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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae Juss. esta compreendida dentro da ordem Asparagales e da classe
Liliopsida (APG 1V, 2016). Devido a grande quantidade de géneros e espécies descritas a cada
ano é dificil a definicdo exata do nimero de representantes dessa familia, entretanto, em
revisbes mais recentes, estima-se que Orchidaceae possua cerca de 28.000 espécies, as quais
estdo distribuidas em 736 géneros, sendo considerada a familia com maior quantidade de
representantes dentro das Angiospermas (CHASE et al., 2015; CHRISTENHUSZ; BYNG,
2016).

A familia Orchidaceae possui uma ampla distribuicdo pelo globo, podendo ser
encontrada em todos os continentes, exceto nos polos, e nos mais diversos habitats, como as
florestas tropicais, tundras semiarticas e regides deserticas, em altitudes variando de 4500m até
o nivel do mar (PEREIRA; RIBEIRO, 2004). A familia apresenta maior diversidade de espécies
e géneros nas regides tropicais do mundo, especialmente nos tropicos americanos e do Sudeste

Asidtico, destacando-se as regides mais imidas e montanhosas (JUNCA, 2005).

Os individuos pertencentes a familia Orchidaceae apresentam grande diversidade em
ambas as caracteristicas vegetativas e reprodutivas sendo que algumas delas sdo caracteres
diagndsticos para diferenciar as Orchidaceae das demais monocotiledéneas (DRESSLER,
1983). Sdo elas: o posicionamento dos estames em apenas um lado da flor; presenca de estames
e pistilos fundidos, parcial ou completamente, formando estrutura denominada gimnostémio ou
coluna; presenca de forte zigomorfia das flores, seja pela reducéo ou supressédo de estames ou
pela presenca de pétala diferenciada, conhecida como labelo (Figura 1) (RUDALL;
BATEMAN, 2002).

As orquideas podem apresentar diferentes tipos de habitos, como epifitico, rupicola
(predominantes nos tropicos), terricola (comum em zonas temperadas) e algumas espécies sao
micoheterotroficas, as quais ndo realizam fotossintese e nutrem-se a partir da degradacgéo de
substratos por fungos saprotréficos e/ou micorrizicos a elas associadas (JULOU et al., 2005;
TATARENKO, 2007). Apresentam dois padrées de crescimento: monopodial, com

crescimento axial em um dnico eixo e simpodial, com crescimento lateral (CAMPQOS, 2008).
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Possuem folhas simples, geralmente apecioladas, com venacéo paralela, filotaxia alterna
distica, em raros casos espiralada, podendo variar desde coriaceas a membranosas e carnosas.
As inflorescéncias das orquideas s@o geralmente do tipo racemo, as flores sdo zigomorfas e
trimeras (PRIDGEON et al., 1999). Existe uma tendéncia evolutiva em Orchidaceae de
compactacdo do polen em estruturas aglutinadas denominadas polineas, sendo que 0s
individuos das subfamilias mais derivadas apresentam uma maior complexidade nessas

estruturas que possuem papel importante na polinizacdo (DRESSLER, 1990).
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Figura 1. Estruturas morfol6gicas da flor de Cattleya sp. (Orchidaceae), em A visdo lateral e frontal
evidenciando as principais estruturas presentes na flor de uma orquidicea, em B detalhes do
gimnostémio. Adaptado de (BARBERO, 2007)

As orquideas possuem raizes fasciculadas secundarias que emergem do caule, na
maioria das plantas as raizes apresentam uma camada externa de células mortas com parede
celular espessa, denominada velame, que possui funcdo principal de absorcdo de agua e
nutrientes (JOCA et al., 2017; ROTH-NEBELSICK; HAUBER; KONRAD, 2017).



16

O caule das orquideas possui estrutura semelhante ao das demais monocotiled6neas,
com tecido vascular disperso em diversos feixes envoltos por tecido parenquimatico. Pode
apresentar intumescimento, formando estruturas denominadas pseudobulbos, as quais tem

funcéo de reserva, principalmente de agua (DRESSLER, 1993).

O Brasil possui uma grande diversidade de orquideas, cerca de 2.548 espécies, dentre
as quais 1.636 sdo endémicas, distribuidas em 235 géneros, correspondendo a 12% da flora
orquidoldgica mundial (BARROS et al., 2015; GIULIETTI et al., 2005; ZAPPI et al., 2015).
As espécies da familia Orchidaceae podem ser encontrados naturalmente em todos os biomas
brasileiros, entretanto a maior diversidade estd na Mata Atlantica, onde sdo encontradas 791
espécies endémicas (STEHMANN et al., 2009).

Para o estado do Maranhéo o principal trabalho de levantamento da familia Orchidaceae
é o de Silva et al (1999) no qual foram identificados 103 diferentes espécies pertencentes a essa
familia. Entretanto, esse nimero foi atualizado atravées da publicacdo de novos registros para o
estado como os de Ferreira et al (2017). Atualmente, sdo registradas 120 espécies de orquideas
no Maranhdo, distribuidas em 52 géneros e encontradas nas diferentes fitofisionomias do estado
(FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2019).

Devido ao grande nimero de espécies e a diversidade a estas associada, a recuperagdo
de hipoteses filogenéticas robustas para a familia Orchidaceae tém sido um desafio. A
classificacdo tradicional das orquideas se baseava no uso de caracteres morfol6gicos, sendo 0s
mais relevantes a formacdo do gimnostémio e o nimero de anteras (CHASE, 2005). Com base
nesses e outros caracteres morfolégicos foi possivel a distingdo de 5 subfamilias pertencentes a
Orchidaceae (DRESSLER, 1993). Entretanto, diversas incertezas em relacdo ao
posicionamento de alguns grupos e espécies dentro da familia ndo foram possiveis de serem
resolvidas (CHASE, 2005).

O advento do uso de dados moleculares para a resolucdo de perguntas filogenéticas
possibilitou o surgimento de diversos trabalhos que buscaram entender melhor as relagGes entre
as orquideas (CAMERON, 2004; CAMERON et al., 1999; CHASE et al., 1994, 2003). Esses
trabalhos corroboram a hipotese de Orchidaceae como um clado monofilético e subdividido em
5 subfamilias, sendo elas: Apostasioideae, Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae e
Epidendroideae (CHASE, 2005; CHASE et al., 2015).

Galeandra blanchetii E.S.Rand e Trichocentrum cebolleta M.W.Chase & N.H.Williams
sdo espécies de orquideas nativas do Brasil, sendo a primeira delas endémica do pais. Sao
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encontradas em todas as regides do pais, exceto a Sul, distribuidas em diferentes dominios
fitogeogréaficos, como Amazonia, Caatinga e Cerrado, especialmente em vegetacdo de floresta
estacional decidual em matas de Cerraddo (FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO,
2019).

Os individuos de G. blanchetii sdo ervas epifitas, com caules em forma de
pseudobulbos, inflorescéncias do tipo racemo composto, as flores possuem sépalas e pétalas
verde-amareladas e labelo vistoso, trilobado, branco com bordas vinaceas (Imagem 2?)
(MONTEIRO, 2007). Trichocentrum cebolleta é uma espécie de orquidea de habito epifitico e
forma de vida erva, com pseudobulbos reduzidos em largura, alongados e cilindricos,
inflorescéncias do tipo racemo e flores compostas por sépalas e pétalas de coloracdo amarela
com maculas marrons e com o labelo trilobado (Imagem 2B) (MENEGUZZO, 2019). Essas
caracteristicas contribuem para o uso ornamental dessas orquideas implicando na importancia

do estudo do processo de germinacgdo de suas sementes e 0 processo de desenvolvimento dessas

plantas.

L.F. Varella

Figura 2. Flores de Galeandra blanchetii (A) e Trichocentrum cebolleta (B). Autores das imagens: Fabio de Barros
e LF. Varella. Disponiveis em:  <http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Galeandra_blanchetii> e
<http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Trichocentrum_ceboletta>.

1.2 Fungos Micorrizicos associados as orquideas

A grande maioria das orquideas produz frutos em formato de cépsulas os quais
apresentam sementes muito pequenas (DRESSLER, 1993). Variando no tamanho entre 0,05 a
6,0 mm, devido a essa caracteristica as sementes das orquideas ndo possuem endosperma e 0

embrido encontra-se reduzido a apenas algumas células, além de possuirem uma camada


http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Galeandra_blanchetii
http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Trichocentrum_ceboletta
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externa reticular de células delgadas (BARTHLOTT; GROSSE-VELDMANN;
KOROTKOVA, 2014).

Uma das estratégias evolutivas encontradas nesse grupo, a qual possibilita uma maior
probabilidade de germinacdo, é o investimento na producdo de um grande nimero de sementes
por fruto, variando de centenas a milhdes de sementes. Gragas ao tamanho reduzido das
sementes e a presenca de testa reticular que propicia grande superficie de contato com o ar, a
dispersdo das mesmas é anemocorica na grande maioria dos individuos, com alguns casos
relatados de zoocoria e hidrocoria (ARDITTI; GHANI, 2013).

Devido a falta de endosperma e outras reservas de nutrientes, a ndo ser pequenas gotas
de lipideos encontradas associadas ao embrido, as sementes de orquideas necessitam de uma
fonte externa inicial de energia para o desenvolvimento do embrido, a qual é provida através da
associacdo de fungos micorrizicos, os quais degradam a matéria organica presente no substrato
ao qual esta fixado e propiciam nutricdo as sementes até que atinjam o estagio de protocérmio
no qual fazem fotossintese (ARDITTI, 1992; OTERO; ACKERMAN; BAYMAN, 2002).

As espécies pertencentes a familia Orchidaceae possuem estritas relacdes com fungos
micorrizicos, principalmente durante os estagios iniciais de seu desenvolvimento, nos quais as
orquideas se utilizam da fonte energética fornecida pela digestdo de hifas formadas
intracelularmente em estruturas conhecidas como pelotdns, consistindo um estagio
micoheterotrofico no seu ciclo de vida (PEREIRA et al., 2005%).

A simbiose fungo-orquidea tem inicio quando a semente da planta entra em contato com
um substrato contendo o fungo especifico adequado a sua interacdo. O processo de germinacao
tem inicio quando o fungo penetra a testa da semente e alcanca o embrido (RASMUSSEN,
1995). As hifas infectam as células corticais formando os pelotons, que séo digeridos pelas
células da orquideas possibilitando a absorcdo dos carboidratos presentes no fungo
(ATHIPUNYAKOM; MANOCH; PILUEK, 2004).

Esse tipo de nutricdo também é denominada micoheterotrofismo e pode ser encontrada
em outras familias de monocotiledoneas e dicotiledoneas, tais como: Burmanniaceae,
Corsiaceae, Lacandoniaceae, Petrosaviaceae e Triuridaceae, Ericaceae, Polygalaceae e
Gentianaceae (LEAKE, 1994; MCKENDRICK et al., 2000).

Entretanto, esse tipo de relacdo ecoldgica € notavelmente importante para a familia

Orchidaceae, na qual todas as espécies necessitam dessas associa¢des para seu desenvolvimento
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inicial, sendo que algumas espécies de orquideas terricolas sdo aclorofiladas e continuam
parasitando constantemente as micorrizas (RASMUSSEN, 2002). Essas associa¢Ges tem um
impacto direto no desenvolvimento da planta, sendo um fator limitante para sua germinacao e
crescimento até o estagio de plantula (RASMUSSEN, 2002).

As micorrizas das orquideas sdo visualmente semelhantes as micorrizas arbusculares e
sdo caracterizadas histologicamente como endomicorrizas devido ao desenvolvimento dos
peloténs dentro de células parenguimatosas vivas nas raizes e rizomas em estreita ligagdo com
0 plasmalema da planta invaginada (RASMUSSEN; RASMUSSEN, 2009).

A diversidade de fungos associados as orquideas sejam eles saprotroficos,
ectomicorrizicos ou parasitas estda compreendida no grupo dos basidiomicetos em cinco
principais subgrupos: os Heterobasidiomycetes, Hericianae, Hymenocaetanae, Thelephoranae
e Agaricanae (RASMUSSEN, 2002)

A maior parte desses fungos sdo identificados como rizoctonidides ou fungos
semelhantes a Rhizoctonia DC., muito conhecidos por sua importancia econdémica, pois
diversas espécies podem causar fitopalogias em plantas cultivaveis, tanto alimenticias quanto
ornamentais. Algumas outras espécies sdo saprotroficas ou endofiticas, como as que realizam

interacGes com as orquideas (SNEH et al., 2013).

Os fungos rizoctonidides sdo caracterizados por possuirem ramificagdo das hifas em
angulo de 90°, constricdo no ponto de ramificacdo e um septo na hifa ramificada, préximo ao
seu ponto de origem (OTERO; ACKERMAN; BAYMAN, 2002). Frequentemente possuem
cadeias de hifas infladas, chamadas de células monilioides. Outra caracteristica importante
desses fungos é que é extremamente raro a observacdo do estagio sexual e a formagédo de
esporos (NONTACHAIYAPOOM; SASIRAT; MANOCH, 2010).

Além disso podem ser caracterizados a partir do nimero de nacleos presentes em células
jovens, sendo observadas células uni, bi e multinucleadas. Outro carater morfoldgico que é
utilizado na distincdo entre os diferentes géneros sdo os chamados grupos de anastomose,
identificados pelo fato de que dois fungos pertencentes ao mesmo grupo tem suas hifas fundidas
qguando entram em contato umas com as outras (NONTACHAIYAPOOM; SASIRAT,
MANOCH, 2010).

Os fungos rizoctonioides associados a orquideas pertencem principalmente aosgéneros
Cerathoriza R.T.Moore, Epulorhiza R.T.Moore e Rhizoctonia DC (PEREIRA et al., 2011).
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Vaérios dos fungos endofiticos rizoctonioides de orquideas sdo saprofitos e crescem em madeira
em decomposicdo (RASMUSSEN, 2002). As rizoctonias associadas a orquideas produzem uma
série de enzimas, tais como as degradadoras de carboidratos e lignina, que permitem a
decomposicdo do substrato ao qual estdo aderidos (RASMUSSEN, 1995).

Diversos trabalhos vem demonstrado as associacfes existentes entre orquideas e fungos
micorrizicos e suas especificidades. Dentre estes, podemos citar os trabalhos de Otero et al
(2002), Bayman et al (1997), Herrera et al (2017), Valadares et al (2012), entre outros, 0s quais
fazem levantamentos dos fungos micorrizicos presentes em diferentes espécies de orquideas
em varios habitats, sendo que alguns desses fungos apresentam forma de vida conhecida apenas
em associacdes com essas plantas, demonstrando a intrinseca relagcdo entre esses dois grupos

de organismos.

Além desses, vale ressaltar os trabalhos que, além de realizarem os levantamentos dos
fungos associados a orquideas, buscam utiliza-los no cultivo simbiético in vitro das mesmas,
tais como os de Pereira (2005b), (SWANGMANEECHARERN; SERIVICHYASWAT;
NONTACHAIYAPOOM, 2012) e (NONTACHAIYAPOOM; SASIRAT; MANOCH, 2011).
Esses estudos avaliaram a eficacia desses fungos na germinacdo de sementes de orquideas,
principalmente em comparacdo com formulacGes de meios de cultura amplamente utilizados
para o cultivo assimbidtico dessas plantas e demonstraram a eficacia de diversos desses fungos
no desenvolvimento de sementes de orquideas, apresentando taxas de germinacdo iguais ou

superiores as observadas em meios de cultivo assimbioticos de formulacgéo cientifica.

1.3 Cultivo in vitro de orquideas

O habito de cultivar orquideas € bastante antigo, com relatos encontrados em inscritos
chineses de mais de 2000 anos a.C, sendo que 0 auge dessa préatica teve inicio a partir do seculo
XIX. Nessa epoca era realizado o cultivo de orquideas adultas retiradas de seus habitats, as
quais tinham germinado naturalmente, pois métodos para a germinacdo das sementes dessas

plantas eram considerados impraticaveis (HEW, 2001).

A existéncia de germinacdo em orquideas permaneceu desconhecida até o inicio do
século X1X, quando Salisbury (1804) evidenciou a germinacgdo de sementes de trés espécies de
orquideas. Entretanto, o mecanismo envolvido na germinacdo ndo fora explicado. Apenas

quando Noel Bernard, em 1909, publicou o primeiro trabalho cientifico que demonstrou serem
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fungos micorrizicos os responsaveis pela germinagdo das sementes de Orchidaceae elucidou-
se esse mecanismo (ARDITTI, 1992).

Com base no crescente numero de estudos relacionando os fungos micorrizicos
associados as orquideas e em seus proprios estudos sobre a influéncia de carboidratos no
desenvolvimento de plantas, o botanico americano Lewis Knudson, em 1922, desenvolveu pela
primeira vez um meio de cultura para germinag&o assimbidtica, constituido unicamente de sais
minerais, acUcar e agar, no qual inoculou sementes oriundas de plantas dos géneros Cattleya
Lindl., Laelia Lindl. E Epidendrum L (ARDITTI, 1967, 2009).

Apds os trabalhos de Knudson, surgiram diversas formulacdes de meios de cultura para
orquideas, dentre elas destacam-se as de Vacin&Went(1949) e Murashige & Skooge (1962).
Além desses, diversos outros meios de cultura compostos por formulagfes mais simples e
baratas, utilizando-se fertilizantes quimicos e adicdo de frutas, foram propostos como
alternativas para os meios tradicionais, 0s quais exigem uma grande quantidade de reagentes e
custos mais elevados (FARIA et al., 2012).

Embora a propagacdo in vitro das orquideas esteja sendo feita hd muitas décadas,
existem grandes diferencas nas exigéncias de cada espécie (ARDITTI, 1967, 1984; REGO-
OLIVEIRA etal., 2003; STANCATO; FARIA, 1996; TAKAHASHI; OGIWARA; HAKODA,
2000; ZETTLER; SUNLEY; DELANEY, 2000). Assim, ainda é necessario estabelecer os
melhores meios e condicdes de cultura para a maior parte delas. Essa caréncia € especialmente

latente quando se trata de espécies sem interesse econémico (ARDITTI, 2009).

A formulacdo de Murashige e Skooge (MS) (MURASHIGE & SKOOGE, 1969)
continua sendo 0 meio assimbiético utilizado para o cultivo in vitro da maioria das espécies de
orquideas e diversas outras especies vegetais. Seu uso € feito tanto para a germinagdo e
crescimento a partir de sementes, quanto para a clonagem de orquideas a partir de protocérmos.
Os componentes basicos do meio MS sdo divididos em macronutrientes, micronutrientes,
FEDTA e vitaminas. Entre 0os macronutrientes estdo o nitrato de amonio e nitrato de potassio,
0s quais tem sua compra e armazenamento controlados pelo exército brasileiro, o que dificulta

a utilizacdo desses meios para o cultivo de orquideas (FARIA et al., 2012).

Existem também os meios de cultivo simbidticos, nos quais utilizam-se culturas de
fungos micorrizicos previamente isolados de orquideas para a germinacédo de sementes dessas
plantas (PEREIRA et al., 2005b, 2005%). Diversos trabalhos vém demonstrando a eficiéncia

desse método no cultivo in vitro de orquideas, principalmente nas espécies que ndo conseguem
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germinar nos meios de cultura convencionais (BUSTAM; DIXON; BUNN, 2014; PEREIRA et
al., 2011, 2005b; SWANGMANEECHARERN,; SERIVICHYASWAT;
NONTACHAIYAPOOM, 2012).

Essa estratégia primeiramente requer o devido isolamento de fungos eficazes para o
cultivo e o estudo da especificidade de determinadas espécies de orquideas em relacdo aos
fungos micorrizicos para o estabelecimento de protocolos para o cultivo simbi6ticos in vitro
dessas espécies (PEREIRA et al.,, 2005b). Dessa forma, o conhecimento dos fungos
micorrizicos associados as raizes de orquideas e a andlise do seu potencial uso para a

propagacao simbidtica dessas espécies € importante para conservagdo e manejo dessasplantas.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

- Isolar e caracterizar fungos micorrizicos rizoctonioides das raizes de duas espécies de
orquideas nativas, Trichocentrum cebolleta M.W.Chase & N.H.Williams e Galeandra
blanchetii E.S. Rand., e analisar a eficiéncia desses isolados na germinagdo simbiética

in vitro dessas espécies;

2.2 Especificos

- Isolar fungos endofiticos das raizes de Trichocentrum cebolleta e Galeandra blanchetii;

- Realizar a triagem dos isolados fungicos isolados;

- Caracterizar morfologicamente os isolados fangicos rizoctonidides;

- Inocular as sementes das duas espécies de orquideas em meios assimbioticos e
simbidticos;

- Avaliar a eficiéncias dos isolados flngicos na germinacéao e desenvolvimento dos

protocormios das duas espécies de orquideas.
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Cultivo simbidtico in vitro de Trichocentrum cebolleta e Galeandra blanchetii (Orchidaceae Juss.)
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Resumo

Para germinar na natureza, as sementes de orquideas dependem de fungos micorrizicos para fornecer
carboidratos, vitaminas e fatores de crescimento para a germinagédo de suas sementes. O uso de fungos para
0 a germinacéo in vitro de espécies de orquideas pode ser uma alternativa aos meios de cultivo assimbiotico
tradicionais. Esse trabalho isolou fungos endofiticos das raizes de duas espécies de orquideas nativas
brasileiras Trichocentrum cebolleta M.W.Chase & N.H.Williams e Galeandra blanchetii E.S. Rand., sendo
22 e 24 morfotipos fungicos respectivamente, dos quais foram identificados dois isolados rizoctonidides
advindos um de cada espécie de orquidea, os quais foram utilizados em ensaios de germinacéo constituindo
meios simbioticos em comparagdo com a formulagéo assimbidtica de Murashige & Skoog (MS). Observou-
se germinacdo de T. ceboletta no meio MS, atingindo o estagio 3 de desenvolvimento, enquanto em ambos
0s meios simbioticos as sementes desenvolveram-se até o estagio 1 de germinacéo, o que pode ser explicado
pela ndo compatibilidade entre as espécies de orquideas e os isolados fungicos utilizados nos ensaios. Nao
foi observada germinagdo de G. blanchetii em nenhum dos tratamentos que pode ter acontecido devido

inviabilidade das sementes ou da necessidade da quebra de dorméncia das mesmas.
Palavras-chave: Orquideas, fungos micorrizicos, germinacéo.
Abstract

The use of fungi for the in vitro germination of orchid species may be an alternative to traditional
assymbiotic media. This work isolated endophytic fungi from the roots of two native brazilian orchid
species Trichocentrum cebolleta M.W.Chase & N.H. Williams and Galeandra blanchetii E.S. Rand, with
22 and 24 fungal morphotypes, respectively, of which two Rhizoctonia-like isolates from the two orchid
species were identified, which were used in germination trials constituting symbiotic medium in

comparison to the Murashige & Skoog (MS). Germination of T. ceboletta was observed in the MS medium,
reaching stage 3 of development, while in both symbiotic means the seeds developed until stage 1 of
germination, which can be explained by the non-compatibility between the species of orchids and the fungal
isolates used in the assays. No germination of G. blanchetii was observed in any of the treatments that could
have happened because of the non-viability of the seeds or the need of the dormancy breaking of the seeds.

Key words: Orchids, mycorrhizal fungi, germination
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Introducéo

Orchidaceae Juss., possui uma grande diversidade, com estimativas de 28.000 espécies distribuidas em 736
géneros, sendo considerada a maior familia botanica dentre as angiospermas (Chase et al. 2015;
Christenhusz & Byng 2016). O Brasil é responsavel por grande parte dessa diversidade, possuindo 2548
espécies distribuidas em 235 géneros, sendo que 1636 dessas espécies sdo endémicas (Barros et al. 2015;
Giulietti et al. 2005).

Como resultado de processo adaptativo para a anemocoria (Arditti & Ghani 2013), as orquideas produzem
frutos com sementes muito diminutas, variando entre 0,05 e 6,0 mm de comprimento, as quais séo

produzidas em taxas de milhares a milhdes por fruto (Barthlott; Grosse-Veldmann; Korotkova 2014).

Entretanto, essa vantagem observada na dispersdo é contrabalanceada no processo de germinagéo. Devido
ao investimento dessas plantas na producdo de muitas sementes por fruto ocorreu, ao longo da evolucéo
desse grupo, a perda de estruturas de reserva nutritiva associadas. As sementes de orquideas ndo possuem
endosperma e sdo basicamente constituidas por um embrido central, formado por poucas células, envolto

por uma testa reticular delgada e leve que auxilia no processo de dispersao da semente (Dressler 1993).

Sendo assim, na natureza as sementes das orquideas necessitam de associagdes simbidticas com fungos
micorrizicos para poderem germinar. Esses fungos degradam a matéria organica presente no substrato e
provém nutrientes para o desenvolvimento inicial do embrido das sementes, compreendendo um estagio
micoheterotrofico do desenvolvimento dessas plantas (Rasmussen & Rasmussen 2009). A maior parte da
diversidade de fungos micorrizicos associados a germinacéo de sementes de orquideas sdo identificados
como rizoctonidides ou fungos semelhantes a Rhizoctonia, geralmente pertencentes aos géneros
Cerathoriza R.T.Moore, Epulorhiza R.T.Moore e Rhizoctonia DC (Sneh et al. 2013).

Com o intuito de possibilitar a germinacdo de sementes de orquideas sem a presenca de fungos micorrizicos,
foram desenvolvidas diversas formulagcdes de meios de cultura assimbioticos, dentre as quais destacam-se
as de Knudson (1922) e Murashige & Skoog (1962). Esses meios de cultura sdo constituidos pela mistura
de diversos sais compreendendo macro e micronutrientes, além de um aporte de carboidrato, vitaminas e,

em alguns casos, hormonios vegetais (Arditti 2009; Faria et al. 2012).

Entretanto, orquideas cultivadas por esse processo possuem taxas de sobrevivéncia muito pequenas ao
serem transferidas aos seus habitats naturais e requerem um processo de aclimatacéo (Pereira et al 2005).
Algumas espécies de orquideas apresentam germinacéo lenta e em baixos percentuais ao serem inoculadas
nesses meios assimbioticos, fazendo com que surja a necessidade do desenvolvimento de alternativas para
o cultivo dessas plantas, principalmente no caso das espécies nativas que ndo possuem interesse comercial

e/ou sofrem ameaca de extin¢do (Bustam et al 2014).
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Dessa maneira, 0 objetivo do presente trabalho foi isolar fungos micorrizicos de raizes de duas espécies de
orquideas nativas do Maranhdo, Trichocentrum cebolleta M.W.Chase & N.H.Williams e Galeandra
blanchetii E.S. Rand., analisando a eficiéncia na germinacao simbiotica in vitro das sementes dessas

plantas.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Estudos sobre Orquideas e no Laboratério de
Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Maranh&o no Campus Dom
Delgado entre os meses de janeiro e junho de 2019.

Material vegetal

Foram estudadas duas espécies de orquideas nativas do Maranhdo: Trichocentrum cebolleta e Galeandra
blanchetii. Foram coletados cinco individuos de cada espécie de orquidea, advindos de duas populacGes
naturais distintas na llha de S&o Luis, Maranhdo: (2°31'44.7"S 44°17'43.5"W — T. cebolleta, 2°33'24.1"S
44°18'28.7"W — G. blanchetii). Cinco plantas de cada espécie foram cultivadas em casa de vegetacdo da
Universidade Federal do Maranh&o, em vasos plasticos contendo como substrato uma mistura meio a meio
de sementes de acai (Euterpe oleracea Mart., Arecaceae) e casca de pinus (Pinus sp., Pinaceae). Quando
floresceram em cultivo, as flores das duas espécies foram autopolinizadas e os frutos capsulares

monitorados até proximo de seu amadurecimento (fase em que a porcdo apical do fruto comeca a ficar
amarelada). Com base no periodo de amadurecimento dos 5 frutos de cada espécie, foi calculado o tempo
médio de maturacdo. Em laboratoério, os frutos maduros e indeciduos foram retirados das plantas. Em
seguida, as sementes foram coletadas e armazenadas em envelopes de papel absorvente que ficaram dentro
de potes plasticos em refrigerador, sob temperatura de 4 °C durante 2 meses até a inocula¢do nos meios de

cultura.
Isolamento dos fungos

Para o isolamento dos fungos endofiticos das duas espécies de orquideas, foram coletados cinco pedacos
de raizes jovens e integras de cada um dos cinco vasos de G. blanchetii e dos cinco vasos de T. ceboletta
em cultivo. Em seguida, esses pedacos de raizes foram lavados em agua corrente para retirada de detritos e
partes do substrato ao qual estavam fixados. Em camara de fluxo laminar, as raizes passaram por processo
de desinfestacdo superficial que consistiu de lavagem em etanol 70% durante 1 minuto, seguida de

hipoclorito de sodio a 20% (0,5 de cloro ativado) e 5 lavagens consecutivas em agua destilada e autoclavada.

Em seguida, ainda no fluxo laminar, as raizes foram cortadas com auxilio de bisturi estéril em fragmentos
de aproximadamente 0,5 cm e distribuidas em placas de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA) Merck Milipore (39g/L) previamente autoclavado a 121°C durante 15 minutos. Foram

inoculados 5 fragmentos de raiz por placa, sendo 4 placas por espécime totalizando 20 placas por espécie.
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As placas contendo as raizes foram mantidas em temperatura ambiente (25 °C + ou — 3 °C) na presenca de

luz durante uma semana propiciando o crescimento dos fungos no meio de cultura.
Caracterizacao dos isolados fungicos

Os fungos isolados dos fragmentos foram triados a partir de observacéo de caracteristicas morfoldgicas. Os
morfotipos foram separados em duas categorias: fungos endofiticos e os endofiticos potencialmente
micorrizicos a partir da observacdo da taxa de crescimento e caracteristicas morfoldgicas como coloragéo
da col6nia, tamanho da coldnia e principalmente pela presenca ou auséncia de células conidiogénicas, ja os
fungos rizoctonioides, por sua vez, foram separados de acordo com outras caracteristicas, sendo elas:
coloracéo das hifas, ramificacdo das hifas em angulo de 90°, constrigdo da hifa na altura do septo, presenca
ou auséncia de grampos de conexdo e células monilioides (Currah et al 1997; Pereira 2001; Pereira et al
2005).

Inoculacéo das sementes

Em cémara de fluxo laminar, aproximadamente 200 mg de sementes pesadas com auxilio de balanca de
precisao, foram desinfestadas superficialmente atraves de lavagem em solucdo de hipoclorito de sédio a
20% (~0,5% de cloro ativo) durante 10 minutos sob agitacéo constante. Em seguida, foram feitas 3 lavagens
com agua destilada autoclavada e as sementes desinfestadas foram mantidas em 10 ml de &gua destilada.

Em seguida, com o auxilio de micropipetador, 400 uL da suspensdo de dgua e sementes foi inoculada em
cada uma das cinco placas de Petri contendo 20 ml dos meios utilizados para os ensaios de germinagéo por
tratamento, sendo eles: Murashige & Skoog (MS) (1962) modificado (metade das concentracdo de macro
nutrientes, sem a adicdo de glicina e pH ~5,6) como descrito em Faria et al (2012); e meio simbiotico,

consistindo de meio agar aveia (60 gL* de aveia em flocos, 15 gL de &gar) inoculado com um dos fungos
previamente isolados, através da colocagdo de dois discos de 10 mm, retirados das bordas de col6nias
isoladas em meio BDA, nas extremidades das placas contendo o meio &gar-aveia; e 0 meio agar-aveiasem

inoculagédo dos fungos, ambos descritos em Pereira et al (2011).

O experimento de germinacdo de sementes de orquideas foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial com duas espécies de orquideas e dois isolados fungicos, Tc5.4 e Gb5.2,
isolados das raizes de T. cebolleta e G. blanchetii respectivamente. Foram realizadas 5 replicatas para cada
um dos tratamentos. O meio Murashige & Skoog foi utilizado como controle positivo e 0 meio &gar-aveia

sem a inoculagao dos fungos foi considerado como controle negativo.

As placas foram levadas para sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C no escuro por uma semana.
Apos esse periodo, foram expostas a luminosidade de aproximadamente 35umol ms™ e fotoperiodo de 16

horas de luz em temperatura média de 25 °C durante um periodo de 2 meses.

Avaliacao da germinacéo



129  Com auxilio de microscopio estereoscopio modelo Zeiss Discovery.V8, pelo menos 100 sementes foram
130  observadas em cada replicata e a elas atribuidos nimeros de acordo com o estagio de germinagdo, como
131 descrito em Bustam et al (2014), sendo eles: 0: semente ndo embebida; 1: semente embebida com testa
132 fissurada; 2: germinacdo e desenvolvimento dos tricomas; 3: enlargamento do protocérmio; 4: maior

133 alargamento do protocormio com primeira folha verde; 5: plantula com folha verde e iniciacdo de raizes.
134134
135  Analise dos dados

136 A porcentagem de germinacao para cada espécie foi calculada dividindo-se o nimero de espécies

137  consideradas germinadas pela quantidade de sementes com embrido em cada replicata. O indice de

138  germinagdo a partir dos estagios de desenvolvimento para cada tratamento foi calculada utilizando a
139  formula:

140 [(Oxa) + (1xb) + (2%xc) + (3xd) + (4xe) + (5xf)] /100,
141

142 Onde a, b, ¢, d, e e f correspondem, respectivamente, a porcentagem de sementes ou protoc6rmios nos
143  estagios 0, 1, 2, 3, 4 e 5. Os dados foram testados quanto a sua normalidade através do teste de Shapiro-
144  Wilk no software Past versao 3.25. A comparacao entre as médias dos estagios de desenvolvimento para
145  os diferentes tratamentos sera realizada utilizando-se analise de variancia (ANOVA) bilateral seguido por

146  pos teste de Tukey (P < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas no programa R versao 3.5.3.

147147

148  Resultados

149  Foram isolados 22 morfotipos fangicos das raizes de T. ceboletta, apresentando um percentual de
150  crescimento de fungos por fragmento de raiz maior de 90%, com crescimento de fungos em todas as 20
151  placas preparadas para essa espécie (Figura1l-A). Dos 22 morfotipos de fungos isolados, 15 foram

152  classificados como endofiticos e 7 como endofiticos potencialmente micorrizicos. Desses, apenas o0 isolado
153  identificado como Tc5.4 apresentou caracteristicas suficientes para ser considerado um fungo rizoctonioide
154  (Tabela 1).

155  Jaem G. blanchetii observou-se crescimento de fungos em todos os fragmentos de raizes inoculados, sendo
156  isolados 24 morfotipos fungicos, dos quais 18 foram classificados como endofiticos e 6 como
157  potencialmente micorrizicos, sendo o isolado Gb5.2 considerado rizoctonioide a partir das caracteristicas
158  morfoldgicas observadas (Tabela 1).

159  Ambos os isolados Tc5.4 e Gb5.2 apresentaram hifas com ramificacdo em angulo de 90°, constricdo da hifa

160  na altura do septo e presenca de células monilioides (Figura 2). Em crescimento em meio BDA, o isolado
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Tc5.4 apresentou coloracdo creme, com micélio aéreo abundante de aspecto aveludado (Figura 1-A). Jao
isolado Gb 5.2 apresentou coloragdo branco-amarronzada com regides amareladas, também com micélio

aéreo abundante e de aspecto aveludado (Figura 1-B).

Todos os individuos de ambas as espécies de orquideas formaram frutos apos a autopolinizacao dasflores,
demorando em média 45 dias para a maturacdo em T. ceboletta e 140 dias em G. blanchetii. Os frutos
apresentaram sementes completas com embrides integros e bem formados. As sementes de T. ceboletta
eram muito diminutas apresentando comprimento médio de 0,08mm, enquanto as de G. blanchetii eram

significativamente maiores, com 0,2mm de comprimento.

As sementes de T. ceboletta apresentaram germinacdo no meio Murashige & Skoog com metade da
concentracdo de macronutrientes, alcancando o estagio 3 de germinacéo, com a presenca de protocormios
de coloracdo verde, alargados e com tricomas bem formados (Figura 3-B). Para as sementes dessa espécie
inoculadas no meio MS o processo de germinacao teve inicio a partir da segunda semana do ensaio, quando
as primeiras sementes alcangcaram o estagio 1 de germinacdo caracterizado pela absorcéo de agua pelas
sementes e rompimento da testa reticular. Apds 1 més de germinacéo foram observadas a formacdo dos
primeiros protocérmios, de coloracdo verde e formato arredondado, caracterizando a germinacao dessas
plantas no estagio 2 (Figura 4-A). Apenas apds 6 semanas observou-se a presenca de protoc6rmios no
estagio 3 de germinagdo (Figura 4-B).

As sementes de T. ceboletta inoculadas em ambos os meios simbidticos apresentaram desenvolvimento até
0 estagio 1 de germinacdo (Figura 5), sendo que em média mais de 80% das sementes embeberam e houve
enlargamento do embrido, entretanto as sementes desse tratamento ndo prosseguiram o seu

desenvolvimento para outros estagios de germinacdo. Ndo houve observacdo de germinacdo de sementes

inoculadas no meio aveia sem a presenca de fungos micorrizicos.

Ja para G. blanchetii as sementes ndo apresentaram germinacao significativa em nenhum dos tratamentos

nas quais foram inoculadas apés os dois meses do ensaio de germinagéo (Figura 3-A).

Com base nos valores dos indices de germinacgéo nos diferentes tratamentos o teste de Shapiro-Wilk indicou
a normalidade dos dados (p=0,385). A ANOVA indicou a presenca de diferengas significativas entre os
diferentes tratamentos e as duas espécies de orquideas (p<0,05) quanto aos indices de germinacgéo. Para T.
ceboletta, o pos teste de Tukey evidenciou que houve diferencas significativas nos indices de germinagao
entre os diferentes tratamentos, sendo o0 meio MS mais eficiente no desenvolvimento das sementes dessa

espécie.

Ambos 0s meios simbioticos, com os isolados fungicos Tc5.4 e Gb5.2, apresentaram indices de germinacéo
significativamente maiores que o controle negativo e menores que o MS, entretanto ndo apresentaram

diferencas estatisticamente significativas entre si (Figura 6-A).
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Em G. blanchetii todos os 4 tratamentos apresentaram indices de germinacdo muito baixos e sem diferencas

estatisticamente significativas entre os mesmos (Figura 6-B).

Discussao

Ambas as espécies de orquideas estudadas sdo nativas do Brasil e encontradas especialmente em vegetacdo
de Cerrado (Flora do Brasil 2020 2019). Esse dominio fitogeografico que vem sofrendo com o0 aumento da
degradacdo da cobertura vegetal nativa, principalmente em decorréncia das atividades do agronegdcio
(Hunke 2015). Por conseguinte as espécies de orquideas presentes nessas areas sao diretamente afetadas,
devido ao seu ciclo de vida longo e especifico dependente de relagdes especificas com outras espécies,
desde a germinacdo, no caso dos fungos micorrizicos, até o desenvolvimento completo da planta, pela
dependéncia de forofitos especificos, no caso das epifitas (Silva 2017). Dessa forma, o conhecimento dos
fungos micorrizicos associados as raizes de orquideas e seu uso para a propagacao simbidtica dessas
espécies é importante para conservacado e manejo dessas plantas.

Grande parte dos fungos rizoctonioides associados a orquideas sdo saprotréficos e observados em madeiras
e folhas em decomposicdo, esses fungos produzem enzimas tais como as degradadoras de lignina e
carboidratos que possibilitam a decomposicao do substrato organico (Rasmussen 2002; Sneh et al. 2013).
Quando entram em contato com as sementes de orquideas, esses fungos formam estruturas enoveladas
internas denominadas pelotdns, os quais sdo degradados pelas orquideas e fornecem aporte energético
inicial para o desenvolvimento dessas plantas (Athipunyakom; Manoch; Piluek 2004). Dessa forma, a

associacdo micorrizica com um fungo compativel é um fator que controla a distribuicdo de orquideas em

seus habitats naturais (Rasmussen & Rasmussen 2009)

A maior parte da diversidade de fungos micorrizicos associados a orquideas, que participam do processo
de germinacao, sdo Basidiomicetos identificados como rizoctonioides ou fungos semelhantes a
Rhizoctonia, geralmente pertencentes aos géneros Cerathoriza, Epulorhiza e Rhizoctonia (Pereira et al
2011). Esses fungos séo caracterizados por possuirem ramificacdo das hifas em angulo de 90°, constrigédo
no ponto de ramificagdo e um septo na hifa ramificada, proximo ao seu ponto de origem. Além disso, 0s
fungos pertencentes a esse grupo raramente apresentam estagio sexual e conidiogénese na fase assexuada
(McCormick 2016).

Os isolados TC5.4 e Gb5.2 utilizados nos ensaios de germinacao apresentaram tais estruturas e dessa forma
podem ser considerados como rizoctonidides. Entretanto, ndo foi possivel a identificacdo dos isolados a
niveis taxonémicos inferiores, 0s quais requerem analises mais especificas como as da condic¢do nuclear
das hifas, acdo de enzimas como a polifenol oxidase e também a anélise da formacdo de anastomose de
hifas com isolados padrdes, previamente conhecidos (Pereira et al 2011). Entretanto, a caracterizacao
desses isolados e a comprovagdo da inducdo do inicio da germinagdo em T. ceboletta corroboram a

identificacdo dos mesmos como rizoctonidides.
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A diversidade de fungos endofiticos associados a orquideas ndo se resume apenas as micorrizas formadas
por basidiomicetos. Uma grande diversidade de espécies de ascomicetos e fungos imperfeitos sdo
encontrados associadas a essas plantas (Rasmussen 2002). Como observado no presente trabalho que
encontrou 15 morfotipos de endofiticos ndo micorrizicos em raizes de T. ceboletta e 18 em G. blanchetti.
Na maioria dos estudos sobre micorrizas de orquideas os ndo basidiomicetos ndo sdo evidenciados,
entretanto, esses microrganismos estdo envolvidos em uma ampla gama de absor¢édo de nutrientes e podem
influenciar positivamente o desenvolvimento das plantas as quais estdo associados, apontando para a
necessidade de maiores estudos com esses fungos (Rasmussen & Rasmussen 2009).

Tradicionalmente, a maioria dos trabalhos envolvendo o estudo de fungos micorrizicos de orquideas sdo
focados em espécies terricolas especialmente de regiGes temperadas, a citar os trabalhos de Zelmer (1996)
e McCormick (2004), os quais isolaram e identificaram fungos de orquideas terricolas norte americanas,
nas quais foram encontradas grande diversidade de fungos rizoctnioides, especialmente dos géneros
Ceratorhiza, Epulorhiza e Moniliopsis para as orquideas estadunidenses e do género Tuslanella em
orquideas canadenses.

Também sdo encontrados trabalhos relacionados ao estudo da diversidade de fungos micorrizicos de
orquideas terricolas tropicais na Asia e Oceania. Athipunyakom et al (2004) relataram a identificacio de
dezenas de espécies fungicas de orquideas tailandesas, além dos géneros de fungos rizoctonidides,

usualmente encontrados, foram observados basidiomicetos ndo rizoctonidides pertencentes ao géneros
Waitea e Sistotrema. Bonnardeaux et al (2007) estudaram a interagdo entre fungos isolados de raizes de 12
espécies de orquideas do sudeste africano e da Australia a partir de redes de interacdes evidenciando forte

presenca de fungos do género Epulorhiza nessas espécies.

O conhecimento acerca dos fungos endomicorrizicos de orquideas epifitas tropicais ainda é incipiente,
entretanto alguns trabalhos vem identificando fungos dessa plantas, como o de Pereira (2005) que isolou e
identificou 7 espécies de fungos provenientes de 7 espécies de orquideas nativas da floresta Atlantica, os
quais pertenceram aos géneros Epulorhiza e Rhizoctonia identificados através de caracteristicas
morfoldgicas e marcadores moleculares. Em outro trabalho desenvolvido pelos mesmos autores (Pereira et
al 2005) trés isolados de fungos micorrizicos rizoctonidides foram obtidos do sistema radicular de trés
espécies de orquideas neotropicais, Gomesa crispa, Campylocentrum organense e Bulbophyllumsp.,
pertencentes aos géneros Ceratorhiza e Rhizoctonia.

A partir do conhecimento acerca da diversidade de fungos associados a orquideas é possivel o
desenvolvimento de protocolos de germinacdo simbidtica in vitro e a analise da eficiéncia de diferentes
isolados e espécies fungicas nesse processo (Herrera 2017). Uma vez identificado os fungos mais eficientes

na germinagdo, os mesmos podem ser utilizados em estratégia de conservacdo e manejo de espécies de
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orquideas ameacadas de extin¢do, ou mesmo espécies com interesse comercial, utilizando os meios

simbidtico como alternativa as formulac6es assimbioticas de alto custo e acesso restrito (Rafter 2016)

Diversos pesquisadores tem avaliado a eficiéncia de fungos na germinacéo de sementes de orquideas, tais
como Nontachaiyapoom et al (2010) que avaliaram o efeito de 7 isolados fungicos na germinacao de duas
espécies de orquideas nativas da Tailandia grande eficiéncia da germinacao das sementes dessas plantas até
mesmo comparado com 0s niveis observados em meio MS. Nontachaiyapoom et al (2011) observou a
eficiéncia na germinacdo de espécies de orquideas com potencial ornamental pertencentes ao género
Dendrobium frente a inoculagdo em meio simbidtico com diferentes isolados fangicos do género

Epulorhiza.

Analises similares também foram realizadas com sementes de orquideas terricolas nativas da Australia que
sdo ameacadas de extincdo e ndo apresentam boas taxas de germinacdo em meios assimbidticos. A
inoculagdo das sementes dessa planta em meio simbidtico com fungos isolados das proprias raizes

possibilitou a germinacdo e desenvolvimento in vitro dessas plantas indicando uma provavel nova estratégia

para tentativas de conservacdo dessa espécies (Bustam et al 2014)

No Brasil, Pereira et al (2011) demonstrou a eficiéncia de 16 fungos do género Epulorhiza na germinagéo
de sementes de Epidendrum secundum, orquidea nativa brasileira. Assim como Pereira (2005) avaliou a
eficiéncia da germinacdo de Oncidium flexuosum com fungos dos géneros Epulorhiza, Ceratorhiza e
Rizoctonia observando altas taxas de germinacdo e desenvolvimento de plantulas em um periodo de tempo

menor do que observado em meios assimbioticos.

Os indices de germinacdo das sementes de Trichocentrum ceboletta inoculadas em meios assimbioticos
foram consideravelmente menores dos encontrados nos trabalhos previamente citados, bem como o
desenvolvimento das sementes, as quais mantiveram-se nos estagios iniciais de germinacdo em contraste
aos trabalhos nos quais sdo observados desenvolvimento completo das sementes até o estagio de plantula.
Entretanto, houve significativa diferenca quando comparado com o controle negativo do proprio
experimento, demonstrando que os fungos tiveram influéncia, mesmo que pequena, na germinacdo dessas

plantas.

A interacdo orquidea-fungo pode apresentar diferentes niveis de especificidade, com orquideas que
apresentam germinac&o eficiente em diferentes espécies de fungos enquanto outras dependem de interagdo
espécie especifica para o seu desenvolvimento. Sendo que a maioria das espécies de orquideas apresentam
especificidade a determinados, grupos, espécies ou isolados fungicos (Rasmussen et al 2015). A infecgdo
de fungos especificos desencadeia uma série de ciclos de replicacdo de DNA que culminam com a divisdo
do embrido seguido pela absor¢éo da trealose, agucar presente nas hifas fungicas, que estimula o

crescimento do protocoérmio (McCormick et al 2018)
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Quando ha incompatibilidade entre a orquidea e o fungo, a planta induz formacao de compostos fendlicos
nas células infectadas pelos fungos, dessa maneira, por mais que os fungos colonizem as células do embrido,
0S mesmos nado sao capazes de induzir o desenvolvimento completo da plantula até os estagios de
germinacdo mais avangados (Roberts 2008). Isso parece ter acontecido com as sementes de T. ceboletta
inoculadas nos meios assimbidticos, as quais permaneceram apenas no estagio 1 de germinacdo em

contraste as germinadas em meio assimbidtico que atingiram o estagio 3.

Né&o foi observada germinacdo das sementes de G. blanchetii em nenhum dos tratamentos, nem mesmo no
meio MS definido como controle positivo para o ensaio. Dessa maneira, supdem-se que a ndo germinacao
é devido a caracteristicas intrinsecas das sementes, provavelmente relacionadas a dois possiveis fatores: o

primeiro deles seria a necessidade de quebra de dorméncia e o segundo seria a inviabilidade das sementes.

Apesar de 0 mecanismo de dorméncia em sementes de orquideas ndo ser completamente elucidado, sabe-
se que algumas espécies apresentam dorméncia quimica e necessitam de fatores especificos para sua
germinacdo, como exposicao a variacdo de temperatura causadas por mudancas sazonais no tempo ou
presenca de proteinas especificas as quais podem estar presentes no substrato ao qual essas sementes séo
fixadas, assim como proteinas presentes nas hifas fingicas aos quais essas orquideas se associam (Kathpalia
& Bhatla 2018).

O segundo fator que possivelmente influenciou na ndo germinacdo de G. blanchetii seria a perda da
viabilidade das sementes utilizadas para os ensaios de germinacdo, possivelmente causada devido ao tempo
entre a maturacdo dos frutos e a inoculacdo das sementes nos meios de cultivo. As sementes de orquideas

costumam manter-se vidveis até 3 meses apos a retirada das mesmas dos frutos, quando armazenadas de
maneira adequada, entretanto esse periodo pode variar de acordo com as espécies (Seaton et al 2018). Esse
parece ser o caso de G. blanchetii, que mesmo tendo suas sementes armazenadas a temperatura de 4°C por

apenas dois meses ndo apresentou germinac¢do em nenhum dos meios.

A partir do desenvolvimento desse trabalho foi possivel o isolamento de diversos morfotipos flngicos de
duas espécies de orquideas epifitas nativas do estado do Maranhd&o, Trichocentrum ceboletta e Galeandra
blanchetii, bem como a caracterizagdo de um isolado fungico rizoctonioide de cada uma das espécies. Foi
possivel a germinacdo em meio assimbiotico de sementes de T. ceboletta em meio assimbidtico MS e
também o desenvolvimento das sementes no estagio inicial de germinagdo ao serem inoculadas nos meios
assimbioticos. N&o se observou germinacgéo das sementes de G. blanchetii em nenhum dos meios utilizados
nos ensaios. O presente trabalho contribui para o conhecimento tanto dos fungos micorrizicos associados a
orquideas epifitas neotropicais quanto para o entendimento do processo de desenvolvimento dessas plantas,
abrindo caminho para novos trabalhos do tipo para outras espécies de orquideas nativas e fomentando o

desenvolvimento de possiveis estratégias de conservagdo para essas plantas.
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Legendas das figuras e tabelas

Figura 1. A- Diversidade de morfotipos fungicos isolados das raizes de Trichocentrum cebolleta
M.W.Chase & N.H.Williams; B — Aspecto da col6nia do isolado Tc5.4 extraido de T. cebolleta inoculado
em meio BDA apo6s 5 dias; C — Aspecto da coldnia do isolado Gb 5.2 extraido de Galeandra blanchetii

E.S. Rand. em meio BDA ap6s 5 dias da inoculagao.

Figura 2. Caracteristicas microscopicas dos isolados Tc5.4 e Gb5.2. A e B — Ramificacdo das hifas em

angulo de 90°. C — Formacéo de células monilioides. D — Constri¢des das hifas na altura do septo.

Figura 3. A — Sementes de G. blanchetii em meio MS ap6s dois meses de inoculacdo; B — Sementes e

protocérmios de T. ceboletta em meio MS apds dois meses de inoculagéo.

Figura 4. A - Sementes e protocormios de T. ceboletta inoculados em meio MS apds 2 meses de inoculagéo;

B — Detalhe do protocérmio no estagio 3 de germinacé&o.

Figura 5. Sementes em meios simbidticos. A — Hifas do isolados Tc5.4 infectando as sementes de T.
ceboletta; B — Sementes de T. ceboletta em meios simbidticos inoculados com o isolado Gb5.2, em estagio

1 de germinacdo com embrides alargados (setas).

Figura 6. Comparacdo entre as médias dos indices de germinacdo entre os diferentes tratamentos para: A
—T. ceboletta e B — G. blanchetti. Tratamentos com letras mindsculas distintas entre eles indicam diferenca

estatisticamente significativas de acordo com o pds teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas dos isolados Tc5.4 e Gb5.2. BDA — Batata Dextrose Agar; AA —
Agar-Agua; MAL — Agar Extrato de Malte; FUB — Agar-fuba
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Tabela 1

Isolado Taxa de crescimento (cm/dia) Cor da colbdnia Micelio aéreo Margem Aspecto
BDA MAL AA FUB
Tch.4 1,4 1,4 0,8 1,4 creme abundante aérea aveludado

Gb5.2 0,9 0,9 0,3 0,8 branco-amarronzada abundante aérea aveludado
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NORMAS SUBMISSAO DE MANUSCRITOS

A Acta Botanica Brasilica (Acta bot. bras.) publica arti-
gos originais e comunicagdes curtas. A convite do Corpo
Editorial, pesquisadores seniores poderdo publicar artigos
derevisao sobre temas especificos. Todos os textos sdo pu-
blicados em linguainglesa.

A Acta Botanica Brasilica publica estudos que foquem
nos diversos aspectos da biologia das Angiospermas, Gi-
mnospermas, Pteridofitas, Bridfitas, Algas e dos Fungos.
Os artigos submetidos a Acta bot.bras. devem ser inéditos,
sendo vedada a apresentagao simultdnea em outro periddico.

SUMARIO Do PROCESSO DE SUBMISSAO.

Manuscritos deverao ser submetidos por um dos autores
nosistemaonline. Oautor dasubmissaoseraoresponsavel
pelo manuscrito no envio eletronico e por todo o acompa-
nhamento do processo de avaliacdo. Ao preencher os dados
dos demais autores, o autor responsavel pela submissao
devera colocar todos os dados de seus colegas — especial-
mente Institui¢ao e email. Recomendamos que o autor da
submissao mencione telefone (se possivel celular) e um email
nao institucional paracontato.

Figuras (fotografias, mapas, desenhos, graficos, esque-
mas, etc.) e tabelas deverao ser organizadas em arquivos
separadamente, os quais serdo colocados também separa-
damente no sistema online.

Para submissao online pela primeira vezénecessario o
cadastramentonosistemaonline, paraque um “login” seja
gerado com sua respectiva senha. Caso ja seja
cadastrado, mas tenha football predictions esquecido
seus dados, clique em “Esqueceu sua senha’.

Oartigoterapublicagaogratuita, sepelomenosumdos
autores do manuscrito for associado da Sociedade Bota-
nica do Brasil, quite com o exercicio correspondente ao
ano de publicacio, e desde que o ntiimero total de paginas
impressas (editadas em programa de editoragao eletronica)
nao ultrapasse o limite maximo de 14 paginas. Para cada
pagina excedente assim impressa, serd um valor especificado
anualmente. No caso de submissao de figuras coloridas, as
despesas de impressao a cores serdo repassadas aos autores
(associados ou nado-associados). Para solicitar informagao
darevista, sobre os valores vigentesnoano, escrevapeloe-
-mail acta@botanica.org.br.

Seguindo a politica do Open Access do Public Know-
ledge Project, assim que publicados, osautoresreceberaoa
URL que dara acesso ao arquivo em formato Adobe® PDF
(Portable Document Format).

PUBLICAGA0 E pROCESSO DE AVALIACA0

Durante o processo de submissao, os autores deverao
enviar uma carta de submissao (como um documento suple-
mentar), explicando o motivo de publicar na Acta Botanica
Brasilica, aimportancia do seu trabalho para o contexto de
sua area e arelevancia cientifica do mesmo.

Os manuscritos submetidos serdo avaliados quantoa sua
aderéncia as normas da revista, depois seguiram para um editor
quesera o responsavel pela avaliacio do mesmo. Esse editor,
apdssuaanalise, podera recusar a publicagdo do manuscrito
ouencaminha-loparaapreciagdodeavaliadoresadhocporele
selecionado, podendoounaoseguirassugestoesdosautores.

PREPARANDO 0S ARQUIVOS

Os textos do manuscrito deverao ser formatados usando
afonteTimes New Roman, tamanho 12, comespacamento
entre linhas 1,5 e numeracao continua de linhas, desde a
primeira pagina. Todas as margens deverao ser ajustadas
paral,5cm, com tamanho de pagina de papel A4. O arqui-
voreferente a parte textual do manuscrito devera estarem
formatoDOCX, DOCouRTF (Microsoft® Word).Naoserao
aceitos arquivos em formato Adobe® PDF.

O documento principal ndo devera incluir qualquer
tipo de figura ou tabela. Estas deverao ser submetidas como
arquivos separados nos documentos suplementares.

O manuscrito submetido (documento principal, acres-
cido de documentos suplementares, como figuras e tabelas)
podera conter até 25 paginas impressas. Assim, recomen-
damos que os autores atentem paraisso e vejam se todo
0 seu manuscrito esta nesse limite de 25 laudas totais. Os
manuscritos poderdosersubmetidossobaformadeartigo
ou de nota cientifica.

Para o caso de nota cientifica, queira ver as normas
mais detalhadas mais a frente. Para artigos queira seguir as
normas abaixo.

1. DOCUMENTO PRINCIPAL

1.1. Otexto devera ser apresentado de forma corrida, sem
quebra de pagina, e dera apresentar as partes citadas abaixo:
a) Titulo do manuscrito, conciso e informativo, coma pri-
meira letra em maitisculo, sem abreviagdes. Nomes proprios
em maiusculo. Citar nome cientifico completo, e nome da
familia quando for ocaso.

b) Nome(s) do(s) autor(es) cominiciaisem maitisculos, com
numeros sobrescritos que indicardo, em rodapé, a afiliacao
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Institucional-ndo abreviarnenhum dosnomes. Créditos
de financiamentos deverao vir em Agradecimentos, assim
como vincula¢des do manuscrito a programas de pesquisa
maisamplos (ndocolocarnorodapé). Autores deverao for-
necerosenderecoscompletos, evitando abreviagoes.

¢) E-mail do autor para correspondéncia. Apenas um autor
para contato dever serindicado, ele devera sempre aquele
ser o que submeteu o0 manuscrito.

d) ABSTRACT. O texto devera ser corrido, sem referéncias
bibliograficas, em um tinico paragrafo. Até 200 palavras,
ndo mais que isto, e devera conter as partes essenciais do
manuscrito, especialmente osresultadosediscussao.

e) Key words. Citar até5 (cinco) palavras-chave a escolha
do(s) autor(es), em ordem alfabética. Nao repetir palavras
que ja constem no titulo do manuscrito.

f) Introducao. O texto deverd conter abordagem e contex-
tualizagao do problema estudado; problemas cientificos que
levaram o(s) autor(es) a desenvolver o trabalho; conheci-
mentos atuais no campo especifico do assunto tratado; e,
ao final, os objetivos da pesquisa.

g) Material e métodos. O texto devera conter descrigdes
breves, suficientes a repeti¢ao do trabalho. Técnicas ja pu-
blicadas deverao ser apenas citadas e ndo descritas. Indicar
o nome da(s) espécie(s) completo, inclusive com o autor.
Mapas poderao ser incluidos (como figuras na forma de
documentossuplementares)se foremde extremarelevancia
e deverao apresentar qualidade adequada para impressao (ver
recomendagdes para figuras). Todo e qualquer comentario
de um procedimento utilizado para a analise de dados em
Resultados deverd, obrigatoriamente, estar descritonoitem
Material e métodos.

h) Resultados e discussdao. Dependendo da estrutura do
trabalho, essas duas partes do texto poderao ser apresentadas
em um mesmo item ou em itens separados. Tabelas e figuras
(fotografias, mapas, desenhos, graficos, esquemas, etc.), se
citados, deverdo ser estritamente necessarios a compreensao
do texto. Nao insira figuras ou tabelas diretamente no texto.
i) Agradecimentos. O texto devera ser sucinto. Nomes de
pessoase Instituicdes deverao ser escritos por extenso, ex-
plicitando o motivo dos agradecimentos.

j) Referéncias bibliograficas. Se a referéncia bibliografica
for citada ao longo do texto, seguir o esquema autor, ano
(entre parénteses). Por exemplo: Silva (1997), Silva & Santos
(1997), Silva et al. (1997) ou Silva (1993; 1995), Santos (1995;
1997;2002) ou (Silva 1975; Santos 1996; Oliveira 1997). Note
quequandoascitagoesficam dentrodos paréntesesnaoha
virgula separando o autor do ano. Na secao Referéncias
bibliograficas, seguir a ordem alfabética e cronolégica de
autor(es). Nomes dos periddicos e titulos de livros deverao
ser grafados por extenso e em negrito.

Exemplos:

ARTIGOS DE REVISTA

Delgado, S.M. & Souza, M.G.M.2007. Diatomoflorula per-
ifitica do rio Descoberto—DF e GO, Brasil, Naviculales

(Bacillariophyceae): Diploneidineae e Sellaphorineae.
Acta Botanica Brasilica 21(4): 767-776.

McCrea, K.D.; Abrahamson, W.G. & Weis, A.E. 1985.
Goldenrod ball gall effects on Solidago altissima: 14C
translocation and growth. Ecology 66(6): 1902-1907.

Pipoly, J.J. 1981. Contributions toward a monograph of
Cybiantus (Myrsinaceae): I. subgenus Iteoides and the
identity of Conomorphaloretensis. Brittonia 33: 493-497.

LivRo

Erdtman, G. 1969. Handbook of Palynology. An introduction
tothestudy of pollen grains and spores. New York, Ha-
fner Publishing Co.

Marques, O.A.V. & Duleba, W. (Eds.). Estacdo Ecoldgica
Juréia-Itatins Ambiente Fisico, Flora e Fauna. Sao
Paulo, Editora Holos.

Schaffer, W.B. & Prochnow, M.2002. A Mata Atlanticae
VOC€: como preservar, recuperar e se beneficiar da mais
ameacada floresta brasileira. Brasilia, APREMAVL

CApiTULO

Pangua, E. & Vega, B. 1996. Comparative study of game-
tophyte development in Cosentinia and Anogramma
(Hemionitidaceae) and Cheilanthes (Sinopteridaceae).
Pp.497-508. In: Camus, ].M.; Gibby, M. & R. J. Johns
(Eds.). Pteridologyin Perspective. Kew, Royal Botanic
Gardens.

ter Braak, CJ.F.1995. Ordination. Pp.91-173. In: Jongman,
R.H.G,; ter Braak, CJ.F. & van Tongeren, O.F.R. (Eds.).
Data analysis in community and landscape ecology.
Cambridge, Cambridge University Press.

Tryon, R.M. 1990. Pteridaceae. Pp. 230-256. In: Kramer,
K.U. & Green, P.S. (Eds.). The families and genera of
vascular plants. Pteridophytes and Gimnosperms, v. 1.
Berlin, Springer.

ARTIGO DE SITES

Bungartz, F.2001. Analysis of lichen substances. Disponivel
em: http://ces.asu.edu/ASULichens/plb 400/laboratory/
chemistry/tlc.html. Acessado em 15 ocut. 2004.

IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA. 2006. Produgio da extracio vegetal e
da silvicultura. Disponivel em: http://www.ibge.gov.br.
Acessado em 20 jan. 2009.

Raad, T.J. 2008. Produtos derivados da producao de
carvao vegetal: umanovavisao. Disponivel em http://
revistaopinioes.com.br/cp/materia.php?id=254.  Aces-
sado em 20 jan.2009.

Nao serao aceitas referéncias bibliograficas de monografias
de conclusdo de curso de graduagao, de citagoes de resumos
de Congressos, Simposios, Workshops e assemelhados. Cita-
¢oes de Dissertacoes e Teses deverao ser evitadas ao maximo
k) Legendas das figuras e tabelas. As legendasdeverao
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estar incluidas no fim do documento principal, imediata-
menteaposasReferénciasbibliograficas. Paracadafigura,
deverao ser fornecidas as seguintes informagoes, em ordem
numeérica crescente: numerodafigura, usandoalgarismos
arabicos (Figura 1, por exemplo; ndo abrevie). As legen-
das das figuras necessitam conter nomes dos taxons com
respectivos autores, informagdes da area de estudo ou do
grupo taxondmico. Itens da tabela, que estejam abreviados,
deverao ser escritos por extenso na legenda. Todos os no-
mes dos géneros precisam estar por extenso nas legendas
das tabelas.

1.2. Normas gerais paratodo o texto. Palavrasemlatimno
titulo ou no texto, como in vivo, invitro, in loco, et al., deverdao
estargrafadasemitdlico.Osnomescientificos,incluindoos
géneros e categorias infragenéricas, deverdo estar emitalico.
Citarnomesdasespécies porextenso, na primeiramencao
do paragrafo, acompanhados de autor, na primeira mengao
notexto.Sehouverumatabela geral dasespécies citadas, o
nome dos autores devera aparecer somente na tabela. Evitar
notas de rodapé.

Assiglas e abreviaturas, quando utilizadas pela primeira
vez, deverao ser precedidas do seu significado por extenso.
Ex.: Universidade Federal de Pernambuco (UFPE); Micros-
copia Eletronica de Varredura (MEV). Usar abreviaturas das
unidades de medida de acordo com o Sistema Internacional
deMedidas(porexemplo,11cm,2,4 pm).Ontimerodevera
ser separado da unidade, com excecio de percentagem,
graus, minutos e segundos de coordenadas geograficas (90%,
17°46’17” S, por exemplo).

Para unidades compostas, usar o simbolo de cada uni-
dadeindividualmente, separado por um espago apenas. Ex.:
MGkg-1, pmol m-2s-1, mg L-1. O Litro e em suas subuni-
dadesdeveraoser grafadosemmaitisculo. Ex.: L, mL, pL.

Quando vérios nimeros forem citados em seqiiéncia,
grafar a unidade da medida apenas no ultimo (Ex.: 20, 25,
30e35°C). Escrever por extenso osnimeros dezeroanove
(ndo osmaiores), amenos que sejam acompanhados de
unidade de medida. Exemplo: quatro arvores; 10 arvores;
6,0 mm; 1,0-4,0 mm; 125 exsicatas.

Em trabalhos taxondmicos, o material botanico exami-
nado devera ser selecionado de maneira a citarem-se apenas
aqueles representativos do tAxon em questao, na seguinte
ordem e obedecendo ao tipo de fonte das letras: PAIS. Es-
tado: Municipio, data, fenologia, coletor(es) niimero do(s)
coletor(es) (sigla do Herbario). Exemplo:

BRASIL. Sao Paulo: Santo André, 3/X1/1997, fl. fr.,
Milanez 435 (SP).

Nocasodemaisdetréscoletores, citaroprimeiroseguido
de et al. Ex.: Silva et al.

Chaves de identificacio deverao serindentadas. Nomes
de autores de taxons nao deverao aparecer. Os taxons da
chave, se tratados no texto, deverao ser numerados seguindo
a ordem alfabética. Exemplo:

1. Plantas terrestres
2. Folhas orbiculares, maisde 10 cm diam. ..........c..........
................................................................... 2. S. orbicularis
2.Folhassagitadas, menosde8cmcompr............ccc......
....................................................................... 4. S. sagittalis

1. Plantas aquaticas
3.Floresbrancas........ccoceveeeeeereereereereenenne. 1. S.albicans
3.Floresvermelhas.........ccccoecveiniivirncnnnce 3.S. purpurea

O tratamento taxonomico no texto devera reservar o ita-
lico e 0 negrito simultaneos apenas para os nomes de taxons
validos. Basiénimo e sinonimia aparecerao apenas em italico.
Autores denomes cientificos deverao ser citados de forma
abreviada, de acordo com o indice taxondmico do grupo em
pauta (Brummit & Powell 1992 para Fanerdgamas).

Exemplo:

1. Sepulveda albicans L., Sp. pl. 2: 25.1753.
Pertencia albicans Sw., Fl. bras. 4: 37, t. 23, . 5. 1870.
Fig. 1-12

Subdivisdes dentrode Material emétodosoudeResul-
tados e/ou Discussao deverao ser grafadas com a primeira
letra em maisculo, seguida de um trago (-) e do textona
mesma linha.

Exemplo: Area de estudo - localiza-se ...

2. DOCUMENTOS SUPLEMENTARES

2.1. Carta de submissao. Deveraser enviada como um ar-
quivoseparado. Usea carta de submissao paraexplicitaro
motivo daescolha da Acta Botanica Brasilica, aimportancia
do seu trabalho para o contexto de sua area e a relevancia
cientifica do mesmo.

2.2. Figuras. Todas as figuras apresentadas deverao, obri-
gatoriamente, ter chamada no texto. Todas as imagens
(fotografias, mapas, desenhos, graficos, esquemas, etc.) sao
consideradas como ‘figuras’.

Nao envie figuras com legendas na base das mesmas.
Aslegendasdeverdoserenviadasnofinal do documento
principal.

As figuras deverao ser referidas no texto com a primeira
letra em maitsculo, de forma abreviada e sem plural (Fig.
1, por exemplo).

Imagens isoladas ou agrupadas deverdo ocupar as seguin-
tesdimensdes maximas (larguraxaltura): 170x240mmou
85x240mm. Alarguradeverdser 170 ou85 mm, ndo sendo
admitidos outros valores. O comprimento podera variar até
o limite maximo acima descrito.

Como na editoracdo final dos trabalhos, o tamanho
util destinado a uma figura de largura de pagina (duas
colunas) é de 170 mm, para uma resolucao de 300 dpi,
alarguradafiguradevera ter,no minimo, 2000 pixels.
Para figuras para publicacao em uma coluna (82 mm de
largura), a largura minima é 970 pixels. Assim figuras
com larguras (em pixels) menores que 970 pixels ndo
poderao ser publicadas. Portanto, se um autor, ao fazer



4 Acta Botanica Brasilica

asubmissao deuma figura, desejar queamesmaseja
publicada comlargura de pagina, essa devera terlar-
gura minima de 2000 pixels.

Osnuameros ou letras que identificam cadaimagem
devem ser, necessariamente, inseridos dentro de circulos
brancos (10 mm de diametro); estes circulos deverdo ter
moldura preta (0,2 mm de espessura) e ficarao dispostos a
2 mm das margens, no canto inferior direito. Apos inserir
o caractere no centro do circulo, agrupe asimagens.

Figuras nao relacionadas entre si, isoladas, serao identifi-
cadas com algarismos arabicos, sequencialmente, na ordem
dechamadanotexto(1,2,3...—fonte Arial, tamanho 18).
Estaidentificagdo seradispostacomono casoanterior

Asimagens que compdem as figuras (pranchas) serdao
identificadas por letras, sequencialmente, naordem de
chamadanotexto (A, B, C..—fonte Arial, tamanho 18).O
algarismo deidentificagao da prancha (Ex; prancha2)nao
sera inserido nela, sendo referido apenas na legenda e texto.

Osarquivosdeimagensdeverdosersalvosnoformato
TIFF, com resolugao de, no minimo, 300 dpi.

Cada figura sera ser editada para minimizar as areas
com espagos em branco, otimizando o tamanho final da
ilustracgao.

Asbarrasdeescala, quandonecessarias, ficardoa2mm
das margens, no canto inferior esquerdo. Cada barra tera
1,8 mm de espessura, sempre na cor branca ou preta, com
bordas de 0,2 mm de cor oposta. O valor de cada barra de
escala devera ser referido no final da legenda, ou inserido
acima da mesmano caso de a figura ter varias imagens
com escalas diferentes. Nesse caso, deve-se usar caracteres
nafonte Arial, tamanho 14, negrito. Os caracteres terao cor
branca ou preta, combordas de 0,1 mmnacoroposta. A
escolhada cor ficara a critério dos autores, de modo a obter
o maior destaque possivel.

A indicagao de detalhes nas imagens sera feira por meio
de setas, letras (Arial, tamanho 14, negrito), ou simbolos,
conforme a necessidade. Linhas indicativas deverao ter
0,25mmdeespessura, sesmbordasenacorbrancaoupreta.
Os caracteres terdo cor branca ou preta, com bordas de 0,1
mm na cor oposta. A escolha da cor ficard a critério dos
autores, de modo a obter o maior destaque possivel.

Nas imagens agrupadas deverao ser inseridas barras de
separacao, esta com 1 mm de espessura e na cor branca ou
preta, sem moldura nabarra.

Acesse prancha modelo com todos os caracteres e barras
necessarias e vejamodelos de pranchas em (link).

2.3. Tabelas. As tabelas deverao ser referidas no texto com a
primeira letra em maitisculo, de forma abreviada e sem plural
(Tab. 1, por exemplo). Todas as tabelas apresentadas de-
verdo, obrigatoriamente, ter chamadanotexto. Astabelas
deverao ser sequencialmente numeradas, em arabico (Tabela
1,2,3, etc;ndo abrevie), comnumeragaoindependente das
figuras. O titulo das tabelas devera estar acima das mesmas.
Tabelas deverao ser formatadas usando as ferramentas de
criagao de tabelas (“Tabela’) do Microsoft® Word. Colunas
elinhas databela deverao ser visiveis, optando-se por nao
usar linhas pretas para separar as linhas e colunas, estas sdao
utilizadasapenasnalinhatituloenaultimalinhadatabela.
Nao utilize padroes, tons de cinza, nem qualquer tipo de
cor nas tabelas.

Quando a tabela for demais grande para ocupar mais que
uma pagina, naoadivida em varias paginas, deixaque
a divisao seja feita pelo préprio programa de editoragao
da tabela.

Dados mais extensos poderao ser enviados como documen-
tos suplementares, os quais estardo disponiveis como links
para consulta pelo publico.
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NORMAS PARA MANUSCRITOS DE SHORT COMMUNICATION

Osautorespodemenviarosseustrabalhosemformade
nota cientifica desde que texto enviado ndo ultrapasse seis (6)
laudas, contendoabstract, umtextoem corpotinico(“texto
corrido”, i.e., sem itens como introdugao, material e métodos,
resultados e discussao), agradecimentos e referéncias biblio-
graficas. Podem ser incluidas figuras e/ou tabelas, incluidas
no total das seis laudas permitidas (e ndo ultrapassando o
total de uma pagina com estes elementos).

Publicagao de espécies novas ndo é considerada para
submissao como nota cientifica e devem ser publicadas
como artigos.

Omanuscritode Short Communication deverdseguir
as seguintes normas:

a) Titulo do manuscrito, conciso e informativo, coma pri-
meira letra em maitisculo, sem abreviagdes. Nomes proprios
em maiusculo. Citar nome cientifico completo, e nome da
familia quando for ocaso.

b) Nome(s) do(s) autor(es) cominiciaisem maitisculos, com
numeros sobrescritos que indicarao, em rodapé, a afiliagao
Institucional-naoabreviarnenhum dosnomes. Créditos
de financiamentos deverao vir em Agradecimentos, assim
como vincula¢des do manuscrito a programas de pesquisa
maisamplos (ndocolocarnorodapé). Autoresdeverao for-
necerosenderegoscompletos, evitando abreviagoes.

c) E-mail do autor para correspondéncia. Apenas um autor
para contato dever serindicado, ele devera sempre aquele
ser o que submeteu o manuscrito.

d) ABSTRACT. O texto devera ser corrido, sem referéncias
bibliograficas, em um tnico paragrafo. Até 200 palavras,
nao mais que isto, e devera conter as partes essenciais do
manuscrito, especialmente os resultados e discussao. Nao
utilizar palavrasja presentesnotitulodomanuscrito.

e) Key words. Citar até5 (cinco) palavras-chave aescolha
do(s) autor(es), em ordem alfabética. Nao repetir palavras
que ja constem no titulo do manuscrito.

f) Texto. Escrito de forma sequenciada e 16gica, sem sub-
divisao.

g) Agradecimentos. O texto devera ser sucinto. Nomes
de pessoas e Institui¢des deverao ser escritos por extenso,
explicitando o motivo dos agradecimentos.

h) Referéncias bibliograficas. Seguir as normas citadas
antes para artigos.

j)No geral a diferenga basica no referente ao texto entre
“artigo” e “nota cientifica” é afalta de subdivisdo e omenor
espaco grafico da tltima. Assim todas as demais normas
editorias aplicadas aos “artigos” também valem para as
“notas cientificas”.



