero Epulorhiza sp. da coleção de fungos micorrízicos de 

orquídeas do Laboratório de Associações Micorrízicas (BIOAGRO/UFV). 

 

Caracterização da associação micorrízica 

A caracterização da associação micorrízica ocorreu por meio de microscopia óptica 

(MO) e microscopia eletrônica de varredura (MEV), onde cortes transversais de protocormos 

de todos os tratamentos simbióticos, em estádio de desenvolvimento 2, foram utilizados. Para 

a microscopia óptica, foram realizados cortes do material a fresco, montados cuidadosamente 

em lâmina e lamínula, com água destilada e fotografados por câmera digital acoplada a um 

microscópio óptico. Já para a MEV os protocormos foram submetidos a um processo de 
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desidratação etanólica crescente (de 5 a 95% v/v, por 1 hora cada). Posteriormente, foram 

feitos corte transversais manuais com auxílio de lâmina de barbear, os quais foram levados à 

estufa para secagem (35°C, durante 24 horas). Os cortes obtidos foram montados em porta 

amostras (condutoras de eletricidade), recobertos por uma camada fina de ouro pelo método 

de Sputtering e levados ao MEV para a captura das imagens. As imagens foram capturadas no 

Laboratório de Microscopia Eletrônica de Varredura da Universidade Federal do Mato Grosso 

do Sul – Campus Campo Grande.   

 

Avaliação 

Após um período de inoculação de 30 dias, avaliou-se a área de 6 cm, previamente 

definida, com o auxilio de estereomicroscópio. Foram considerados 3 estádios distintos para 

caracterização do processo de germinação e desenvolvimento de protocormos: sementes com 

embrião viável, não intumescido, não germinadas (estádio 0); sementes com embrião 

desenvolvido ainda no interior da testa, não germinadas (estádio 1); sementes germinadas, 

cujo embrião rompeu a testa, podendo ou não apresentar rizóides (estádio 2), adaptado de 

Bektas et al. (2013). 

A partir dos dados coletados foram gerados os seguintes parâmetros: percentual total 

de sementes germinadas, baseado apenas no estádio 2, e obtido pela análise de variância 

(ANOVA), utilizando-se o Software Assistat (7.7 beta), sendo as médias comparadas pelo 

teste Tukey (5%). E o IC, baseado nos estádios 0, 1 e 2, foi calculado a partir da seguinte 

fórmula: IC=(N1+N2x2) / (N0+N1+N2), sendo N o número de sementes em cada um dos 3 

estádios (Otero et al. 2005).  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A observação de cortes transversais das raízes de C. saintlegerianum demonstrou a 

presença de enovelados fúngicos, os quais localizavam-se na região mais externa do córtex e 

encontravam-se intactos ou parcialmente degradados (Figura 2A). 

Não houve contaminação das 10 placas inoculadas para isolamento. No entanto, 

apenas um explante apresentou crescimento de micélio fúngico, e o isolado obtido de 

Cyrtopodium saintlegerianum foi denominado de CS01 em função das iniciais do nome 

científico da espécie (Figura 2B). Isto evidência que o processo de desinfestação superficial 

das raízes foi eficiente no controle de microganismos indesejados, no entanto, o índice de 

crescimento fúngico, também pode ter sido afetado pelo processo. Além disto, fatores como a 

idade da raiz e a localização dos pelotons dentro do tecido cortical podem ter influenciado 

negativamente o crescimento do micélio fúngico.  

Embora a identificação molecular ainda não tenha sido concluída, pela análise 

morfológica do isolado CS01, observamos características intrínsecas à maioria dos fungos 

micorrízicos de orquídeas, como: micélio estéril incolor; células longas; ramificações em 

ângulos de 90° em relação à hifa principal; presença de septos e de células monilióides 

(Figura 2C). As sementes avaliadas encontravam-se em três estádios distintos: 0, 1 e 2, sendo 

apenas o estádio 2 caracterizado como germinado propriamente dito (Figura 2D). 
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Figura 2. A – Corte transversal da raiz de C. saintlegerianum caracterizando a colonização; 
B - Isolado CS01 em meio de cultura BDA; C – Hifas fúngicas, setas evidenciando presença 
de células monilióides (1), ângulo de 90° (2), septo (3); D - Estádios de desenvolvimento das 
sementes C. saintlegerianum, obtidos em meio simbiótico com isolado CS01; E e F – 
Imagens de microscopia óptica (E) e eletrônica de varredura (F) de células corticais de 
protocormos de C. saintlegerianum em estádio de desenvolvimento 2, obtidos em meio 
simbiótico com isolado CS01 evidenciando presença de enovelado de hifas fúngicas 
(pelotons) viáveis em E e parcialmente degradado em F. 
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A observação por microscopia óptica e eletrônica de varredura, de cortes de 

protocormos germinados simbioticamente no estádio 2, comprovou a colonização das células 

corticais pelas hifas dos fungos micorrízicos. Os pelotons observados se encontravam em 

estádios que variavam desde intactos (Figura 2E) até parcialmente degradados (Figura 2F). 

Para o experimento conduzido na presença da luz, em sala de crescimento sob 

fotoperíodo, foi detectada a interação entre os fatores fungo (presença e ausência) e meio de 

cultura (presença e ausência de carvão). Foi observado aumento no percentual germinativo, 

quando acrescentou-se carvão ao meio de cultura para os tratamentos CS01 e Assimbiótico 

(Tabela 1). Para o meio de cultura acrescido de carvão média superior foi observado para o 

tratamento M65, a qual no entanto não diferiu da média observada para o meio sem adição de 

carvão. As médias observadas para os tratamentos CS01 e M65, dentro do meio de cultura 

acrescido de carvão não diferiram entre si. Quando ao Índice de crescimento, este não sofreu 

influência de nenhum dos fatores (Tabela 1).  

A diferença estatística observada para o tratamento assimbiótico (Tabela 1), dentro do 

fator meio de cultura, caracteriza a influência positiva do carvão sobre o tratamento. 

Resultados semelhantes foram reportados por Bressan et al. (1999), Faria et al. (2002), 

Fráguas et al. (2003), Araújo et al. (2006), Santos et al. (2006), Schneiders et al. (2012) e 

Gonçalves et al. (2014). 

Por se tratar de um pó fino, a adição do carvão ativado ao meio de cultura produz uma 

delicada rede de poros, com grande área de superficíe e volume, que confere ao meio elevada 

capacidade de adsorção (Arditti e Ernest 1993, Thomas 2008). Ainda, segundo Pan e Stadem 

(1998) e Thomas (2008), a adição do carvão ao meio nutritivo, atua na retenção de 

substâncias tóxicas e inibitórias presentes, assim como, reduzi a ação de metabólitos tóxicos 

oriundos das sementes, contribuindo para o processo germinativo.  
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Tabela 1. Taxa de germinação e valores de Índice de crescimento das sementes de C. 
saintlegerianum, obtidos 30 dias após a inoculação in vitro e incubação sob fotoperíodo em sala de 
crescimento, Chapadão do Sul, MS 

Fungo 
Meio de cultura 

Germinação (%)  Índice de Crescimento 
Sem carvão Com carvão  Sem carvão Com carvão 

Assimbiótico 5,61 bB 30,90 bA  0,87 a 1,13 a 
CS01 16,65 bB 32,61 abA  0,94 a 1,22 a 
M65 45,77 aA 44,14 aA  0,92 a 1,00 a 

Médias seguidas de mesma letra, minúscula na linha e maiúscula na coluna, não diferem entre si pelo teste 
Tukey (5%) 

 

Para o taxa germinativa, o experimento incubado em B.O.D, no escuro, apresentou 

interação entre os fatores (Tabela 2). Foi observado aumento no percentual germinativo, para 

os tratamentos simbióticos (CS01 e M65), inoculados em meio contendo carvão ativado. As 

médias apresentadas pelo fator fungo, para o meio de cultura sem adição de carvão, diferiram 

entre si, sendo a maior média observado para o tratamento assimbiótico, a qual no entanto, 

não diferiu da média observada para o meio acrescido de carvão ativado. A interatuação entre 

o fator fungo e o meio de cultura acrescido de carvão não foi significativa.  

Para o IC a interação foi significativa. Para o tratamento M65 foi observado aumento 

no valor de IC para o tratamento inoculado em meio acrescido de carvão ativado. Resultado 

contrário foi observado para o tratamento assimbiótico. Para o tratamento CS01 não houve 

influência do fator meio de cultura. Assim, pode-se afirmar que a adição de carvão 

influenciou positivamente os tratamentos fúngicos sem, no entanto, exercer efeito algum 

sobre o tratamento assimbiótico.  

A ocorrência de elevados percentuais de germinação para o grupo de tratamentos 

inoculados com o isolado M65 em ambos os ambientes, de acordo com a definição de Batty et 

al. (2001) e Bonnardeaux et al. (2007) pode ser caracterizada como uma relação de 

compatibilidade entre o isolado e  C. saintlegerianum, embora a natureza da relação planta-

micorriza, quanto à compatibilidade ou especificidade, ainda é fonte de controvérsia. Além 

disso, dois fatores têm agravado ainda mais esse impasse, o primeiro é a falta de uma 
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padronização no processo de obtenção dos isolados e o segundo é a dificuldade para a 

identificação do fungo micorrízico (Pereira et al. 2005). 

Tabela 2. Taxa de germinação e valores de Índice de crescimento das sementes de C. 
saintlegerianum, 30 dias após a inoculação in vitro e incubação em B.O.D, em Chapadão do Sul, 
MS 

Fungo 
Meio de cultura 

Germinação (%)  Índice de Crescimento 
Sem carvão Com carvão  Sem carvão Com carvão 

Assimbiótico 52,49 aA 52,77 aA  1,30 a 1,13 b 
CS01 43,70 bB 49,50 aA  1,31 a 1,26 a 
M65 34,60 cB 49,09 aA  1,08 b 1,34 a 
Médias seguidas de mesma letra, minúscula na linha e maiúscula na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey (5%) 

 

Relações de compatibilidade têm sido descritas em diversos estudos e em diferentes 

níveis. Otero et al. (2005), utilizando sementes de Tolumnia variegata (Sw.) Braem, obtidas 

de diversas populações e inoculando-as com fungos isolados da própria espécie, observaram 

diferenças no índice germinativo e de crescimento. Similarmente Pereira et al. (2011), 

detectaram isto em experimento com sementes de Epidendrum secundum, inoculadas com 

fungos de mesmo gênero isolados da própria espécie. Fracchia et al. (2013), também 

observaram isto para Aa achalensis, utilizando isolados de gêneros diversos obtidos da 

espécie estudada e por Chutima et al. (2011), que utilizaram sementes de Pecteilis susannae, 

inoculadas com diversos isolados fúngicos, entre eles três obtidos da própria espécie.  

Resultados distintos dos obtidos neste trabalho foram observados por Pereira et al. 

(2005), em experimento de germinação simbiótica de sementes de Oncidium flexuosum, e por 

Valadares et al. (2011), em experimento de germinação simbiótica de sementes Coppensia 

doniana, onde ambos obtiveram maiores resultados de germinação e desenvolvimento de 

protocormos, para as sementes germinadas na presença dos fungos isolados da própria 

espécie, o que pode ser caracterizado como uma relação de especificidade entre a planta e a 

micorriza. Porém, os níveis de especificidade podem variar em função da espécie e da fase de 

desenvolvimento do indivíduo. Como exemplo, podemos citar o processo sucessional de 
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espécies fúngicas observado em Gastrodia elata, ao longo de seu ciclo de vida (Chen 2012), o 

que poderia explicar as altas taxas de insucesso, em experimentos que utilizam isolados 

oriundos das raízes das orquídeas (Sharma et al 2003, Stewart e Kane 2006).  

Contrariamente ao esperado para os tratamentos assimbióticos (controle), neste 

trabalho foram observados elevados percentuais germinativos em ambos os ambientes. 

Porém, isso deve ter ocorrido em função de um possível acúmulo de amido pela semente, 

durante o processo de armazenamento. Resultados semelhantes foram obtidos por Chutima et 

al. (2011), em experimento de germinação de sementes de Pecteilis susannae. Já Fracchia et 

al. (2013) e Pereira et al. (2005, 2011) não observaram germinação para o tratamento 

assimbiótico.  

 

CONCLUSÕES 

O método para o isolamento de fungo micorrízico a partir de C. saintlegerianum foi 

eficiente.  

Por meio de observações de características morfológicas do isolado CS01, acredita-se 

tratar de uma espécie do gênero Rizhoctonia;  

O isolado M65 é compatível com C. saintlegerianum; 

Na presença de luz, os maiores valores de germinação do fungo M65, foram 

observados no meio sem adição de carvão. Os fatores não influenciaram significativamente o 

IC.  Na ausência de luz, isso ocorreu para o isolado CS01, sendo significativa a influência dos 

fatores sobre o IC.  

Na presença de luz, a adição de carvão ao meio de cultura favoreceu o percentual 

germinativo do tratamento assimbiótico. 
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senha.Os manuscritos deverão ser inseridos sem os nomes dos autores e seus endereços, 
os quais deverão ser disponibilizados em um formulário à parte. Como a CBAB opera 



63 
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