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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae ¢ uma das mais ricas entre as angiospermas, com cerca de vinte €
cinco mil espécies distribuidas em mais de setecentos géneros mundialmente (Chase et
al., 2015; Dressler, 1993). O Brasil ¢ um dos principais centros de diversidade,
abrigando cerca de duas mil quatrocentas e noventa e cinco espécies, das quais
quinhentas e trinta e seis ocorrem na Bahia (Barros et al., 2016). Na Bahia, a Chapada
Diamantina destaca-se por sua expressiva riqueza e endemismo de orquideas,
especialmente em campos rupestres e florestas de transicdo, ambientes que apresentam
grande heterogeneidade ecoldgica (Azevedo & van den Berg, 2007).

Apesar dessa diversidade, as orquideas estdo entre os grupos vegetais mais vulneraveis
a extingdo devido a coleta predatoria, perda de habitat, mudangas climaticas e a
dependéncia de interacdes bioldgicas especificas, como polinizadores e fungos
micorrizicos (Franga et al., 1997; Rocha & Duque, 2017). Suas sementes sdo
minusculas e praticamente sem reservas nutritivas, tornando-se dependentes da
associacdo com fungos micorrizicos para germinagdo e suprimento de nutrientes
essenciais (Rasmussen, 1995). Estudos indicam que espécies fotossintetizantes da
Chapada Diamantina estabelecem relagdes simbidticas principalmente com fungos do
complexo Rhizoctonia sensu lato, incluindo Ceratobasidium, Tulasnella e Sebacina
(Otero et al., 2004; Minamiguchi, 2017). Entretanto, a diversidade e especificidade
desses fungos na regido ainda sdo pouco conhecidas, o que representa uma lacuna
importante para a conservacao dessas plantas.

Diante disso, este trabalho tem como objetivo investigar a diversidade e especificidade
de fungos micorrizicos associados a orquideas nativas da Chapada Diamantina, Bahia.
Para isso, estdo sendo realizadas coletas de raizes e substrato, isolamento e cultivo de
pelotons micorrizicos, visando descrever a composi¢do micologica e compreender os
padrdes de associagdo simbidtica na regido. Os resultados esperados devem subsidiar
acoes de conservagao in situ e ex situ, contribuir para bancos bioldgicos de micobiontes
e fortalecer a base cientifica da ecologia da conservacao em ecossistemas ameagados do
semiarido brasileiro.



METODOLOGIA
1.1 Coleta de Amostras

Foram selecionadas plantas adultas de diferentes espécies de orquideas priorizando
individuos em micro-habitats distintos dentro do campus da Universidade Estadual de
Feira de Santana e na cidade de Morro de Chapéu em 4 grandes pedras (inselbergues)
em Morro do Chapéu, Bahia. Espécies epifitas e terrestres extras foram coletadas em
uma trilha na base dos inselbergues. O material vegetal foi rotulado, acondicionado em
sacos plasticos tipo Ziplock e transportado em bolsas térmicas com gelo até o
Laboratorio de Sistemdatica Molecular de Plantas da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS), onde foi armazenado sob refrigeracao a 4 °C.

1.2 Isolamento dos Fungos Micorrizicos

Apos a triagem e selecdo das raizes com aspecto saudavel e possiveis indicios de
coloniza¢do micorrizica, procedeu-se a desinfestacdo superficial em camara de fluxo
laminar. O protocolo seguido foi uma adaptagao do método de Warcup e Talbot (1967),
com as seguintes etapas: imersdo das raizes em etanol 70% por 1 minuto, seguida de
hipoclorito de sddio a 2 % por 5 minutos. Em seguida, as raizes foram enxaguadas trés
vezes com agua destilada autoclavada para remocao completa dos residuos de agentes
quimicos. As raizes esterilizadas foram entdo cortadas transversalmente com auxilio de
laminas estéreis, em segmentos de aproximadamente 2 a 3 mm. Esses fragmentos foram
analisados ao estereomicroscopio para identificagdo visual de pelotons micorrizicos.
Quando identificados os pelotons, os cortes das raizes eram isolados manualmente com
o uso de bisturis, agulhas entomologicas e estiletes esterilizados. Os fragmentos
contendo os pelotons eram transferidos para placas de Petri com meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose-Agar), previamente preparado pela diluicio de 39 g do p6 comercial
em 1 litro de dgua destilada, seguido de autoclavagem a 120 °C 1 ATM por 20 minutos.
As placas foram seladas com papel filme e incubadas em estufa do tipo B.O.D.,
mantidas em escuro continuo a uma temperatura constante de 28 °C + 1 °C. Durante o
periodo de incubagdo (14 dias), as culturas foram observadas diariamente para
verificagcdo do crescimento fungico.

1.3 Avaliagdo e Registro dos Isolados

Os isolados fungicos foram avaliados quanto ao padrdo de crescimento (lento ou
rapido), cor, textura e morfologia das colonias. Foram realizados registros fotograficos
dos diferentes morfotipos observados e anotadas as caracteristicas que permitissem a
distin¢do preliminar entre fungos micorrizicos e saprofiticos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Teste Piloto (UEFS)

O teste piloto, realizado com raizes de orquideas nativas do campus da UEFS, resultou
em maior diversidade de morfotipos fungicos, evidenciando a eficiéncia do protocolo de
assepsia e isolamento. A maioria das placas apresentou crescimento lento, tipico de
fungos micorrizicos, e baixa contaminac¢ao por saprofitos.

2.2 Coleta Pratica na Chapada Diamantina (Morro do Chapéu)

Durante a coleta em campo, foram amostrados individuos de nove espécies de orquideas
em diferentes micro-habitats (Quadro 1). As raizes foram processadas conforme o
protocolo estabelecido, resultando em setenta placas inoculadas.

2.3 Isolamento dos Fungos

Das setenta placas inoculadas, quarenta e trés apresentaram crescimento lento e vinte e
sete, crescimento rapido. O isolamento resultou em uma diversidade de morfotipos, com
variagdes de cor, textura e padrao de crescimento das colonias (Figura 1). Os isolados



de crescimento lento sdo considerados potenciais fungos micorrizicos, enquanto os de
crescimento rapido sdo provavelmente saprofiticos.

Figura 1. Crescimento fungico observado em algumas placas, variando entre crescimento lento e rapido.

Quadro 1 — Espécies de orquideas coletadas, local de ocorréncia, nimero de individuos
e observacgoes iniciais.

Espécie Local (Pedra/Trilha) | N° de Individuos
Epidendrum orchidiflorum Pedra 4 1
Encyclia alboxanthina Pedras 2 e 3 4
Prosthechea moojenii Pedras 1,3 e 4 3
Acianthera ocreata Pedras 1,2 e 4 4
Gomesa ranifera Trilha 1
Polystachya spp. Trilha 1
Gomesa spp. Trilha 1
Prescottia lancifolia Trilha 1
Bulbophyllum exaltatum Trilha 1




O Quadro 2 resume os resultados preliminares do isolamento fingico, indicando a
quantidade de placas com crescimento lento e rapido para cada espécie coletada.

Quadro 2. Resultados Preliminares dos Testes de Isolamento Fungico comparando
crescimento lento (ndo completou a placa em 14 dias) e rapido (completou a placa em

14 dias)
N°de | Cresciment | Crescimento Morfotipos Repicagem
Teste/Amostra | Placas o Lento Rapido (N°) Observados (N placas)
(N°)
Teste Piloto 10 7 3 Diversidade de 0
(UEFS) texturas e
pigmentacdes
Coleta pratica 70 43 27 Cores e 27
(Chapada texturas
Diamantina) variadas

CONSIDERACOES FINAIS (ou Conclusio)

Os resultados obtidos at¢ o momento confirmam a viabilidade do protocolo de
isolamento de fungos micorrizicos a partir de raizes de orquideas nativas da Chapada
Diamantina. A diversidade de morfotipos observada sugere a presenca de multiplos
taxons fungicos, corroborando a literatura sobre a variabilidade das associacdes
micorrizicas em ambientes naturais (Otero et al., 2004; Minamiguchi, 2017). A maior
ocorréncia de crescimento lento nas placas indica o sucesso no isolamento de potenciais
simbiontes, embora a identificacdo definitiva dependa de andlises morfologicas
detalhadas e, futuramente, moleculares.
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