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RESUMO

O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) é uma leguminosa produzida em diversas partes do
mundo, sendo muito resistente ao clima semiarido. O isolamento do seu DNA visa aprimorar
0 conhecimento e os estudos sobre seu genoma, induzindo o seu melhoramento e divulgando
e fortalecendo ainda mais o seu plantio. Objetivou-se com este trabalho encontrar a melhor
forma de preservar a folha de Phaseolus lunatus L. para que seja possivel extrair boa
guantidade de DNA, em sua forma mais pura utilizando o protocolo de Dellaporta et al.
(1983) utilizando folhas secas e frescas. Na espectrofotometria que visa medir a pureza da
amostra, indicando o quanto a amostra esta contaminada de acordo com o comprimento de
onda, ndo houve resultado fora do parametro base, ao comparar os objetos de estudo da
extracdo realizada com o tecido foliar seco, obteve-se uma maior quantidade de resultados,
dentro dos parametros sugeridos pelos autores, quando correlacionado com o fresco. Quando
analisado o pardmetro 1,8 a 2,2 no comprimento de onda 260/280, onde na amostra de tecido
foliar fresco houve uma amostra que passou do parametro utilizado como base. Os resultados
obtidos referentes ao comprimento de onda 260/230, no tecido foliar seco, encontraram-se
dentro dos parametros bases nas extracdes realizadas, tendo apenas duas amostras fora do
critério 1,6- 1,9, enquanto as folhas frescas tiverem seis amostras. Assim, se justifica, a
extracdo de DNA com conservagdo do tecido foliar seco, como a forma de conservacao de
amostras foliares mais promissoras na extracdo de DNA Phaseolus lunatus L.
Palavras-chave: Adaptacéao de Protocolo, Biologia Molecular, Genética.

ABSTRACT

The lima bean (Phaseolus lunatus L.) is a legume produced worldwide, known for its
resilience to semi-arid climates. The isolation of its DNA aims to enhance understanding and
research into its genome load, facilitating its improvement and promoting and strengthening
its cultivation. This study aims to optimize the preservation of Phaseolus lunatus L. leaves to
achieve high-quality DNA extraction using the protocol outlined by Dellaporta et al. (1983),
employing both dried and fresh leaves. In spectrophotometry that aims to measure the purity
of the sample, indicating how contaminated the sample is according to the wavelength, there
was no result outside the base parameter, when comparing the study objects of the extraction
carried out with the dry leaf tissue, we obtained- a greater number of results, within the
parameters suggested by the authors, when correlated with freshness. When analyzing the
parameter 1.8 to 2.2 at wavelength 260/280, where in the fresh leaf tissue sample there was a
sample that exceeded the parameter used as base. Regarding the 260/230 wavelength ratio,
dried leaf tissue extraction mostly met the 1.6-1.9 criterion, with only two exceptions,
whereas fresh leaves showed six samples outside this range. Therefore, preserving DNA with
dried leaf tissue is justified as the most promising method for Phaseolus lunatus L. DNA
extraction.

Keywords: Genetics, Molecular Biology, Protocol Adaptation.



INTRODUCAO

O Feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) também é conhecido como fava, feijao-de- lima,
fava lima, feijdo rajada (Junqueira et al., 2010; Oliveira et al., 2010) com 2n= 22, é uma
leguminosa de grande valor nutricional, sendo uma étima fonte proteica, sendo assim, um dos
principais itens de dieta de diversas populacdes na América do Sul, Africa e México. Em todo
o0 Brasil, mas principalmente no Nordeste seu plantio é realizado em consorcio com outras
espécies, como o milho, mandioca ou mamona, que servem como suporte (Azevedo et al.
2003; Feitosa et al., 2011).

Essa espécie que possui forte adaptacdo ao clima semiarido, dentre outras
caracteristicas, como, sua rusticidade, promover colheita até em climas mais secos, elevado
poder alimenticio e cunho econémico, em especial para pequenos agricultores das regides de
onde provém. Essas caracteristicas reafirmam sua valiosidade e importancia no meio de
cultura de diversas comunidades. Segundo Nobre e Janior (2011) a fava pode se apresentar
em forma de arbustos, com excec¢do aquelas variedades com crescimento determinado, onde é
facilitada a colheita mecénica, contudo, por ainda ser pouco comercializada no Brasil, a
colheita é feita pela agricultura familiar, ocorrendo de forma manual.

Dada sua importancia, € nitida a necessidade de se estudar suas caracteristicas
genéticas a fim de se obter informacbes a cerca de explorar sua diversidade génica e
consequentemente o aumento da variabilidade, que acarretem a ganhos expressivos por meio
do melhoramento, proporcionando melhores condi¢bes de adaptacdo climatica, resisténcia a
pestes e até um panorama de seus nutrientes bem como pode ser adicionada na nutri¢cdo de
populacdes menos favorecidas proporcionando uma alimentacdo equilibrada (Amabile, 2018).

Marcos Filho (2005) afirma que, um genétipo que forneca uma maior capacidade em
translocar e armazenar nutrientes na semente tem maior potencial em produzir sementes com
elevado poder germinativo e vigor de plantulas sob condicBes adversas de estresses bidticos e
abioticos. Com o auxilio de novas tecnologias, como as relacionadas a biologia molecular, é
possivel realizar estudos minuciosos sobre essa leguminosa possibilitando a exploracdo de
todo seu potencial. Para que seja realizada sua extracdo de DNA € de suma importancia
entender como melhor conservar a amostra que serd estudada. Em cada espécie ha uma (ou
mais) formas de conservacdo, necessitando muitas vezes de adaptacdes e modificacbes para
que se consiga resultados a pesquisa.

Este trabalho sucedeu-se utilizando protocolo de Dellaporta et al. (1983) com
modificacOes, pois, além de ser uma forma de testar um protocolo até entdo pouco utilizado
guanto a extracdo de DNA de vegetais, seqgundo Lopes et al. (2021) é uma técnica mais
rapida, barata e mais simples que a normalmente utilizada, a de Doyle e Doyle (1987). E
importante realizar diversos testes quanto a utilizacdo de novos protocolos a fim de otimizar
tempo, dinheiro e complexidade. Principalmente em laboratorios de pequeno porte que néo
possuem recursos financeiros para grandes investimentos, mas ainda querem contribuir
equivalentemente na realizacéo de pesquisas.

Dentre as formas de conservacdo podemos destacar a desidratacdo (utilizando silica
em gel), segundo um estudo realizado por Pereira et al. (2009), utilizando esse tipo de
conservacao de material bioldgico, as amostras foram conservadas em silica a fim de moderar
a umidade relativa do saco plastico onde foram acondicionadas. Outra forma de conservacéo €
aquela em que as amostras sdo congeladas em nitrogénio liquido, muito utilizado segundo
Ferreira e Grattapaglia (1988), quando o local da coleta é distante do local da extracao,
evitando assim possivel oxidagdo e perda da amostra; Por fim, a conservagdo em Gel CTAB.

Esta pesquisa considera duas formas de conservacdo da folha do Feijdo-fava para a
realizacdo da extracdo de DNA, que sdo: fresca e seca. Ferreira e Grattapaglia (1988)
ressaltam a importancia do material a ser utilizado para que a extragdo seja 0 mais fresco
possivel para melhores resultados na extracdo de DNA.



De acordo com Martins e Barbosa (2020), realizaram um estudo com Geissospermum
urceolatum, popularmente conhecido como Acarirana ou acariquara-branca, utilizando a folha
fresca da espécie conservada em silica para a extracdo do DNA, ela se mostrou oxidada
tornando a amostra de baixa qualidade para a obtencdo de DNA, contudo, quando a amostra
foi coletada e conservada em sacos plasticos e resfriadas em isopor com gelo por 24h a 48h,
como resultado o DNA mostrou-se de alta qualidade.

O trabalho de Rocha et al. (2018) abordam que a idade da folha utilizada na extragédo
de DNA da espécie interferiu na qualidade de DNA, obtendo-se melhores resultados no
processo com folhas jovens, todavia com folhas remanescentes “houve producao de DNA
contaminado por proteina e polifendis em algumas amostras”. Com isso, entende-se a
importancia da escolha do material a ser utilizado e sua forma de preservacéo.

Apos a extracdo € realizada a espectrofotometria a fim de observar a quantidade de
DNA extraido e seu grau de pureza. Essa técnica utiliza um feixe de luz que podera se
refletido ou absorvido pela solucdo da amostra, medindo intensidade que a substancia
absorveu do feixe de luz. (Kasvi, 2018). A amplitude do reflexo é mede quantitativamente o
grau da absorbancia do composto utilizado.

Assim, torna-se importante estudar a melhor forma de conservacdo da amostra a fim
de manter o DNA com qualidade para as préximas etapas de estudo. O presente trabalho
objetivou analisar e comparar as diferentes estratégias de conservacao da folha, podendo ser
elas frescas ou secas, para extragdo de DNA em Phaseolus lunatus L. (Feijao-fava).

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado o cultivo do Feijdo- fava oriundo de variedades de cultivo tradicional da
regido meio norte do estado do Piaui e/ou do banco de germoplasma da UFPI, em outubro de
2023 em tecido foliar fresco e em Janeiro de 2024 em tecido foliar seco, tendo esta secado em
estufa por 48 horas. Com aproximadamente 15 dias, folhas jovens foram coletadas e realizada
a extracdo de DNA das amostras. Foi realizada duas extracGes no Laboratério de Biologia
Molecular do Nucleo de Pesquisa em Pés-Graduacdo da UFDPar/ CMRV.

O protocolo utilizado foi o de Dellaporta et al. (1983) com modificacdes sugeridas por
Lopes et al. (2021). Dentre as modificagdes podem ser citadas: o aumento da quantidade de
amostra utilizada, de 0,0200g- 0,0300g para 0,0400g- 0,0500g; a incubacdo do material
passou de 1h a -20°C para uma média de 20 a 30 min em -30°C. Essas modificacdes se
justificam ao levar em consideracdo os valores obtidos pelo autor e adaptacdo ao laboratorio
em que foi realizado o estudo.

O experimento consistiu inicialmente em preparar a numeracao nos eppendorfs de 2,0 ml
e 1,5ml, pesagem as amostras coletadas, de 0,0400 g a 0,0500 g e em ligar o banho-maria a
60-64 °C. Posteriormente, colocou-se 600 puL de tampao de extragdo no eppendorf de 2,0 ml e
levou-se ao banho-maria por 10 minutos. Apos pesado o material, os mesmos foram
macerados e adicionado o tamp&o de extracdo pré- aquecido. O proximo passo foi adicionar
50 uL de SDS 20%, misturar por inversdo e incubar em banho-maria por 30 minutos. Em
seguida adicionou-se 200 uL. KOAc (Acetato de Potéssio) 5M e os incubou no gelo por 20
minutos. Centrifugou-se a 8.290 rpm durante 5 minutos, a 4°C.

Foi realizada a transferéncia do sobrenadante para tubo novo, de 1,5 ml. Seguidamente
acrescentou-se 700ul de isopropanol gelado e foi realizada a incubagdo por 30 minutos, a -
30°C. Apds a incubacédo foram levados para centrifugar a 8.290 rpm durante 5 minutos, a 4°C,
descartado o sobrenadante. Logo apds foi adicionado ao DNA precipitado 100ul de NaOAc
(Acetato de Sodio) 3M e 700ul isopropanol gelado, misturando por inversdo. Foram levados a
incubacdo por 30 min, a -30°C. Em seguida, as amostras foram levadas a centrifugacéo e
descartou-se o sobrenadante. O sedimento foi lavado com etanol 70% e posteriormente com
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etanol 95%. Por fim deixou-se secar a temperatura ambiente até o dia seguinte. No segundo
dia as amostras foram ressuspendidas em 50ul de H20 Milli-Q.

Posteriormente a extracdo foi realizada a andlise quantitativa no espectrofotdmetro
BioSpec-Nano (Spectrophotometer for Life Science) que é apropriado para as verificacdes da
concentracdo de acido nucleico de DNA e RNA das amostras. Tem funcionalidade rapida e de
facil acesso, podendo ser utilizadas amostras muito pequenas de 1uL e 2uL.

Para verificar o grau de pureza das amostras foi realizada uma anélise de
quantificacdo. A leitura do grau de pureza OD 260/280 indica a relagdo entre a quantidade de
DNA e a quantidade de proteinas extraidas. Segundo Brown (2003) esse valor deve-se
encontrar entre 1,8 e 2,2. J4 a leitura OD 260/230 indica que pode haver contamina¢do com
diversos compostos: fendis, guanidina, carboidratos e proteinas. De acordo com Fang et al.
(1992) o resultado de uma boa leitura esta entre 1,6 e 1,9.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apdbs a extracdo foi realizada a avaliagdo quantitativa das amostras obtendo-se 0s
resultados descritos abaixo nas Tabelas 1 e 2, seguindo o protocolo de Dellaporta et al. (1983)
com alteracdes, a partir de amostras (Am) de tecido foliar frescas e secas de Phaseolus
lunatus L. (Feijdo-fava). Resultados semelhantes de extracdo de DNA foram obtidos
anteriormente para a espécie em estudo, promovendo um tempo mais reduzido (em um dia)
para que este processo ocorra, segundo Lopes et al. (2021).

Tabela 1: Quantificacdo e analise da pureza dos DNAs extraidos baseados no protocolo Dellaporta et al. (1983)
com alteragdes, a partir de amostras de tecido foliar fresco de acessos de Phaseolus lunatus L. (Feijdo-fava).

Amostras | Ac. Nucléicos (ng/pl) | OD (260/280) | OD (260/230)
Am. 01 68,81 1,85 0,64
Am.02 87,75 1,83 0,86
Am.03 92,35 2,16 0,94
Am.04 101,27 2,54 0,54
Am.05 238,02 2,24 1,43
Am.06 1.259,30 2,27 1,94
Am.07 91,93 2,18 0,93
Am.08 1.336,27 2,22 1,96

Fonte: Autora (2023)

Seguindo os parametros de Brown (2003) observa-se que as amostras 01, 02, 03, 05, 06,
07, 08 estdo de acordo com o padréo estabelecido para o grau de pureza 260/280. Apenas a
amostra 04 ndo se enquadra no proposto sendo verificado um pequeno aumento, proximo do
sugerido pelo autor. Conforme sugerido por Fang et al. (1992) com relagdo ao grau de pureza
260/230, os resultados alcancados foram inconclusivos, tendo apenas as amostras 06 e 08
alcancado o resultado esperado, mostrando que houve contaminagéo, possivelmente com
fenois, proteinas e carboidratos, e que nao foi possivel o isolamento do DNA durante o
processo de extragéo.

No entanto este resultado, demonstra que as amostras quando utilizadas com o tecido
foliar fresco, trazem resultados condizentes com o grau de pureza esperado, no que se refere a

8



quantidade de DNA extraido e com amostras que possuem graus de pureza variando entre
1,85 e 2,54, como segue Tabela 1, podendo ser consideradas adequadas para a proxima etapa
de analise molecular, como por exemplo PCR.

Tabela 2: Quantificacdo e analise da pureza dos DNAs extraidos baseados no protocolo de Dellaporta et al.
(1983) com alteragdes, a partir de amostras de tecido foliar secas de acessos de Phaseolus lunatus L. (Feijéo-

fava).

Amostras | Ac. Nucléicos (ng/nl) | OD (260/280) | OD (260/230)
Am. 01 190,16 2,16 1,91
Am. 02 345,15 2,11 0,77
Am. 03 286,26 2,18 1,52
Am. 04 1.241,47 2,22 1,90
Am. 05 934,65 2,21 1,81
Am. 06 2.007,11 2,12 1,73
Am. 07 * * *
Am: 08 1.247,78 2,18 1,75

Fonte:Autora (2023)

*Amostra ndo visivel

No Tabela 2 foi observado que nos parametros OD 260/280 todas as amostras se
enguadram no sugerido por Brown (2003), onde para se obter uma boa qualidade de DNA
livre de proteinas as mesmas devem ter resultados entre 1,8 e 2,2. Assim, observando a tabela
acima observa-se que todas as amostras se encontram dentro desses parametros. Conforme
Fang et al. (1992), a razdo de pureza apresentada para as amostras 01, 04, 05, 06 e 08,
obedeceram o sugerido pelos referidos autores. Isso significa que mais da metade das
amostras obtiveram resultados esperados quanto ao proposto. As amostras 02 e 03 ficaram
abaixo do recomendado. A amostra 07 com tecido foliar seco ndo obteve visualizagéo,
sugerindo pouca maceracdo da mesma no processo de extracdo do DNA, ou uma amostra ja
desgastada.

Beltrdo et al. (2006), estabelece que na leitura de comprimento de onda 260/280,
resultados abaixo de 1,8 indicam contaminacdo por proteinas, nos resultados obtidos na
presente pesquisa, em ambos os quadros (1 e 2), notam-se que ndo houve nenhuma amostra
que apresentasse resultado inferior ao estipulado, demonstrando, que ndo existiu esse tipo de
impureza nas amostras.

Com relagdo a quantidade de acidos nucleicos obtidos, houve valores mais acentuados
como observado nas amostras 6 e 8 na tabela 1 e nas amostras 4, 6 e 8 na tabela 2. Os
mesmos quando avaliados com relagdo & absorbancia das amostras, se encontram dentro dos
parametros sugeridos pelos autores. Assim, ndo é observada relacdo direta entre a quantidade
de DNA obtida e sua qualidade. Verificando as demais amostras, ndo foi identificado nenhum
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padrdo ao analisar a quantidade de &cidos nucleicos e o resultado de sua pureza. Como
mencionado anteriormente, em se tratando da razéo entre as leituras 260/230, foi observado
uma maior quantidade de impurezas, presumivelmente por fendis, proteinas e carboidratos,
mas que ainda assim, ndo estdo associados com a quantidade de acidos nucléicos encontrados.

Nos resultados obtidos, a quantidade de &cidos nucleicos alcancados nas amostras da
tabela 2, referentes a extragdo com folhas secas de Phaseolus lunatus L. foram maiores que 0s
obtidos na extracdo com folha fresca como observado na tabela 1.

Abaixo encontram-se as figuras 1 e 2 comparando as duas formas de conservacdo dos
tecidos foliares testados, onde é possivel observar a quantidade de amostras que atingiram o
grau de pureza desejado. Os tracos que se encontram na figura citada estdo dentro dos valores
1,8 e 2,2, indicado como valor do limiar padréo de pureza segundo Brown (2003) e na figura
2,de 1,6 e 1,9 como sugerem Fang et al. (1992), para 0 mesmo neste comprimento de onda.

Figura 1: Comparacdo entre os graus de pureza na absorbancia 260/280 da extracdo de DNA, das amostras de
Feijdo- fava a partir de tecidos foliares frescos e secos segundo Brown (2003).

3
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|
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Fonte: Autora (2024)

Figura 2: Comparag&o entre os graus de pureza na absorbancia 260/230 da extragdo de DNA, das amostras de
Feijdo- fava a partir de tecidos foliares frescos e secos segundo Fang et al. (1992).

25

EAm]1
EAm?2
HAm3
EAm4
BAmS5
HAmMG6
mAm?7
HAmS8

OD 260/230

Frescas Secas
Conservacao da amostra

Fonte: Autora (2024)
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As figuras 1 e 2 apresentam uma melhor visualizagdo sobre o resultado da
quantificacdo, demonstrando os resultados obtidos da absorbancia das amostras estando
dentro dos valores de referéncia sugeridos por Brown (2003) e Fang et al. (1992). Ressalta-se,
que as duas formas de coleta e conservacdo podem ser utilizadas, no entanto, esta pesquisa,
mostrou que a forma de conservacao da folha seca, configurou-se como mais um método que
corrobora com a extracdo de DNA na espécie Phaseolus lunatus L..

Como foi constatado na presente pesquisa, ambas as formas de conservacgéo das folhas
de Feijao-fava, para fins de extracdo de DNA utilizando protocolo modificado de Dellaporta
(1993), evidenciaram resultados coerentes com os parametros indicados na literatura
consultada de (Brown (2003), Fang et al. (1992) e Beltrdo et al. (2006)), quando observado a
razéo de pureza 260/280. Quanto ao valor de absorbancia de 260/230, as amostras que foram
conservadas secas se destacaram, visto que todas as amostras se encontraram dentro do
sugerido por Brown (2003) e Fang et al. (1992).

CONCLUSAO

Conclui-se, entdo, pelos resultados apresentados que o tecido foliar seco é o mais
recomendado para a extragdo de DNA de Phaseolus lunatus L. (Feijdo-fava) quando
comparado com o tecido foliar fresco.
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ANEXO- NORMAS PARA PUBLICACAO NA REVISTA DISCIPLINARUM SCIENTIA.
SERIE: CIENCIAS NATURAIS E TECNOLOGICAS

Na Revista Disciplinarum Scientia - Série: Ciéncias Naturais e Tecnoldgicas sdo aceitos para
publicacdo artigos cientificos, tecnoldgicos e de extensdo, revisdes bibliograficas, notas e
textos especiais.

1. Os trabalhos devem ser redigidos no Microsoft Word com espagamento simples, margens
superior, inferior, esquerda e direita em 2,5 cm, fonte Times New Roman tamanho 12; folhas
paginadas no lado inferior direito. O maximo de péaginas sera 15 para artigo, 20 para revisdo
bibliografica e 8 para nota e texto especial, incluindo tabelas, quadros, graficos e figuras.
Figuras devem ser enviadas em arquivo separado em formato jpg, png ou tiff. Tabelas,
quadros e graficos ndo poderdo estar com apresentacdo paisagem e devem ser enviados em
arquivos editaveis do Microsoft Word ou Excel. Os créditos académicos (tipo de trabalho,
autor, coautor, colaborador, co-orientador, orientador - todos com respectiva instituicdo e e-
mail) devem constar em nota de rodapé.

1.1 Artigo (inclui Estudo de Caso)- O artigo deve conter Titulo; Resumo; Palavras- chave;
Introducdo; Revisdo de Literatura (de preferéncia incluida na Introducdo); Material e
Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdo ou Consideracdes Finais; Agradecimento(s) (se
houver); Referéncias.

1.2. Revisdo bibliogréafica- A Revisdo deve conter Titulo; Resumo; Palavras-chave;
Introducéo; Desenvolvimento; Concluséo; Agradecimento(s) (se houver); Referéncias.

1.3. Nota - A Nota deve conter Titulo; Resumo; Palavras-chave; Texto (sem subdivisdo,
porém com introducdo, material e métodos, resultados e discussdo e conclusdo. Pode conter
tabelas e/ou figuras); Agradecimento(s) (se houver); Referéncias.

1.4. Texto especial (incluem Relatos de pesquisas e de experiéncias profissionais,
Entrevistas e outros)- O Texto Especial deve conter Titulo; Resumo; Palavras-chave;
Introducdo; Material e Métodos; Desenvolvimento; Conclusdo; Referéncias.

2. O Titulo do manuscrito, com no maximo duas linhas, deve ser centralizado e em negrito,
com letras maiusculas, redigido em dois idiomas, sendo um deles o inglés. Evitar abreviaturas
e nomes cientificos no titulo. O nome cientifico sé deve ser empregado quando estritamente
necessario.

3. O Resumo deve ser redigido em dois idiomas, sendo um deles o inglés, com titulo em letras
maiusculas e alinhado & esquerda, em bloco Unico no qual contenha, no méaximo, 250
palavras, contendo objetivo, metodologia, resultados e conclusdo (se for o caso). Ndo podera
conter formulas matematicas, citagdes, ilustracdes e tabelas.

4. As Palavras-chave devem ser incluidas logo apds o texto do Resumo, em negrito, com
inicial maiuscula e alinhamento a esquerda, contendo de trés a cinco termos, 0s quais ndo
devem constar no titulo, separados por virgula e em ordem alfabética.

5. Os itens devem ser alinhados a esquerda, redigidos da seguinte forma: item primario - todo
em maiusculas e negritas; item secundario - todo em maidsculas sem negrito; item terciario
s0 a inicial maiuscula, em negrito; e item quaternario - so a inicial maiuscula, vem italico.

6. As siglas e abreviaturas, ao aparecerem pela primeira vez no trabalho, devem ser colocadas
entre parénteses, precedidas do nome por extenso.

7. As ilustracdes (gréafico, desenho, organograma, fotografia, mapa, quadro, etc.) tém suas
identificacbes na parte superior, compostas de designacdo (Grafico, Figura, Quadro, Tabela,
etc.), de acordo com a NBR 2013.01 da ABNT.
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8. No caso de imagem (ns) de pessoa(s), o(s) autor(es) deve(m) anexar ao trabalho uma
autorizacdo para uso dela(s).

9. As citagOes e as Referéncias devem ser redigidas de acordo com a ABNT. As Referéncias
devem restringir-se as obras citadas no texto, sendo que na RDS utiliza-se o negrito ao
destacar a referéncia.

10. Os trabalhos aprovados séo publicados em ordem de submisséo e aprovacdo. Aqueles ndo
aprovados sao devolvidos ao orientador, acompanhados de um parecer.

11. A responsabilidade por erros gramaticais é exclusivamente do(s) autor (es). Solicita-
se que enviem a versao final do trabalho para revisdo gramatical e linguistica, quando
solicitado pela Revista, e informem o nome do revisor. A redagéo do trabalho deve ser
escrita no impessoal.

12. O envio de originais implica, automaticamente, a cessdo dos direitos autorais a Revista
Disciplinarum Scientia.

13. Os nomes e e-mails informados serdo usados, exclusivamente, para 0s servicos prestados
por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.

14. Os casos omissos serdo resolvidos pela Comissao Editorial.
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