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Biomonitoramento para avaliacio do potencial genotéxico da agua do Arroio
Clarimundo localizado no municipio de Cerro Largo — RS, Brasil

Resumo

Inumeros fatores de poluicdo geram alteragcdes na qualidade da dgua e nos organismos
que dela dependem, visto que podem conter substancias com propriedades mutagénicas,
genotdxicas e citotoxicas que afetam a integridade genética dos seres vivos. No
municipio de Cerro Largo — RS localiza-se o Arroio Clarimundo, que no seu fluxo
passa por uma darea agricola e atravessa a cidade recebendo descarga de residuos
domésticos ndo tratados. Este trabalho teve como objetivo, avaliar o potencial
genotdxico dessas dguas por meio do bioensaio com Allium cepa usualmente empregado
em estudos de biomonitoramento. Para a realizagdo das analises foram feitas quatro
coletas de agua, para cada estagdo do ano e em trés pontos demarcados. Os bulbos de
Allium cepa foram postos para germinar, durante 72 horas, na propor¢do de trés para
cada amostra dos pontos de coleta e trés em agua destilada para pardmetro de controle.
Posteriormente, as raizes foram submetidas ao protocolo de Feulgen com modificacdes,
para a confecgio das laminas. Foram observadas alteragdes nos valores de Indice
Mitético ¢ Alteragdes Cromossomicas. Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica pelo teste Qui-quadrado. Os resultados sugerem que a 4gua do Arroio
Clarimundo tem potencial para causar danos no genoma de organismos eucariotos.

Palavras-chave: A/lium cepa; Bioensaio; Mutagenicidade; Toxicidade ambiental.

Biomonitoring to evaluate the genotoxic potential of the water from Arroio
Clarimundo located in Cerro Largo, RS, Brazil

Abstract

Countless pollution factors can generate changes in water quality and in water
dependent organisms, since they can carry mutagenic, genotoxic and cytotoxic
substances, which affect the genetic integrity of living beings. The Arroio Clarimundo, a
river located in Cerro Largo county, at Rio Grande do Sul — Brazil, flows through an
agricultural area and bypasses the Cerro Largo city, receiving domestic raw
wastewaters. This work aimed to evaluate the genotoxic potential of Arroio Clarimundo
waters with Allium cepa bioassay, usually used in biomonitoring studies. The analysis
were performed by collecting the water, four samples for each season, in three specific
river locations. The Allium cepa bulb were germinated during 72, three bulbs for each
sample collected, and three bulbs in distilled water for control parameter. Then, the roots
were submitted to a modified Feulgen protocol, in order to do the microscopic slides.
Alteration on the mitotic index and chromosomic alterations were observed. The data
were statistical analyzed with Qui-Quadrat test and the results suggest the Arroio
Clarimundo water can potentially cause damage to the eukaryotes genome

Key-words: Allium cepa; Bioassay; Mutagenicity; Environmental toxicity.

Titulo abreviado: “Genotoxicidade das aguas do Arroio Clarimundo



Introducio

Os cursos hidricos possuem grande importancia para os ecossistemas, porque sao
eles que servem como fonte de dgua e alimento para varias espécies de vertebrados,
abastecem os reservatorios subterraneos, fonte que fornece agua para o consumo
humano em geral. Os cursos hidricos sdao habitados por diversas espécies de plantas,
micro-organismos e macro invertebrados, que possuem fungdo ecologica significativa,
desde a decomposicdo de matéria orgénica e participagdo na cadeia alimentar servindo
de alimentos para diversos peixes e anfibios. Ainda, contaminac¢ao dos varios ambientes
pode resultar em consequéncias, muitas vezes irreversiveis, para os biomas que habitam

estes ambientes (PERON, CANESIN E CARDOSO, 2009).

Segundo a Organizacdo da Nagdes Unidas (ONU), um terco da populagdo
mundial ¢ afetada pela escassez e ma qualidade da agua, sendo, que mais da metade dos
leitos hospitalares do mundo esta ocupado por pessoas com doengas relacionadas a
qualidade da 4gua. Ainda, at¢ 2010, 900 milhdes de pessoas no planeta ndo tinham
acesso a fontes confidveis de dgua. De acordo com Goulart e Calistro (2003), observa-se
que em areas onde se concentram as moradias de menor nivel social e econdmico, os
ecossistemas aquaticos transformam-se em grandes corredores de esgoto a céu aberto,
muitas vezes sendo também local de despejo de lixo, com enorme potencial de
veiculagdo de inumeras doengas.

A contaminacao dos cursos hidricos é ocasionada por agdes antropicas, oriundas
da agricultura, devido a utilizacdo de agroquimicos e residuos industriais nao tratados
adequadamente. Todos esses fatores de contaminagdo geram alteragcdes na qualidade da
agua afetando organismos que dela dependem, ji que podem conter substancias com
propriedades mutagénicas, genotoxicas e citotoxicas que afetam a integridade genética
dos seres vivos. Assim, conforme ressalta Fox (1995), esses poluentes afetam ndo so
direta e indiretamente os organismos individuais, em termos toxicologicos, como
também provocam efeitos nas comunidades e ecossistemas.

O Arroio Clarimundo esta localizado no municipio de Cerro Largo — RS ¢ logo
na sua nascente recebe descarga de residuos industriais, em seguida passa por uma area

agricola, e atravessa a cidade de uma extremidade a outra, recebendo diretamente os



residuos domésticos de grande parte da populagdo , pois 0 municipio ndo possui um
centro de tratamento de esgoto.

Para a avaliagdo, monitoramento e deteccdo de genotoxicos no ambiente os
bioensaios com plantas superiores tém sido recomendados desde a década de 70
(GRANT, 1999). Células vegetais geralmente possuem enzimas necessarias para
ativagdo e metabolizacdo de compostos promutagénicos e hidrocarbonetos arométicos
policiclicos (PAHs), como ¢ o caso das células meristematicas das raizes de Allium
cepa.

Segundo Arraes & Longhin (2012), hd uma desvantagem em usar somente
analises fisicas e quimicas em relacdo as respostas biologicas dos bioindicadores de
degradacdo ambiental, ja que esses resultados mostram somente o registro momentaneo
da biota aquatica, assim, as medi¢des quimicas ndo conseguem detectar perturbagdes
sutis no ecossistema quando realizadas distante da fonte poluidora e quando nao se
correlaciona com a vida de organismos nele presente (BUSS et al., 2003).

O teste Allium é bem conhecido e comumente, utilizado em laboratérios do
mundo inteiro para analise de varias substancias das quais se deseja conhecer o possivel
potencial mutagénico, estimado pela frequéncia de aberracdes e quebras cromossomicas
indicando riscos de aneuploidias e fornecendo valiosas informagdes em relacdo a
avaliagdo de amostras ambientais (RANK e NIELSEN, 1993).

Ainda o uso do Allium cepa, segundo Matsumoto e Marim-Morales (2012) se da
pelo fato de que sdo organismos faceis de serem armazenados e manuseados. As células
das raizes constituem um sistema apropriado, tanto para pardmetros macroscopicos,
quanto para parametros microscopicos, além de possuirem um baixo custo e serem de
facil manipulagao.

Trabalhos relacionados utilizando o sistema Allium cepa foram feitos por
Oliveira et al., (2011) a fim de verificar o potencial mutagénico das aguas do Rio
Paraiba do Sul- Tremembé- SP, assim como Peron et al., (2008) também o fizeram para
analisar as dguas do Rio Pirap6- Apucarana- Pr.

Dessa maneira, o presente trabalho propos uma analise qualitativa do potencial
genotoxico da agua do Arroio Clarimundo, utilizando para isso, o teste Allium cepa,

analisando as alteragdes cromossomicas, o indice mitotico, e por fim, aplicando teste



estatistico para a analise dos dados obtidos.

Material e Métodos

Foram coletadas amostras de agua no Arroio Clarimundo, localizado na regiao
noroeste do Rio Grande do Sul, inserido no municipio de Cerro Largo que encontra-se
em latitude de 28°08'49” sul, longitude 54°44'17”, e 211 metros.

Essas amostras foram coletadas nas quatro estagdes do ano (verdo, outono,
inverno e primavera), em trés pontos do Arroio Clarimundo pré determinados como:
(P1) nascente, (P2): ponto antes do arroio percolar a cidade e, (P3): posterior a cidade

(Figura 1).

FIGURA 1: Pontos de coleta pré determinados no Arroio Clarimundo que atravessa o

municipio de Cerro Largo - RS. Fonte: Google Maps, 2014.
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A condugdo dos testes foi realizado no Laboratorio de Genética da Universidade
Federal da Fronteira Sul — campus Cerro Largo — RS (UFFS), onde imediatamente apds
as coletas, as amostras foram levadas para serem armazenadas em refrigeracdo até serem
utilizadas.

Foi utilizada como indicador bioldgico a espécie Allium cepa da variedade Baia
Periforme, adquiridas no comércio local.

Os bulbos de Allium cepa foram expostos as amostras de agua (P1; P2 e P3) e
controle em agua destilada, por 72 horas, sendo realizadas trés baterias por estagdo.
Ap6s 72 horas, foram retiradas dos bulbos as raizes com a coifa, as quais correspondem
a parte mais jovem da raiz, com um tamanho de aproximadamente 2 cm de

comprimento.

FIGURA 2: A) Bulbos em tratamento com agua do ponto 1. B) Bulbos em tratamento
com dagua do ponto 2. C) Bulbos em tratamento com 4gua do ponto 3. D)

Bulbos do controle em tratamento com agua destilada. Fonte: Kasper, 2015.

Os meristemas radiculares ap6s coletados, foram acondicionadas em microtubos

contendo fixador Carnoy por 24 horas. Posteriormente, as raizes foram lavadas em agua
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destilada e armazenadas em alcool 70 % sob refrigeracdo até a confec¢ao das laminas.

As laminas foram confeccionadas seguindo o protocolo de Feulgen, e as raizes
foram imediatamente transferidas para a lamina, onde descartou-se a regido lisa, ficando
apenas com a coifa, lugar que ha grande divisao celular. Sobre a coifa foram adicionadas
2 a 3 gotas de orceina acética e por fim, realizado o processo de esmagamento, o
fechamento com laminula para observacdo em Microscopia Optica, para contagem de
células em divisao mitotica e avaliagdo de danos cromossdmicos.

Os dados foram submetidos ao teste estatistico Qui-quadrado em nivel de 0,05%

de confiabilidade.

Resultados

Foram analisadas cinco mil células para cada ponto de coleta (P1, P2, P3)
contabilizando as células em interfase e as que estavam nas fases da mitose para o
calculo de Indice Mitético (IM), onde: IM= numero de células em divisdo/ntimero total
de células contadas x 100. Foram analisadas as células que apresentaram danos
cromossOdmicos como, “stikiness”, pontes anafisicas, micronucleos, atraso de anafase,

nucleos mal-formados e c-mitoses.

Os resultados dos indices mitdticos obtidos para as amostras coletadas na
primavera estdo expostos na tabela 1. Pode-se notar que o IM dos tratamentos foi menor
do que o obtido no controle. Esses resultados se repetem nos dados coletados em todas

as outras estagdes, como pode ser visto nas tabelas 2, 3 ¢ 4.

Para a andlise estatistica utilizou-se o teste Qui-quadrado, sendo ele um teste de
hipoteses o qual se destina a encontrar um valor da dispersdo para duas varidveis
nominais, e avaliar a associa¢do existente entre variaveis qualitativas (PLACKETT,
1983), utilizando um nivel de significancia de 0,05%. As varidveis observadas, foram os
valores de cada fase mitotica (Profase, Metdfase, Anafase e Telofase), dos pontos

analisados (P1, P2, P3) em relagdo as fases mitoticas observadas no controle (C).
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TABELA 1: Valores obtidos no tratamento da Primavera, apresentando as respectivas

contagens em 5.000 células/triplicata, de P (profase) M (metafase) A

(anafase) e T (telofase) e o IM (indice mitdtico) triplicata. * Todos os

valores foram estatisticamente significativos em relacdo ao controle em

nivel de p=0,05%.

Amostra P M A T Total M %
Pl 87 4] 4 5 27 4 5%
P 8 06 31 76 218 5,5%
P3 07 9 19 14 109 L1*
C 167 128 06 9% 431 90
TABELA 2: Valores obtidos no tratamento do Verdo, apresentando as respectivas
contagens em 5.000 células/triplicata, de P (profase) M (metafase) A
(anafase) e T (telofase) e o IM (indice mitdtico) triplicata. *Todos os
valores foram estatisticamente significativos em relacdo ao controle em
nivel de p=0,05%.
Amostra P M A T Total M %
Pl 173 39 4 8 337 6,7%
P2 121 60 4 61 284 5,5%
P3 138 3 33 67 288 5,0%
C 167 128 06 N 451 90
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TABELA 3: Valores obtidos no tratamento do Outono, apresentando as respectivas
contagens em 5.000 células/triplicata, de P (profase) M (metafase) A
(anafase) e T (telofase) e o IM (indice mitdtico) triplicata. *Todos os
valores foram estatisticamente significativos em relacdo ao controle em

nivel de p=0,05%.

Amostra P M A T Total M %
Pl 136 4] 36 4 257 51%
Y 113 i 3 71 24 53
P3 9 40 39 M 205 41*
C 167 128 66 90 451 90

TABELA 4: Valores obtidos no tratamento do Inverno, apresentando as respectivas
contagens em 5.000 células/triplicata, de P (profase) M (metafase) A
(anafase) e T (telofase) e o IM (indice mitdtico) triplicata. * Todos os
valores foram estatisticamente significativos em relacdo ao controle em

nivel de p= 0,05%.

Amostra P M A T Total M %
Pl 128 1) 58 3 260 52¢
) 139 40 33 58 20 54%
P3 119 55 5 48 il 55¢
C 167 128 06 9% 451 90

Quando comparadas as fases normais da mitose segundo a FIGURA 3, os dados
observados em M.O referentes as aberracdes cromossOmicas, nos achados dos
tratamentos com amostras do P1, P2 e P3 nas quatro estagdes foram: pontes anafésicas,
nicleos mal-formados, stickiness, metafases irregulares, cromossomos perdidos e

micronucleo (FIGURA 4 e FIGURA 5).
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FIGURA 3 : Cé¢lulas normais em Mitose: A) profase, B) metafase, C) anafase e D)

telofase. Barra de escala 50pu. Fonte: Kasper, 2015.
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FIGURA 4: alteragdes cromossomicas encontradas nas células das raizes submetidas
agua do Arroio Clarimundo: A) pontes anafasicas; B) c-mitose; C) nucleos

mal-formados ; D) microntcleos. Barra de escala 50u. Fonte: Kasper, 2015.
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FIGURA 5: alteragdes cromossomicas encontradas nas células das raizes submetidas
agua do Arroio Clarimundo: A) micronucleo; B) metafase irregular; C) perda

de cromossomos; D) stikiness. Barra de escala 50u. Fonte: Kasper, 2015.

A andlise estatistica dos dados, através do teste Qui-quadrado por Adequagao,
demonstrou que os dados da primavera, verdao, outono e inverno dispostos na Tabela 1,

2, 3 e 4, foram todos significativos em nivel de confianca de 0,05.

Discussao

Os dados observados nas tabelas 1, 2, 3 e 4 referentes as estacdes de primavera,

verdo, outono € inverno, respectivamente, nos mostra que o numero de células em
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divisdo celular das raizes submetidas aos tratamentos, se mostraram abaixo do que se
pode observar no controle. O I.M nas quatro estagdes sazonais também mostram um
valor abaixo do calculado para o controle. Esses dados sugerem que a agua do Arroio
possui componentes que interferem nos processos mitoticos das células meristematicas
das raizes de Allium cepa. Os dados de Oliveira, Voltolini e Barberio, (2011) que
analisaram as aguas do Rio Paraiba do Sul, também apresentaram resultados similares
aos achados nesse trabalho.

Se compararmos os dados entre as quatro estacdes sazonais, podemos observar
que na primavera (Tabela 1) a quantidade de células em divisdo mitdtica se mostrou
menor que as outras estagdes. Cabe ressaltar que nesta época ainda estava em atividade
no municipio, um Laticinio que depositava seus residuos nas aguas do Arroio proximo
ao P1. Isso mostra que citoxicidade induzida por produtos presentes na amostra,
interferiram no ciclo celular, dados semelhantes também foram encontrados no trabalho
de Barberio et al. (2009).

A Tabela 2 apresenta os dados coletados na estacdo de verdo, onde os I.M foram
os maiores obtidos em relag@o as outras estagoes. A variacdo encontrada na sazonalidade
¢ um fator que pode influenciar de forma significativa a frequéncia de danos genéticos e
LM além de promover alteracdes fisiologicas nos organismos expostos. Essa variacao
pode sofrer alteragdes de acordo com o nivel de polui¢do em determinado local (RUIZ
etal., 1992; HAYASHI et al., 1998).

Segundo César et al. (1997) pode-se determinar o tempo e as concentragdes em
que o agente quimico ou poluente ¢ potencialmente prejudicial nos organismos vivos. Se
a concentracao do produto for baixa ou o tempo de contato for insuficiente o efeito pode
ndo ser adverso, sendo que altas concentragcdes poderdo ter efeitos prejudiciais em
tempos de exposicdo extremamente curtos (CARNIATO et al., 2007) ao passo que
pequenas concentragdes geralmente produzem efeitos cronicos sub-letais e, até mesmo,
letais durante longos periodos de exposicao.

Nos resultados desse trabalho podemos notar que, embora tenha havido variagao
entre as diferentes estagdes nos varios tratamentos, houve uniformidade no que se refere
a presenca de alteragdes quando comparados ao controle, o que reporta que durante todo

o tempo de avaliagdo houve presenca de substancias na dgua que alteraram o ciclo
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celular e os eventos genéticos.

O trabalho nao objetivou buscar quais substincias presentes na agua poderiam
ter causado as diferencas no ciclo celular das raizes expostas aos tratamentos sabemos,
porém, segundo Cazenave et al (2009) que as atividades antropicas sdo fatores chave no
aumento dos niveis de contaminantes aquaticos e nela ¢ possivel detectar uma
diversidade de compostos quimicos persistentes que apresentam propriedades
mutagénicas e clastogénicas.

A genotoxicidade pode ser identificada por alteragdes cromossdmicas, resultando
em anomalias nos cromossomos como: stickiness, micronucleos, pontes cromossomicas,
deformagdes do niicleo (FISKESJO, 1985). O primeiro mecanismo de agdo dos agentes
genotdxicos ¢ promover lesdes no DNA (OLIVEIRA et al., 2011), e ainda, segundo
(MAIJER et al., 2005) essas alteragdes podem provocar uma tentativa de reparo que
nem sempre ¢ bem sucedido, fazendo com que as alteracdes se tornem irreversiveis,
podendo trazer a morte celular.

Na andlise genotoxica, as alteragdes cromossdmicas observadas foram: pontes
anafasicas, stickinees, deformagdes nucleares, cromossomos perdidos, micronucleos e
multipolaridade. As fases normais da mitose podem ser vistas na Figura 3 e os achados
das alteragdes em todos os tratamentos podem ser vistos nas Figura 4 e 5.

A agdo de agentes genotoxicos tem como objetivo promover lesdes no DNA
(oxidagdo e dimerizag¢do, adutos de DNA entre outras). Os danos como Micronucleo
(MN), pontes anafasicas, encontrados nesse estudo, sdo indicativos da presenca de
substancias clastogénicas nas amostras testadas. Outros achados neste estudo foram da
forma stickiness (Figura 5D), que ¢ determinada por falhas no processo de disjuncao
indicando a presenca de substancias aneugénicas, que interferem na formagao do fuso
acromatico. Os eventos de c-mitoses (Figura 4B) se originam quando hé inativacao do
fuso de modo que, os cromossomos ficam dispersos na célula. Muitas substincias
quimicas como as que estdo presentes em pesticidas, podem promover esses eventos.

Segundo Leme e Marin-Morales, 2009, as anormalidades nos cromossomos de
c¢lulas meristematicas de Allium cepa, sao eficientes parametros para a investigacao de
genotoxicidade. Vale ressaltar que, estudos com esse modelo bioldgico, mostram que

nem sempre a toxicidade estd correlacionada com a genotoxicidade, porque alteragdes
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relacionadas com o crescimento da raiz e IM sdo pardmetros indicativos de
citotoxicidade. Por outro lado, alteragdes como anomalias cromossdmicas (stickiness,
micronucleos, pontes cromossdmicas, entre outras), indicam genotoxicidade
(FRISKESIJO, 1985).

Como o Arroio percola uma porgado agricola € uma urbana podemos inferir que
os contaminantes mais provaveis sejam de origem agricola e residuos domésticos.

De maneira geral, a genotoxicidade esta relacionada com eventos de poluigdo
ambiental e, estando todos os seres vivos em intera¢do com o meio ambiente, 0s
mesmos sofrem influéncia desse meio ocasionando modificagdes no material genético
desses organismos, desta forma podemos sugerir que 0s organismos que vivem nas
aguas do Arroio ou fazem uso dele estdo expostos a esses danos genotdxicos (MINISSI
e LOMBI, 1997; PASCALICCHIO, 2002; MATSUMOTO et al., 2006; KLAUCK et al.,
2014).

Conclusao

Diante dos resultados obtidos através das andlises da agua do corpo hidrico,
podemos sugerir que, nas diferentes estagoes sazonais, a agua dos trés pontos do Arroio
apresentaram potencial genotoxico e citotoxico para células eucaridticas, o que sio
fortes indicios da presenca de substincias toxicas aneugénicas, clastdgenicas que
interferem nos processos de divisdo celular e no material genético dos organismos

presentes nesse ecosssistema.

Devido a importancia em se preservar recursos naturais, podemos sugerir que
para este Arroio, fazem-se necessarios propostas de programas de biomonitoramento de

modo a auxiliar e contribuir com a¢des de manejo e protegao.

Agradecimentos: A Universidade Federal da Fronteira Sul pela concessdo da Bolsa de
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cada ano. Submissdes fora deste periodo serdo rejeitadas de imediato.
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recomenda a publicagdo em inglés sempre que possivel. Deverdo ser enviados em
versao eletronica (arquivo .doc), digitados com espacamento de 1,5, fonte Times New
Roman, tamanho 12; obedecendo as margens de 3cm. ACESSE E FACA O
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autores ¢ das instituicdes envolvidas. A autoria deve ser limitada aqueles que

participaram e contribuiram substancialmente para o trabalho. Caso ndo esteja
enquadrada nessa situacdo, a pessoa devera ser incluida nos agradecimentos. Deve-se

indicar o autor para correspondéncia e seus enderecos: postal completo e eletrdnico
(estas informacdes serdo retiradas pela Comissdao Editorial durante o processo de
revisdo, para garantir o anonimato dos autores). Na segunda pagina, o titulo completo
deve ser repetido e, abaixo, devem vir: resumo, palavras-chave (maximo de cinco,
colocadas em ordem alfabética), abstract, key words (maximo de cinco, colocadas em
ordem alfabética e separadas por ponto e virgula) e titulo abreviado (maximo de 60
caracteres).

3) O resumo ¢ o abstract ndo poderao exceder 200 palavras.

4) O limite de paginas de Artigos e Revisdes, incluindo figuras, tabelas e referéncias, ¢
de 25 enquanto que para as Comunicagdes Breves e Resenhas de livros esse limite ¢ de
sete paginas.

5) Os Artigos deverdo conter Introducdo, Material ¢ Métodos, Resultados, Discussdo,
Agradecimentos (opcional) e Referéncias. As demais formas de publicagdo nao
necessitam apresentar as subdivisdes acima, mas devem seguir esta ordem na
apresentacao do texto.

6) Quando for o caso, o titulo deve indicar a classificagdo do taxon estudado. Por
exemplo: "Influéncia de baixas temperaturas no desenvolvimento e aspectos biondomicos
de Musca domestica (Linnaeus, 1758) (Diptera, Muscidae)"; "Caracteristicas biologicas
de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) nos
hospedeiros Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae)
eDiatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)".


https://docs.google.com/file/d/0B_g9CW5kASLGYnpKUC1WR3FXTkk/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/file/d/0B_g9CW5kASLGYnpKUC1WR3FXTkk/edit?usp=sharing
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7) No caso de trabalhos envolvendo experimentagdo animal (em acordo com a lei n°
11.794/08), o numero da autorizagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais deve
constar na se¢ao Material e Métodos. Da mesma forma, trabalhos envolvendo a captura
ou coleta de animais regulados pela legislagdo vigente devem apresentar o nimero da
autorizagdo do orgdo fiscalizador (IBAMA, SISBIO ou o respectivo oOrgao
estadual/municipal).

8) As citagbes de referéncias no texto devem obedecer ao seguinte padrdo: um autor
(NETTO, 2001); dois autores (MOTTA-JUNIOR; LOMBARDI, 2002); trés ou mais
autores (RAMOS et al., 2002).

9) No caso dos nomes dos autores fazerem parte da frase, devem ser grafados apenas
com a inicial maiuscula e o ano da publica¢do deve vir entre parénteses. Por exemplo:
"Segundo Assis e Pereira (2010), as aves migram para regioes mais quentes."

10) Quando houver, no mesmo ano, mais de um artigo de mesma autoria, devem-se
acrescentar letras mintsculas ap6s o ano, conforme o exemplo: (DAVIDSON et al.,
2000a; 2000b). Quando houver mais de uma citacdo dentro dos mesmos parénteses,
essas devem ser colocadas em ordem cronoldgica. Exemplo: (GIRARD, 1984;
GROVUM, 1988; 2007; DE TONI et al., 2000).

11) As citagdes de referéncias no final do artigo devem obedecer as normas da ABNT,
seguindo a ordem alfabética do sobrenome do primeiro autor (e assim sucessivamente
para os demais autores). Os nomes dos periddicos e livros ndo devem ser abreviados. E
obrigatdria a citagdo da cidade em que o periddico é editado, bem como da editora do
livro (ou capitulo de livro). Apenas citagdes que aparecem no texto devem constar na
lista de referéncias. As citagdes de resumos de congressos e reunides cientificas nao
poderdo ultrapassar 10% do total de referéncias citadas. Trabalhos aceitos para
publicacdo devem ser referidos como "no prelo" ou "in press", quando se tratar de artigo
redigido em inglés. Dados nao publicados devem ser citados apenas no texto como

"dados ndo publicados" ou "comunicacdo pessoal", entre parénteses.
Exemplos de citacdo na lista final de referéncias
a) artigos em periodicos

ALBUQUERQUE, U. P.; ANDRADE, L. H. C. Uso de recursos vegetais da Caatinga: o
caso do agreste do estado de Pernambuco. Interciéncia, Caracas, v. 2, n. 28, p. 336-346,
2002.

b) livros na integra
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MILLIKEN, W.; MILLER, R. P.; POLLARD, S. R.; WANDELLI, E. V. I. Ethnobotany
of the Waimiri atroari indians. London: Royal Botanic Gardens Kew, 1992. 146 p.

¢) capitulo de livros

COLLEAUX, L. Genetic basis of mental retardation. In: JONES, B. C.; MORMEDE, P.
(Ed.). Neurobehavioral Genetics — Methods and applications. 2 ed. New York: CRC
Press, 1999. p. 275-290.

d) teses, dissertagdes e monografias

FARIA, P. E. P.Uso de biomarcadores de estresse oxidativo no
berbigao Anomalocardia brasiliana (GMELIN, 1971) para avaliacio de poluicao
aquatica em dois sitios em Florianopolis - Santa Catarina - BRASIL. 2008. 37 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ecologia) - Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis. 2008.

e) publicacdes em Congressos, Reunides Cientificas, Simpdsios, etc.

SILVA, J. F., BOELONI. J. N.; OCARINO, N. M.; BOZZI, A.; GOES, A. M,;
SERAKIDES, R. Efeito dose-dependente da Triiodotironina (T3) na diferenciacao
osteogénica de células tronco mesenquimais da medula 6ssea de ratas. In: REUNIAO
ANUAL DA SBPC, 60, 2008, Campinas. Resumos... Campinas: SBPC, 2008. Versao
eletronica (ou colocar o intervalo de paginas no caso de anais impressos).

f) paginas da Internet

FOX, R.Invertebrate Anatomy - Daphnia magna. 2002. Disponivel em <http:
www.science.lander.edu/refox/daphnia.html>. Acesso em: 22 maio 2003.

11) As figuras (fotografias, desenhos, etc.) e as tabelas ja devem ser inseridas no corpo
do texto, no melhor local apos o final do pardgrafo em que foram citadas pela primeira
vez. Quando for o caso, as figuras devem conter a representacdo da escala em barras.
Sempre que possivel, as ilustragdes deverdo ser coloridas. Tabelas e figuras devem ser
numeradas com algarismos arabicos de acordo com sua sequéncia no texto, sendo que
este deve incluir referéncias a todas elas. As tabelas e figuras deverdo ter um titulo (em
cima das mesmas) breve e auto-explicativo. Informagdes adicionais, necessdrias a
compreensao das tabelas e figuras, deverdo ser dadas em forma de nota de rodapé,
embaixo das mesmas.
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12) A identificagdo taxonOmica correta das espécies incluidas no trabalho ¢ de
responsabilidade dos autores, mas a revista se reserva ao direito de exigir modifica¢des
ou rejeitar trabalhos com taxonomia incorreta. Esse ponto serd avaliado tanto pelos
Editores de Area quanto pelos Avaliadores e, portanto, recomenda-se que os autores
fornecam o maior numero de informagdes possivel para esta conferéncia. Devem
obrigatoriamente constar no texto: métodos usados para identificagdo, procedéncia
geografica dos exemplares e colecdo na qual foram tombados. Fotos e numeros de
tombamento podem ser fornecidas como documentos suplementares.

II — Sobre a avaliacao e a publicacdo dos manuscritos

1) Preliminarmente, todos os manuscritos serdo avaliados pelos editores em relagdo a
adequacdo ao escopo e a formatagdo da revista. Artigos com problemas de formatacao
serdo rejeitados de imediato. No caso de manuscritos em 4areas cuja revista possui
Editores de Area, este emitird um parecer sobre sua relevancia e qualidade de redagao.

2) Em caso de parecer favoravel ao inicio da tramita¢do, o manuscrito serd analisado por
no minimo dois avaliadores, especialistas no tema do mesmo, sendo sua aceitagcdo
baseada no seu conteudo cientifico.

3) Os autores receberao os pareceres dos avaliadores e deverdo encaminhar a nova
versdo, em um prazo maximo de 15 dias, com as alteragdes sugeridas, em formato
eletronico (.doc). No caso do ndo atendimento de alguma sugestdao dos avaliadores, os
autores deverdo apresentar uma justificativa circunstanciada, em documento anexado a
parte.

4) A versdo corrigida serd re-submetida aos avaliadores para que as alteracdes
procedidas sejam avaliadas.

5) Uma vez aceito quanto ao mérito cientifico, os autores se responsabilizardo pelo
envio do texto em inglés a um dos revisores da lingua inglesa indicados pela revista.
Ap0s a corregdo do inglés, os autores deverdo encaminhar a versdo corrigida juntamente
com a certificacdo do revisor do texto em inglés.

6) Apods aceita a corregdo do inglés, os autores deverdo enviar o comprovante de
pagamento da taxa de publicagdo, conforme compromisso firmado no momento da
submissdo. Tao logo o pagamento seja confirmado, serd enviada uma declaracdo de
aceite do manuscrito, indicando o volume em que sera publicado.

7) Apo0s a aceitagdo para publicagdo, provas definitivas do artigo, em formato pdf, serdo
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enviadas para a ultima correcdo dos autores. Erros nessa ultima forma serdo de total
responsabilidade dos autores.

8) Os PDFs dos manuscritos aceitos serdo disponibilizados, com acesso livre, na pagina
da revista (http://periodicos.ufsc.br/index.php/biotemas/index).

Condig¢des para submissao

Como parte do processo de submissdao, os autores sdao obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes
que nao estiverem de acordo com as normas serdao devolvidas aos autores.

1.

O manuscrito foi adequado as normas da revista, vigentes a partir de
21/02/2014, e disponiveis emDiretrizes para Autores. Os autores devem
checar com atengdo as diretrizes € o modelo disponivel, pois problemas de
formato causardo rejeicdo imediata do manuscrito.

A submissdo esta sendo feita dentro do periodo entre 01/03 e 30/11 do ano
vigente, estando os autores cientes de que se a submissdo for feita fora deste
periodo o manuscrito sera rejeitado sem avaliagdo do mérito cientifico.

O tema do manuscrito se enquadra no escopo da Revista.

A contribuicdo ¢ original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacdo por
outra revista.

O autor que submeter o artigo através do Portal de Periddicos garante que todos
os coautores estdo cientes e em concordancia com a submissao.

Todos os autores listados contribuiram substancialmente para a execugdo do
trabalho.

Os dados completos de todos os autores foram inseridos no momento da
submissdo (nome completo, e-mail, enderego e vinculo institucional, resumo do
curriculo).

As espécies foram corretamente identificadas e a classificagdo taxondmica
utilizada ¢ a mais atualizada possivel.


http://periodicos.ufsc.br/index.php/biotemas/index

9.

10.

I1.
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Quando for o caso, o numero de autorizagdo da Comissao de Etica no Uso de
Animais e/ou da licenga de coleta do orgdo fiscalizador consta na se¢do Material
e Métodos.

O(s) autor(es) se compromete(m), caso 0 manuscrito seja aceito, a submeter e
arcar com as despesas da correcao do texto em inglés (seja apenas o abstract,
seja o texto completo). Esta correcdo devera ser feita por um dos revisores da
confianca da comissdo editorial da revista. Apds a corregdo ser realizada, o(s)
autor(es) devera(ao) encaminhar a cépia da correcdo feita pelo revisor, bem
como uma certificacdo da corre¢ao realizada.

O(s) autor(es) se compromete(m), no caso da aceitagdo do manuscrito, a realizar
um deposito de acordo com os seguintes valores: Artigos e Revisoes: R$ 150,00
(quando redigidos em inglés) ou R$ 300,00 (em portugués ou espanhol).
Comunica¢des Breves e Resenhas: R$ 100,00 (em inglés) e R$ 200,00 (em
portugués ou espanhol).
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