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RESUMO

As orquideas compdem a familia botdnica com maior riqueza de espéecies entre as
Angiospermas e, além disso, essas plantas ocupam uma grande variedade de habitats, e tem
distribuicdo cosmopolita. As orquideas desenvolveram também estratégias impares para se
estabelecerem no ambiente. Suas flores podem apresentar muitas formas, cores e aromas
diferentes atuando para atrair polinizadores. As sementes das orquideas sdao microscépicas,
geralmente dispersas pelo vento, e necessitam obrigatoriamente de fungos micorrizicos
especificos para germinarem, e para que 0s protocormos, estruturas embrionarias exclusivas, se
desenvolvam. As raizes mostram uma estrutura comum a todas as orquideas, e muito rara em
outras plantas, o velame. O velame é uma epiderme diferenciada, multisseriada e sem
protoplasto na sua maturidade, e responsavel pela absor¢do de agua e nutrientes. Buscando
conhecer 0s parceiros simbiontes da orquidea Cattleya purpurata, espécie ameacada de
extincdo, foram realizados testes de germinacdo, dentre fungos micorrizicos de orquideas, e
foram feitas analises morfolGgicas das raizes para se conhecer e identificar os principais grupos
de microrganismos que se associam a orquidea. Sementes inoculadas com fungos, do género
Tulasnella, isolados da propria C. purpurata, de raizes e de protocormos na natureza,
apresentaram 0s maiores niveis de desenvolvimento, enquanto outra espécie de fungo
micorrizico orquidoide, do género Ceratobasidium, ndo foi capaz de germinar as sementes.
Esses achados somados a literatura existente, sugerem que a germinacao de orquideas do género
Cattleya tenham especificidade por fungos do género Tulasnella. Quanto as alteracdes celulares
na ontogénese da germinacdo simbiotica, apos a entrada das hifas do fungo nas células do
suspensor e da regido adjacente, com células ricas em lipideos, as hifas se enovelam, e formam
pélotons na regido mediana e apical do embrido. Com o avanco do desenvolvimento, organelas
como mitocondrias e protoplastos, se tornam mais numerosos, e 0s protoplastos se diferenciam
em amiloplastos, e em seguida em cloroplastos. Apds o sucesso do desenvolvimento dos
protocormos e plantulas, os fungos micorrizicos ainda desempenham papel importante nas
raizes, no processo de nutricdo das orquideas. Estimamos a taxa de micorrizacdo das raizes,
em 18%, e descrevemos a ultraestrutura dos pélotons, mostrando que ndo ha parede celular
vegetal ao redor das hifas, e que a membrana plasmatica vegetal esta em contato direto com a
parede do fungo. Mitocdndrias e vesiculas estdo frequentemente associadas a membrana
perifingica. Na raiz, o velame exibe uma estrutura muito complexa, com até seis camadas,
contando com paredes celulares espessadas, com muitos poros, sem protoplasto, que forma um
microambiente capaz de abrigar uma ampla gama de microrganismos. Imagens de microscopia
confocal e eletrdnica de transmissdo, revelaram que a microbiota do velame é composta por
bactérias, fungos, cianobactérias, algas e até animais, como os nematddeos. Este diversificado
microbioma pode ter papel fundamental na nutricdo e nas respostas da orquidea C. purpurata
frente a estresses bioticos e abioticos. Além disso, o microbioma, associado ao potencial
complexo ecoldgico, sugere que as raizes da orquidea atuem como um 6érgéo-ecossistema,
termo ja usado em um estudo prévio, onde foi descrita a riqueza de algas e cianobactérias nas
raizes de orquideas epifitas da India.

Palavras-chave: Orquideas. Germinag&o. Simbioses. Microrganismos. Micorrizas.



ABSTRACT

Orchids comprise the botanical family with the greatest species richness, in addition, these
plants occupy a wide variety of habitats and have a cosmopolitan distribution. Orchids have
also developed unique strategies to establish themselves in the environment. Their flowers can
have many different shapes, colors and aromas, performing to attract pollinators. Orchid seeds
are microscopic, usually dispersed by the wind, and compulsorily need specific mycorrhizal
fungi to germinate, and for the development of the protocorms, exclusive embryonic structures.
The roots show a structure common to all orchids, and very rare in other plants, the velamen,
which is a differentiated epidermis, which is multiseriated and without a protoplast at maturity,
and responsible for absorbing water and nutrients. Seeking to know the symbiotic partners of
the orchid Cattleya purpurata, an endangered species, germination tests were carried out,
among mycorrhizal fungi of orchids, and morphological analyses of the roots were also carried
out to know and identify the main groups of microorganisms that are associated with the orchid.
Seeds inoculated with fungi, of the genus Tulasnella, isolated from the C. purpurata itself, from
roots and also from protocorms in nature, showed the highest levels of development, while
another species of orchid mycorrhizal fungus, genus Ceratobasidium, was not able to germinate
the seeds. These findings added to the existing literature, suggest that the germination of orchids
of the genus Cattleya have specificity for fungi of the genus Tulasnella. As for cellular
alterations in the ontogenesis of symbiotic germination, after the fungal hyphae enter the
suspensor cells and the adjacent region, with cells rich in lipids, the hyphae become entwined
and form pelotons in the median and apical region of the embryo. As development progresses,
organelles such as mitochondria and protoplasts become more numerous, and protoplasts
differentiate into amyloplasts and then into chloroplasts. After the successful development of
protocorms and seedlings, what influences orchid nutrition? In the roots, mycorrhizal fungi still
play an important role in the nutrition of orchids, and in the present study, in addition to
estimating the root mycorrhization rate of 18%, the ultrastructure of the pelotons was described,
showing that the plant cell wall around the hyphae is not present, and that the plant plasma
membrane is in direct contact with the fungal wall. Mitochondria and vesicles are often
associated with the perifungal membrane. At the root, the velamen exhibits a very complex
structure, with up to six layers, with thickened cell walls, with many pores, without protoplast,
which forms a microenvironment capable of harboring a wide range of microorganisms.
Confocal and transmission electron microscopy images revealed that the microbiota of the
velamen is composed of bacteria, fungi, cyanobacteria, algae and even animals, such as
nematodes. This diverse microbiome may play a key role in the nutrition and the responses to
biotic and abiotic stresses in the orchid C. purpurata. In addition, the microbiome, associated
with the ecological complex potential, suggests that the orchid roots act as an organ-ecosystem,
a term already used in a previous study, where the richness of algae and cyanobacteria in the
roots of epiphytic orchids from India was described.

Keywords: Orchids. Germination. Symbioses. Microorganisms. Mycorrhizas.
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Tulasnella, com doliporo (d) com parentossomos curvos e imperforados (cabeca de seta), (m)
MItocONAria, (I1) HPIAEO. .....c.eiviieeiii e 30
Figura 2: Protocormos de C. purpurata apos 50 dias de germinacdo e desenvolvimento, em
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Figura 12: Eletromicrografias de embrides e protocormos de C. purpurata. Na coluna da
esquerda é apresentada a evolucdo das celulas embrionérias da regido mediana e apical, e na da
direita, a evolucdo das células da regido basal, a qual contém células ricas em substancias
lipidicas do embrido. A) Células da semente, mostrando muitos vactolos em todo o citoplasma,
e nacleos pequenos (nu). B) A maior parte do citoplasma € preenchida por lipideos, que se
apresentam elétrondensos (li), e pequenos vacuolos (va). C) Células apresentam ainda muitos
vacuolos (va), mas também alguns amiloplastos, com os gréos de amido (am). D) Células da
regido lipidica do embrido, com grandes goticulas de lipideo (li), j& com vacuolos (va) grandes
e nacleo (nu). E) Muitos vacuolos (va) circundando os muitos amiloplastos (am), que por sua
vez, envolvem o nucleo (nu). F) células com menor conteudo lipidico (li), e com vacuolos
grandes (va). G) Plastideo ja com granum (*), com membranas tilacoides organizadas, porém
ainda apresenta grdos de amido (am). H) Mitocdndrias (mi) envolvem e circundam goticulas
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mostrando as regides dorsal (dor), arredondada e a regido ventral (ven), achatada, o cilindro
vascular (CV), o cértex (Cor) e o velame (Vel), com camadas de células mortas, barra=1mm.
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1. INTRODUCAO GERAL

As orquideas, plantas da familia botanica Orchidaceae, tém relevante importancia
ecologica, econébmica e cultural (ARDITTI, 1992; HOENE, 1949). Por apresentarem
caracteristicas ornamentais e serem de facil cultivo, muitas espécies sofrem declinio
populacional devido a sua extracdo ilegal na natureza. Cattleya purpurata ((Lindl. & Paxton)
Van den Berg, 1855) — também conhecida como Laelia purpurata — € uma orquidea com flores
vistosas, belas e com agradavel perfume, sendo popularmente chamada de “A Rainha das
Orquideas do Brasil”, € no exterior, conhecida como “Summer Queen”. Esta espécie de
orquidea é uma das que mais sofre com a retirada ilegal em ambientes naturais, além da reducéo
de seu habitat devido ao avanco das fronteiras urbanas e rurais (NASCIMENTO, 2019).

A orquidea C. purpurata, que tem uma distribuicdo restrita a Mata Atlantica das
regides Sul e Sudeste do Brasil, vem sofrendo consideravel reducdo nas suas populagdes
naturais, sendo considerada extinta nos Estados do Rio de Janeiro e de S&o Paulo, onde néo é
coletada ha algumas décadas (CNCFLORA, 2013). Além dos problemas acima relatados, sobre
seu declinio populacional natural, a espécie apresenta baixa taxa de frutificacdo (CABALLERO
et al., 2016) e uma baixa taxa de sobrevivéncia dos individuos juvenis na natureza, que
necessitam encontrar parceiros fangicos especificos para o estabelecimento da nova geracéo.
Por todos esses motivos, essa espécie encontra-se em risco de extingao, sendo classificada como
“Vulneravel” na Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo (MMA,
2022), bem como com status de “Vulneravel” na Lista Vermelha do Centro Nacional de
Conservacao da Flora (CNCFLORA, 2023) e “Em Perigo de Extingdo”, pelo Conselho Estadual
do Meio Ambiente de Santa Catarina (CONSEMA, 2014).

Orquideas apresentam flores com morfologia complexa, e interacBes altamente
diferenciadas e especializadas com seus visitantes florais. Sabe-se que as especializa¢Ges das
flores estdo relacionadas a interagdo com seus agentes polinizadores, tendo a familia
Orchidaceae experimentado uma alta pressdo seletiva e irradiacdo adaptativa no processo
evolutivo (STERN, 2014).

Apos a polinizacdo e a fecundacdo, as orquideas das regides tropicais podem
produzir milhares, e até milhdes, de sementes por fruto, sendo que na maior parte das espécies
as sementes sdo muito pequenas, com dimensdes microscépicas, cujos tamanhos variam de
0,006 mm até 6 mm (ARDITTI, 1992). Em espécies de Anathallis e Acianthera
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(Pleurothallidinae), observou-se sementes ainda menores, de 0,002 mm (informag&o pessoal?).
Além de muito pequenas, as sementes apresentam um embrido muito pouco diferenciado, sem
a instalacdo dos meristemas, sendo semelhante ao embrido de fase globular comum a maioria
das Angiospermas. Adicionalmente, as sementes de orquideas ndo possuem tecido de reserva,
0 endosperma (CLEMENTS, 1999; DRESSLER, 1990).

As sementes de orquideas apresentam um padrdo uniforme de germinacdo e
desenvolvimento inicial, onde a hidratacdo da semente promove um aumento no volume do
embrido, que pode romper o tegumento e liberar o protocormo; ou apenas aumentar 0 Seu
volume, sem o rompimento da testa (tegumento da semente). Este protocormo, ainda muito
imaturo, se desenvolve numa estrutura tuberiforme, exclusiva de Orchidaceae, sendo
clorofilada nas espécies epifitas (ARDITTI, 1992). A forma do protocormo é especifica para
cada taxon, podendo ser oval, alongada, discoide, ramificada ou esférica (BATYGINA et al.,
2003).

No ambiente natural, o protocormo ndo continua o seu desenvolvimento enquanto
ndo houver a associacdo a um fungo micorrizico especifico. Quando esta associac¢éo acontece,
o fungo fornece a nutri¢do inicial, com o aporte de carboidratos e de compostos nitrogenados
ao protocormo (ARDITTI, 1992; ARDITTI; GHANI, 2000). O protocormo prossegue entéo o
desenvolvimento, com a formacdo primeiramente do meristema apical caulinar, o qual dara
origem ao primordio foliar e as primeiras folhas (HARRISON, 1977). Isso quer dizer que, em
ambiente natural, sem o parceiro fungico especifico, ndo ha germinacao e desenvolvimento de
protocormos, e consequentemente, ndo ha o estabelecimento de uma nova geracdo. Assim,
infere-se que fungos micorrizicos e orquideas estabelecem uma relagdo mutualistica, onde
ambos os grupos se beneficiam da interacdo. A orquidea, no inicio do desenvolvimento,
disponibiliza compostos nitrogenados ao fungo, e quando fotossintetizante, disponibiliza
carbono, na forma de fotoassimilados, enquanto o fungo micorrizico contribui com fosfato e
nitrogénio (DEARNALEY; CAMERON, 2017; VUJ et al., 2002). Em algumas espécies de
orquideas, as chamadas micoheterotroficas, toda a nutricdo, inclusive os carboidratos,
continuam sendo fornecidos pelos fungos micorrizicos durante toda o ciclo de vida da planta.

Fungos isolados das raizes de plantas adultas sdo capazes de promover a
germinacdo das sementes e o desenvolvimento dos protocormos (ALEXANDER; HADLEY,
1983; MUIR, 1989; PEREIRA, 2006; WARCUP, 1981). Dentre os fungos conhecidos por

facilitarem a germinacdo e promoverem o desenvolvimento inicial dos protocormos, destacam-

! Dados de observagdo de materiais de pesquisa, no decorrer das analises microscépicas que compde o primeiro
projeto do doutorado, projeto este que teve que ser alterado. Analises conduzidas de 2017 a 2018.
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se 0s chamados fungos rizoctonioides (do inglés Rhizoctonia-like).

Muitos estudos tém contribuido para o conhecimento dos fungos associados as
raizes das orquideas. Alguns priorizam a identificacdo dos fungos micorrizicos, 0s quais
formam uma interacdo caracteristica em orquideas, nas quais as hifas crescem e se enovelam
dentro das células do protocormo, ou do parénquima cortical das raizes, formando estruturas
conhecidas como pélotons. Neste grupo de fungos micorrizicos orquidoides estdo
representantes de diversos géneros e de diversas familias de Basidiomycota, como por exemplo
Tullasnella J. Schrét. (Tulasnellaceae), Sebacina Tul. & C. Tul. (Sebacinaceae),
Ceratobasidium D.P. Rogers e Rhizoctonia DC (Ceratobasidiaceae), dentre outros. Estes
fungos tém caracteristicas micromorfoldgicas em comum, como por exemplo, a formagdo de
células monilidides, que sdo células com volume aumentado na por¢do final das hifas,
ramificacdo em angulo de 90°, septo doliporico caracteristico para alguns géneros, constri¢ao
perto do ponto de ramificacdo, dentre outras. Embora estes fungos ndo formem um grupo
monofilético, sdo conhecidos como fungos rizoctonidides (GARCIA et al.; 2006, OTERO et
al., 2002; PEREIRA et al., 2005; PEREIRA et al., 2009).

Ainda que as orquideas sejam totalmente dependentes dessa simbiose, em pelo
menos uma fase do ciclo de vida, os fungos micorrizicos ndo dependem das orquideas, e tém
papéis ecoldgicos distintos, podendo ser formadores de ectomicorrizas com outras plantas,
saprofitos, ou até mesmo patdgenos vegetais (GARCIA et al., 2006; GONZALEZ-CHAVEZ
et al., 2018; OBERWINKLER et al., 2017). Diversos trabalhos tém focado em descrever e
identificar todos os fungos endofiticos, isto é, fungos que vivem em algum tecido das plantas
sem Ihe causar um prejuizo (BACON; WHITE, 2016; JIANG et al., 2011; WANG et al., 2021).
No caso das orquideas, além dos fungos micorrizicos — que sdo também endofiticos — existe
uma diversidade grande, ainda pouco conhecida em verdade, de fungos que vivem no velame,
e sdo chamados de endofiticos de orquideas (MA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2014; PARK
etal., 2018; SHAH et al., 2019).

As raizes das orquideas tém uma epiderme modificada em relacéo as outras plantas.
Esse tecido geralmente apresenta mais de uma camada de células, e pode ser ainda mais
modificado em espécies epifitas. O velame tem uma fungdo chave na nutricdo das orquideas;
além disso, devido ao espessamento e composicdo da parede, que é impregnada de lignina e
pectinas, garante protecdo mecanica aos tecidos internos da raiz (JOCA et al., 2020; ZOTZ;
WINKLER, 2013).

O velame se apresenta como uma epiderme que, na sua maturidade, conta apenas

com paredes celulares espessadas, com poros e sem protoplasto (PRIDGEON, 1987; ROTH-
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NEBELSICK etal., 2017). Como uma adaptacao para o meio epifitico, as orquideas apresentam
o velame pluriestratificado, com espessamento da parede em anéis, ou estrias, € com muitos
poros. Esse tecido tem uma grande capacidade de embebicéo de agua (HAUBER et al., 2020),
absorvendo agua muito rapidamente, em questdo de segundos, mas também a perdendo por
evapotranspiracdo em muitas horas do fotoperiodo (ZOTZ; WINKLER, 2013). Além disso,
provém um nivel de protecdo contra a radiacdo ultravioleta (UV) (CHOMICKI et al., 2015).
Estas caracteristicas combinadas promovem a formacdo de um microambiente. No interior do
velame, o ambiente € mais Umido e mais protegido da radiacdo. Estas condi¢bes do
microambiente do velame podem favorecer o crescimento e o desenvolvimento de diversos
tipos de microrganismos.

Neste estudo buscamos compreender aspectos da ecologia das interacfes
simbioticas de C. purpurata, seus fungos endofiticos, além de outros tipos de microrganismos,
que geralmente ndo sdo considerados na maioria dos estudos sobre simbiontes das raizes de
orquideas. A presente tese teve como norte 0s seguintes questionamentos:

a) Fungos micorrizicos isolados de raizes de orquideas sdo capazes de germinar

sementes, e promoverem o desenvolvimento do protocormo?

b) A germinacdo simbidtica é vantajosa quando comparada com a germinacao

assimbidtica para C. purpurata?

c) Além dos fungos, existem outros grupos de organismos em simbiose com essas
raizes?

d) E se existem, que grupos sao esses? e,

e) O velame de C. purpurata pode atuar como abrigo, ou habitat, para grupos
diferentes de microrganismos?

Perante o que foi apresentado, a respeito do conhecimento e da caracterizacdo das
relacfes simbioticas planta-fungo e planta-microrganismo, ressalta-se que a caracterizagdo das
espeécies de fungos micorrizicos que podem propiciar a germinacdo das sementes de orquideas
e sustentar o desenvolvimento dos protocormos em C. purpurata é de grande importancia, para
que sejam estabelecidas as estratégias para a conservacdo desta orquidea. A caracterizacao
destas dinamicas de autoecologia e das espécies envolvidas também pode nortear planos de
manejo e reintroducdo na natureza dessa espécie de orquidea, atualmente ameacada de extincéo.

Em decorréncia do levantamento tedrico, o objetivo inicial deste trabalho foi o de
estudar as interagdes entre fungos micorrizicos e a orquidea C. purpurata. No entanto, com o
avanco do estudo morfologico das raizes, e a posterior descoberta da ampla diversidade de

microrganismos associados as raizes, o objetivo foi ampliado, e buscamos descrever a riqueza
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de microrganismos que interage com as raizes da orquidea. Além de identificar quais espécies
de fungos micorrizicos que poderiam ser isolados de plantas adultas, ou de protocormos na
natureza, 0s quais seriam capazes de germinar as sementes e apoiar o desenvolvimento de
protocormos de C. purpurata, fase-chave para o estabelecimento das novas geracfes da
orquidea em ambientes naturais.
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2. CAPITULO1

Artigo a ser submetido para a revista Symbiosis.

Germinacao simbidética e desenvolvimento de protocormos de Cattleya purpurata

Cattleya purpurata orchid symbiotic germination and protocorms development

RESUMO

Orchidaceae, a maior familia de plantas Angiospermas do globo em nimero de espécies, precisa
de um nicho de germinacdo muito complexo, para que novas geracdes de orquideas se
estabelecam em ambientes naturais. Na natureza, todas as espécies de orquideas dependem de
fungos micorrizicos especificos para que as sementes germinem, e para que 0S protocormos,
estruturas embrionarias exclusivas das orquideas, possam se desenvolver. O fungo simbionte
fornece a nutricdo necessaria para 0s primeiros eventos celulares da germinacdo e do
desenvolvimento das fases juvenis das orquideas. No presente estudo, buscou-se desenvolver
um método eficaz para a germinacdo simbidtica de Cattleya purpurata, uma orquidea ameacada
de extincdo, comparando a promocado da germinacdo em meio assimbiotico e simbiotico. Além
disso, registrar a ontogénese da simbiose, onde as fases juvenis da orquidea germinam e se
desenvolvem com o suporte do fungo micorrizico do género Tulasnella. A germinacéo das
sementes de C. purpurata ocorrreu em meio assimbidtico (MS) e no meio simbidtico,
inoculados com fungos micorrizicos do género Tulasnella, mas ndo houve germinagdo na
presenca do fungo Ceratobasidium. Os fungos Tulasnella, isolados de sementes germinadas na
natureza, mostraram as melhores taxas de germinacdo, e 0s protocormos desse tratamento
alcancaram o0s maiores estagios de desenvolvimento. Quanto a ontogénese da interacdo do
fungo Tulasnella com embrides e protocormos da orquidea C. purpurata, o desenvolvimento
das células embrionarias avanca mostrando o aumento no numero de organelas como as
mitocondrias, e 0s proplastideos, a hipertrofia dos nicleos, o crescimento e enovelamento das
hifas dentro das celulas, formando os pélotons. Segue a digestdo dos pelotons, o surgimento
dos amiloplastos e a conversdo destes em cloroplastos. As sementes de C. purpurata tiveram
entdo sua germinacgdo e desenvolvimento dos protocormos facilitados por fungos do género
Tulasnella, enquanto o fungo micorrizico do género Ceratobasidium ndo influenciou na

germinacdo da orquidea. Estes achados, combinados aos registados na literatura, sugerem que
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as espécies de Cattleya tém especificidade em relacdo ao género de fungo simbionte na
germinacdo. Além disso, o presente trabalho produziu com sucesso protocormos simbidticos,
que continuaram se desenvolvendo in vitro, e alcangaram o estagio de plantulas, e estas sao
boas candidatas para estudo de reintroducao na natureza da orquidea ameacada.
Palavras-chave: Orchidaceae. Germinagdo simbidtica. Protocormo. Ontogénese. Cattleya
purpurata. Tulasnella.

ABSTRACT

Orchidaceae is the largest family of plants in the world, and needs a very complex germination
niche for new orchid generations establishment in natural environments. In nature, all orchids
species depend on specific mycorrhizal fungi presence in the seeds to germinate. They also
depend on unique embryonic structures named protocorms, to develop. The symbiotic fungus
provides necessary nutrition for the initial cellular events of germination, and the juvenile stages
of development. The present study sought to develop an effective method for Cattleya
purpurata symbiotic germination, an endangered orchid species. We also aimed to characterize
the symbiosis ontogenesis, in which orchids in juvenile stages germinate and develop supported
by the mycorrhizal fungus of the genus Tulasnella. C. purpurata seeds germination occurred
with mycorrhizal fungi of the genus Tulasnella at different germination efficiency rates when
inoculated in symbiotic MS medium and oat agar medium inoculated with mycorrhizal fungi
of the genus Tulasnella, with different rates of germination efficiency. However, they did not
germinate with another orchidaceous mycorrhizal fungus of the genus Ceratobasidium.
Tulasnella fungi (isolated from naturally germinating seeds) showed the best germination rates,
and the protocorms resulting from this treatment reached the highest stages of development. As
for the ontogenesis of the Tulasnella fungus interaction with embryos and protocorms of C.
purpurata orchid, the development of embryonic cells shows an increase in organelles numbers,
such as mitochondria and proplastids, as well as nuclei hypertrophy, hyphae growth and folding
inside the cells, pelotons formation and digestion, and ultimately amyloplasts appearance and
conversion into chloroplasts. C. purpurata seeds showed facilitated germination and protocorm
development in the presence of Tulasnella genus fungi, while Ceratobasidium genus
mycorrhizal fungus did not influence germination at all. In light of the previous literature, our
findings indicate Cattleya species require specific genus of symbiont fungus for germination.

Furthermore, the present work successfully produced symbiotic protocorms, which continued
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to develop in vitro, and reached the seedling stage, and these are good candidates for study of
reintroduction in the wild of the endangered orchid.

Keywords: Orchidaceae. Symbiotic germination. Protocorm. Ontogenesis. Cattleya

purpurata. Tulasnella.

2.1. INTRODUCAO

As orquideas apresentam algumas caracteristicas morfologicas e anatdmicas
intrinsecas, que podem limitar sua distribuicdo e estabelecimento. Entre elas, o de apresentar o
polen agrupado em polinias, 0 que as leva a depender obrigatoriamente de animais (zoofilia)
para a transferéncia das polinias das anteras de flor uma para o estigma de outra flor co-
especifica, para a reproducdo sexuada. Além disso, a etapa de estabelecimento de novas
geragBes em ambientes naturais, depende do sucesso na germinacdo de sementes, além do
desenvolvimento de protocormos e plantulas. As sementes das orquideas sdo muito pequenas
(microscépicas, de milimetros a micrémetros), desprovidas de endosperma, e com escassas
reservas nutritivas no embrido propriamente dito (ARDITTI, 1967). Na natureza, para que
ocorra a germinacdo e a formacédo do protocormo, estrutura embrionéria exclusiva de orquideas,
que se desenvolve fora da semente, o aporte de nutrientes necessariamente vem de uma fonte
externa, 0s quais, no caso de todas as orquideas, ¢ fornecido por fungos micorrizicos
(ARDITTI; GHANI, 2000).

Existem muitos estudos sobre fungos endofiticos, micorrizicos e ndo micorrizicos,
em orquideas terricolas, principalmente no hemisfério norte (ALEXANDER; HADLEY, 1983;
WARCUP, 1981; ZELMER et al., 1996). No entanto, mais reduzido é o conhecimento destes
simbiontes em orquideas epifitas em zonas tropicais (HERRERA et al., 2010;
SATHIYADASH et al., 2012). Da mesma forma, estudos sobre germinacéo simbiotica, ou seja,
na presenc¢a do fungo micorrizico, voltaram-se historicamente para as espécies de orquideas
terricolas, distribuidas no hemisfério norte e na Australia. Esses estudos demonstraram que,
além destas orquideas possuirem alto grau de especificidade pelos parceiros fungicos, 0s
micobiontes (WARCUP, 1981), elas necessitam de espécies especificas de fungos em etapas
diferentes da germinacdo, e do desenvolvimento do protocormo. Portanto, para algumas
orquideas, a espécie de fungo que promove a germinacdo ndo é capaz de sustentar o
desenvolvimento do protocormo, e € necessdria a associagdo com outras espécies de

micobiontes (STEWART; KANE, 2007). Consequentemente, € evidente a importancia de se
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conhecer 0s micobiontes das orquideas, para embasar estratégias de conservacdo e de
reintroducdo de espécies ameacadas de extin¢do na natureza.

Fungos micorrizicos de orquideas pertencem a um grupo artificial, quer dizer, ndo-
monofilético de fungos do filo Basidiomycota, que além de compartilharem a habilidade em
colonizar e formar micorrizas, ainda apresentam caracteristicas micromorfoldgicas em comum.
Entre estas, ressalta-se a ramificacdo das hifas em angulo de 90°, constri¢do da hifa proximo ao
ponto de ramificacdo e formacéo de celulas monilioides (ALMEIDA et al., 2007; GONZALEZ
et al., 2006; PEREIRA et al., 2005).

O estabelecimento de uma nova geracao de orquideas na natureza exige complexas
especificidades de nichos de germinagdo, considerando tantos as relagdes bidticas quanto
abioticas. Em relacdo ao primeiro grupo, a compatibilidade do micobionte (simbionte fingico)
com o seu hospedeiro na relacdo interespecifica € determinante para o sucesso da germinacao
e desenvolvimento. Sobre a diversidade de fungos micorrizicos compativeis, aqui se deve
incluir também os fungos endofiticos do velame, que podem determinar o sucesso da espécie
em mecanismos ecoldgicos como a competicdo interespecifica, a maior taxa sobrevivéncia, o
estabelecimento de novas geracdes no seu habitat e a ampliacéo da distribuicdo das orquideas
(BATTY et al., 2002; RASMUSSEN, 1995).

Além dos fatores bidticos para o sucesso da germinacdo, desenvolvimento e
colonizacdo, devem ser analisados os fatores abidticos do meio que suportam o ciclo vital das
espécies, a citar: substrato que o micobionte necessita para suas necessidades nutricionais,
variacdo de fatores como luz, temperatura e umidade, sendo a combinacdo destes fatores,
bidticos e abioticos, que determinam o sucesso da germinacdo e do estabelecimento de
populagdes naturais (RASMUSSEN et al.,, 2015). Devido a essas especificidades, e
dependéncia de outras espécies para germinacdo e desenvolvimento de fases juvenis, as
orquideas sdo um dos grupos de plantas mais ameacados de extin¢do diante de um cenario de
mudancas no espaco de nicho e pressdes antropicas, tais como as relacionadas ao aquecimento
global (ZETLER et al., 2007; ZETTLER; DVORAK, 2021).

Em um estudo com 73 espécies de orquideas e 95 unidades taxondmicas (OTUS)
de fungos, por exemplo, foi demonstrado que as redes de associa¢des das orquideas epifitas sdo
mais conservadoras, e tendem a coevolugdo com fungos parceiros, mais do que as especies de
orquideas terricolas. Essa caracteristica pode ser devido ao habitat epifitico, com estresses
ambientais mais intensos que o habitat terricola (MARTOS et al., 2012).

A orquidea Cattleya purpurata (Lindl. & Paxton) Van den Berg (sinonimia de

Laelia purpurata Lindley (1853)) € uma espécie de habito epifitico, que floresce uma vez ao
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ano, e ndo oferece nenhum tipo de recompensa aos polinizadores (CABALLERO et al., 2016).
Essa espécie, além de sofrer com os desafios ecoldgicos e de estabelecimento de ciclo vital
descritos acima e comuns a todas as orquideas, sofre também com o declinio populacional
devido a coleta ilegal e a perda de habitat (NASCIMENTO, 2019). Como é endémica da
Floresta Atlantica das regides sul e sudeste do Brasil, é considerada vulneravel a extingéo pela
International Union for Conservation of Nature (IUCN). Devido a isso, sdo importantes as
acOes para uma melhor compreenséo do seu ciclo de vida. Estes dados trardo subsidios para sua
conservacao e para futuros programas de reintroducdo da espécie na natureza, fundamentais
para que a espécie ndo desapareca em ambientes naturais.

Com base no que foi apresentado, o objetivo deste estudo foi avaliar condi¢Ges
diferentes de germinacdo in vitro, alem de buscar desenvolver um método eficiente de
germinacao simbidtica para a producéo de plantulas C. purpurata. Outra pretenséo foi registrar
e compreender as alteragdes estruturais e anatdmicas que ocorrem durante o desenvolvimento

do protocormo em contato com os fungos micorrizicos.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. lIsolados de Fungos micorrizicos para a germinacao de sementes

Para testar o potencial de favorecimento da germinacédo e do desenvolvimento de
protocormos de C. purpurata, os seguintes isolados fangicos foram utilizados:

a) Isolado ROB 218: foi isolado de raizes de individuos adultos de C. purpurata, e
obtido durante o estudo sobre riqueza de microrganismos endofiticos. Identificado por causa de
suas caracteristicas morfoanatdbmicas, tais como o aspecto da colénia (Figura 1A), a formacao
de células monilidides (Figura 1B), e ramificacbes das hifas em angulo de 90° (Figura 1B),
septo doliporico caracteristico (Figura 1C), dentre outras caracteristicas. Constatou-se que se
tratava de uma especie de fungo micorrizico de orquidea, pertencente ao género Tulasnella;

b) Isolados Isca 2 e Isca 3: estes isolados s&o fungos obtidos a partir de “iscas” na
natureza, onde sementes de C. purpurata foram colocadas sobre cubos de esponjas umidas, e
acondicionadas em pacotes de voil. Essas armadilhas foram colocadas proximas as raizes de
plantas adultas de C. purpurata, em ambiente natural, por um periodo de 180 dias. Apds, as
armadilhas foram levadas para o Laboratorio de Microbiologia do Solo, do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Santa Catarina (CCA, UFSC), onde as sementes

germinadas (ou protocormos) foram desinfetadas com alcool etilico 70% (v/v), por dois
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minutos, e hipoclorito de sédio (NaClO) 2% (v/v), por cinco minutos. Apés a desinfeccéo, as
sementes foram lavadas trés vezes em &gua destilada esterilizada (ADE), e entdo colocadas
sobre placas de Petri com os seguintes meios de cultura: Batata Dextrose Agar (BDA), Meio
Norman-Merlin modificado (MNM) e Malte (Extrato de Malte, de Levedura e Agar)
(metodologia adaptada a partir de Cruz-Higareda et al., 2015). As placas foram mantidas em
incubadoras do tipo Demanda Biogquimica de Oxigénio (BODs) no escuro, a temperatura
constante de 23°C, para que o micélio crescesse. Apds isso, 0s fungos que emergiram das placas
foram repicados e colocados em novas placas, sendo cultivados entdo em meio BDA.

c) Isolado PA03: fungo micorrizico, pertencente ao género Ceratobasidium, isolado
de raizes da orquidea Campilocentrum sp., a partir de estudos do grupo de pesquisa da Prof.

Juliana Lischka Sampaio Mayer, e gentilmente cedido para o presente trabalho.

Figura 1: Imagens dos isolados de fungos usados nos testes de germinagdo mostrando as caracteristicas do género
Tulasnella. Os isolados ROB 218, Isca 2 e Isca 3 mostraram as mesmas caracteristicas. A) Foto da coldnia de Isca
2, em meio BDA ap6s 2 semanas de cultivo no escuro. B) Hifas e células monilidides (m) de isolado de Isca 2, a
seta indica a ramificagdo em angulo de 90°, e constri¢do no ponto de ramificacdo. C) Septo doliporico caracteristico
de Tulasnella, com doliporo (d) com parentossomos curvos e imperforados (cabeca de seta), (m) mitocondria, (li)
lipideo.

Para testar o potencial de favorecimento da germinacdo e do desenvolvimento de
protocormos de C. purpurata, para fins analiticos e comparativos, foram utilizados 0s mesmos

isolados fungicos (Isolado ROB 218, Isolados Isca 2 e Isca 3 e Isolado PA03). Os

procedimentos de isolamento seguiram 0s mesmos protocolos anteriormente descritos.
2.2.2. Taxa de germinacgéo simbidtica e desenvolvimento de protocormos
Foram realizadas polinizagdes manuais cruzadas em flores de C. purpurata, para a

obtencdo de capsulas com sementes para 0s experimentos de germinacdo. Cerca de seis meses

apos as polinizaces, as capsulas foram manualmente colhidas e acondicionadas em envelopes
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de papel filtro (PEREIRA et al., 2011), e entdo levadas para o Laboratério de Microbiologia do
Solo, da UFSC, onde as sementes foram removidas das capsulas, em camara de fluxo laminar,
para evitar contaminar as sementes.

Apbs a abertura da capsula, parte das sementes foi utilizada para testar a viabilidade
do embrido, com cloreto de trifeniltetrazolio (TTC), e parte para os experimentos de
germinacdo. PorgOes de 200 mg das sementes foram desinfetadas por imersdo em solucdo de
agua destilada esterilizada (ADE), com solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) 2% (v/v), por
cinco minutos. Em seguida, foram lavadas trés vezes com ADE. As sementes desinfetadas
foram mantidas imersas em 50 mL de ADE, sendo que 400 pL da suspensao foi aplicada sobre
placas de Petri (PEREIRA et al., 2011), contendo meios de cultura, ou meio de cultura mais
uma por¢do do micélio fangico testado. Foram propostos, ao todo, seis tratamentos, e para
avaliar a eficiéncia destes na promocdo da germinacdo e desenvolvimento inicial do
protocormo, o experimento foi organizado da seguinte maneira:

a) Controle positivo (CP): sementes inoculadas em meio de cultivo Murashige &
Skoog (MS), ja caracterizado por promover bom indice de germinacdo assimbidtica de
sementes de espécies de Cattleya (BAZZICALUPO et al., 2021);

b) Controle negativo (CN): sementes inoculadas em meio de cultivo agar-aveia
(OMA);

c) Meio OMA e isolado fangico ROB 218 (Tulasnella sp.): sementes inoculadas
em meio OMA e mais um disco com 2 mm de didmetro do micélio do isolado;

d) Meio OMA e isolado fangico Isca 2 (Tulasnella sp.): sementes colocadas sobre
0 meio OMA mais um disco com 2 mm de didmetro do micélio do isolado;

e) Meio OMA e isolado fungico Isca 3 (Tulasnella sp.): sementes colocadas sobre
0 meio OMA mais um disco com 2 mm de didmetro do micélio do isolado;

f) Meio OMA e isolado fungico PA 03 (Ceratobasidium sp.): sementes colocadas
sobre 0 meio OMA mais um disco com 2mm de didmetro do micélio do isolado;

Para avaliar a eficacia dos tratamentos, foram estipulados sete niveis, ou estagios
de desenvolvimento (baseado em Chen et al., 2014), conforme o que se segue:

-Estéagio 0: Semente ndo germinada;

-Estagio 1: Embrido intumescido (com volume aumentado) dentro da testa;

-Estagio 2: rompimento da testa (aqui se considera que a semente germinou);

-Estagio 3: Instalacdo do meristema apical caulinar (primoérdio foliar);

-Estagio 4: Formacéo da primeira folha;

-Estagio 5: Primeira folha bem desenvolvida;
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-Estégio 6: Formacdo da segunda folha;

Para cada tratamento, foram feitas cinco placas de Petri (réplicas verdadeiras), as
quais foram incubadas em estufa BODs, com temperatura controlada e constante de 23 °C e
fotoperiodo de 12 horas. Ao final de 50 dias de cultura, ou co-cultura entre meio nutritivo e
isolado fangico, as placas foram retiradas das BODs, todas as sementes ndo germinadas e/ou
protocormos em desenvolvimento foram contados em microscopio estereoscopico de luz (ML),
e seus estagios de desenvolvimento foram registrados, para posteriores testes estatisticos.

Os embrides e protocormos foram fotografados, utilizando microscopio
estereoscopio modelo Zeiss SZH 10®, com sistema de captura de imagens. Este procedimento
foi adotado, com o intuito de registrar as diferengas morfoldgicas dos embrides ou protocormos,
e comparar o desenvolvimento anatdmico entre 0s tratamentos propostos.

Para a andlise da influéncia dos fungos, ou do meio MS (assimbiotico) na
germinagcdo, foi realizada andlise multivariada da variancia (MANOVA), a fim de verificar a
existéncia, ou ndo, de diferencas estatisticas significativas para cada estagio de
desenvolvimento e entre os tratamentos propostos. Para isto, os dados foram transformados
pelo método da raiz quadrada, para que se adequassem a distribuicdo normal. As hipoteses
testadas foram:

-Ho: todos os estagios tém vetor de médias iguais para os tratamentos (Ho = pl...=
He) €M que Mo representa o vetor de médias para o estagio 0, 1 representa o vetor de medias
para o estagio 1, e assim por diante;

-H1: pelo menos um dos vetores de média é diferente dos demais. Adicionalmente
foi calculada a “partial et squared”, uma métrica frequentemente usada com MANOVA, que
mede o efeito que a variavel independente (neste caso, os tratamentos) tém sobre as variaveis
dependentes (estagios de desenvolvimento).

A partir dos resultados de significancia obtidos para a analise de MANOVA,
realizou-se duas técnicas de analise estatistica multivariada: analise discriminante linear (LDA)
e a analise de correspondéncia (AC). A LDA calcula uma combinacéo linear de recursos que
melhor separa dois ou mais grupos, representando essas informac6es graficamente para inferir
quais grupos estdo mais proximos entre si. J& a AC obtém indices que permitem mostrar a
relacdo entre 0s tratamentos e 0s estagios, a sua representacédo grafica indica os tratamentos que
possuem perfis semelhantes entre si e 0 quanto também se aproximam dos estagios de

desenvolvimento.
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2.2.3. Estudo morfoldgico e ultraestrutural da ontogénese da interacdo embrido —

fungo micorrizico

Para o estudo morfologico e ultraestrutural da ontogénese da interacdo simbiotica
fungo-embrido-protocormo, sementes de C. purpurata foram desinfestadas, e um disco do
micélio do isolado Isca 2 foi colocado sobre o meio. Os embriGes ou protocormos foram
amostrados até o estagio 3 de desenvolvimento, quando surge o primordio foliar. As sementes
foram amostradas em intervalos de 1 ou 2 dias, até o tempo de cocultivo de 20 dias, onde o
protocormo ja mostra a instalacdo do meristema caulinar (formacgéo do primérdio foliar). Estes
embribes ou protocormos, e as sementes ndo germinadas, foram processados para serem
analisados em Microscopia Confocal (MC), de Luz Transmitida de Campo Claro (MLTCC) e
Eletrdnica de Transmissdo (MET), a fim de se verificar como os simbiontes interagem, e como

as células e os tecidos vdo se modificando ao longo do desenvolvimento inicial da orquidea.

2.2.4. Microscopia de Luz Transmitida Campo Claro (MLTCC), Confocal (MC)

e Eletronica de Transmissdao (MET)

Para analise em MC, as sementes, 0s protocormos e os fungos associados foram
fixados em paraformaldeido 4% (v/v), em tampéao fosfato de sddio (NasPO.) concentracao 0,1
M, e os individuos foram corados com fucsina &cida para registro das hifas e outras partes dos
fungos. A parede celular vegetal emite uma autofluorescéncia na faixa do azul, e isso permitiu
uma boa visualizacdo das hifas dos fungos, que com a fucsina fluoresceu na faixa do vermelho,
dentro ou fora das células vegetais. Protocormos e fungos corados foram montadas sobre lamina
e laminula, e entdo foram analisadas no microscopio confocal com sistema de escaneamento a
laser, modelo SP 5, da Leica Microsystems®, no Laboratério Central de Microscopia Eletronica,
da Universidade Federal de Santa Catarina (LCME, UFSC).

A autofluorescéncia da parede celular das células da orquidea foi registrada com
excitacdo na faixa do UV (405 nm) e emisséo da faixa do azul (460 a 490 nm). Estruturas
fangicas foram visualizadas pela fluorescéncia da fucsina acida, excitacdo na faixa do verde
(514 nym) e emissdo da faixa no vermelho (600 a 640 nm). As imagens finais sdo fruto da
méaxima projecdo, onde foram capturadas imagens num intervalo de até 40 um, e passos de 3
ou 4 um. Ao final, todas as imagens foram sobrepostas (méxima projecdo), para obtencéo de
uma imagem com toda a informacdo dos organismos e estruturas que fluoresceram ao longo

dos trés eixos de escaneamento (X, Y e Z). Todo o processamento da imagem foi realizado no
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software LAS AF, da Leica Microsystems®.

Para andlise das células e organelas nos microscépios de luz (MLTCC) e eletronico
de transmissdo (MET), as sementes e protocormos foram fixados com solucdo de glutaraldeido
3% (v/v) em tampdo cacodilato de sédio (CaCO) 0,1M, em pH 7,2, por 24 horas.
Posteriormente, seguiu-se a etapa de pds-fixagdo com tetroxido de 6smio (OsO4) concentracdo
1% (v/v) em tampdo CaCO por 2 horas, e entdo as amostras foram desidratadas em série
crescente de acetona (30, 50,70, 90 e 100%).

Ap0ds estas etapas de processamento, as amostras foram infiltradas lentamente em
resina SPURR (Sigma-Aldrich®). Entdo, os blocos de resina contendo as amostras de raizes
foram polimerizados em estufa, a temperatura constante de 70 °C. Os cortes semifinos foram
colocados sobre laminas e corados com azul de toluidina (AT-0O). Os cortes foram fotografados
com a técnica de campo de campo claro (MLTCC), no microscopio Olympus BX 41°®, no
Laboratdrio Multiusuario de Estudos em Biologia, da Universidade Federal de Santa Catarina
(LAMEB, UFSC).

Os mesmos blocos de resina foram utilizados para fazer os cortes ultrafinos para a
microscopia de transmissdo (MET). Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de
uranila e citrato de chumbo. O registro do material foi feito no microscopio eletrénico de
transmissdo JEM-1011 TEM, da Jeol Ltda®, também no LCME-UFSC.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Taxa de germinacdo e de desenvolvimento de protocormos de Cattleya

purpurata em condicfes simbidticas e assimbiotica

Apbs 50 dias de cultura no meio MS (Controle Positivo), as sementes de C.
purpurata, germinaram e a maioria dos individuos se encontravam no estadgio 3 de
desenvolvimento (Figura 2A), com a instalagdo do meristema apical caulinar (Figura 2B). Ja
no tratamento apenas com meio OMA (Controle Negativo), as sementes foram consideradas
ndo germinadas, porque ndo ocorreu 0 rompimento da testa (Figura 2C), embora tenham tido
incremento no volume, em relacdo a semente seca, e se tornado esverdeadas (Figura 2D). O
mesmo padréo de embrides ndo germinados foi observado no tratamento com o isolado PAO3
(Figura 2E), com a diferencga de que neste tratamento existe uma massa de micélio crescendo

sobre as sementes (Figura 2F).
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Figura 2: Protocormos de C. purpurata ap6s 50 dias de germinacéao e desenvolvimento, em condicGes diferentes
de desenvolvimento dos protocormos. A) Visdo de diversos protocormos no estagio de desenvolvimento 3, quando
é possivel notar que algumas sementes ndo germinaram, encontrando-se no estigio 1 (embrides marrons). B)
Protocormos com o primérdio foliar (seta). C) Visao geral e em detalhe D) de sementes ndo germinadas, apenas
no meio OMA (controle negativo). E) Visdo geral e em detalhe F) de sementes ndo germinadas, com micélio
(branco) abundante, do tratamento com o isolado PAO3 crescendo sobre elas.

Os tratamentos com os fungos obtidos a partir de isolados da raiz de C. purpurata,
ou das iscas, tiveram um desempenho na promoc¢do do desenvolvimento ainda maior que o
meio MS (Figura 3A-B). O tratamento com o isolado de raiz ROB218 apresentou muitos
individuos no estagio 4 de desenvolvimento (Figura 3C), mostrando o surgimento da primeira
folha, e a presenca de pelos absorventes (Figura 3D). Os tratamentos com os fungos isolados
de Isca 2 e Isca 3 mostraram 0 maior avango no desenvolvimento entre os tratamentos (Figura
3E e G), onde muitos individuos avancaram até o estagio de desenvolvimento 5 ou 6, com as

primeiras folhas desenvolvidas, e a presenca de pelos absorventes (Figura 3F e H).
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Figura 3: Protocormos de C. purpurata ap6s 50 dias de germinagdo com tratamentos diferentes. A) Meio MS com
diversos protocormos no estagio de desenvolvimento 3, quando é possivel notar que algumas sementes nao
germinaram (embriGes beges). B) Protocormos em meio MS, mostrando o primoérdio foliar (seta). C) Protocormos
do tratamento OMA+ROB 218, com presenca de pelos absorventes (cabeca de seta). D) protocormos em
desenvolvimento no tratamento OMA+ROB 2018, com a primeira folha (*) em desenvolvimento (estagio 4); E)
Protocormos cultivados em meio OMA, na presenca do isolado Isca 2, apresentando varios protocormos com 1
folha e pelos absorventes (cabeca de seta). F) Detalhe de um protocormo com a primeira (*) e a segunda folha (**)
desenvolvidas. G) Protocormos do tratamento OMA e Isca 3, no estagio 6 de desenvolvimento, com 2 folhas e
pelos absorventes (cabeca de seta). H) Protocormo no estagio 6 de desenvolvimento, com primeira (*) e segunda
folha (**) se desenvolvendo.
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O teste MANOVA evidenciou que os tratamentos com os fungos do género
Tulasnella, isolados da orquidea adulta C. purpurata, favoreceram a germinagdo e o
desenvolvimento inicial dos protocormos da espécie. O teste MANOVA encontrou diferencas
significativas entre os tratamentos, na germinacdo e no desenvolvimento dos protocormos.
Além disso, o valor obtido de 0,63 da “partial et squared” reforgou os resultados do teste da
MANOVA, de que os tratamentos sao diferentes estatisticamente.

Foi realizada entdo a analise LDA, na qual foi observado o contraste entre os
tratamentos, e que os isolados das Iscas 2 e 3 se sobrepdem. O isolado da raiz ROB218 mostra
eficiéncia na germinacao que se situa entra os isolados de iscas e 0 meio MS. Assim, o isolado
ROB 218 mostrou uma eficiéncia maior que o controle positivo, meio MS, porém menor que a
eficiéncia dos isolados Isca 2 e Isca 3. Além disso, os tratamentos OMA e PAO3 se mostraram

muito préximos, com nenhum incremento na germinacéo (Figura 4).
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Figura 4: Grafico de pontos das coordenadas 1, 2 e 3, mostrando a sobreposi¢éo dos grupos Isca 2 e Isca 3, e que
o0s tratamentos com os meios de cultivo MS e ROB218 ocupam uma posi¢do entre os grupos PA03 e meio OMA,
e entre os tratamentos com Iscas.

A andlise de correspondéncia (AC) também evidenciou que os tratamentos OMA e
PA 03 estdo proximos, com estagios 0 ou 1 de desenvolvimento. J& meio MS, com o estagio 2
de desenvolvimento, esta proximo ao tratamento ROB218, o qual apresenta-se no estagio 3. E
por fim, os tratamentos com as Iscas 2 e 3 mostraram-se proximos entre si, quase que em

sobreposicao aos estagios de desenvolvimento 4, 5 e 6 (Figura 5).
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Figura 5: Grafico da analise de correspondéncia (AC), mostrando a proximidade dos tratamentos em relacdo aos
estagios de desenvolvimento das orquideas.

Essa mesma analise dos perfis é possivel de ser verificada nos graficos de barras
das médias para os estagios de cada tratamento, tanto para o agrupamento por tratamento

(Figura 6), quanto por agrupamento por estagio de desenvolvimento (Figura 7).

Media dos individuos nos estagios por tratamento

120
Estagios
901 B Estagio 0
. Estagio 1
co . Estagio 2
B estigios
. Estagio 4
301 1 Estigios
I Estagios

Qtd individuos

ISCA2 ISCAZ MS OMA PAD3 ROB 218
Tratamentos

Figura 6: Gréafico de barra da média de desenvolvimento das orquideas nos tratamentos, em cada um dos meios
de cultura, combinados ou ndo com os isolados fingicos.
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Figura 7: Gréfico de barra da média de total de individuos por estagio de desenvolvimento da orquidea, com
comparacao aos seis tratamentos analisados.

Portanto, foi possivel observar, através das comparacdes entre os resultados dos
tratamentos, uma relacéo de proximidade entre o tratamento OMA e PA 03, onde nenhum dos
dois foram capazes de estimular a germinacdo das sementes (estagios 0 e 1). Agora, 0
tratamento de controle positivo MS ficou proximo ao tratamento ROB218, um isolado de fungo
micorrizico da raiz da C. purpurata adulta, e predominaram individuos no estagio 2 e 3 de
desenvolvimento, com sementes cujos embrides germinaram e romperam a testa. Além disso,
o0 tratamento ROB218 apresentou taxa de germinacdo numericamente maior que 0 meio MS,
porém menor em comparacao aos fungos isolados das Iscas, que obtiveram uma performance
muito semelhante entre si, com alta habilidade em incrementar o desenvolvimento de embrides
e de protocormos de C. purpurata. Ressalta-se que, nestes tratamentos com as lscas,
predominaram os maiores estagios de desenvolvimento de protocormos observados, situando a

maior proporcao dos individuos entre os estagios 4 e 5.

2.3.2. Ontogénese do estabelecimento da simbiose do fungo e os protocormos de

C. purpurata

As sementes de C. purpurata se apresentaram na analise de microscopia com 0
formato oval, e evolvidas por uma testa delgada, composta por paredes celulares espessadas
(Figura 8A). O embrido mostrou uma polaridade no eixo longitudinal (Figura 8A), onde em um

dos extremos fica a regido do suspensor, com poucas células e estas com vacuolo celular
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volumoso (Figura 8B). Préximo a regido do suspensor, localiza-se 0 embrido propriamente dito,
e este possui células com o citoplasma repleto de lipideos (Figura 8C); a essa porcao, serd
chamada de regido lipidica do embrido ao longo do manuscrito. No polo oposto ao suspensor,
a regido apical, é composta por células com citoplasma mais elétrondenso, com numerosos
vaclolos pequenos, 0s quais parecem reservar proteinas, denominados de corpos proteicos
(Figura 8D), e conforme as observagOes, esta regido ocupa quase dois ter¢cos do volume do

embrido, aparecendo imediatamente apds a regido lipidica.

Figura 8: Fotomicrografias de sementes de C. purpurata, em microscopia de luz de campo claro (A), e
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (B-D). A) Viséo geral das sementes, composta pelo embrido propriamente
dito, com resquicios de células do suspensor (su) na regido basal, e envolto pela testa (te). Observar as células com
lipideo (*) na base do embrido. B) Detalhe das células do suspensor (su), com a testa adjacente (te). C) Células da
regido lipidica (*) mostrando o contetido eletrondenso. D) Células da regido apical (ap), com citoplasma cheio de
pequenos vacuolos, os chamados corpos protéicos.

Apos cerca de 5 dias do inicio do experimento de germinagdo, as hifas que
circundam a semente penetram nas células do embrido pela regido do suspensor (Figura 9A).
Verificou-se que as hifas que penetram nestas células ndo formam os pélotons (Figura 9B), que
sdo estruturas caracteristicas de micorriza orquiddide, e nas quais ocorre o enovelamento de
hifas, ocupando a maior parte do citoplasma da célula hospedeira. Da mesma forma que nas
celulas do suspensor, as hifas atravessam a regido lipidica, sem formar pélotons (Figura 9C).
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Enquanto as hifas percorrem as células com reserva lipidica, a regido apical permanece com

células pequenas, com material vesiculado no citoplasma, sem a presenca de hifas (Figura 9D).

(€)

Figura 9: Imagens de Microscopia Confocal (MC; A e D), e de luz, com campo claro (MLTCC; A-C e E). A)
Campo claro e fluorescéncia conjugada no microscépio confocal, mostra 0 embrido dentro da testa (seta), com as
células do suspensor (su) com hifas marcadas em vermelho. B) Células do suspensor (su) colonizado por hifas
(cabeca de seta), e hifas fora da testa (seta). C) Células do suspensor e da regido lipidica (rl) colonizadas com hifas
(cabeca de seta) e envolvido pela testa (seta). D) Embrido com hifas fluorescendo em vermelho (cabecas de seta),
colonizando a regido do suspensor (su), e na regido apical (ap) livre de hifas, a testa (seta) fluoresce em azul. E)
Embrifo mostrando a regido apical com células ndo colonizadas por fungo, a seta indica a testa.

Entre os nove e treze dias de co-cultivo, ocorre o crescimento das hifas pelo
suspensor e pela regido basal pelas células contendo substancias lipidicas do embrido. Nessa
fase, as hifas continuam a crescer, e chegam entéo a regido apical (Figura 10A). Quando as
hifas chegam nas células desta regido, crescem intensamente e se enovelam no citoplasma,
formando os pélotons (Figura 10B), levando a um aumento no volume da célula hospedeira
(Figura 10C). Além destas modificagcOes celulares observadas, obteve-se que nessa fase
também ocorre o inicio do rompimento da testa, e a formacédo dos primeiros pelos absorventes
(Figura 10D).
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Figura 10: Imagens de microscopia de campo claro (MLTCC; A-B e D) e fluorescéncia, no confocal (MC; C), de
embrides de C. purpurata germinando. A) Hifas, em vermelho, passando pelo suspensor (su) e chegando a regido
apical do embrido, formando os pélotons (cabeca da seta). B) Embrido cujas células micorrizadas (cabeca de seta)
mostram um aumento de volume. C) Hifas enoveladas (cabecas de seta), formando o péloton e fazendo com que
0 volume da célula aumente. D) Protocormo formando os primeiros pelos absorventes (setas).

Ap0s 16 dias de co-cultivo, as hifas ainda estdo presentes na regido do suspensor e
na regido lipidica (Figura 11A). Essas hifas permanecem intactas e ndo digeridas. Durante o
processo de micorrizagdo, ocorre 0 aumento no volume das células embrionarias, e o embrido
passa a ter mais células com a presenca das hifas, como observado a partir de 13 dias de co-
cultivo. Essas células micorrizadas passam a apresentar o nucleo hipertréfico, de dimensdes e
volume maiores, quando comparado com o nucleo das células ndo-micorrizadas (Figura 11B).

As hifas se concentram nas células da porcdo central (da regido apical) dos
protocormos. Nessa regido, as hifas ocorrem em diferentes estagios de interacéo, desde intactas,
com as paredes integras e membrana perifingica presente, como também em diferentes estagios

de degradacéo e digestdo celular (Figura 11B-C).
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Figura 11: Micrografias mostrando o desenvolvimento da interagdo fungo-célula do protocormo. As hifas (cabeca
de seta) se comportam diferentemente se estdo em células do polo suspensor, onde se alongam e atravessam o
citoplasma (A). Enquanto nas células da regido mediana do protocormo (B), as hifas se enovelam, formando os
pélotons, e essas células, além do aumento do citoplasma, apresentam nucleo hipertrofico (*). C) Hifa integra (hf)
e hifa em processo de digestdo (hd). D) Corpo mielinico (Cm) formado no interior de hifa bem elétrondensa. E)
Compartimento hifal delimitado pelas paredes celulares fangicas (pf), repleto de membranas degradadas (setas).
F) Estagio avanc¢ado de digestdo das hifas (cabeca de seta).

O estudo da ultraestrutura dos simbiontes evidencia que o processo de degradacao
e digestdo das hifas dos pélotons se inicia com os compartimentos hifais, o que equivale a uma
célula de fungo, quando estas se tornam escuras, ou eletrondensas (Figura 11C). Hifas integras
ttm um citoplasma claro (43letrontransparente), conforme observado nas imagens de
Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET; Figura 11C). Ja as hifas escuras passam a
apresentar corpos mielinicos (Figura 11D), termo atribuido em virtude dessa estrutura ser
semelhante a bainha de mielina de células nervosas animais, pois 0s corpos mielinicos sao
membranas que se rompem no citoplasma, e se organizam formando espirais (Figura 11D).
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Durante essa fase, na qual o citoplasma fungico se torna mais escuro e eletrondenso,
aparecem mais corpos mielinicos. Nesse processo de digestdo surge um estagio ultraestrutural,
no qual ainda se observa a parede celular fungica, mas o citoplasma passa a ser ocupado
totalmente por “pequenos pacotes” de membranas menores que 0s corpos mielinicos (Figura
11E). Seguindo a digestdo das hifas pelas células do protocormo, o produto do processo aparece
nas micrografias de MET com aparéncia semelhante a um pacote de material amorfo, com
regibes mais eletrondensas, formando linhas (Figura 11F).

As células embrionarias passam também por diversas mudancas em relacdo as
organelas citoplasmaticas, considerando sua distribuicdo, volume e nimero de organelas. Nas
sementes nao germinadas, além das células do suspensor, ocorrem outros dois outros tipos
morfologicos distintos: as células repletas de pequenos vacuolos e nucleos (Figura 12?), e as
células abundantes em corpos lipidicos (Figura 12B).

Durante a germinacdo, na periferia citoplasmatica das células vacuoladas, na regido
apical e mediana do embrido, aparecem plastidios com gréos de amido (Figura 12C), enquanto
nas células com muito conteudo lipidico, na regido basal do embrido, esse material deixa de
ocupar a maior por¢do do volume citoplasmatico, aparecendo na forma de goticulas menores
de lipideo (Figura 12D). Essas mudangas ultraestruturais ocorrem por volta dos sete aos nove
dias de germinacdo, e a visualizacdo dos nucleos dessas células se torna mais frequente,
provavelmente porque, ao diminuir o volume que os lipideos ocupam na célula, o nicleo ocupa
um volume proporcionalmente maior (Figura 12 D). Até esse estagio, poucas organelas, como
as mitocondrias, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico, podem ser visualizadas nas
celulas.

Com o avancar do desenvolvimento do embrido e a formacao do protocormo, de
nove a 13 dias apos o inicio do co-cultivo, o nimero de plastidios, na forma de amiloplastos,
aumenta proporcionalmente. Além de se tornarem mais numerosos na célula, frequentemente
sdo observados ao redor dos ndcleos (Figura 12E). Concomitantemente, as reservas de lipidio
vao diminuindo em numero de goticulas e em volume, e € formado um grande vacuolo no
centro das células da regido lipidica, por¢do basal do protocormo (Figura 12F). Apds 16 a 20
dias do co-cultivo, é possivel observar nos plastidios que as membranas dos tilacdides comecam
a se organizar, sobrepondo-se umas as outras, e formando a estrutura dos granum (Figura 12G).
Os gréos de amido ainda continuam presentes, sugerindo que ha uma conversao de amiloplastos
em cloroplastos. Nas células que apresentam contetdo lipidico foram observadas muitas
mitocOndrias, e estas, por muitas vezes, estavam associadas aos lipidios (Figura 12H), chegando

a circundar as goticulas de lipidio. Aparentemente, com base nas observacgdes registradas, a
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mobilizacdo lipidica pode estar associada ao metabolismo mitocondrial.

100 nm

Figura 12: Eletromicrografias de embrides e protocormos de C. purpurata. Na coluna da esquerda é apresentada
a evolucéo das células embrionarias da regido mediana e apical, e na da direita, a evolugéo das células da regido
basal, a qual contém células ricas em substancias lipidicas do embrido. A) Células da semente, mostrando muitos
vacuolos em todo o citoplasma, e ndcleos pequenos (nu). B) A maior parte do citoplasma é preenchida por lipideos,
gue se apresentam eletrondensos (li), e pequenos vaclolos (va). C) Células apresentam ainda muitos vactolos (va),
mas também alguns amiloplastos, com os gréos de amido (am). D) Células da regido lipidica do embrido, com
grandes goticulas de lipideo (li), ja com vactolos (va) grandes e ndcleo (nu). E) Muitos vacutolos (va) circundando
0s muitos amiloplastos (am), que por sua vez, envolvem o nucleo (nu). F) células com menor conteddo lipidico
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(1i), e com vacuolos grandes (va). G) Plastideo ja com granum (*), com membranas tilacdides organizadas, ainda
com gréos de amido (am). H) Mitocondrias (mi) envolvem e circundam goticulas de lipideos (setas).

A ontogénese da interacdo do fungo simbidtico e micorrizico Tulasnella (Isolado
Isca 2) com embrides e protocormos da orquidea C. purpurata evolui para o aumento de
organelas, como as mitocondrias, a hipertrofia dos nucleos, o crescimento das hifas dentro das
células do embrido, a digestdo dos pélotons, o surgimento dos amiloplastos e a conversdo destes

em cloroplastos.

2.4. DISCUSSAO

No presente trabalho, a germinagdo e o desenvolvimento de protocormos da
orquidea C. purpurata ocorreu no cultivo simbiodtico na presenca de fungos do género
Tulasnella, isolados de raizes ¢ de “armadilhas com sementes como iscas” (Iscas 2 e 3), e
também no meio MS (assimbidtico). O fungo Ceratobasidium, isolado de outra espécie de
orquidea, ndo foi capaz de induzir a germinacdo de sementes de C. purpurata, embora este
género de fungo tenha se mostrado bem eficiente na germinacéo de outras espécies de orquideas
(HERRERA et al., 2016; FREESTONE et al. 2022). A partir dos poucos estudos de germinacéo
simbiotica com outras espécies de Cattleya (ZETTLER & DVORAK, 2021, ENDRES JUNIOR
et al., 2023) e mais o que foi descrito neste estudo, fica aqui sugerido a especificidade de C.
purpurata com o fungo do género Tulasnella para a germinacdo de sementes. Os fungos
Tulasnella, isolados a partir de protocormos da natureza, promoveram as maiores taxas de
germinacdo, enquanto aqueles isolados da raiz mostraram taxas de germinacao menores do que
os isolados das iscas, mas ainda assim, maiores do que a taxa de germinacdo do meio
assimbidtico. Isso revela variacdes entre diferentes linhagens (podem ser espécies diferentes,
ou apenas individuos diferentes) de Tulasnella com relacdo aos seus efeitos na germinagéo de
sementes de C. purpurata.

Os pesquisadores Porras-Alfaro e Bayman (2007) mostraram que fungos isolados
de espécies de baunilha, das raizes crescendo no solo (Ceratobasidium) e das raizes ligadas ao
substrato (Tulasnella) mostraram desempenhos diferentes na germinagdo das sementes, e
apenas Ceratobasidium foi capaz de germinar as sementes e estimular o desenvolvimento dos
protocormos. Outros estudos também revelaram o fungo Ceratobasidium como responsavel
pela germinacéo simbiodtica de orquideas (DURAN-LOPEZ et al., 2019; FREESTONE et al.,
2022; PETERSON; CURRAH, 1990; WARCUP, 1973). No entanto, para a espécie do presente

estudo — C. purpurata — o fungo desse género foi testado, mas ndo se mostrou capaz de induzir
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a germinacgéo das sementes.

Para a germinacao de sementes da orquidea Epidendrum secumdum, a pesquisa de
Pereira e colaboradores (2011), mostrou a eficiéncia de germinacéo de diversos fungos isolados
das raizes, todos do género Tulasnella, e os resultados obtidos foram semelhantes ao do
presente estudo. Os autores obtiveram que a germinagdo com um isolado de Tulasnella mostrou
taxa de germinacdo maior que a de outros isolados do mesmo género, ressaltando a importancia
de se buscar os isolados com maiores chances de germinar as sementes, e possibilitar um maior
numero de plantulas simbidticas para usos em programa de reintroducdo de espécies de
orquidea na natureza.

Em estudo com C. intermedia, uma espécie simpatrica a C. purpurata, fungos
isolados das raizes da propria orquidea, pertencentes a espécie Tulasnella amonilioides,
favoreceram a germinacdo e o desenvolvimento de protocormos e de plantulas (ENDRES
JUNIOR et al., 2023). Os tratamentos com estes isolados mostraram também maiores taxas de
germinagdo, maior numero de folhas, raizes mais longas e maior massa seca, quando
comparados com o0s individuos que germinaram no meio MS com carvdo ativado
(assimbidtico).

A maioria dos estudos que avaliam a especificidade de micobiontes para orquideas
é referente a orquideas terricolas e espécies do hemisfério norte global (América do Norte,
Europa e Australia); também a maioria descreve alta especificidade entre espécies de orquideas,
e géneros ou espécies de fungos (BONNARDEUX et al., 2007; McCORMICK et al., 2006;
WARCUP, 1981). Em alguns casos, essa especificidade € tdo alta, que a espécie de fungo que
sustenta o desenvolvimento do protocormo e das plantulas é diferente da espécie de fungo que
estimula a germinacéo da semente (FUJI et al., 2020; MENG et al., 2019; STEWART; KANE,
2007).

No que tange ao desenvolvimento e & mudancas estruturais durante a germinagdo
das sementes, e desenvolvimento dos protocormos de C. purpurata, quando em associagdo com
o fungo micorrizico do género Tulasnella, encontramos novidades em relagéo a ultraestrutura
e ao padrdo de crescimento das hifas no interior das células. Durante a germinacéo, as células
do embrido apresentam um padréo estrutural e de polariza¢do, com células diferenciadas, ndo
s0 em relacéo a sua morfologia, mas também em relacdo as suas reservas nutritivas. A regido
basal do embrido, ainda com resquicios do suspensor, possui celulas com um vacutolo grande,
e outras células, ricas em lipidios. J& a regido mediana e apical do embrido possui células com
muitos vacuolos de pequena dimensdo, e apresentam conteldo proteico como provavel

substancia de reserva, por conta da elétrontransparéncia dos vacuolos. Vinogradova e
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Andronova (2002) descreveram padrédo semelhante de germinagdo e desenvolvimento para
orquideas terrestres com formacdo de um eixo longitudinal no protocormo, com células
embrionarias e células do suspensor em polos diferentes.

As sementes de orquideas apresentam corpos lipidicos e corpos proteicos como
substancias de reserva energética (ARDITTI; GHANI, 2000). Poucos estudos em literatura ja
observaram grdos de amido em proplastidios; geralmente, ndo ha reserva de carboidratos nas
sementes de orquideas, e os lipideos formam a maior fonte nutritiva das suas sementes
(ARDITTI; ERNST, 1992). No estudo sobre a geminacéo e o desenvolvimento da orquidea
medicinal micohetetréfica, Gastrodia elata, com colonizacdo por Mycena, fungo decompositor
de serrapilheira, ap6s o crescimento das hifas do fungo nas células embrionarias, 0s corpos
proteicos se degradaram, e os amiloplastos comecaram a aparecer (L1 et al., 2020).

Embora os lipidios sejam a fonte nutritiva nas sementes de orquideas, no presente
trabalho foi demonstrado que a mobilizacéo dos lipidios é lenta. Além disso, as micrografias
realizadas ao longo do desenvolvimento demonstraram que eventos como a entrada das hifas
do fungo micorrizico, a mudanca citoplasmatica das células embrionarias, com o aumento da
presenca de organelas, como amiloplastos e mitocondrias, o crescimento e a digestdo dos
pélotons, sdo processos que antecedem a mobilizacdo total dos lipidios. Esta descri¢do
evidencia-nos, portanto, que a energia necessaria a germinacao e ao desenvolvimento realmente
provém do fungo micorrizico.

Estudos sobre a ontogénese da germinacgéo simbidtica tém mostrado que a entrada
do fungo micorrizico na semente se da através das células do suspensor em orquideas epifitas
(Lletal., 2018; LI etal., 2020; PETERSON et al., 1990), e que nas células do suspensor nunca
se formam pélotons, fato também evidenciado pelo presente estudo. A conversdo de
proplastideos em amiloplastos, e destes em cloroplastos, ocorreu hum tempo curto para C.
purpurata. O embrido passou de um estado de metabolismo completamente dependente do
fungo micorrizico, com raros proplastideos a amiloplastos, e destes, a cloroplastos com
potencial fotossintético, em menos de 20 dias.

Com a chegada das hifas fangicas a regido apical do protocormo, mudancas
celulares comecaram a ocorrer com maior intensidade, mesmo nas células ndo micorrizadas.
As células micorrizadas mostraram citoplasma aumentado, nucleos hipertroficos e isso denota
uma intensa atividade metabolica (ARDITTI, 1967).

Apos a formacdo dos pélotons nas celulas embrionérias da regido mediana, ocorre
a digestdo de alguns pélotons, mas o que sinaliza o inicio dessa digestdo permanece nédo

esclarecido. O presente estudo sugere que as hifas senescentes é que serdo digeridas, pois



49

observou-se uma espécie de continuum morfoldgico, onde hifas integras possuem o citoplasma
eletrontransparente. Com os dias, vdo surgindo alteracbes celulares nas hifas, como
escurecimento do citoplasma, e o surgimento de corpos membranosos, denominados de “corpos
mielinicos” ou “structures myelin-like”. Apos, as hifas aparecerem em estagios avancados de
degradacdo, sem forma, e sdo envolvidas pela parede celular das células da orquidea.

Os corpos mielinicos podem aparecer em células de animais, de vegetais ou de
alguns tipos de microrganismos. Eles geralmente estdo associados a processos de estresse
oxidativo ou de morte celular, aparecendo em fun¢do de rompimentos de membranas internas,
que se organizam na forma de espirais, pois essa forma é mais estavel, ja que a composicao das
membranas é rica em fosfolipideos, com cabecas apolares, e 0 meio citoplasmatico é rico em
ions e moléculas com cargas idnicas, isto €, sdo polares. Entdo, as membranas se enrolam,
voltando suas regides apolares entre si, e formando espirais, cuja aparéncia nas
eletromicrografias de transmissdo se semelha as bainhas de mielina das células nervosas
(JOHNSON et al., 2002; POLLARD et al., 2022). Nos fungos, estes corpos mielinicos
aparecem em células em processo de senescéncia e de morte celular (BOK et al., 2003).

Sabe-se que o tempo médio de vida dos pélotons nas células corticais das raizes de
orquideas é de 48 horas, a partir deste dado surge a seguinte pergunta: as células das orquideas,
tanto as dos protocormos como as corticais das raizes, ao digerirem as hifas, poderiam estar
contribuindo para manter o vigor do fungo micorrizico, eliminando as por¢des senescentes do
fungo? A partir dos dados obtidos ainda ndo é possivel uma inferéncia, devendo-se centrar
novos estudos futuros para a elucidacdo da dinamica do metabolismo energético nesta fase de

desenvolvimento.

2.5. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

As sementes de C. purpurata tiveram sua germinacdo e desenvolvimento do
protocormo estimulados pelos isolados de fungos do género Tulasnella, enquanto o fungo
micorrizico do género Ceratobasidium ndo favoreceu a germinagdo desta espécie de orquidea.
Este resultado, somado aos registros de estudos prévios de germinagdo com outras espécies de
Cattleya e fungos Tulasnella, sugerem que as espécies de Cattleya tém especificidade em
relacdo a esse género de fungo, o qual é capaz de favorecer a germinagdo e estimular o
desenvolvimento da espécie em suas fases juvenis.

A presente tese foi capaz de gerar um protocolo eficiente na producdo de

protocormos simbioticos, que mantiveram seu desenvolvimento em incubadoras BODs e que
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se tornaram plantulas, com a primeira raiz bem desenvolvida.

Foram produzidas muitos protocormos simbi6ticos de C. purpurata, estes
continuaram se desenvolvendo nas incubadoras e foram acompanhados até se desenvolverem
em plantulas. Estas plantulas continuam se desenvolvendo até o presente momento, 140 dias
apos o inicio do cocultivo sementes/fungos Tulasnella.

As plantulas e plantas simbioticas de C. purpurata geradas pelo presente trabalho
sdo Gtimas candidatas para uso em programas de reintroducao na natureza, visto que segundo
a literatura plantas micorrizadas apresentam melhores respostas frente a estresses abioticos,
como periodos de seca, e estresses bidticos, como doencas causadas por patdgenos.

Para o estudo da morfologia e ultraestrutura dos protocormos em germinacao
simbiotica, a Microscopia Confocal e Eletrénica de Transmissdo combinadas sdo ferramentas
robustas para auxiliar a compreensdo de fenémenos celulares e ecoldgicos envolvendo

simbiontes.
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3. CAPITULO?2
Artigo a ser submetido a revista Enviromental Mictobiome.

O microbioma da “Rainha das Orquideas”: diversidade de microrganismos associados

as raizes de Cattleya purpurata

Summer Queen orchid microbiome: diversity of microorganisms living in Cattleya

purpurata roots

RESUMO

Introducdo: As orquideas compreendem uma das familias botanicas com maior riqueza de
espécies, chegando a 10% do total de plantas terrestres. Além disso, se destacam por ocupar
muitos tipos de ambientes diferentes, apresentarem grande variedade de formas e cores de
flores, bem como de estratégias para atrairem os polinizadores. Muitas pesquisas tém se
debrucado na descricdo e estudo de fungos endofiticos que se associam as orquideas, porém,
poucos estudos tém se dedicado ao conhecimento de outros tipos de organismos que podem se
associar as raizes das orquideas, como as cianobactérias e algas. Neste estudo, foi apresentada
uma gama de microrganismos associados as raizes da orquidea Cattleya purpurata, entre 0s
quais o primeiro registro de nematddeos tanto para raizes de orquidea, como para uma planta
epifita, bem como o primeiro registro de cianobactérias simbiontes intracelulares em orquideas.
Adicionalmente, apresentamos a taxa de micorrizacao e detalhes ultraestruturais das interagdes
micorrizicas nas raizes. Os registros foram feitos a partir de técnicas de Microscopia Confocal
(MC) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Transmissdo (MET). Resultados: Foram
observados microrganismos de distintos nichos ecolégicos na raiz, desde bactérias, fungos
endofiticos micorrizicos e ndo micorrizicos, cianobactérias potencialmente fixadoras de
nitrogénio, algas e nematddeos, que sdo animais que se alimentam dos fungos e bactérias
presentes nesse microambiente. O velame apresenta uma estrutura Unica, como espacos onde
antes ficava o protoplasto, espessamento e poros nas paredes, o velame apresenta condigdes
para o desenvolvimento de diversas espécies e grupos de microrganismos. Além disso, as
células do cortex da raiz apresentam condicGes de manter uma simbiose mutualistica, entre
fungo e orquidea, pois suas células deixam de produzir parede celular, mantendo um contato
direto entre sua membrana plasmatica e o fungo micorrizico. Assim, a troca de nutrientes entre

o0s parceiros ¢ facilitada Conclusdes: As raizes de C. purpurata apresentam um diversificado
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microbioma, caracterizado pela presenca de microrganismos fotossintetizantes, tais como algas
e cianobactérias, fungos decompositores e micorrizicos, e nematddeos, 0s quais se alimentam
de fungos, bactérias e algas que vivem nesse microambiente. Diante dessas evidéncias conclui-
se que a raiz de C. purpurata, e provavelmente as raizes de outras orquideas epifitas, atuam
COMO um microecossistema.

Palavras-chave: Orchidaceae. Velame. Micorriza orquiddide. Microrganismos simbiontes.

Cattleya purpurata.

ABSTRACT

Background Orchids represent one of the greatest botanical families within species richness,
being10% of all terrestrial plants. In addition, they become special for i) occupying panoply of
environments, ii) presenting a wide variety of flower shapes and colors, iii) strategies to attract
pollinators. Extent literature has focused on the endophytic fungi description associated with
orchids. However,few studies have been dedicated to other types of organisms that can be
associated with orchid roots, such as cyanobacteria and algae. In the present study, we present
a range of microorganisms associated with the Cattleya purpurata roots, their mycorrhization
rate, and root cells ultrastructural details. Originally we demonstrate nematodes associated with
orchid roots and an epiphytic plant, as well as, the symbiotic intracellular cyanobacteria in
orchids. Our data was originated using confocal microscopy and scanning and transmission

electron microscopy techniques.

Results Microorganisms from different ecological niches were observed in the orchid roots.
Among them bacteria, mycorrhizal and non-mycorrhizal endophytic fungi, cyanobacteria
(potentially nitrogen fixers), algae, and nematodes (feeding on the fungi present in this
microenvironment). We observed a unique structure in the velamen, including spaces
previously occupied by protoplast, wall thickening and pores, as well as velamen presenting
conditions for the development of several microorganisms groups and species. Additionally,
we describe cortex cells promoting a mutualistic symbiosis, between fungus and orchid; in
which, cortical cells stop cell walls production, allowing direct contact between partners (orchid

plasma membrane and the mycorrhizal fungus), ultimately facilitating nutrients exchange.

Conclusions The roots of C. purpurata present a diverse microbiome, characterized by
photosynthetic microorganisms, such as algae and cyanobacteria, decomposers and

mycorrhizal fungi, and also nematodes, which feed on fungi, bacteria and algae living in this
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microenvironment. Given these evidences, it is concluded that the root of C. purpurata, and
probably the roots of other epiphytic orchids, act as a microecosystem.

Keywords: Orchidaceae. Velame. Orchid mycorrhiza. Symbiotic microorganisms. Cattleya

purpurata.

3.1. INTRODUCAO

As orquideas possuem em suas raizes uma epiderme modificada. Nas espécies
epifitas costumam ter véarias camadas, e que em sua maturidade contam apenas com as paredes
celulares; esse tecido € o velame, responsavel por absorver dgua e nutrir a planta (JOCA et al.,
2017; ZOTZ; WINKLER, 2013). Além disso, o velame, por suas estruturas combinadas,
associadas a presenca de muitos poros e de espessamento anelados da parede celular, € capaz
de absorver 4gua muito rapidamente e de impedir a evaporacdo, além de formar uma camada
de protecdo contra a radiacdo ultravioleta (UV) aos tecidos que estdo internos ao velame
(CHOMICKI et al., 2015; HOBER et al., 2020). Associado a esse microambiente do velame,
nos ultimos anos, descobriu-se que as orquideas interagem com uma ampla variedade de
organismos, desde fotossintetizantes, como as algas e as cianobactérias (DEEPTHI et al., 2020;
TSAVKELOVA et al., 2007), até os saprofitos e outros decompositores, como muitas espécies
de fungos e de bactérias (CEVALLOS et al., 2018, KAUR & SHARMA, 2021).

Embora exista uma grande diversidade de fungos endofiticos no velame
(HERNANDEZ-RAMIREZ et al., 2023), poucos sdo os estudos que se debrucam sobre essa
interacdo. H& muito mais estudos sobre a interacdo entre fungos micorrizicos e orquideas,
provavelmente porque para a orquidea essa simbiose é obrigatéria (ARDITTI, 1992).
Sathiyadash e colaboradores (2012) registraram a colonizagdo micorrizica generalizada em
raizes de plantas adultas de 31 espécies de orquideas, das quais 23 espécies eram epifitas, porém
ndo mencionam a presenca de fungos ndo-micorrizicos.

Num estudo com orquideas da espécie Laelia autumnalis, em ambiente de floresta
no México, foi registrado que todas as raizes mostravam a presenca de fungos micorrizicos. Em
todos os sete locais de coleta, as raizes amostradas apresentaram os pélotons, que séo a forma
caracteristica da micorriza orquidoide, onde as hifas fungicas crescem, se ramificam e se
enovelam dentro das células das orquideas, formando um enovelado de hifas. Esses pélotons
foram observados em diferentes graus de degeneracéo, isto é, em diferentes etapas de digestdo

das hifas, 0 que gera o aporte de nutrientes as orquideas hospedeiras (JIMENEZ-PENA et al.,
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2018).

O presente trabalho teve como principal objetivo elucidar as estruturas anatbmicas
e celulares envolvidas na interacdo orquidea-microrganismo, bem como descrever a
diversidade de microrganismos associados as raizes de C. purpurata. Para tanto, foram
realizados estudos morfoldgicos das raizes, através de microscopias eletrénicas e confocal, e
avaliada a taxa de micorrizagdo, bem como aspectos relevantes da biologia celular das

interacdes orquidea-fungo em nivel ultraestrutural.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material vegetal e sitios de coleta

Foram analisados 20 individuos de C. purpurata, cujas raizes foram coletadas, em
area de Mata Atlantica, no Sul da Ilha de Santa Catarina.

Dois individuos foram coletados na restinga arbdrea no parque Monumento Natural
Municipal da Lagoa do Peri, sul da Ilha de Florianopolis, Santa Catarina. Quatro individuos
vieram da expedicdo “Orquideas Nativas de Floriandpolis”, a partir da qual o estudioso e
orquidofilo Marcelo Nascimento resgatou algumas touceiras da natureza, e forneceu amostras
de raizes. Além disso, foi amostrada uma populacdo que se encontra na Costa de Dentro, no
entorno do parque Monumento Natural Municipal da Lagoa do Peri, area de Floresta Atlantica,
em propriedade particular denominada de “Alambique do Zeca”, de onde outros 15 individuos
foram amostrados ao longo de 2 anos. Porcdes de trés a cinco centimetros de raizes saudaveis,
isto &, com velame branco, que se tornava esverdeado quando hidratado, sem manchas ou
buracos, foram coletadas a partir destes 20 individuos, e levadas para processamento no
Laboratorio de Ecologia do Solo, do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Santa Catarina (CCA, UFSC).

3.2.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e de transmissdo (MET)

Os tecidos foram fixados com solugdo de glutaraldeido 3% (v/v) em tampé&o
cacodilato de sodio (CaCO) 0,1M, em pH 7,2, por 24 horas. Posteriormente, seguiu-se a etapa
de pos-fixacdo com tetroxido de 6smio (OsO4) concentracdo 1% (v/v) em tampdo CaCO por 2
horas, e entdo as amostras foram desidratadas em série crescente de acetona (30, 50,70, 90 e

100%). Para as amostras que foram analisadas no microscépio eletronico de varredura (MEV),
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os tecidos desidratados foram secos em aparelho de ponto critico com fluxo de COg, e as
amostras foram recobertas com 30nm de ouro, montadas em stubs de aluminio com fita de
carbono. As raizes foram observadas em microscépio eletrdnico de varredura, modelo JEOL
JSM-6390LV, no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica, da Universidade Federal de
Santa Catarina (LCME, UFSC).

Para Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) o processo foi 0 mesmo
descrito acima, até a etapa de desidratacdo em acetona. Apos estas etapas de processamento, as
amostras foram infiltradas lentamente em resina SPURR (Sigma-Aldrich®). Entdo, os blocos
de resina contendo as amostras de raizes foram polimerizados em estufa, a temperatura
constante de 70 °C. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo. O registro do material foi feito no microscépio eletrénico de transmissdao JEM-1011
TEM, da Jeol Ltda®, também no LCME-UFSC.

3.2.3. Microscopia Confocal (MC)

Raizes saudaveis de C. purpurata foram fixadas em paraformaldeido 4% (v/v) em
tampado fosfato de sédio (NasPO4), concentracdo 0,1 M e pH 7,2. As amostras foram congeladas
e cortadas em aparelho de criostato (Leica®, modelo CM 1850). As secgdes de 50 micrémetros
foram coradas com fucsina &cida, para visualizacdo das hifas de fungos, e outros
microrganismos.

No microscopio confocal, foram usados os seguintes parametros:

a) Para visualizacdo das paredes celulares das orquideas, que possuem
autofluorescéncia em azul, foi usado o laser Diddio 405 nm para excitagdo, e foi coletada a
emissdo em azul, de 420 a 480 ym.

b) Para a visualizacdo de fungos e outros microrganismos, marcados com a fucsina
acida, para a excitacdo do corante foi usado o laser Argonio a 415 nm, e a faixa de emissao
coletada foi a do vermelho, de 600 a 650 nm;

c) Para a visualizagdo de microrganismos fotossintetizantes, tais como as
cianobactérias e as algas, os cortes ndo foram corados, e a autofluorescéncia da clorofila foi
visualizada com excitacdo do laser Argonio 488 nm (azul), e a faixa de emissdo coletada foi a
do laranja e vermelho (590 a 640 nm) (OLIVEIRA et al., 2016; SCHMIDT et al., 2012).

Para melhor visualizacdo dos microrganismos associados as raizes, foram feitas
séries de imagens no eixo Z, e entdo foi feita uma projecao tridimensional para mostrar a grande

variedade de microrganismos, e a sua distribuicao pelos tecidos do velame e cortex.
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3.2.4. Avaliacao da colonizagdo micorrizica das raizes

Raizes saudaveis de C. purpurata foram fixadas, cortadas e coradas com fucsina
bésica, em processo similar ao procedimento descrito para Microscopia Confocal. Um total de
10 seccOes transversais de raizes de 5 individuos foram avaliadas quanto a &rea do cortex
ocupada por estruturas micorrizicas. Foram considerados na analise, tantos os pélotons integros
quanto os degradados, com calculo de percentual de area de ocupacdo dada pela seguinte

equacdo, conforme modificacdes a partir de Gonzélez-Chavez et al. (2018):

[#(0%) + #(25%) + #(50%) + #(75%) + #(100%)]
Total number of segments

%Colonization by pélotons =

3.3. RESULTADOS

A raiz da C. purpurata mostra um velame multiestratificado com até 6 camadas,
gue em sua maturidade contam apenas com as paredes celulares. O protoplasto nesta fase é
perdido, e assim sdo criados 0s espacos no tecido, sendo estes ocupados por microrganismos
(Figura 1A-E). As paredes celulares das celulas do velame possuem espessamento reticulado e
muitos poros (Figura 1C), de diferentes tamanhos. Desta forma, apresenta uma estrutura que
comporta a permanéncia e a passagem de microrganismos (Figura 1E).

As raizes apresentaram em sua maioria, uma morfologia “dorso ventral” na qual a
regido que ficava em contato com o substrato € achatada, com menor numero de camadas de
células no velame, e com maior concentracdo de microrganismos no velame, e onde se
encontram mais células micorrizadas no cortex. Enquanto a porcdo oposta € arredonda e

apresenta poucos simbiontes, ou nenhum (Figura 1A).



60

4
PC e ~ &I |

Figura 1: Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV; A-C) e de Microscopia Confocal (MC; D-E),
mostrando a raiz de C. purpurata. A) Secc¢do transversal de raiz, mostrando as regides dorsal (dor), arredondada,
ventral (ven), achatada, o cilindro vascular (CV), o cortex (Cor) e o velame (Vel), com camadas de células mortas.
B) Hifas penetrando no cortex, através do velame e célula de passagem. C) Detalhe das estrias e poros na parede
celular das células do velame. D) Pélotons integros no parénquima cortical (cabeca de seta) e paredes celulares
espessadas da exoderme (azul mais intenso). E) Microrganismos simbiontes (cabega de seta) no interior do velame.

As raizes apresentam, em sua por¢ao mais central, o cilindro vascular com medula
parenquimatica (Figura 1A), e cortex com endoderme em contato com o cilindro vascular. O
parénquima cortical é composto por células grandes e paredes celulares finas (Figura 1D),
guando comparadas as células da endoderme e exoderme. A camada da exoderme apresenta
paredes celulares bem espessadas, e com células de passagem com protoplasma, enquanto as
células lignificadas sdo alongadas e sem citoplasma (Figura 1B).
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No parénquima cortical e nas células de passagem da exoderme ocorre a simbiose
com os fungos micorrizicos, onde as hifas se enovelam e formam os pélotons (Figura 1B-D).
Também foram observados pélotons digeridos, formando espécies de “pacotes” com material

fangico amorfo, e em digestdo (Figura 2A-C).

L5 PN e T el GENN B ' A m&
Figura 2: Imagens de Microscopia Confocal (MC; A), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV; B) e de
Transmissdo (MET; C-G), mostrando a interface das células corticais e hifas de fungos micorrizicos em C.
purpurata. A) Péloton integro, com hifas passando para a célula cortical adjacente (seta), e pélotons em diferentes
estagios de degradacdo (cabecas de seta). B) Parénquima cortical, ocupado por pélotons degradados (cabega de
seta). C) Detalhe de célula parenquimatica delimitada por parede celular (seta), com hifas integras (cabeca de seta)
e péloton degradado (Pd). D) Hifas (Hi) delimitadas pela membrana periflngica (cabeca de seta) e circundadas
por muitas mitocdndrias (m) da célula vegetal. E) Vesiculas (cabeca de seta) proximas e se fundindo a membrana
perifingica. F) Detalhe do doliporo (Do) do fungo (Hi) micorrizico. G) Detalhe de vesiculas com material
elétrondenso se fundindo a membrana periflngica (cabeca da seta), e sendo exportada ao meio em contato com a
hifa micorrizica (Hi).
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Foi possivel observar hifas de um fungo endofitico, provavelmente micorrizico,
penetrando as células do cortex, passando pelo velame e pela célula de passagem, da exoderme,
que é a camada mais externa do cortex (Figura 1B). No parénquima cortical, células com
pélotons integros e pélotons degradados, em digestao, podem ocorrer lado a lado (Figura 2A).
A digestdo das hifas e o crescimento dessas € tdo dinamico, que se observa na mesma célula
cortical hifas integras e hifas em diferentes estagios de digestdo (Figura 2A e C).

Quando as hifas estdo ativas no citoplasma das células do parénquima cortical, as
células vegetais ndo apresentam parede celular ao redor das hifas, e a membrana plasmatica
esta em contato direto com a parede do fungo micorrizico, sendo essa membrana especializada
denominada de membrana perifingica (Figura 2D). Com frequéncia, mitocdndrias e multiplas
vesiculas sdo observadas junto a membrana perifingica (Figura 2D e E), sendo inclusive
observada a fusdo de vesiculas as membranas perifingicas, e a exportacédo de vesiculas ao meio
extracelular, entre a membrana plasmatica e a parede celular fangica (Figura 2G). O espaco de
troca de moléculas entre célula vegetal e hifa do fungo micorrizico é chamado de matriz
interfacial, e neste espaco a parede celular vegetal é ausente (Figura 2D e F). Nas imagens de
Microscopia Confocal (MC), é possivel perceber que hifas integras ndo mostram
autofluorescéncia em azul, enquanto os pélotons em diferentes estagios de degradacdo voltam
a ter fluorescéncia nesta faixa, similar aquela observada na parede celular vegetal (Figura 2A).

As imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) revelaram uma
estrutura do septo, comum a todos os fungos basidiomicetos, porém com caracteristicas
especificas para alguns géneros de fungos micorrizicos orquiddides: o doliporo (Figura 2F).
Em todas as imagens registradas, o doliporo mostrou 0 mesmo padrdo ultraestrutural:
parentossomos encurvados, imperforados e com uma regido, proximal ao poro, elétrondensa,
caracteristico de doliporo do género Tullasnella.

As raizes também foram avaliadas quanto a area do cortex ocupado por pélotons,
na tentativa de estimar a importancia dos fungos micorrizicos para a orquidea, aléem das fases
iniciais de desenvolvimento. A taxa de micorrizacdo calculada foi de 18%, significando que a
média de colonizagdo micorrizica da area cortical foi de 18% da area total analisada na seccéo.

Muitas estruturas fungicas foram observadas nas células do velame. Esses fungos,
ocupando essa regido da raiz que é composta de paredes celulares e espagos vazios apenas,
serdo chamados de fungos endofiticos (Figura 3A). Diferentes fungos, com hifas de diametros
distintos, melanizados ou hialinos, além de esporos, foram registrados no velame (Figura 3B-
C).
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campo claro (B) e de fluorescéncia no microscépio confocal (MC; C), mostrando fungos endofiticos que ocupam
o velame de C. purpurata. A) Vista geral do cortex (Co) e do velame (Vel), mostrando hifas de diversos calibres
(cabeca de seta). B) Hifas (setas) e esporos (cabeca de seta) de fungos endofiticos melanizados no velame. C)
Hifas de morfologias distintas (setas) no velame.

O velame apresenta uma grande diversidade de microrganismos, de diferentes filos
e categorizados por exercerem diversos papéis biolégicos. Dentre 0s organismos
fotossintetizantes encontrados no velame, estdo as algas (Figura 4A), com talos unicelulares ou
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filamentosos, e de variadas formas (Figura 4B). Por meio da MC foram observados cloroplastos
individualizados nas células de algumas algas (Figura 4C), enquanto a MET confirmou a
presenca de microalga verde, evidenciada pelo cloroplasto com 2 membranas, tilacdides

organizados em pilhas, e a presenca de plastoglébulos (Figura 4D).

-4 M e ; FrU A e .

Figura 4: Imagens de Microscopia Confocal (MC), a partir da autofluorescéncia das paredes celulares da raiz (em
azul) e dos cloroplastos de C. purpurata (em vermelho), (imagens A-C). Em D, imagem de Microscopia Eletrénica
de Transmissdo (MET) de microalga verde no velame. A) Vista geral de parte da raiz mostrando, as maltiplas
camadas do velame, os organismos fotossintetizantes distribuidos pelo velame (setas) e os cloroplastos também
no cortex da raiz. B) Em azul, as paredes do velame, com poros, e em vermelho as microalgas, filamentosas e
unicelulares (setas). C) Detalhe de alga filamentosa, setas mostram as células com alguns cloroplastos. D) Detalhe
de alga verde, com plastogldbulos (P) no cloroplasto (Cl) e no ntcleo (Nu), e parede celular do velame (cabeca de
seta).
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Outro grupo de organismos fotossintetizantes associados as raizes da orquidea
estudada sdo as cianobactérias (Figura 5A-D), as quais podem estar concentradas, em grande
numero de individuos, preenchendo totalmente os espacos celulares do velame (Figura 5B).
Elas podem também apresentar um envoltério externo, que tem autofluorescéncia na faixa do
azul, como as paredes celulares das raizes (Figura 5C). As colbnias de cianobactérias podem se
organizar em filamentos longilineos (Figura 5D), em filamentos enovelados, ou também em

agregados de muitos individuos (Figura 5A e C).

Figura 5: Imagens de Microscopia Confocal (MC), mostrando cianobactérias no velame de C. purpurata. A)
Velame com espacos, onde se observa aglomerados de cianobactérias (cabeca de seta), e exoderme com parede
espessada. B) Vista longitudinal da exoderme (Exo) e velame (Ve), mostrando células de passagem (menores) e
células lignificadas (maiores), e grande concentragdo de agrupamentos de cianobactérias (cabega de seta) no
velame, logo acima da exoderme. C) Cianobactérias (cabega de seta) que apresentam um envoltério extracelular,
que também autofluoresce em azul. D) Cianobactérias dispostas em talos filamentosos no velame.

As cianobactérias foram observadas ndo apenas no velame, mas também dentro das
células do cortex (Figura 6A-B). E aqui tem-se o primeiro registro deste tipo de colonizacao
simbiotica: cianobactérias dentro de células vivas de orquidea. Geralmente as cianobactérias

sdo simbiontes, que vivem em espacos entre as células, ou em células mortas, com apenas
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paredes, como € o caso do velame. Neste estudo, foi observada a distribui¢do de cianobactérias
em células de passagem da exoderme (Figura 6A), e em célula do parénquima cortical (Figura
6B-C). Foi possivel observar, inclusive, a célula com as cianobactérias circundadas por células

com pélotons degradados (Figura 6C).

Figura 6: Imagens de Microscopia Confocal (MC), mostrando microrganismos e pélotons degradados
(autofluorescéncia em vermelho), e a presenca de cianobactérias em células de passagem e do parénquima cortical
de C. purpurata. A) Cianobactérias (setas) presentes no velame (Ve) e exoderme (Ex). B) Cianobactérias (seta)
em célula parenquimatica do cortex (co), e pélotons degradados no cértex (cabeca de seta). C) Detalhe das
cianobactérias dentro de célula, evidenciada na autofluorescéncia da parede da célula cortical (em azul) e por
pélotons degradados nas células parenquimaéticas adjacentes (cabeca de seta).

Um outro grupo frequentemente amostrado no velame foram os vermes do grupo
dos nematodeos (Figura 7A). Os nematddeos foram registrados em quase todas as raizes dos
individuos de C. purpurata da populacdo amostrada na localidade da Costa de Dentro, nas

imediacdes do Parque Municipal da Lagoa do Peri. A técnica de coloragdo com fucsina &cida e
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a analise de MC foi capaz de mostrar ndo somente a presenca dos invertebrados, mas também

detalhes da anatomia dos individuos (Figura 7B-C).

Figura 7: Imagens de Microscopia Confocal (MC), mostrando microrganismos (em vermelho) presentes no
velame de C. purpurata. A) Vista tangencial da raiz mostrando muitas células do velame com microrganismos,
presenca de um nematodeo (seta), e parte da exoderme (Ex), com o citoplasma da célula de passagem corado em
vermelho (cabeca de seta). B) Vista de um nematddeo, com parte de seu interior a mostra (seta). C) Nematddeo
(seta) ocupando algumas células do velame.
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3.4. DISCUSSAO

As raizes de C. purpurata mostraram anatomia padrdo para o grupo das orquideas
epifitas, com um velame multiestratificado, de até 6 camadas, cortex composto por celulas
parenquimaticas com pélotons, demonstrando a importancia da simbiose micorrizica mesmo na
fase adulta. Na maioria das raizes amostradas se observou uma forma dorsiventral, onde a face
ventral, voltada ao substrato, possuia velame com menor nimero de camadas celulares e a
maior parte dos registros para os microrganismos endofiticos. J& a face dorsal das raizes é mais
proeminente e arredondada, e apresenta menor frequéncia de microrganismos associados. Esta
regido fica voltada ao meio externo, em contato com o ar seco, e sob a incidéncia da radiagéo
solar. As raizes das orquideas podem se tornar dorsiventrais, como uma adaptacdo ao ambiente
epifitico, onde a regido dorsal arredondada tem uma fungdo protetora e a por¢do ventral tem
funcéo de absorcéo, com tricomas e reducédo do velame, e espessamento da exoderme (STERN,
2014).

O velame surge também em outras familias botanicas, como algumas Araceae e
outras monocotiledéneas epifitas, porém apenas nas orquideas este tecido é tdo especializado
(BENZING, 1990). Nas raizes das orquideas, as paredes celulares do velame apresentam um
complexo arranjo de poros e estrias lignificadas (PRIDGEON, 1983), que conferem funcdo de
absorcéo, pelo aumento da capilaridade e higroscopia no tecido (BENZING, 1990; Joca et al.,
2020). O velame também oferece suporte mecanico, evitando o colapso celular durante a
dissecacdo (ZOTZ; WINKLER, 2013), além de ter um importante papel na protecdo contra a
radiacdo ultravioleta (UV), pois pode sintetizar, nas células vivas, compostos como 0s
flavondides, que atuam na protecdo contra a radiacdo UV-B. Estes compostos fotoprotetores
sdo acumulados nas paredes do velame, ap6s o protoplasma ser perdido, garantindo uma
protecdo de longo termo a radiacdo UV-B (CHOMICKI Et al., 2015). A soma dessas
caracteristicas do velame propicia a formagdo de um micro-habitat, com um microclima que
favorece a vida e desenvolvimento de muitos tipos de microrganismos, que encontram nas
raizes da orquidea um local adequado para abrigo contra dessecacdo e radiagdo UV e recursos
alimentares.

As raizes de C. purpurata apresentaram uma grande diversidade de microrganismos
associados, que incluiu diferentes taxons e niveis ecoldgicos, desde procariontes, como as
bactérias e cianobactérias, a eucariontes unicelulares (algumas microalgas verdes), eucariontes
filamentosos (representados pelos fungos micorrizicos) e animais invertebrados, como 0s

vermes nematodeos. A diversidade também se mostra quantos aos nichos ecoldgicos dos
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organismos, como exemplo: as algas, que necessitam de muita umidade, e que realizam
fotossintese; os fungos, que podem ser decompositores do substrato onde a orquidea se fixa,
e/ou simbiontes mutualistas, como 0s micorrizicos; e 0s animais, como 0s nematodeos, que
neste contexto provavelmente estdo usando a raiz como abrigo e como local de alimentacéo,
visto que esses animais, quando de vida livre, se alimentam de algas, fungos e bactérias
(HAILU; HAILU, 2020), que sdo abundantes no velame. Dessa forma, € possivel afirmar que
as raizes de C. purpurata atuam como um microecossistema, e que neste ambiente existe a
formacéo de redes tréficas, com diferentes nichos, com microrganismos decompositores, como
as bactérias e espécies de fungos saprofiticos, aqueles fotossintetizantes, como as cianobactérias
e as algas, e os predadores, como 0s nematodeos.

Além disso, diante desta sugerida rede alimentar biodiversa, sugere-se no presente
trabalho que o velame tem um papel adicional na nutricdo da orquidea. O primeiro papel é
aquele ja bem validado na literatura, cuja contribuicdo € a de absorver a 4gua da chuva, que
pode ter nutrientes dissolvidos, como comprovado por Zotz & Winkler (2013). Além deste
papel, o velame também contribui nutricionalmente, por permitir que nutrientes, que sdo
produtos da digestdo que os microrganismos realizam, como as bactérias e os fungos
saprofiticos, no momento da hidratacéo da raiz, apds a chuva ou absorcdo de dgua do ar, esses
produtos da digestdo sejam carregados para os tecidos internos e vivos da orquidea, junto com
a 4gua como seu solvente.

Poucos estudos registram as cianobactérias como endofiticos em raizes de orquidea.
Em um deles, realizado com quatro espécies de orquideas epifitas tropicais, foram isoladas e
identificadas 24 espécies de algas (DEEPTHI; RAY, 2020). Além disso, surgem evidéncias de
que as cianobactérias isoladas das raizes atuam como fixadoras de nitrogénio, e 0
disponibilizam para as raizes das plantas as quais se associam. Os autores juntaram evidéncias
de que o velame atua como um “6rgdo ecossistema”, onde os parceiros simbidticos contribuem
no aporte nutricional das orquideas epifitas (DEEPTHI; RAY, 2020).

Em uma relagéo simbidntica com plantas diferentes, no caso, o arroz (Oryza spp.),
procedeu-se um co-cultivo de plantulas e duas linhagens de cianobactérias do grupo Nostoc,
observando-se células das cianobactérias colonizando as células da epiderme e da exoderme da
raiz. Mostrou-se também que o nitrogénio fixado pelas cianobactérias era disponibilizado as
plantulas, cujas raizes inoculadas mostraram incremento no comprimento total e na massa seca
(ALVAREZ et al., 2020). Em outro estudo com cianobactérias isoladas de raizes de arroz, cepas
do género Nostoc foram capazes de acumular e liberar fitormonios, tais como a zeatina e 0

acido indolacético para o meio de cultura (HUSSEIN et al., 2013). Este resultado sugere que
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esses simbiontes, além de terem papel na nutricdo da planta, também podem atuar
metabolicamente em seu hospedeiro, através da sinalizacdo hormonal e desenvolvimento do
vegetal parceiro (HUSSEIN et al., 2013).

Outros simbiontes muito frequentes no velame da espécie de orquidea deste estudo
foram os vermes nematddeos. Macroscopicamente, ndo se observou nenhum sintoma aparente
de doencas causadas por nematodeos e reconhecidas em vegetais nos individuos, nas raizes
coletadas no campo. Além disso, ndo existe ainda nenhum registro de nematddeos nas raizes
de orquideas, e este serd o0 primeiro documentado em literatura até o presente. Embora muitas
espécies de nematddeos causem doencas, e sejam pragas de diversos cultivares, a maior parte
das espécies de nematddeos € de vida livre, e se alimentam de microrganismos como os fungos,
bactérias, algas e até mesmo outros nematddeos. Esses microrganismos desempenham um
papel ecoldgico importante na decomposicdo e reciclagem de nutrientes organicos em um
ecossistema (HAILU; HAILU, 2020).

A simbiose mais estudada nas orquideas é a micorrizica, provavelmente por ser esta
a mais importante para a germinacdo, desenvolvimento e estabelecimento das orquideas em
ambientes naturais. De acordo com Hossain (2022), os primeiros estudos que evidenciaram a
presenca de fungos nas raizes e protocormos das orquideas datam do final do século XIX, e de
I4 pra ca os estudos tém se intensificado, principalmente nas Gltimas décadas, buscando nao sé
desvendar aspectos morfoldgicos e funcionais das interacfes, como também identificar os
parceiros fungicos (CURRAH.; ZELMER, 1992; DEEPTHI; RAY, 2018; PAARK et al., 2018;
RICHARDSON; CURRAH, 1995).

Apesar das raizes das orquideas epifitas terem um velame mais desenvolvido em
comparacao as das espécies terricolas, a coloniza¢do micorrizica € menor nas espécies epifitas.
Isso pode estar relacionado ao fato de que nas orquideas terricolas a principal fonte de nutrientes
venha dos parceiros micorrizicos, enquanto nas epifitas esse aporte de nutrientes pode estar
associado aos organismos endofiticos do velame (DRESSLER, 1990).

Num estudo com cinco espécies de orquideas da subtribo Pleurothallidinae foram
isolados mais de 200 fungos do velame, e o sequenciamento da regido ITS-ribossomal agrupou
os fungos em 12 ordens de Ascomicota e 3 ordens Basidiomicota, revelando uma grande
diversidade de fungos associados ao velame. Segundo os autores, os fungos micorrizicos das
espeécies de orquidea estudadas foram basicamente do filo Basidiomycota, e que toda a riqueza
de espécies do filo Ascomycota encontrada esteve associada ao velame. Estes, em sua maioria,
sdo saprofitos, associados as cascas das arvores, e a0 musgo do substrato, de onde as raizes

foram coletadas, sugerindo que parte da nutricdo das orquideas tenha se originado da digestao
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de matéria orgéanica realizada pelos fungos do velame (HERRERA et al., 2010).

No presente trabalho, C. purpurata mostrou uma taxa de coloniza¢do micorrizica
de 18%, enquanto estudos com raizes terrestres de trés espécies de Vanilla mostraram taxa de
micorrizacdo de até 70% da area do cortex. Para Chloraea gavilu, uma orquidea terricola da
regido dos Andes, a taxa de micorrizacdo foi superior a 30% (GONZALEZ-CHAVEZ et al.,
2018). Em um estudo com a orquidea terricola do género Paphiopedilum, a taxa de
micorrizacdo variou de 13 a 32% (IDRIS; QAMARUZ ZAMAN, 2020). Plantas com raizes
micorrizadas de Phalaenopsis amabilis, uma espécie importante comercialmente, mostraram
maiores taxas de sobrevivéncia e de aclimatacdo, frente ao estresse por alta luminosidade,
quando comparadas as plantas ndo micorrizadas (MING-CHIH et al., 2014), evidenciando as
vantagens de plantas micorrizadas.

Em relacdo a ultraestrutura da interacdo entre o fungo micorrizico e as células
parenquimaticas corticais, foi frequente a observacdo de uma intensa presenca de vesiculas e
de mitoc6ndrias junto a membrana perifingica (membrana plasmatica da célula vegetal em
contato com o fungo micorrizico). Estas organelas observadas podem estar participando da
exportacdo dos fotossimilados da planta para nutrir o fungo e/ou podem estar atuando na
digestdo das hifas antigas, e assim, contribuindo para a nutricdo da orquidea por meio da
digestdo e absorcdo de todo o contetdo hifal. Em um estudo com uma espécie de orquidea
micoheterotrofica, Liu et al. (2020) mostraram uma extensa rede de microtubulos e de vesiculas
associadas aos pélotons em processo de lise celular, e os autores sugerem gue a digestdo das
hifas ocorra por endocitose, sendo por isso justificada a presenca tdo evidente de vesiculas.

A presenca de doliporos nas hifas das raizes de C. purpurata permitiram a
identificacdo do género do fungo micorrizico associado as raizes. Doliporos s&o nano estruturas
nos poros dos septos presente em representantes de Basidiomycota. A morfologia do doliporo
pode ajudar a identificar o género do fungo. Por exemplo, o septo dolipdrico de Tullasnella tem
as seguintes caracteristicas: parentossomo levemente curvado, imperforado, com uma camada
distal elétrondensa, e uma camada eletrontrasnlcida na outra extremidade (ANDERSEN,
1996). Com base nesta descri¢do anatdmica, o fungo que formou micorriza com C. purpurata,
pertence ao género Tullasnella. Os fungos deste género (fase anamorfa: Epulorhiza) séo
conhecidos por decompor material vegetal morto, e tém sido descritos como formadores de
micorrizas em diversas espécies de orquideas terricolas e epifitas (ALMEIDA et al., 2007;
ANDERSEN; RASMUSSEN 1996; CURRAH; ZELMER 1992; CURRAH et al., 1997,
FREITAS et al., 2020; ZELMER et al., 1996; ZETTLER, 1997).
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3.5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

As raizes de C. purpurata apresentam um microambiente e um microbioma, com
organismos que realizam in loco desde a decomposicéo e fotossintese, até a predacao de outros
organismos que coabitam nesse local. Uma relagdo mutualistica também é registrada: o fungo
Tullasnella e as células das raizes de C. purpurata trocam nutrientes, e apresentam adaptacoes
morfologicas que facilitam essa troca, tais como a digestdo de parede por parte do fungo, e
durante um intervalo de tempo, a ndo reposicao da parede celular pela orquidea, o que permite
um contato direto entre membrana plasmética da orquidea e a parede celular do fungo
micorrizico. Vermes nematodeos também foram encontrados e descritos em raizes da orquidea
epifita pela primeira vez, e nessa relacdo parece que 0s vermes nao apresentam patogenicidade
para a planta, pois elas ndo mostraram sintomas macroscépicos de doencas, evidenciando uma
interacdo neutra para as orquideas.

Cianobactérias ja sdo conhecidas como simbiontes em diversas plantas, porém
poucos sdo 0s registros dessa simbiose intracelular, inclusive este € o primeiro registro da
presenca de cianobactérias intracelulares em orquideas. Para 0s poucos estudos que mostraram
essa simbiose intracelular, incluindo o presente, as evidéncias sdo baseadas em imagens de
Microscopia Confocal ou Microscopia de Luz transmitida. Assim, seria desejavel registrar a
interacdo ultraestrutural, objetivando aprofundar o conhecimento da interface entre o0s
simbiontes, tal qual j& se conhece na simbiose orquidea-fungo micorrizico. Nesta relacdo
simbidtica, no estagio de péloton integro ocorre a digestao da parede celular vegetal, e o tempo
em que a orquidea deixa de sintetiza-la, permite que os simbiontes tenham a troca de nutrientes
facilitada, através da matriz interfacial. Com as cianobactérias ocorreria uma estrutura
semelhante? A técnica de microscopia eletronica de transmissdo podera ser de grande ajuda
para elucidar essa questdo. Outra questdo interessante em relacdo as cianobactérias seria
confirmar se elas participam na nutricdo da orquidea, fixando nitrogénio e o disponibilizando
para a planta. Essa pergunta pode ser respondida, por exemplo, com experimentos com
radioisotopo de nitrogénio e analise de is6topos estaveis.

Outro ponto chave para evidenciar a hipotese de que a raiz de orquidea atua como
um microecossistema, seria identificar todos os microrganismos que vivem ali. Andlises de
metagénomica, com amplificacdo, e sequenciamento de porcoes especificas do DNA, como a
regido 16 S para bactérias, ITS para fungos, e 18S para eucariotos, podem identificar grande

parte destes microrganismos. Essa analise esta em vias de finalizacéo, e futuramente ird compor
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0 artigo sobre a diversidade de microrganismos associados as raizes de C. purpurata.

Fica aqui a hipotese de que, além de compor um microecossistema nas raizes de C.
purpurata, a maior parte destes microrganismos contribui para a sua nutricao, visto que boa
parte deles tém digestdo externa, e que toda a vez que o velame é embebido, seja pelo aporte
de &gua pluvial ou umidade do ar, a 4gua e os nutrientes dissolvidos nela entram rapidamente

nos tecidos internos da raiz.
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4. CONSIDERACOES FINAIS DA TESE

Os resultados do presente trabalho mostraram que as técnicas de Microscopia
Confocal (MC) e Eletronica, de Varredura (MEV) e Transmissdo (MET), sdo ferramentas
efetivas no estudo e descricdo de simbioses entre plantas e microrganismos. Estas
ferramentas revelam detalhes anatémicos das interacfes entre as células, e permitem ora a
identificacdo de organismos, ora da dinamicidade das interacdes entre os simbiontes.

Os protocormos desenvolvidos no presente estudo continuaram seu
desenvolvimento nas incubadoras BODs, formaram plantulas com folhas e a primeira raiz.
Uma parte destas plantulas estd sendo aclimatada em diferentes substratos em casa de
vegetacdo, visando a producdo de plantas para futuros programas de reintroducdo da C.
purpurata em ambientes naturais.

Por fim, a preservacédo de C. purpurata, uma espécie ameacada de extin¢do, mantém
preservada também uma rede de interacdes extensa na natureza. E isso ressalta a urgéncia
em se levantar estratégias para a sua conservacdo. Nesse caso, a espécie elencada pode ser
considerada como uma Espeécie-Bandeira (Flagship) para conservacdo da Floresta Ombroéfila
Densa (Mata-Atlantica), pois as estratégias de conservacao de seu habitat podem contribuir
para a preservacao de toda a biodiversidade a ela associada, bem como de outras espécies

sensiveis e presentes no mesmo ambiente.
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