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RESUMO

Ensaios ecotoxicologicos exigem para a sua validacao, tanto a utilizacdo de uma substancia de
referéncia como controle positivo, quanto uma substancia inerte como controle negativo. As
substancias padronizadas séo aquelas que possuem estudos previamente concluidos sobre a sua
toxicidade e reacdes a um determinado organismo-teste. O presente trabalho foi subdividido
em duas pesquisas, onde primeiramente buscou-se padronizar o uso da solugdo hidroponica
comercial como meio de cultivo para ensaios com Lemna minor e posteriormente a solugédo foi
aplicada como grupo controle na avaliagdo de um corrego urbano. As lentilhas foram expostas
em repeticBes a solucdo hidropbnica, juntamente com quatro diluicbes de NaCl, e a agua de
cinco pontos de coleta diferentes do Corrego Barnabé, localizado em Indaiatuba, SP. A
exposicdo de cerca de 12 frondes por repeticdo ocorreu em um periodo de sete dias em estufa
incubadora, com temperatura controlada e de fotoperiodo de 12h de luz e 12h de escuro. Os
parametros avaliados foram o célculo da taxa de crescimento do nimero de frondes e da area
foliar. Apds as andlises estatisticas, obteve-se como resultado que o crescimento em solugdo
hidropdnica foi muito superior do que o cloreto de sdédio, demonstrando que a solugédo se
apresenta como um meio de cultivo vidvel e adequado para estudos com L. minor, bem como,
os parametros de nimero de frondes e area foliar demonstraram sensibilidade similar a solucéo.
J& apos a sua aplicagdo como controle no ensaio de toxicidade do cérrego, pdde-se considerar
que a agua do cérrego apresentou indicios de toxicidade para a macrdfita, visualizado tanto nos
valores das médias, quanto na presenca do fendbmeno de clorose nas frondes. Estatisticamente,
um ponto de coleta ndo se diferenciou significativamente do outro, mas todos obtiveram taxas
de crescimento baixas em comparagdo como grupo controle da solucdo. Além disso, para 0s
pontos de coleta, o parametro de area foliar foi 0 mais sensivel comparado ao nimero de
frondes, demonstrando valores inferiores.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Sensibilidade. Substancia de referéncia. Fitotoxicidade.



ABSTRACT

Ecotoxicological tests require, for validation, both the use of a reference substance as a positive
and an inert substance as a negative control. Standardized substances are those that have
previously completed studies on their toxicity and reactions to a given test organism. The
present work was subdivided into two studies: the first aiming to standardize the use of the
commercial hydroponic solution as a culture medium for tests with Lemna minor and later the
solution was applied as a control group in the evaluation of an urban stream. The duckweeds
were repeatedly exposed to the hydroponic solution, along with four dilutions of NaCl, and
water from five different collection points of the Barnabé Stream, located in Indaiatuba, SP.
The exposure of about 12 fronds per repetition occurred over a period of seven days in an
incubator, with controlled temperature and a photoperiod of 12 hours of light and 12 hours of
darkness. The evaluated parameters were the calculation of the growth rate of the number of
fronds and the leaf area. After statistical analysis, it was obtained as a result that the growth in
hydroponic solution was much higher than that of sodium chloride, demonstrating that the
solution presents itself as a viable and suitable culture medium for studies with L. minor, as
well as, the parameters of number of fronds and leaf area showed sensitivity similar to the
solution. After application as a control in the stream toxicity test, it could be considered that the
stream water showed signs of toxicity to the macrophyte, seen both in the mean values and in
the presence of the phenomenon of chlorosis in the fronds. Statistically, one collection point
was not significantly different from the other, but all had low growth rates compared to the
control group of the solution. In addition, for the collection points, the leaf area parameter was
the most sensitive compared to the number of fronds, showing lower values.

Key words: Ecotoxicology. Sensitivity. Reference substance. Phytotoxicity.
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1.  INTRODUCAO

A &gua, sendo presente em mais de dois tercos da superficie terrestre, e um dos
principais elementos essenciais para o desenvolvimento da populacdo humana, sofre por
consequéncia uma crescente pressdo, contribuindo negativamente com danos em sua qualidade
e na degradacio de ecossistemas aquaticos (SILVA, POMPEO & PAIVA, 2015). Com o
aumento da quantidade de substancias geradas e degradacdo ambiental pela atividade humana
ao decorrer dos anos, 0s sistemas aquaticos inseridos em ambientes urbanos, como rios e
corregos, refletem danos ocasionados pela constante influéncia do crescimento populacional e
pela entrada de compostos indesejaveis (SISINNO & OLIVEIRA-FILHO, 2013; ABREU &
CUNHA, 2015).

Podendo atingir corpos hidricos em diversas concentracdes, 0s componentes toXicos sdo
oriundos de diversas fontes de emissdo, sejam industriais, domésticos, de atividades
agropecuarias, mineragdo e entre outros (ARIAS et al., 2007; SISINNO & OLIVEIRA-FILHO,
2013; ABREU & CUNHA, 2015). Podem ser destacadas grandes problematicas como 0 uso
abusivo de defensivos agricolas, dos quais podem atingir corpos d’adguas através da lixiviagao
da agua da chuva, pela irrigacdo e percolacdo no solo, a inadequacdo de solucBes para a
destinagdo de residuos industriais e domeésticos, o derramamento indiscriminado de 6leo e
gasolina e os niveis de poluicdo e contaminacdo de recursos hidricos, do solo, subsolo e
atmosférico (ARIAS et al., 2007; SILVA, POMPEO & PAIVA, 2015).

Devido a preocupacdo de pesquisadores em relacdo aos danos ocasionados aos sistemas
biolégicos pela contaminacdo ambiental crescente, foi proposta a juncdo dos estudos de
ecologia com a toxicologia, originando uma ciéncia integrada, objetivando estudar os efeitos
adversos das substancias sobre os ecossistemas (SISINNO & OLIVEIRA-FILHO, 2013). No
ano de 1969, foi realizada uma reunido do Committee of the International Council of Scientific
Unions (ICSU) em que o toxicologista René Truhaut apresentou pela primeira vez o termo
ecotoxicologia. A partir deste momento, foi constituido um grupo de trabalho em estudos
ecotoxicoldgicos, onde em uma reunido, em 1973 na Alemanha, foi produzida a seguinte
definicdo (TRUHAUT, 1977):

Ecotoxicologia € o ramo da Toxicologia que se preocupa com 0 estudo dos
efeitos toxicos, causados por poluentes naturais ou sintéticos, aos constituintes
dos ecossistemas, animais (incluindo humanos), vegetal e microbiano, em um
contexto integrado (TRUHAUT, 1977).



Em uma reunido posterior do grupo, foi evidenciado as 3 principais sequéncias nos
estudos de ecotoxicologia. Em primeiro lugar est& o estudo da emissao e entrada de poluentes
no meio abidtico, bem como sua distribuicéo e destino, em segundo lugar o estudo da entrada
e destino de poluentes na biosfera e nos ciclos bioldgicos, e suas formas de transferéncia via
cadeia tréfica, e em terceiro lugar o estudo qualitativo e quantitativo dos efeitos toxicos de
contaminantes quimicos aos ecossistemas e impactos sobre o homem (TRUHAUT, 1977).

Ja no Brasil, os primeiros indicios ocorreram em 1971, com um trabalho realizado cujo
objetivo era averiguar o aumento da mortalidade de peixes proximo a uma industria da regido
do rio Atibaia (SP), os pesquisadores utilizaram a tilapia como organismo teste para avaliar a
toxicidade de um efluente industrial liberado (FESB-CETESB, 1971). As primeiras normas
brasileiras referentes a testes ecotoxicoldgicos com organismos aquaticos se deram por acdo da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT, em 1987, a partir de estudos realizados
pelo GTO2 - Grupo de Toxicidade da Comiss&o Técnica de Qualidade das Aguas (RUBINGER,
2009).

Dessa maneira, a ecotoxicologia pode ser definida com uma ferramenta de
monitoramento ambiental de abordagem integrativa, com foco na intoxicacdo de organismos
em todas as suas nuances e seus respectivos efeitos, estabelecendo limites seguros de uma
determinada substancia para um dado nivel de organizacdo ecoldgica (AMORIM, 2003;
MAGALHAES & FERRAO-FILHO, 2008), em que a partir desse estudo se tenha como
propdsito evitar e precaver contaminacdes, intervindo, revertendo e remediando de acordo com
a necessidade (MAGALHAES & FERRAO-FILHO, 2008).

Dentro da ecotoxicologia, existe uma ampla variedade de metodologias (NOBREGA,
2019), uma vez que é capaz de abordar testes a nivel celular, individual e até mesmo a niveis
ecoldgicos superiores, como populacdo, comunidade e ecossistema (MAFFAZZIOLI, 2011).
Além disso, ela visa averiguar a capacidade do meio ambiente de metabolizar, transformar,

degradar, eliminar e acumular poluentes quimicos (MAFFAZZIOLI, 2011).

Os ensaios ecotoxicoldgicos sdo meios de adquirir conhecimentos sobre os efeitos dos
agentes quimicos, podendo ser realizados com diferentes organismos-teste como
microorganismos, plantas, minhocas, invertebrados, peixes, aves e mamiferos (SISINNO &
OLIVEIRA-FILHO, 2013). Eles consistem na pratica de ensaios biologicos, a partir da

exposicdo de organismos vivos a diversas concentracfes de xenobioticos em um dado periodo.

10



Eles podem ser aplicados tanto como teste a nivel agudo, baseado no estudo da concentragdo
de uma determinada substancia e sua capacidade de ocasionar danos bioldgicos severos, ou até
mesmo a morte em um curto tempo, como a nivel crénico, baseado em um maior tempo de
exposicdo e demonstram respostas a toxicidade cumulativa. Os efeitos crénicos podem
corresponder a processos de mutagénese e carcinogénese (RUBINGER, 2009; SISINNO &
OLIVEIRA-FILHO, 2013). Dentre os principais parametros avaliados em um ensaio estdo as
taxas de mortalidade, natalidade e crescimento, o tamanho corporal, mas formacdes,
interferéncias no ciclo de vida, taxa de alimentac&o, entre outros (SILVA, POMPEO & PAIVA,
2015).

No processo de padronizacdo de um ensaio ecotoxicoldgico, mais especificamente em
testes de toxicidade, é de suma importancia a utilizacdo de um controle positivo, composta por
uma substancia de referéncia para analisar a sensibilidade do organismo perante uma substancia
considerada toxica, bem como, precisa-se de um controle negativo, composto por uma
substancia inerte que ird demonstrar se as alteraces provocadas foram ou ndo ocasionadas por
acdo da substancia estudada (MAGALHAES & FERRAO-FILHO, 2008).

Sabe-se que grau de intoxicacdo de um organismo € dependente de fatores como a
disponibilidade da substancia no meio, a sua respectiva concentracdo, a duracédo e frequéncia
da exposicdo (SISINNO & OLIVEIRA-FILHO, 2013). As respostas dos organismos
desencadeadas podem variar de acordo com a sensibilidade e tolerdncia de cada espécie,
podendo variar entre alteracdes genéticas, bioquimicas, morfoldgicas ou fisiologicas. Portanto,
para a escolha de um organismo-teste ideal, devem ser levadas em consideracdo aspectos como
ser abundante no local de estudo, deve ser de facil coleta, possuir vasta distribuicéo, de facil
identificacdo, e seus dados fisiologicos e ecoldgicos devem ser abundantes na literatura
(SISINNO & OLIVEIRA-FILHO, 2013). Além de terem facilidade de se adaptar em condicoes
laboratoriais, exibir certa resisténcia a contaminantes (RIBEIRO & AMERICO-PINHEIRO,
2018), bem como, autores abordam a importancia de critérios como o nivel trofico e seu
respectivo impacto aos demais, ser de baixo custo e possuir importancia comercial
(RUBINGER, 2009).

As macrofitas aquaticas sdo espécies de grande importancia ecoldgica, sendo elas
representadas por individuos de tamanho pequeno, flutuantes e que possuem raizes e folhas
reduzidas, elas sdo do grupo das angiospermas e se nutrem através da matéria organica

dissolvida na agua (FRANCA et al., 2013; ALKIMIN et al, 2020). A Lemna minor (Lentilha
11



d’4gua) vém sendo comumente utilizada em testes de toxicidade devido a sua alta sensibilidade
a substancias, sua fungdo ecoldgica, seu facil cultivo e por ser um dos primeiros organismos a
ser impactado por efluentes toxicos nos ambientes aquaticos, bem como, é recomendada pela
OECD como espécie bioindicadora (SOUZA, 2008). Para seu cultivo, ja foi relatada a utilizagéo
de diversas substancias, como a solu¢do hidroponica de Hoagland & Arnon em trabalhos
desenvolvidos por Bassi & Sharma (1993), Proenca, Oliveira & Rocha (2012), Liu, Dai & Sun
(2016) e Liu et al (2018).

A necessidade de aplicacdo de uma padronizacdo em relacdo ao meio de cultivo, bem
como, para utilizacdo como grupo de controle negativo, é importante para a validacdo de
ensaios ecotoxicoldgicos. O presente trabalho busca avaliar o potencial da solucdo hidropénica
comercial, padronizando-a como meio de cultivo para L. minor, bem como, busca avaliar a
aplicacdo deste como grupo controle em um estudo de toxicidade da agua de um corrego
urbano. Os parametros aplicados para avaliagdo da taxa de crescimento das macrofitas neste

estudo foram o nimero de novas frondes e a area foliar total.

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral

Padronizar o desenvolvimento do teste com Lemna minor com solucdo hidropénica de

baixo custo e aplicar o teste na avaliagdo do Corrego Barnabé em Indaiatuba-SP.

2.2.  Objetivos Especificos

e Avaliar o uso de solucéo hidrop6nica como meio de cultura para ensaios com L. minor;

e Comparar o nimero de frondes e a area foliar entre tratamento com solucéo hidropdnica
e variagdes de diluicdo de NaCl.

e Averiguar a taxa de crescimento de L. minor a partir da exposi¢cdo a agua do corrego
Barnabé utilizando parametros como o nimero de frondes e a area foliar total;

e Determinar qual pardmetro, entre o nimero de frondes e a area foliar, € mais sensivel
perante a exposicdo a agua do corrego;

e Relacionar os dados das taxas de crescimento da L. minor com caracteristicas dos
diferentes pontos de coleta.

12



Artigo |

O presente artigo sera submetido na Revista Brasileira de Biociéncias, as normas de

formatacao podem ser visualizadas no ANEXO 1.

As figuras foram posicionadas no texto para facilitar a leitura do artigo, mas serdo submetidas

a parte no momento da publicacdo conforme normas da revista.

Padronizacéo de solugdo hidropdnica comercial como meio de cultivo para ensaios com

Lentilha d’Agua (Lemna minor)

13



ARTIGO |

Padronizacgéo de solugdo hidrop6nica comercial como meio de cultivo para ensaios com

Lentilha d’Agua (Lemna minor)

Giulia Cristina Andreoli de Souza®" e José Augusto de Oliveira David 1™

Titulo resumido: Uso de solucdo hidrop6nica para cultivo de Lemna minor.

L Universidade Federal de S&o Carlos, Rodovia Lauri Simdes de Barros, Km 12 - SP-189 -

Aracagu, Buri - Sdo Paulo, 18290-000, Brasil.

*giuliacandreoli@gmail.com

**josedavid@ufscar.br

Revista Brasileira de Biociéncias: http://www.ufrgs.br/seerbio/ojs/public/diretrizes.pdf

14



Padronizacgéo de solugdo hidroponica comercial como meio de cultivo para ensaios com

Lentilha d’Agua (Lemna minor)

Resumo

Para a validacdo de ensaios de toxicidade de contaminantes, ha a necessidade de aplicagdo de
um controle positivo, o qual serd aplicado por meio de uma substancia de referéncia, juntamente
com o controle negativo, no qual sera aplicado uma substancia inerte. A utilizacdo de solucao
hidropdnica em ensaios com Lemna minor ja foi relatada na bibliografia e se demonstrou eficaz.
O presente trabalho busca avaliar padronizagdo da solugdo hidropdnica comercial como meio
de cultivo para testes com lentilha d’agua em tratamento de controle negativo. Para isso, foi
realizada a exposicdo de lentilhas a solucdo, juntamente com quatro dilui¢cbes de NaCl durante
um periodo de sete dias. Os parametros de avaliacdo foram as taxas de crescimento do numero
de frondes e da area foliar. Foi constatado que as variac6es de cloreto de s6dio ocasionaram um
estresse salino, correspondendo a uma diminuicdo da taxa de crescimento mesmo em sua menor
diluicdo, bem como, a solucdo hidropdnica foi o tratamento que melhor ofertou as condicdes
necessarias para as macrofitas, atingindo as recomendacdes da OECD (2002). Ademais, foi
verificado que ambos os parametros analisados no tratamento da solugdo responderam da
maneira similar, incluindo este, juntamente com o baixo custo, acessibilidade, facil obtencéo e
manuseio em vantagens observadas com a sua aplicacdo. Portanto, conclui-se que a solucao
hidropdnica pode ser considerada como uma substancia padronizada adequada em ensaios com
L. minor.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Fitotoxicidade. Macrdfita.

Standardization of comercial hydroponic solution as a culture medium for tests with

Duckweed (Lemna minor )
Abstract

To validate contaminant toxicity test, it is necessary to apply a positive control which will be
applied a reference substance, together with the negative control, with the application of an
inert substance. The use of hydroponic solution in tests with Lemna minor has already been
reported in the bibliography and has proven to be effective. The present work intends to evaluate
standardization of the commercial hydroponic solution as a culture medium for tests with
duckweed under negative control treatment. For this, lentils were exposed to the solution,
together with four dilutions of NaCl over a period of seven days. The evaluation parameters
were the growth rates of the number of fronds and the leaf area. It was found that sodium
chloride variations caused salt stress, corresponding to a decrease in the growth rate even at its
lowest dilution, as well as, the hydroponic solution was the treatment that best offered the
necessary conditions for macrophytes, reaching the recommendations of the OECD (2002). In
addition, it was found that both parameters analyzed in the treatment of the solution responded
in a similar manner, including this, together with the low cost, accessibility, easy obtaining and
handling in advantages observed with its application. Therefore, it is concluded that the
hydroponic solution can be considered as a suitable standardized substance in trials with L.
minor.

Key words: Ecotoxicology. Phytotoxicity. Macrophyte.
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INTRODUCAO

Uma metodologia abordada dentro da ecotoxicologia é a aplicacdo de testes de
toxicidade, dos quais possibilitam averiguar tanto a toxicidade de substancias quimicas quanto
a qualidade de amostras de &gua ou sedimento. S&o ensaios que exigem condicdes
experimentais especificas e controladas (Costa et al 2008).

Os primeiros protocolos padronizados para ensaios de toxicidade foram realizados na
década de 80, com enfoque em organismos aquaticos (Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008).
Internacionalmente, organizacdes como a International Organization for Standardization
(ISO), United States Environmental Protection Agency (USEPA) e a Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD) sdo responsaveis pela validacdo dos
métodos de padronizacdo em estudos ecotoxicoldgicos (Gourmelon & Ahtiainen 2007,
Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008). Desde entdo, as metodologias tanto para ensaios agudos
como cronicos foram sendo adaptadas para alguns organismos (Magalhdes & Ferrdo-Filho,
2008).

As macrofitas aquaticas da espécie Lemna minor sdo angiospermas, monocotiledéneas
e flutuantes de curto tempo de geracdo, sdo de facil cultivo, de elevada taxa de crescimento e
possuem alta sensibilidade a diferentes poluentes. Sdo organismos recomendados pela OECD
como bioindicadores e comumente utilizados em estudos de ecotoxicologia (Souza 2008), seu
principal indicador de toxicidade é referente a sua taxa de crescimento (Kiss, Kovats & Szalay
2003), podendo ser aplicados parametros de calculo como o numero de frondes, area foliar,
peso seco ou fresco (OECD 2002) e tamanho de raizes (Proenga, Oliveira & Rocha 2012). O
organismo em questdo possui um protocolo intitulado como “Guidelines for the Testing of
Chemicals” da OECD (2002), em que € atribuida diversas recomendac6es a fim de se obter uma
padronizacédo para a quantificacdo dos danos ocasionados no crescimento de L. minor (Almeida

2018).
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Em ensaios ecotoxicoldgicos tem-se a aplicagdo de grupos controles, dos quais possuem
a funcdo de serem utilizados para comparacdo com os demais tratamentos, assegurando a
resposta apropriada (Amatuzzi et al 2006, Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008). O controle
positivo é aquele que recebe um componente toxico que ja se tem conhecimento sobre seus
efeitos adversos, através de estudos de sensibilidade para organismos-teste especificos, esse
componente é denominado de substancia de referéncia (Rémbke & Ahtiainen 2007, Amorim
et al 2012). E de suma importancia a definicio de uma substancia de referéncia para a
apresentacdo de dados comparaveis e que sejam de facil repetibilidade e reprodutibilidade, ou
seja, que devem apresentar precisdo e exatiddo nos resultados apés a aplicacdo da mesma
metodologia (Pereira et al 2010).

A substancia de referéncia recomendada para testes de inibicdo de crescimento
utilizando Lemna minor no “Guidelines for the Testing of Chemicals” da OECD (2002) foi o
3,5-diclorofenol. Entretanto, h& controvérsias em sua aplicacdo devido ao seu risco a saude de
pesquisadores durante o seu manuseio (Godoy et al 2017), assim, existem pesquisas que
objetivam a identificacdo de substancias menos toxicas a serem usadas como referéncia. Para
as lentilhas, ja foram averiguadas substancias alternativas como o cloreto de sddio (Godoy et al
2017), sulfato de niquel e cloreto de potassio (Canada 2007).

O controle negativo, por sua vez é constituido por unidades experimentais em que ndo
é aplicada a adicdo do contaminante, podendo receber uma substancia inerte como placebo. Seu
objetivo é descartar a possibilidade de danos por outros fatores durante 0 momento da exposi¢ao
(Magalh&es & Ferrédo-Filho, 2008; Padovani 2014 ).

O cultivo das lentilhas com solucdo hidropbnica antes da realizagdo de ensaios de
toxicidade, bem como para tratamento controle ja foi reportado em estudos como de Bassi &
Sharma (1993), Proenca, Oliveira & Rocha (2012), Liu, Dai & Sun (2016) e Liu et al (2018).

A solucdo nutritiva, sendo definida como um sistema homogéneo onde estdo dispersos 0s
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elementos necessarios, € um componente fundamental no cultivo de vegetais em hidroponia. E
imprescindivel que a sua formulacdo seja correspondente com o requerimento nutricional da
espécie em foco, incluindo todos os nutrientes essenciais para o desenvolvimento desejado da
planta (Luz, Guimarées & Kornddrfer 2006).

Desse modo, o presente trabalho objetiva averiguar se a solugéo hidropdnica comercial
se apresenta como uma alternativa viavel para a padronizacéo de estudos com L. minor como
um controle negativo, a partir da avaliagdo da taxa de crescimento com os parametros de

ndmero de frondes e area foliar.

MATERIAL E METODOS

Cultivo das macrdfitas

As lentilhas foram cultivadas e mantidas em aclimatacdo em laboratério durante 3 meses
em aquarios com solugdo hidropbnica para alface renovada a cada 20 dias. As condi¢des de
cultivo foram de temperatura ambiente e com periodo de claro e escuro variando a cada 12

horas.
Preparo das SolucGes

No total foram aplicados cinco tratamentos, com cinco repeticdes cada, sendo um
tratamento de controle com solucdo hidrop6nica comercial (Tabela 1), com seu preparo
realizado de acordo com as especificagOes informadas pelo fabricante, onde deve ser prepara a
partir da mistura da formulacdo A e B em dgua comum, juntamente com quatro concentragdes
de Cloreto de Sodio (NaCl) como controle positivo. As concentragdes testadas foram de 2,5
o/L, 3,5 0/L, 4,5 g/L e 5,5 g/L, objetivando averiguar se a substancia apresenta efeito ou ndo

sobre o organismo-teste (Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008).
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Tabela 1. Composic¢ao de macro e micronutrientes presentes na solugao nutritiva Plantpar e
suas respectivas porcentagens. A solucédo se baseia em duas formulagdes (A e B)

Composicado formulacéo A

Componente Quantidade (%) Componente Quantidade (%o)
Nitrogénio 9% Manganés 0,048%
Pentoxido de fosforo 9% Cobre 0,030%
Oxido de potassio 36% Zinco 0,019%
Enxofre 3,0% Molibdénio 0,009%
Magnésio 0,6% Niquel 0,006%
Ferro 0,148% Cobalto 0,002%
Boro 0,048%

Composicédo formulacédo B
Componente Quantidade (%0) Componente Quantidade (%0)
Nitrogénio 13% Célcio 15,5%
Magnésio 2,85%

Fonte: Plantpar (2021).
Teste de Exposicao

A exposicdo ocorreu seguindo as normas e recomendacdes estabelecidas pela OECD
(2002), onde foram inseridas cerca de 12 frondes por frasco, de maneira aleatoria, priorizando
individuos com quatro frondes. Durante o periodo de sete dias, os tratamentos foram mantidos
em uma estufa incubadora BOD com temperatura maxima de 33,6 °C e minima de 24,1 °C, com
luz constante, cobertos com filme plastico e com pequenos furos em sua superficie a fim de
permitir as trocas gasosas dos organismos com o meio. Os tratamentos foram distribuidos

aleatoriamente na incubadora.

Andlise de Dados

Os parametros avaliados no inicio e final do experimento foram o nimero de novas
frondes geradas e a area foliar total, onde a area foi mensurada com o auxilio do software livre
ImageJ. A partir desses valores, foi realizado o célculo da taxa de crescimento através da

equacéo apresentada pela OECD (2002), sendo:
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In(N)) = In(Ny)

t— ¢

pi—j =

Onde:

i-j: taxa média de crescimento entre o tempo i e j

Ni: nimero de folhas/area observadas no tempo i (inicio)

N;: nimero de folhas/area observadas no tempo j (final)

ti: momento inicio da exposicao

Com os valores da taxa, foi realizado o célculo de média e desvio padrdo, e para as
andlises estatisticas, incluiram-se a o teste de Shapiro-Wilk, a Anélise de Variancia e o Teste

de Tukey no software Bioestat, com nivel de significancia estatistica de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise da Taxa de Crescimento

Apos o calculo da taxa de crescimento, foi realizado célculo de média e desvio padréo,
os resultados podem ser visualizados com a representacao grafica dos valores de média e desvio

padrdo na Figura 1.
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Figura 1. Média da taxa de crescimento do nimero de frondes e da area foliar dos
tratamentos. As colunas marcadas representam * = p<0,05 quando comparados ao tratamento
de solucéo hidroponica (0,0). A sigla de NF representa o nimero de frondes e AF a area
foliar.
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Fonte: Autoria prépria.

Em relacdo as diferencas avaliadas estatisticamente, tem-se que tanto os valores do
namero de frondes quanto da area foliar apresentaram diferencas significativas entre o0s
tratamentos (p<0,05) apds a andlise de variancia.

As médias apresentadas pelas diferentes concentracfes de cloreto de sodio indicaram
gue a substancia apresentou efeito direto perante a taxa de crescimento de L. minor,
correspondendo a uma menor taxa de crescimento em maiores concentrac6es de cloreto de
sodio. Por outro lado, a solu¢do hidropdnica obteve a média superior a todas as diluigdes de
NaCl, evidenciando que a alteracédo do crescimento se deu por conta da substancia de referéncia
em si, e ndo por fatores externos, validando o ensaio reproduzido.

Todos os tratamentos apresentaram reacOes diferentes em relacdo aos parametros de AF
e NF, onde todas as dilui¢bes de cloreto de sdédio demonstraram que a area foliar foi o critério

mais sensivel, como relatado por Godoy et al (2017), e para a solucdo hidroponica, os dois
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parametros obtiveram medias semelhantes, correspondendo a uma sensibilidade similar entre

0s critérios.

Efeitos ocasionados pelo NaCl como substéncia de referéncia

Nota-se que houve um decréscimo na taxa de crescimento conforme houve o aumento
na dosagem de NaCl, demonstrando que os altos niveis de cloreto de sédio provocaram um
estresse salino, que desencadeou a limitacdo de sua reprodutibilidade como uma resposta
fisiologica das lentilhas d’agua. Esse fendmeno foi reportado por Liu et al (2018), em seu
estudo, onde conforme foi aumentada a concentra¢do de NacCl, as lentilhas apresentaram uma
inibicdo de seu crescimento e da sintese de clorofila.

Ademais, foi constatado que perante o estresse salino por NaCl, L. minor demonstrou
danos oxidativos como mecanismo de defesa, apresentando uma maior sensibilidade no apice
de sua raiz (Panda & Upadhyay 2003), além de apresentar clorose, a qual ocorre devido a
degradacdo dos cloroplastos em suas frondes e danos na membrana plasmatica de suas células,
ocasionando em estipes frageis e frondes caidas (Liu et al 2018).

A aplicacdo do cloreto de s6dio como substancia de referéncia foi estudada por Godoy
et al (2017), em que 0 composto se apresentou como uma alternativa adequada, viavel e menos
toxica aos pesquisadores do que outras substancias alternativas. Além disso, o parametro de
area foliar se demonstrou como o mais sensivel em comparacdo ao numero de frondes,
sugerindo a utilizacdo da AF como pardmetro de escolha. Trabalhos realizados por Souza
(2008) e Keppeler (2008) ja haviam aplicado o NaCl como substancia de referéncia.

No presente ensaio, todos os danos reportados para a L. minor também foram
apresentados pelos estudos citados, demonstrando que a aplicacdo do cloreto de sédio como

substancia de referéncia é viavel e de facil reprodugéo.
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Eficiéncia da Solucdo Hidroponica

No guia para testes de inibi¢do de crescimento com L. minor fornecido pela OECD
(2002), o controle negativo proposto foi 0 meio SIS (Swedish Standard medium), sendo que as
lentilhas devem atingir um crescimento de aproximadamente sete vezes em sete dias de
exposicdo para a validacdo do teste. Este parametro foi atingido pelo tratamento a solugéo
hidroponica comercial utilizada no presente estudo, tanto no pardmetro de novas frondes
formadas quanto de éarea foliar total.

Na literatura j& foram constatadas a utilizacdo de solucdo nutritiva para o cultivo de
lentilhas d’agua. Em um ensaio realizado por Proenga, Oliveira & Rocha (2012), a solugéo
nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) foi utilizada tanto para o cultivo prévio, como para a
aplicacdo no tratamento controle no estudo do efeito tdxico do cobre sobre o crescimento de L.
minor. Liu, Dai & Sun (2016) também aplicaram a solucdo de Hoagland modificada para o
cultivo e para os tratamentos, objetivando analisar o potencial de L. minor na remocgéo de
nitrogénio e fosforo da dgua sob estresse salino. Bem como, Liu et al (2018) aplicou a solucdo
de Hoagland como grupo controle para averiguar a acumulacdo de boro em L. minor sobre
estresse salino. Ademais, Bassi & Sharma (1993) utilizaram a solu¢do de Hoagland & Arnon
(1938) diluida em agua destilada como forma de cultivo prévio para a avaliacdo de mudancas
no teor de prolina e a relagdo com a absorgéo de zinco e cobre por L. minor. A aplicacdo das
diferentes solucBes vem apresentando resultados adequados e satisfatorios como meio de
comparagdo em agrupamento controle, da mesma maneira que o obtido pela solugéo
hidropdnica comercial estudada no presente trabalho.

A composicdo da solucdo hidropbnica pode variar de acordo com o requerimento
nutricional da espécie a ser cultivada. No presente trabalho, a solu¢do em questdo é destinada
ao cultivo de hortalicas no geral, sendo umas solugdo comercial, de facil obtencdo, acessivel,

de facil manuseio e pratica que apresentou resultados adequados aos requeridos pela norma
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OECD (2002). Além disso, os valores de AF e NF obtidos ndo apresentaram diferencas
consideraveis na taxa de crescimento, portanto, ambos os parametros podem ser aplicados para
ensaios de sensibilidade com a solugdo hidropdnica padronizada, demonstrando mais uma

vantagem em sua utilizacao.

CONCLUSAO

A solugdo hidrop6nica se demonstrou ser uma alternativa vidvel e adequada para
utilizagdo como meio de cultivo em testes de toxicidade com L. minor. Onde segundo o0s
pardmetros de numero de frondes e area foliar, a taxa de crescimento da macrofita alcangou o
esperado pela norma OECD (2002).

Vantagens como a acessibilidade, ser de facil obtencdo, manuseio e aplicacdo sdo
apresentadas pela utilizacdo da solucdo padronizada. Bem como, ao se comparar as médias de
area foliar e nimero de frondes, ambas se apresentaram similares, ndo diferindo em questédo de
sensibilidade, atribuindo a escolha do melhor parametro para o0s pesquisadores de acordo com

0 objetivo do futuro ensaio.
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Artigo 1l

O presente artigo sera submetido na Revista Brasileira de Biociéncias, as normas de

formatacao podem ser visualizadas no ANEXO 1.

As figuras foram posicionadas no texto para facilitar a leitura do artigo, mas serdo submetidas

a parte no momento da publicacdo conforme normas da revista.

Uso da Lentilha D’agua (Lemna minor) como bioindicador para avaliagdo da toxicidade

da &gua do Cdrrego Barnabé, Indaiatuba, Sdo Paulo.
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Uso da Lentilha D’agua (Lemna minor) como bioindicador para avaliacdo da toxicidade
da &gua do Corrego Barnabé, Indaiatuba, Sdo Paulo.

Resumo

Localizado no municipio de Indaiatuba, o Corrego Barnabé € considerado como um manancial
de alto risco devido a sua localizacdo em meio urbano, onde o trecho hidrico estad submetido a
diversos meios de contaminacdo. Sendo ele afluente do rio Jundiai e utilizado para
abastecimento domeéstico, torna-se necessario 0 monitoramento constante de sua qualidade. As
macrofitas aquaticas da espécie Lemna minor possuem um grande potencial como
bioindicadores, devido a fatores como sua importancia ecoldgica e seu alto grau de
sensibilidade a substancias organicas e inorganicas, refletindo, portanto, em sua taxa de
crescimento. Objetivando a analise da toxicidade da agua e das condicGes ofertadas para o
desenvolvimento de organismos, o presente trabalho foi executado a partir das normas
propostas pela OECD (2002), onde foi realizada a exposicéo de individuos de L. minor a agua
de cinco pontos do Corrego Barnabé, juntamente com um controle negativo com solugédo
hidropdnica e um controle positivo com diluicdo de NaCl, durante o periodo de sete dias. Para
a analise da taxa de crescimento, foram utilizados o numero de novas frondes formadas e o
calculo da area foliar. As analises estatisticas indicaram que a taxa de crescimento dos pontos
diferiu com os tratamentos controle significativamente, mas ndo entre si. Corroborando com o
principio de que um ponto ndo € significativamente mais afetado que outro, mas que todos
demonstraram uma taxa de crescimento inferior ao esperado pela padronizacdo da OECD e o
alcancado pelo grupo controle.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Macrofitas. Monitoramento ambiental.

Use of Duckweed (Lemna minor) as a bioindicator to assess the toxicity of water in the
Barnabé Stream, Indaiatuba, S&o Paulo.
Abstract

Located in Indaiatuba, the Barnabé Stream is considered as a source of high risk due to their
location in an urban area, where the water section is subject to various means of contamination.
As it is a tributary of the Jundiai River and used for domestic supply, it is therefor necessary to
constantly monitor their quality. The aquatic macrophytes of the species Lemna minor have
great potential as bioindicators, due to factors such as their ecological importance and their high
degree of sensitivity to organic and inorganic substances, reflecting therefore in their growth
rate. Aiming at the analysis of water toxicity and the conditions offered for the development of
organisms, the present study was carried out based on the standards proposed by the OECD
(2002), where individuals of L. minor were exposed to water from five points of the Barnabé
Stream, together with a negative control with hydroponic solution and a positive control with
NaCl dilution, during a period of seven days. To analyze the growth rate, the number of new
fronds formed and the calculation of leaf area were used. The statistical analyses indicated that
the growth rate of the points differed with the control treatments significantly, but not among
themselves. Corroborating the principle that one spot is not significantly more affected than
another, but that all showed a lower growth rate than expected by OECD standardization and
reached by the control group.

Key words: Ecotoxicology. Macrophytes. Environmental monitoring.
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INTRODUCAO

Inserida na regido Metropolitana de Campinas, 0 municipio de Indaiatuba possui cerca
de 245.366 habitantes em uma éarea total de 311,55 km? (SEADE 2021). A localidade é
representada pela Bacia dos Rios Piracicaba, Capivari e Jundiai - PCJ que comp&em a Unidade
de Gerenciamento de Recursos Hidricos - UGRHI 5. Dispondo de aproximadamente 11 km de
extensdo e uma vazao média de 230L/s (Camacho 2012), o Cérrego Barnabé é um afluente do
rio Jundiai e é classificado como Classe 2 pelo Decreto Estadual n® 10.755 de 22-11-1977,
portanto ha a viabilidade de abastecimento e consumo humano ap6s devido tratamento, o que
de fato ocorre na zona Sudoeste do municipio, na qual reside cerca de 40.000 pessoas
(Camacho 2012; Engecorps Engenharia S.A. 2013).

Por estar presente em um perimetro urbano, 0 mesmo pode ser impactado de diferentes
maneiras (Engecorps Engenharia S.A. 2013). Em 1972, o Corrego era caracterizado como uma
planicie aluvial, pouco extensa e pouco comprida, entretanto, no decorrer dos anos o trecho
sofreu diversas alteracfes em suas formas, primeiramente devido a implantacdo de lagoas
artificiais, em que foi alterado o estado de planicie e ao longo do tempo, por consequéncia do
uso indevido para atividades comerciais, de servico e lazer. Como resultado, parte da area do
cérrego ndo foi devidamente preservada (Aradjo 2015) e atualmente é classificado como um
manancial de alto risco submetido a contaminacdes pelo descarte clandestino de substancias
quimicas e por vazamento das redes coletoras de esgoto (Engecorps Engenharia S.A. 2013).

Além disso, segundo o Plano de Bacias PCJ 2010-2020 fornecido pela Companhia
Brasileira de Projetos e Empreendimentos - COBRAPE (2010), Indaiatuba foi enquadrada
como o décimo municipio que mais contribui com a poluicdo das Bacias PCJ com a geracéo de
residuos solidos, bem como, dentre suas principais atividades industriais, sdo destaques a
metalurgia e a indudstria téxtil e de confecgdes, as quais consequentemente possuem um forte
impacto no meio ambiente.
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E notorio que alteragdes nos ambientes terrestres possuem impactos em ambientes
aquaticos, uma vez que ambos estdo interconectados (Thushari & Serevirathna, 2020). Trechos
hidricos inseridos em ambientes urbanos estdo submetidos a impactos relacionados ao constante
crescimento populacional ao decorrer dos anos, correspondendo a um maior despejo de residuos
e substancias quimicas, corroborando com a degradacdo ambiental (Abreu & Cunha 2015).

A partir da exposicdo de um organismo a um agente poluente, 0 mesmo pode ser
metabolizado, transformado, degradado, eliminado e/ou acumulado, desenvolvendo até mesmo
uma intoxicagdo (Sisinno & Oliveira-Filho 2013). A intoxicagdo em suas diferentes nuances
originard um efeito adverso, podendo ser correspondente a alteracdes genéticas, bioquimicas,
morfologicas ou fisiologicas. Todavia, cada sistema biologico ir4 apresentar diferentes
respostas com relacdo a sua sensibilidade e tolerdncia caracteristica, variando de individuo para
individuo e entre espécies (Sisinno & Oliveira-filho 2013).

As macrdfitas sdo espécies ecologicamente importantes devido ao seu posicionamento
no primeiro nivel da cadeia alimentar aquatica e por servirem como abrigo para outros
organismos. Além disso, o tAxon tem atividade fundamental durante o processo de ciclagem de
nutrientes, bem como, pode atuar na protecdo das margens de corpos d’adgua e na remog¢ao do
excesso de elementos toxicos e aqueles com potencial eutrofizante (Souza 2008, Alkimin et al
2020).

Dentre elas, as macrdéfitas aquaticas como Lemna minor sdo muito recomendadas e
utilizadas em testes ecotoxicolégicos devido a sua alta sensibilidade a substancias organicas e
inorganicas como pesticidas, surfactantes, efluentes e metais pesados (Souza 2008), em
decorréncia disso, elas podem oferecer dados em relagdo a qualidade da &gua e a exposi¢do a
contaminantes, sendo eles principalmente referentes a sua taxa de crescimento (Kiss, Kovats &

Szalay 2003, Ifayefunm, Mirseabasov & Synzynys 2020).
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A recomendacdo de sua utilizacdo como bioindicador é relativamente recente, sendo ela
sugerida por especialistas da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), em
1996, e da Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD) (Kiss,
Kovats & Szalay 2003). As normas propostas pela OECD sdo referentes a descrigdo da
metodologia de testes de toxicidade com organismos do género Lemna, incluindo
recomendacdes sobre condicdes de cultivo.

Os organismos do género Lemna (Lentilha d’4gua) sdo angiospermas e
monocotileddneas flutuantes, caracterizadas por ndo enraizar em sedimentos e com um curto
tempo de geracao (Alkimin et al 2020). Apresentam um facil manejo e rapido crescimento em
condic@es laboratoriais 6timas (Kiss, Kovats & Szalay 2003), sua reproducdo ocorre atravées da
formagé&o de novas frondes brotadas a partir da borda de folhas mais velhas (Souza 2008). S&o
plantas aquaticas de pequeno tamanho e que apresentam raizes e folhas reduzidas, apesar de
serem comumente confundidas com algas, elas sdo macrdfitas portadoras de sistema vascular,
com o desenvolvimento de flores e frutos e com reproducéo assexuada (Barbosa et al 2017).

A escassez de dados referentes a qualidade da dgua do Corrego Barnabé, acarretou no
propdsito do presente trabalho, o qual objetiva avaliar a qualidade da 4gua do Cérrego Barnabé
através do desenvolvimento de um ensaio ecotoxicol6gico, mediante a exposicao de individuos

da espécie L. minor.

MATERIAL E METODOS

Coleta da Agua

Foram coletadas amostras de aproximadamente 500 mL de 4gua de cada um dos 5 locais
de coleta selecionados ao longo do Cérrego Barnabé. O material foi transportado sob

refrigeracdo e mantido vedado até a montagem do experimento.
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Os pontos A, B e C (Figura 1) foram escolhidos devido ao contato do Corrego Belchior

com o Corrego Barnabé, a fim de averiguar a influéncia do afluente em relacdo a um maior

despejo de efluentes e consequentemente a uma diminuicdo da qualidade da &gua e seu

respectivo impacto sobre o crescimento da macrofita. J& os pontos D e E (Figura 1) foram

escolhidos em virtude da presenca do Parque Aquético da Crianca e do Parque Tematico, que

porventura atraem diariamente um grande volume de cidaddos, principalmente aos finais de

semana, fato que pode corroborar com um maior descarte de residuos e poluicao.

47°14'W 47°14'W 47°14'W 47°14'W

47°14'W

Figura 1. Mapa de localizacao dos pontos de coleta no Corrego Barnabé, onde as setas

indicam a localizagdo do Cdrrego Belchior.
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As lentilhas foram mantidas em laboratorio por 3 meses para aclimatacdo antes da

montagem do experimento. Para isso, ficaram em aquérios de vidro com solugdo hidrop6nica
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para alface, temperatura ambiente e iluminagdo de 12h de claro e 12h de escuro. A solucdo
hidropdnica foi trocada a cada 20 dias.

A exposicdo ocorreu durante o periodo de 7 dias, seguindo as recomendacdes
estabelecidas pela norma OECD (2002). Foram utilizados frascos de vidro de capacidade de
200 mL, esterilizados e cobertos com pléstico filme, contendo pequenos furos a fim de
possibilitar as trocas gasosas dos organismos com o meio. Cada frasco recebeu 50 mL de &gua
dos pontos do Cérrego Barnabé. Além dos tratamentos com a &gua do cdrrego, foram aplicados
testes de controle, sendo um controle negativo com solugdo e um controle positivo com a
diluicdo de Cloreto de Sédio a 5,5 mg/L. Foram realizadas 5 repeti¢cGes para os tratamentos de
agua do corrego e 3 repeticdes dos tratamentos de controle negativo e positivo. Durante o
experimento, os frascos foram mantidos em incubadora BOD com temperaturas minima de 24,1
°C e méxima de 33,6 °C, sob iluminacdo constante. Em cada frasco foram depositadas 12

frondes de lentilha d’agua, priorizando os individuos com 4 frondes cada.

Andlise de Dados

No inicio e final do experimento foram mensurados, com o auxilio do programa ImageJ,
0 nuamero de frondes e a area foliar total por tratamento. Para a analise do crescimento das
macrofitas utilizando estes dois parametros foi aplicado o calculo da taxa de crescimento

seguindo a equagéo proposta pela norma OECD (2002), sendo:

In(N;) — In(N,)

wi—j=

Onde:

ui — j: taxa média de crescimento entre o tempoi e j
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Ni: nimero de folhas/area observadas no tempo i (inicio)

N;: nimero de folhas/area observadas no tempo j (final)

ti: momento inicio da exposicao

tj: momento final da exposigéo

Foram aplicadas andlises de media e desvio padrdo, bem como, com o auxilio do
software BioEstat 5.0 foi realizada o teste de normalidade Shapiro-Wilk, a Analise de Variancia
(ANOVA) e o Teste de Tukey a fim de averiguar se houve diferenga significativa entre o0s

tratamentos. O nivel de significancia aplicado foi de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Anélise da Taxa de Crescimento

Os valores de média e desvio padréo sobre a taxa de crescimento podem ser visualizados
na Figura 2.

Figura 2. Representacdo grafica das médias dos tratamentos em relacdo as taxas de
crescimento, tanto do nimero de frondes como da area foliar. Os tratamentos marcados
representam * = p<0,05 quando comparados a controle positivo e controle negativo. Os

valores de NF correspondem ao calculo do nimero de frondes e 0 AF a area foliar.
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Ao averiguar os dados, nota-se que a média do controle positivo foi a que obteve uma
menor taxa de crescimento perante os pontos do corrego, e dentre eles, o ponto C apresentou
uma média inferior aos demais, entretanto ndo houve diferenca significativa. Fato este que pode
ser relacionado a sua localiza¢do proxima a rua Miguel Domingues, que sobrepassa 0 corrego
e consequentemente pode estar associado a um maior acesso a poluentes. Trechos hidricos
inseridos em ambientes urbanizados estdo sujeitos a sedimentos oriundos de superficies onde
ha a passagem de automdveis, incluindo processos de erosdo, precipitacdo, limpeza de ruas e
até mesmo a deposicao de metais pesados associados a partes de veiculos automotores, essas
condigcdes de contaminacdo podem ocorrer em funcdo do processo de fonte-transporte-
deposicéo (Poleto & Martinez 2011).

Seguido do ponto C, o ponto E apresentou a segunda média inferior, sendo vélido
ressaltar que ndo houve diferenca significativa estatisticamente para este ponto, porém este
dado pode corresponder a um efeito adverso da presenca das atracdes presentes no Parque
Tematico, tornando-se necessaria a aplicacao de um monitoramento em ambos os pontos, a fim
de averiguar se a resposta obtida no presente estudo deve refletir aos demais pontos e se deve

agravar ao decorrer dos anos.

Em uma comparacéo entre as medias, nota-se que o controle negativo foi o tratamento
que melhor proporcionou condic¢des e recursos de nutrientes para o desenvolvimento da

macrofita.

Sensibilidade e Reprodutibilidade das Lentilhas

A resposta dos individuos nas diferentes repeti¢des do tratamento de controle positivo
impde a percepcdo de que as Lemnas sdo sensiveis a exposi¢do a uma substancia toxica, visto
que seu crescimento foi limitado como uma resposta fisiolégica a concentracéo de NaCl em seu

meio de cultivo (Souza 2008), onde foi relatado este fendbmeno no trabalho desenvolvido por
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Liu et al (2018), constatando que altas concentragdes de NaCl podem desencadear na inibicéo
do crescimento e da sintese de clorofila em L. minor.

Segundo a norma OECD (2002), o nimero de frondes em um tratamento controle deve
ser duplicado em aproximadamente 60h ap6s o inicio da exposi¢do, resultando em um
crescimento de cerca de 7 vezes em 7 dias de exposicdo. No presente estudo, o0 aumento do
namero de frondes do controle negativo atingiu a recomendacdo, validado o ensaio realizado,
entretanto a taxa de crescimento dos pontos do corrego ndo foi alcancada como esperado,
supondo a hipotese de que a L. minor teve seu crescimento limitado devido a presencga de uma
substancia tdxica nos pontos de coleta do corrego ou se houve a restricdo de nutrientes
necessarios para o seu desenvolvimento.

Além disso, em relacdo a aspectos macroscopicos, foram observados ao fim do
experimento que as frondes apresentavam uma coloragcdo mais clara, bem como, alguns
individuos apresentaram frondes esbranquicadas e quase transparentes (Figura 3), onde
segundo Souza (2008) essas alteracdes podem ter relagdo com modificacdes na composicédo de
clorofila nas macréfitas, desencadeando uma possivel necrose ou clorose nas frondes.

A visualizacdo da ocorréncia da clorose em Lemnas se da pela alteracdo da sua
coloracdo, de verde para amarelo. O fendmeno é relatado em estudos de exposi¢do a substancias
toxicas em altas concentragdes, sendo listado como um dos sintomas exibidos por Lemnas
quando h& uma intoxicacdo por metais pesados, como por exemplo o cddmio, no trabalho
desenvolvido por Paczkowska, Koztowska & Koztowska (2007), e com metais como cobre,
niquel, cddmio e zinco no trabalho de Khellaf & Zerdaoui (2009).

Em um estudo desenvolvido com L. minor como bioindicador de toxicidade de aguas
residuais, também foi observada a ocorréncia de necrose e clorose nas frondes, juntamente com
a inibicdo do crescimento dos organismos mesmo apds exposic¢do a agua residual tratada. O

trabalho demonstrou que esses fatores indicam que as macréfitas sofreram uma intoxicagéo
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pela agua (Almeida 2018). Dessa maneira, pode-se assumir que os indicios de clorose nas
frondes expostas a agua do Cdrrego Barnabé correspondem a uma toxicidade provocada as
lentilhas.

O ndmero de frondes é o pardmetro mais utilizado em testes com L. minor por ser
simples, rapido e ndo invasivo, além da area foliar, que também € de facil realizagdo e permite
medicdes ao longo do periodo de exposi¢do (Godoy et al 2017). No presente estudo as médias
do numero de novas frondes formadas e da area foliar total dos tratamentos ndo obtiveram
valores tdo divergentes, somente no controle positivo. Entretanto, nota-se que a area foliar foi
consideravelmente mais sensivel em relacdo ao nimero de frondes. No estudo desenvolvido
por Godoy et al (2017), foi constatado que a area foliar de L. minor foi a mais sensivel perante
a exposicdo a diversas concentracdes de cloreto de sodio do que o nimero de frondes, bem
como, em um ensaio de toxicidade do farmaco cloridato de propanol também demonstrou que
a érea foliar foi o par@metro mais sensivel (Godoy 2014).

Ja no trabalho desenvolvido por Pereira (2021), tanto o nimero de frondes quanto a area
foliar responderam similarmente em relacdo a diminuicdo da taxa de crescimento quando
expostos a agua residual, ndo demonstrando uma diferenciacdo entre os parametros. Dessa
maneira, 0s dados apresentados anteriormente juntamente com o resultado do presente estudo
reforcam a importancia de aplicagdo de mais de um pardmetro, que pode se mostrar mais

sensivel ou ndo do que o calculo do nimero de frondes.
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Figura 3. AlteracOes na coloragé@o de organismos de L. minor durante a exposigéo. As setas
indicam pontos de necrose, a imagem A corresponde ao tratamento de controle negativo e a B
corresponde ao ponto de coleta E, ambos ao final da exposigao.

Fonte: Autoria propria

CONCLUSAO

Os dados estatisticos apresentados sobre a taxa de crescimento, tanto do numero de
frondes quanto da area foliar, indicam que organismos de L. minor sdo sensiveis as alteragdes
das propriedades da agua em que s&o cultivadas, demonstrando uma resposta fisioldgica como
a limitac&o do seu crescimento.

A limitacdo do crescimento nos cinco pontos amostrados esta correlacionada com as
adversidades nas condi¢bes da dgua, em que ndo houve divergéncia significativa entre os
diferentes pontos, mas que houve um impacto na média geral ao se comparar com o esperado
estabelecido na norma OECD (2002) e atingido no tratamento de controle negativo.

Demonstrando, portanto, que nos cinco pontos de coleta a qualidade da &gua do cérrego foi
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prejudicial para o desenvolvimento das macrofitas, refletindo em sua oferta de condigdes para
o0 crescimento ideal dos organismos e apresentando fendmenos como a clorose, um indicio de

toxicidade.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O ensaio com a padronizacdo da solugdo hidropdOnica apresentou valores tanto de
numero de frondes quanto de area foliar elevados similarmente, diferentemente do tratamento
com cloreto de sodio, que demonstrou a parametro de area foliar mais sensivel e
consequentemente apresentou uma média da taxa de crescimento baixa, como esperado para
uma solucdo de referéncia. Dessa maneira, diante do dados apresentados anteriormente,
juntamente com as vantagens como a elevada taxa de crescimento, acessibilidade, custo baixo
e ser de facil aplicacdo garantem a solucdo nutritiva comercial a viabilidade de aplicagdo como
um meio de cultivo padronizado em futuros ensaios com Lemna minor.

J& a aplicacdo da solucdo hidropdnica como tratamento controle na avaliacdo da
toxicidade do Corrego Barnabé permitiu a comparacdo dos efeitos ocasionados pela gua, como
a taxa de crescimento baixa, tanto em questdo de nimero de frondes quanto de area foliar, com
maior sensibilidade na &rea foliar, bem como, foram observados macroscopicamente a presenca
de clorose nas lentilhas apds a exposicdo. Constatando, portanto, que a agua dos diferentes
pontos ndo apresentou diferenciacdo significativa entre si, mas que todos apresentaram indicios

de intoxicacdo em L. minor.
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SUMARIO DO PROCESSO DE
SUBMISSAO

Manuscritos deverdo ser submetidos por um dos
autores, em portugués, inglés ou espanhol. Para
facilitar a rpida publicagdo e minimizar os custos
administrativos, a Revista Brasileira de
Biociéncias aceitara somente submissfes on-
line. Nao envie documentos impressos pelo
correio. O processo é compativel com os
navegadores Internet Explorer versdo 3.0 ou
superior, Netscape Navigator e Mozilla Firefox.
Outros navegadores ndo foram testados.
O autor da submissdo serd o responsavel pelo
manuscrito no envio eletronico e em todo o
acompanhamento do processo de avaliag&o.
Figuras e tabelas deverdo ser organizadas em
arquivos submetidos separadamente, como
documentos  suplementares.  Documentos
suplementares de qualquer outro tipo, como
filmes, animac®es, ou arquivos de dados originais,
podem ser submetidos como parte da publicacéo.
Se vocé estiver usando o sistema de submissdo on-
line pela primeira vez, va para a pagina de
Cadastro e registrese, criando um ‘login’ e
‘senha’.
Se vocé esta realmente registrado, mas esqueceu
seus dados e ndo tem como acessar 0 Sistema,
clique em ‘Esqueceu sua senha’.
\/océ verd que o0 processo de submissdo on-line é
facil e auto-explicativo. Sdo apenas 5 (cinco)
passos. Se vocé tiver problemas de acesso ao
sistema, cadastro ou envio de trabalhos, por favor,
entre em contato com 0 nosso Suporte Técnico.

CUSTOS DE PUBLICACAO
Os autores ndo terdo nenhuma despesa para a
publicagdo dos seus trabalhos. Figuras e gréficos
coloridos também sdo livres de despesas (ver
adiante).

Seguindo a politica do Open Access do Public
Knowledge Project, assim que publicados, os
autores receberdo a URL que dard acesso ao
arquivo em formato Adobe® PDF (Portable
Document Format). Os autores ndo receberdo
copias impressas do seu manuscrito publicado.

PUBLICACAO E PROCESSO DE
AVALIACAO

Durante o processo de submissao, seré solicitado
gue 0s autores enviem uma carta de submisséo,
explicando o porqué de publicar na Revista, a
importancia do seu trabalho para o contexto de sua
area e a relevancia cientifica do mesmo.

Os manuscritoss serdo enviados para avaliadores,
a menos que ndo se enquadrem no escopo da
Revista. Antes de serem submetidos para
consultores especializados, o0s trabalhos séo
avaliados pelo Editor-Chefe, o qual decide se o
trabalho recebido é de suficiente relevancia para a
Revista Brasileira de Biociéncias. Os trabalhos
serdo sempre avaliados por dois especialistas que
terdo a tarefa de fornecer um parecer, tdo logo
quanto possivel. Um terceiro avaliador podera ser
consultado caso seja necessario. Os avaliadores
ndo serdo obrigados a assinar os seus relatorios de
avaliacéo.

Uma “Carta de submissdo”, explicando o motivo
de publicar em nossa Revista, a importancia do
seu trabalho para o contexto de sua &rea e a
relevancia cientifica do mesmo, deverd ser
digitada no campo “Comentarios ao Editor”,
durante o processo de submissdo eletrdnica. Caso
0s autores decidam enviar uma versdo assinada
(em formato DOC ou PDF, por exemplo), a Carta
de submissdo pode ser enviada na forma de
documento suplementar, separadamente.

Os autores deverdo fornecer informacGes de
contato detalhado (e-mail) de pelo menos
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quatro potenciais revisores para 0 Seu
trabalho. Estas informacBes deverdo ser
digitadas, também, no campo “Comentarios ao
Editor”, durante a submissao, logo apés a “Carta
de submissdo”. Os potenciais revisores deverao
ser especialistas na area de concentracdo do
trabalho enviado. Qualquer um dos revisores
sugeridos ndo devera ter publicado qualquer
trabalho com os autores nos altimos cinco (5)
anos, hem ser membro da mesma Instituicéo.
Revisores sugeridos serdo considerados revisores
em potencial de acordo com a analise e
recomendacao dos Editores.

Desde que um manuscrito é avaliado, aceito,
revisado e editorado, ele é imediatamente
publicado na edi¢do corrente da Revista Brasileira
de Biociéncias, em formato PDF. Todos os
autores tém a capacidade de acompanhar o
progresso de submissdo do seu trabalho no
sistema a qualquer tempo, desde que esteja logado
no sistema da revista.

PREPARANDO OS ARQUIVOS
Os textos deverao ser formatados em uma coluna,
usando a fonte Times New Roman, tamanho
12, com espagamento duplo e todas as margens
com uma polegada (2,54 cm), em formato de
papel A4. Todas as paginas devem ser numeradas
sequencialmente. Ndo numere as linhas. O
manuscrito devera estar em formato Microsoft®
Word DOC (versdo 2 ou superior). Arquivos
Revista Brasileira de Biociéncias em formato RTF
também serdo aceitos. Ndo submeta arquivos em
formato Adobe® PDF.
O arquivo que contém o texto principal do
manuscrito ndo deverd incluir qualquer tipo de
figura ou tabela. Estas deverdo ser submetidas
como documentos suplementares,
separadamente.
Ao submeter um manuscrito, o autor responsavel
pela submissdo deverd optar por uma das
seguintes sec¢des: “Artigo completo’, ‘Revisdo’ ou
‘Nota cientifica’.
Todos os trabalhos submetidos no envio on-line
deverdo subdividos nas seguintes se¢des:
1. Documento Principal:
Primeira pagina. Devera conter as seguintes
informacoes:

a) Titulo do trabalho, conciso e informativo, com
a primeira letra em maiudsculo, sem abreviacdes.
b) Nome completo e por extenso do(s) autor(es),
com iniciais em maidsculo.

c) Titulo resumido do trabalho, com até 75
caracteres (incluindo espacos).

d) afiliacbes e endereco completo de todos 0s
autores (instituicdo financiadora (auxilio ou
bolsas), deveré constar nos Agradecimentos).

e) Autor para contato e respectivo e-mail (apenas
0 autor para contato devera fornecer um e-mail).
Segunda pagina. Devera conter as seguintes
informacdes:

a) Resumo: incluir o titulo do trabalho em
portugués, quando o trabalho for escrito em
inglés.

b) Abstract: incluir o titulo do trabalho em inglés,
guando o texto for em portugués. Tanto Resumo
como Abstract deverdo conter, no maximo, 250
(duzentos e cinqglienta) palavras, estruturados em
apresentacdo, contendo o contexto e proposta do
estudo, resultados e conclusdes (por favor, omita
0s titulos).

c) Palavras-chave e key words para indexagéo: no
méaximo cinco, ndo devendo incluir palavras do
titulo.

Paginas subsequentes. ‘Artigos completos’ e
‘Notas cientificas’ deverdo estar estruturados em
Introducdo, Material e Métodos, Resultados,
Discussao (Resultados e Discussdo podendo ser
reunidos), Agradecimentos e Referéncias,
seguidos de uma lista completa das legendas das
figuras e tabelas (se forem submetidas como
documentos suplementares).

2. Documentos Suplementares:

Figuras e tabelas. Todas as imagens (ilustracdes,
fotografias, fotomicrografias, eletromicrografias e
graficos) sdo consideradas ‘figuras’. Figuras e
tabelas devem ser fornecidos como arquivos
separados (documentos suplementares), nunca
incluidos no texto do documento principal.
Figuras coloridas serdo permitidas e os editores
estimulam que os autores assim o fagam. N&o
havera cobranca de custos adicionais para
figuras a cores, ja que a impressdo das mesmas
(quando houver) serd sempre feita em preto e
branco
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A Revista Brasileira de Biociéncias ndo aceitara
figuras submetidas no formato GIF ou
comprimidas em arquivos do tipo RAR ou ZIP.
Se as figuras no formato TIFF sdo um obstaculo
para os autores, por seu tamanho muito elevado,
0s autores podem converté-las para o formato
JPEG, antes da sua submissao, resultando em uma
significativa reducdo no tamanho. Entretanto, ndo
se esqueca que a compressdo no formato JPEG
pode causar prejuizos na qualidade das imagens.
Assim, é recomendado que os arquivos JPEG
sejam salvos nas qualidades ‘Alta’ (High) ou
‘Maxima’ (Maximum).

Né&o forneca imagens em arquivos Microsoft®
PowerPoint (geralmente geradas com baixa
resolucdo), nem embebidas em arquivos do
Microsoft Word (DOC). Arquivos contendo
imagens em formato Adobe® PDF também néo
serdo aceitas. A submissdo sera arquivada se
conter figuras em arquivos DOC, PDF ou PPT.
Cada figura deverd ser editada para minimizar as
areas de espacos em branco, optimizando o
tamanho final da ilustracdo. Se a figura consiste
de diversas partes separadas, é importante que
uma simples figura seja submetida, contendo
todas as partes da figura.

Escalas das figuras deverao ser fornecidas com os
valores apropriados e devem fazer parte da propria
figura (inseridas com o uso de um editor de
imagens, como o Adobe® Photoshop, por
exemplo), sendo posicionadas no canto inferior
esquerdo de cada figura.

llustragbes em preto e branco deverdo ser
fornecidas com aproximadamente 300 dpi de
resolugdo, em formato TIFF ou JPG. Para
fotografias (em preto e branco ou coloridas),
fotomicrografias ou eletromicrografias, forneca
imagens em TIFF ou JPG, com pelo menos, 300
dpi. ATENCAOQ! Como na editoragéo final dos
manuscritos o tamanho Gtil destinado a uma figura
de largura de pégina (duas colunas) € de 170 mm,
para uma resolucdo de 300 dpi, a largura minima
das figuras deve ser 2000 pixels. Para figuras de
uma coluna (82 mm de largura), a largura minima
das figuras (para 300 dpi), deve ser pelo menos
1000 pixels. Submissdes de figuras fora destas
caracteristicas (larguras minimas em pixels)
serdo imediatamente arquivadas.

As imagens que ndo contém cor devem ser salvas
como ‘grayscale’, sem qualquer tipo de camada
(‘layer”), como as geradas no Adobe® Photoshop,
por exemplo (estes arquivos ocupam até 10 vezes
mais espaco que os arquivos TIFF e JPG).

Os tipos de fontes nos textos das figuras deverdo
ser Arial ou Helvetica. Textos deverdo ser
legiveis. Abreviaturas nas figuras (sempre em
mindsculas) devem ser citadas nas legendas e
fazer parte da prépria figura, inseridas com o uso
de um editor de imagens (Adobe® Photoshop, por
exemplo). N&@o use abreviaturas, escalas ou
sinais (setas, asteriscos), sobre as figuras, como
“caixas de texto” do Microsoft® Word.
Recomenda-se a criagdo de uma Unica estampa,
contendo vaérias figuras reunidas, numa largura
méaxima de 170 milimetros (duas colunas) e altura
méxima de 257 Diretrizes para os autores mm
(pagina inteira). A letra indicadora de cada
figura deve estar posicionada no canto inferior
direito. Inclua “A” e “B” (sempre em maiusculas,
ndo “a”, “b”) para distingui-las colocando, na
legenda, Fig. 1A, Fig. 1B, e assim por diante.
N&o envie figuras com legendas inseridas na base
das mesmas. As legendas das figuras deverao
ser enviadas no final do documento principal,
imediatamente ap0s as Referéncias.

N&o use bordas de qualquer tipo ao redor das
figuras. Se houver composicdo de figuras (Figs
1A, 1B, etc.), use cerca de 1 mm (12 pixels para
uma figura com largura de 2000 pixels) de espaco
em branco entre cada figura.

E responsabilidade dos autores obter a permissdo
para reproduzir figuras ou tabelas que tenham sido
previamente publicadas.

Para cada figura, deverdo ser fornecidas as
seguintes informagGes: ndmero da figura (em
ordem numérica, usando algarismos arébicos
(Figura 1, por exemplo; ndo abrevie) e a legenda
detalhada, com até 300 caracteres (incluindo
espagos).

Cada tabela devera ser numerada
sequencialmente, com numeros arabicos (Tabela
1, 2, 3, etc; ndo abrevie). O titulo das tabelas
devera estar acima das mesmas. Tabelas dever&o
ser formatadas usando as ferramentas de
criacdo de tabelas (‘Tabela’) do Microsoft®
Word. Colunas e linhas da tabela devem ser
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visiveis, optando-se por usar linhas pretas que
serdo removidas no processo de edicédo final. Ndo
utilize padrdes, tons de cinza, nem qualquer tipo
de cor nas tabelas.

Dados mais extensos podem ser enviados como
arquivos suplementares, mas que ndo estardo
disponiveis no préprio artigo, mas como links
para consulta pelo publico.

NORMAS GERAIS

Os nomes cientificos, incluindo os géneros e
categorias infragenéricas, deverdo estar em
italico. As siglas e abreviaturas, quando utilizadas
pela primeira vez, deverdo ser precedidas do seu
significado por extenso. Ex.: Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Escrever o0s
nlmeros até dez por extenso, a menos que sejam
seguidos de unidade de medida, ou indiquem
numeracdo de figuras e tabelas. Utilize um
espaco para separar as unidades de medidas
dos valores (10 m, por exemplo). A unidade de
temperatura em graus Celsius deve ser escrito com
um espagamento entre o valor numérico (23 o C,
por exemplo).

A posicéo preferencial de cada figura ou tabela
nao deverd ser indicada no texto. Isso ficara a
critério do editor, durante a editoragcdo. Sempre
verifique que as figuras e tabelas estejam
citadas no texto. No texto, use abreviaturas (Fig.
1 e Tab. 1, por exemplo). Evitar notas de rodapé.
Se necessérias, utilizar numeracdo arabica em
sequéncia.

As citacOes de autores no texto devera seguir os
seguintes exemplos: Baptista (1977), Souza &
Barcelos (1990), Porto et al. (1979) e (Smith 1990,
Santos et al 1995). Citar o(s) autor(es) das
espécies sO a primeira vez em que as mesmas
forem referidas no texto. Cita¢fes de resumos de
simposios, encontros ou congressos deverdo ser
evitadas. Use-as somente se for absolutamente
necessario. Comunicagdes pessoais ndo deverdo
ser incluidas na lista de Referéncias, mas poderéo
ser citadas no texto. A obtencdo da permissao para
citar comunicacbes pessoais e dados ndo
publicados é de exclusiva responsabilidade dos
autores. Abreviatura de periodicos cientificos
deverd seguir o Index Medicus/ MEDLINE.

Citag0es, nas Referéncias, deveréo conter todos os
nomes dos autores (ndo use et al.)

As referéncias deverdo seguir rigorosamente os
seguintes exemplos:

Artigos publicados em periddicos:

BONGERS, F., POPMA, J., MEAVE, J. &
CARABIAS, J. 1988. Structure and floristic
composition of the lowland rain forest of Los
Tuxtlas, Mexico. Vegetatio, 74: 55-80.
QUADRA, A. A. & AMANCIO, A. A. 1978. A
formacdo de recursos humanos para a salde.
Ciéncia e Cultura, 30(12): 1422-1426.

ZANIN, A., MUIJICA-SALLES, J. &
LONGHIWAGNER, H. M. 1992. Gramineae:
Tribo Stipeae. Bol. Inst. Biocienc. 51: 1-174.
(Flora llustrada do Rio Grande do Sul, 22).
Livros publicado por editoras:

CLEMENT, S. & SHELFORD, V. E. 1960. Bio-
ecology: an introduction. 2nd ed. New York: J.
Willey. 425 p.

LOWE-MCCONNEL, R.H. 1987. Ecological
studies in tropical fish communities. Cambridge:
Cambridge University Press. 382 p.

Capitulos de livro:

CEULEMANS, R. & SAUGIER, B. 1993.
Photosynthesis. In. RAGHAVENDRA, A. S.
(Ed.). Physiology of Trees. New York: John Wiley
& Sons. p. 21-50.
NAKATANI, K., BAUMGARTNER,
G.& CAVICCHIOLI, M. 1997. Ecologia de ovos
e larvas de peixes. In: VAZZOLER, A. E. A. M.,
AGOSTINHO A. A. & HAHN, N. S. (Eds.). A
planicie de inundacdo do alto rio Parana:
aspectos fisicos, biolégicos e socioeconémicos.
Maringa: EDUEM. p. 281-306.

Anais de encontros, congressos, etc.:
CARNEIRO, F. G. 1997. Numerais em esfero-
cristais.  In:  REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA PARA O
PROGRESSO DA CIENCIA, 49., 1997, Belo
Horizonte. Anais... Belo Horizonte: Ed. da
UFMG. 1 CD-ROM.

SANTOS, R. P. & MARIATH, J. E. A. 2000.
Embriologia de llex paraguariensis A. St. Hil.:
estudo da antera e grao de polen e sua aplicacdo
no melhoramento. In: WINGE, H. (Org.).
CONGRESSO SUL-AMERICANO DA ERVA-
MATE, 2., 2000, Encantado, RS e REUNIAO
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TECNICA DA ERVA-MATE, 3., 2000,
Encantado, RS. Anais.. Porto Alegre:
UFRGS/FEPAGRO. p. 140-142. Revista
Brasileira de Biociéncias

Dissertacdes de mestrado, doutorado.
DILLENBURG, L. R. 1986. Estudo

fitossociolégico do estrato arboreo da mata
arenosa de restinga em Emboaba, RS . 106 f.
Dissertacdo (Mestrado em Botanica) — Instituto de
Biociéncias. Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, 1986.

Links de paginas disponiveis na Internet:
POLITICA. 1998. In: DICIONARIO da lingua
portuguesa.  Lisboa: Priberam Informaética.
Disponivel em:. Acesso em: 8 mar. 1999.

THE INTERNATIONAL PLANT NAMES
INDEX. 2012. Disponivel em: Acesso em: 26
ago. 2012.

Para documentos com DOI® (Digital Object
Identifier) conhecido, seguir o exemplo abaixo

SANTOS, R.P., MARIATH, J.E.A. & HESSE, M.
2003. Pollenkit formation in llex paraguariensis
A.St.Hil. (Aquifoliaceae). Plant Syst. Evol., 237:
185-198.

Em trabalhos de taxonomia vegetal e floristica,
as seguintes normas especificas deverdo ser
observadas:

1. Chaves de identificacdo: dicotdmicas,
indentadas, utilizando alternativas 1-1’. Os taxons
devem ser numerados em ordem alfabética, dentro
de sua categoria taxondmica e na ordem em que
aparecerao no texto.

2. As descrigdes devem ser sucintas e uniformes.
3. Autores de nomes cientificos devem ser citados
de forma abreviada, de acordo com Brummit &
Powell (1992).

4. CitagOes e abreviaturas das Opus Princeps
devem seguir Stafleu et al. (1976-1988). No caso
de periddicos, seguir Bridson & Smith (1991).
Como alternativa, seguir o International Plant
Names Index (IPNI - http://www.
ipni.org/index.html), onde as citagdes seguem as
obras mencionadas acima.

5. Indice de nomes cientificos citados no
manuscrito: no caso de monografias, o indice deve
relacionar, em ordem alfabética, os taxons abaixo
do nivel de género, sem os autores, colocando em

negrito a pagina onde inicia a descri¢éo do taxon.
Os nomes validos devem ser citados em letra
normal e o0s sindnimos em itélico.

6. Incluir a lista de exsicatas apresentadas no
manuscrito: Schultz, A . : 12 (2.8-ICN), 25 (2.9-
BLA, ICN)

12 e 25=numeros do coletor.

2.8=2 numero do género e 8 nimero da espécie,
no trabalho.

ICN=sigla do herbario onde esta depositado o
espécime citado.

Caso o trabalho trate apenas de um género:
Schultz, A . : 110 (3-ICN)

3=numero da espécie.

No caso de dois ou mais coletores, citar apenas o
primeiro. Se o coletor ndo tiver nimero de coleta:
Barreto, I. L .: BLA 1325 (nimero do género e
espécie, ou s6 0 numero da espécie).

7. Material examinado: devera ser citado apenas
material selecionado, um exemplar por municipio.
Se a relagdo de material selecionado for muito
extensa (ou se o autor ndo julgar necessario), citar
todos 0s municipios. De modo a demonstrar a
distribuicdo geogréafica do taxon e ndo ultrapassar
0 nmero de paginas previstas, deverdo ser citados
apenas um ou poucos exemplares por regido
fisiografica (Fortes 1959).

Quando forem dois coletores usar 0 &. Mais de
dois coletores, citar o primeiro e usar o et al.
Paises, estados, municipios e localidades devem
ser citados em ordem alfabética.

Exemplos:

BRASIL. RIO GRANDE DO SUL: Torres, 23
maio 1975, L.R. Dillenburg 17 (ICN);
Tupanciretd, 8 jul. 1977, L.R.M. Baptista et al.
911 (ICN); Uruguaiana, 25 mar. 1978;

M.L. Porto s.n. (ICN 2530); Vacaria, 1 abr. 1975,
B. Irgang & P. Oliveira 45 (BLA, ICN).

Flora llustrada do Rio Grande do Sul:

1. Lupinus albescens Hook. & Arn., Bot. Misc. 3
: 201. 1833 (Fig. 1).

Sinonimia (citar o basiénimo, quando for o caso.
Citar outros sindnimos somente quando for
estritamente necessario para o conhecimento do
tdxon na area estudada).

Descricao: baseada em material do Rio Grande do
Sul, em dois paragrafos, vegetativo e reprodutivo.
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Distribuicdo geografica: geral e no Rio Grande do
Sul, esta ultima utilizando as regides fisiograficas
de Fortes (1959). Nao devem ser utilizados mapas
com pontos de coleta no Rio Grande do Sul.
Habitat:

Observacoes:

Material selecionado: citar somente material do
Rio Grande do Sul. Se necessério, por deficiéncia
deste material, citar “material adicional
examinado” de outras regides.
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