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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae ¢ uma das mais diversas e importantes dentre as familias
de angiospermas, possuindo aproximadamente 25.000 espécies descritas. No entanto,
apesar da sua enorme diversidade, as orquideas enfrentam diversas ameagas, como
crescimento populacional humano, desmatamento, atividades de mineragdo, impactos
ambientais das mudangas climaticas e exploragdo direta (Zettler; Corey, 2018).

As orquideas possuem uma semente que praticamente ndo possui reserva
nutritiva, devido essa caracteristica tornam-se dependentes da associacdo mutualistica
com fungos micorrizicos para conseguir completar seu processo de germinagdo e
suprimento nutricional (Rasmussen, 1995). Assim, as orquideas apresentam um estagio
inicial de protocorme dependente de fungos e raizes que formam pelotons, estruturas
hifais que, ao serem degradadas, fornecem carbono e agua a planta (Zettler; Corey,
2018). No entanto, a diversidade e especificidade desses fungos ainda sdo pouco
conhecidas, representando uma lacuna importante para a conservacao dessas plantas.
Dessa forma, compreender a interacdo existente entre orquideas e fungos micorrizicos
torna-se um tema extremamente importante ¢ de grande interesse cientifico.

Atrelado a isso, a Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) possui
distribuida pelo campus alguns exemplares de orquidea. No entanto, sabe-se pouco
sobre essa interacdo entre orquideas e os fungos micorrizicos. Diante disso, o presente
estudo visa investigar a associacdo micorrizica em orquideas do campus da UEFS,
visando gerar informag¢des que possam subsidiar estratégias de conservagdo ¢ a
formacgao de bancos biologicos de micobiontes.

METODOLOGIA

1.1 Coleta de Amostras

As coletas foram realizadas em dois pontos distintos do campus da UEFS, ambos
localizados na &rea compreendida entre o Modulo I e o LaBio. As orquideas
encontravam-se associadas a pés de licuri (Syagrus coronata), sendo todas as amostras
pertencentes ao género Vanilla, com habito epifita. Para a coleta das raizes, priorizamos
0s segmentos mais jovens, geralmente de coloragdo amarela a branca, por apresentarem



maior potencial de conter micorrizas. Apos o corte, as raizes foram acondicionadas em
tubos Falcon e transportadas ao Laboratdorio de Genomica Funcional da UEFS para os
procedimentos subsequentes de isolamento e andlise.

1.2 Isolamento dos Fungos Micorrizicos

ApoOs a triagem e selegdo das raizes que apresentavam indicios de colonizagao
micorrizica, procedeu-se a desinfestacdo superficial em camara de fluxo laminar,
seguindo o protocolo adaptado de Warcup e Talbot (1967). As etapas incluiram a
imersdo das raizes em alcool 70% por 1 minuto, seguida de hipoclorito de sodio a 2%
por 5 minutos. Em seguida, as raizes foram submetidas a trés lavagens sequenciadas
com agua destilada estéril para remogao completa de residuos quimicos.

Assim, com auxilio de laminas de bisturi estéreis, foram realizados cortes transversais
das raizes em segmentos de 2 a 3 mm, que foram analisados em estereomicroscopio
para identificagdo morfoldgica dos pelotons micorrizicos. Apds a identificacdo dessas
estruturas, procedeu-se ao isolamento manual dos pelotons utilizando agulhas de
insulina, bisturis ou estiletes esterilizados.

Os fragmentos contendo os pelotons foram entdo transferidos para placas de Petri com
meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar, Kasvi), preparado pela dissolugdo de 39 g
do p6 em 1 litro de dgua destilada, seguida de autoclavagem a 120 °C e 1 ATM por 20
minutos. As placas foram seladas com papel filme e incubadas em estufa do tipo
B.0O.D., mantidas em escuro continuo a 28 °C £+ 1 °C, simulando condi¢des ambientais
favoraveis ao crescimento fungico. Durante o periodo de incubacdo de 14 dias, as
culturas foram observadas diariamente para monitorar o desenvolvimento fingico e
verificar a ocorréncia de contaminacgoes.

1.3 Avaliagdo e Registro dos Isolados

As colonias fungicas foram avaliadas quanto ao padrdo de crescimento (lento ou
rapido), cor e morfologia. Foram realizados registros fotograficos dos diferentes
morfotipos observados e anotadas as caracteristicas que permitissem a distingdo
preliminar entre fungos micorrizicos orquiddides e saprofiticos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para maximizar a obtencao de isolados viaveis, priorizou-se a coleta de raizes
mais internas e jovens das orquideas. Essa escolha se baseia no fato de que pelotons
presentes em raizes em desenvolvimento apresentam maior chance de estarem
metabolicamente ativos e viaveis, ja que a colonizagado e a proliferagao fungica ocorrem
de forma mais intensa nesse estagio (Zettler; Corey, 2018).

Nesse contexto, durante a fase de treinamento, com raizes de orquideas do
campus da UEFS, foram obtidas 6 placas (Figura 1), das quais 3 apresentaram
crescimento lento e 3 crescimento rapido. As coldnias exibiram morfotipos simples,
predominantemente esbranquicados, com variantes rosadas e esverdeadas, sugerindo
diversidade flingica. O crescimento rapido, em 2 dias, foi compativel com fungos
saprofiticos, indicando possivel contaminagdo. J4 o crescimento lento, ao longo de 10 a
12 dias, correspondeu ao padrio esperado de fungos micorrizicos, sendo possivel



identificar 5 morfotipos com um padrdo morfologico equivalente com o dos fungos
micorrizicos orquiddides.

Figura 1: Crescimento fingico observado, sendo A, B ¢ C as de
crescimento lento e D, E e F sendo de crescimento rapido.

No teste piloto, realizado com 10 placas (Figura 2), apos rigorosa assepsia,
observou-se maior prevaléncia de crescimento lento (7 placas), enquanto o rapido
ocorreu em apenas 3. O crescimento foi mais restrito, com coldnias levando cerca de 7
dias para preencher metade da placa. Além disso, verificou-se maior diversidade
morfoldgica (texturas e pigmentacdes variadas), reforcando a presenca de diferentes
fungos, possivelmente micorrizicos, em associagao as raizes testadas.

Figura 2: Crescimento fungico observado. Placas 1 a 8 (diferentes
morfotipos observados).

A obtencdo bem-sucedida de colonias fingicas a partir de amostras frescas de
campo, incluindo todas as etapas desde a coleta e desinfeccdo até a inoculagdo e
crescimento em meio de cultura, fornece uma base confiavel para investigagdes futuras.



Esses achados estao em concordancia com estudos prévios que destacam a relevancia de
protocolos rigorosos para o isolamento de fungos micorrizicos de orquideas
(Minamiguchi et al., 2017; Almeida et al., 2009), e contribuem para o conhecimento
sobre a interacdo orquidea—fungo, permitindo compreender melhor os padrdes de
colonizagdo e diversidade fingica que sustentam a germinacao e o desenvolvimento das
plantas.

CONSIDERACOES FINAIS

A coleta de raizes jovens e internas de orquideas mostrou-se eficaz para o
isolamento de fungos micorrizicos, evidenciado pelo predominio de coldnias de
crescimento lento e diversidade morfoldgica compativel com micorrizas orquidodides. A
metodologia aplicada forneceu resultados confiaveis, contribuindo para o entendimento
da interagdo orquidea—fungo e oferecendo subsidios para futuras estratégias de
conservagao e formacao de bancos bioldgicos de micobiontes.
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