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RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi estudar o fenémeno da facilitacdo no estabelecimento e
desenvolvimento de populagcdes de Lemna aequinoctialis Welw.. através do modelo
computacional em NetLogo. Para tanto foram realizados cultivos ex situ para estabelecer
parametros e variaveis para serem utilizados na elaboracdo do modelo, e estudar o
fendbmeno da facilitacdo entre os individuos. Com o modelo computacional, buscou-se testar
o indculo ideal para esta facilitagdo em ambientes ndo-axénicos. Os experimentos foram
realizados em agua da lagoa autoclavada e sem autoclavar, em solu¢cédo de Pirson & Siedel,
e em varias concentracfes de Citrato de Chumbo. Em cada semana foi contado o niumero
de individuos brotados. Os resultados foram organizados em planilha eletrénica e foram
produzidas curvas ajustadas segundo modelo de regressdo. A comparacdo entre 0s
resultados foi avaliada a partir do teste t com nivel de confianca de 5%. Os resultados do
cultivo mostraram que o chumbo favorece o aumento da taxa de crescimento de Lemna
aequinoctialis Welw., que um individuo pode permanecer vivo até 70 dias num meio sem a
reposicdo , e que existe facilitacdo entre os individuos da mesma espécies para 0 seu
desenvolvimento em ambientes contaminados, existindo assim um valor minimo pelo qual
as colonias se estabelecem. O modelo computacional descreve o comportamento da Lemna
aequinoctialis Welw. num ambiente simulado com e sem a contaminagcdo por
microorganismo. A hipotese de facilitacao foi estudada e mostrou que um unico individuo em
ambiente ndo-axénico ndo se desenvolve, dois individuos podem se desenvolver, e o valor

minimo para se garantir o estabelecimento e crescimento € quatro individuos.

PALAVRA-CHAVE:

Cultivo, curvas de crescimento, macroéfitas, modelo computacional, facilitagdo
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ABSTRACT

The aim of this work was to study the phenomenon of facilitation in the establishment
and development of populations of Lemna aequinoctialis Welw .. through the computer
model in NetLogo. For both crops were carried out ex situ to establish parameters and
variables to be used in developing the model, and study the phenomenon of facilitation
between individuals. With the computational model, we sought to test the ideal inoculum for
this facilitation in non-axenic. The experiments were performed in pond water and autoclaved
without autoclaving in solution Pirson & Siedel, and various concentrations of citrate Lead.
Each week to count the number of individuals sprouted. The results were organized in
spreadsheet and produced curves were adjusted in the regression model. A comparison of
the results was evaluated from the t test with a confidence level of 5%. The results showed
that the cultivation lead promotes increased growth rate of Lemna aequinoctialis Welw. That
an individual can stay alive up to 70 days in medium without resetting, and that there is
facilitation between individuals of the same species for their development in contaminated
environments, so there is a minimum amount by which the colonies are established. The
computational model describes the behavior of Lemna aequinoctialis Welw. a simulated
environment with and without contamination by microorganisms. The hypothesis of
facilitation was studied and showed that a single frond of Lemna in non-axenic not
developed, two individuals can develop, and the minimum to ensure the establishment and

growth is four individuals.

KEYWORD:

Cultivation, growth curves, macrophytes, computational model, facilitation
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INTRODUCAO GERAL

Os modelos séo ferramentas valiosas para pesquisas, porque além de auxiliarem na
compreensdo de fendmenos, permitem ao homem fazer inferéncias e simulacdes para
determinados resultados. Segundo Biembengut (1999) criar modelos para interpretar
fendbmenos naturais e sociais é inerente ao ser humano, ele também afirma que a nocéo de
modelo esta presente nas diversas areas do conhecimento como: Arte, Moda, Arquitetura,
Historia, Economia, Literatura e Matematica.

As simulacBes através do computador podem colocar em acdo as mais variadas
hipéteses sobre a realidade, e auxiliam na andlise de dados coletados para responder aos
problemas em questdo. A interdisciplinaridade discutida e almejada nos ambientes de
educacdo e pesquisa é uma caracteristica presente nestes programas. No NetLogo por
exemplo, é possivel criar formas geométricas e animacdes na tela do computador, que
podem ser usadas para representar muitos objetos do mundo (uma formiga, uma molécula,
um carro, dentre outros). Ele permite explorar e modelar comportamento de sistemas
descentralizados e sistemas complexos, seus comandos sdo muito proximos da linguagem
natural e apresentam uma interface grafica com botdes de controle, sistema de graficos,
exportacéo e importacdo de modelos, entre outros (AZEVEDO et al, 2005).

Conhecidas como “duckweeds”, “lentiihas d'agua” ou somente “Lemnas”, as
Lemnoideae formam um grupo monofilético em Araceae , ocupam grandes areas nas lagoas
do Semi-arido e sdo consideradas as menores plantas vasculares do mundo (POTT, 1993).
As espécies desta subfamilia s&o bioindicadoras ambientais, estocam nutrientes, sao
utilizadas na producédo de papel e de biogas, sdo estudadas como alternativa para reducéo
de custos e aumento de producdo, além de fornecerem habitat e fonte de alimento para
outros organismos (TARDIVO et al., 2007; POTT & POTT, 2002; LANDOLT, 1986; HENRY-
SILVA & CAMARGO, 2002).

Fragoso et al. (2009) destaca o carater multidisciplinar de um ecossistema aquatico e
afirma que existem muitos fatores e processos fisicos, quimicos e biolégicos que dificultam
analises quantitativas deste ecossistema, ressaltando a importancia dos modelos neste
estudo. Modelar o crescimento da Lemna aequinoctialis Welw. pode ser uma alternativa
para realizacdo de simulagBes utilizando apenas programas computacionais, uma vez que
0s bioensaios tém sido grandes aliados dos pesquisadores que buscam prever os efeitos de
substancias nocivas ao meio ambiente.

Na tentativa do cultivo de clones de Lemna aequinoctialis Welw. em laboratorio
(utilizando agua da mesma lagoa onde foram coletados os espécimes) observou-se que um

anico individuo por recipiente ndo desenvolveu, morrendo apds algumas semanas. Com a
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mesma 4gua da lagoa, foram inoculadas quantidades maiores (aleatérias) de individuos e
houve crescimento do nimero de individuos. O cultivo de clone foi entdo proposto utilizando
solugdo de Pirson & Siedel (LANDOLT, 1986) e houve desenvolvimento e formagédo de
colénias de Lemna. A partir desta observacgéo, levantou-se a hipotese de que existiu algum
componente na dgua da lagoa que inibiu o crescimento do vegetal, sendo entdo necessario
um valor minimo de individuos no meio, para o estabelecimento e desenvolvimento da
espécie.

Relacbes ecologicas entre os seres vivos sdo muito estudadas no ambito das
pesquisas, entre elas ha a relacdo de facilitacdo entre espécies. Este fenbmeno ja foi
estudado por pesquisadores (Bieber & Scultori, 2007) que o definem como a capacidade de
alguns organismos de reverterem um ambiente com caracteristicas abibticas severas, para
se estabelecerem nestes locais.

Neste trabalho pretende-se estudar o fenbmeno de facilitagdo entre individuos de
Lemna aequinoctialis Welw. através de um modelo computacional construido e comparado
com dados experimentais conforme fluxograma metodolégico na figura 1. No primeiro
capitulo apresenta-se o cultivo ex situ de Lemna aequinoctialis Welw. em diferentes meios
de cultura, e no segundo capitulo a construcdo do modelo computacional de crescimento de
Lemna aequinoctialis Welw. com o fendbmeno da facilitagdo, que é confrontado com os

resultados obtidos nos experimentos.

‘ Estudos com Lemna aequinoctialis Welw. l

i
‘ Revisdo Bibliografica ‘ Construgdo do
1 Modelo de
l crescimento em
Coleta de Preparacdo dos NetLogo
espécime meios de cultura {ambiente virtual
— i sem contaminagdo)

] Experimento | ’—' le Cultivo de Clones ‘ 1
I 1 Definir parimetros e
[ Dados em planilha H Experimento Il varidveis p/ o modelo

| Experimento llI: Estudo da facilitacdo ‘
[ Dados em planilha ] Ampliagdo do _°‘ Tastas de Hpfate ‘
I modelo l,
| l i construido Dados em planilha ‘
Curvas de Definir novos (ambiente virtual 1
Crescimento parametros e COm ou sem
ex situ variaveis p/ o contaminagao) Curva de crescimento
(Curve Expert 1.4) modelo {Curve Expert 1.4)
Comparacdo entre |4
Qs-CHIVas p— \/alidacdo do modelo
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CAPITULO 1

Cultivo ex situ de

Lemna aequinoctialis Welw.



1.1 INTRODUCAO

Os termos “hidréfitas”, “heldfitas”, “euhidrofitas”, “limndfitos”, “plantas aquaticas”,
“macrofitas”, referem-se ao conjunto de vegetais do ambiente aquético, sendo “macrdfitas
aquaticas” o termo de uso mais corrente (Pompéo, 2001). Segundo Thomaz & Bini (2003) a
partir da década de 1980 surgiram pesquisas com macrdéfitas aquéticas de aspecto
ecologico, pois até entdo sO existiam poucas publicagbes de abordagem taxonémica. Os
autores levantam aspectos que acreditam ter influenciado no aumento destas publicagoes,
tais como a consolidacdo dos cursos de poés-graduagcdo em ecologia no Brasil, o
reconhecimento das importantes funcdes ecolégicas desempenhadas pelas macrofitas
aquaticas e as interferéncias indesejadas, decorrentes do crescimento excessivo desses
vegetais. No grupo das macrdfitas ainda é insipiente a quantidade de pesquisas realizadas
com as especies do género Lemna.

As macréfitas aquaticas sao classificadas de acordo com a forma de vida (Figura 2):
Submersas fixas, Submersas livres, Flutuantes fixas, Flutuantes livres, Emergentes, Anfibias
e Epifitas (IRGANG et al, 1984; PEDRALLI, 1990). Segundo pesquisadores como Thomaz &
Bini (2003), a temperatura, a luminosidade, a disponibilidade de nutrientes, o carbono e o

oxigénio dissolvido influenciam diretamente na produtividade primaria destas plantas.

N
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Figura 2 — Forma de vida das Macrdfitas Aquaticas (PEDRALLI, 1990)
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A importancia destes vegetais € multipla, por exemplo: fornecem habitat e refugio para
alevinos, algas e bactérias fixadoras de nitrogénio; sdo bioindicadoras ambientais; estocam
nutrientes (pois sdo fonte de alimento para muitos tipos de peixes e algumas espécies de
aves e mamiferos aquaticos); liberam nutrientes (absorvendo os nutrientes do sedimento por
suas raizes e liberando-os na 4gua, através da excrecdo ou durante sua decomposicdo);
proporcionam sombreamento (muitas formas de vida séo sensiveis as altas intensidades de
radiagdo solar); fornecem materiais de importdncia econfmica para a sociedade (como
fertilizante de solo, fertilizante de tanques de piscicultura, matéria prima para a fabricacao de
remédios, artesanato, etc) (TARDIVO et al., 2007). Segundo o autor essas plantas também
podem ocasionar problemas, pois com condigBes 6timas de crescimento as espécies se
propagam causando: a diminuicdo da disponibilidade de oxigénio soluvel na agua;
eutrofizacdo do ambiente aquatico; proliferacdo de organismos de importancia sanitéaria;
prejuizos ao bom funcionamento dos equipamentos do sistema de geracdo de energia
hidrelétrica e abastecimento de agua.

As Lemnoideae s&o macrofitas flutuantes livres, elas sdo também conhecidas como
duckweeds, lentihas d’agua ou Lemnas e integram um grupo monofilético' dentro de
Araceae’ (ROTHWELL et al., 2004). A principal caracteristica das Lemnoideae esta na sua
reducdo morfoldgica, estando o corpo vegetal resumido a um fronde fotossintetizante, sendo
que raizes podem estar presentes ou ndo (LANDOLT, 1986). Este grupo de plantas &
registrado nos principais estudos realizados nos mais importantes ambientes aquaticos do
Brasil, como para o Pantanal Matogrossense (POTT, 1993).

Pott (1993) em seu trabalho no Pantanal encontrou oito espécies das 34 até entédo
reconhecidas, que compunham as Lemnoideae , sédo elas, Spirodela intermedia W. Koch,
Lemna aequinoctialis Welw., L. valdiviana Phil, Wolffiella welwitschii (Hegelm.) Monod, W.
lingulata (Hegelm.) Hegelm., W. oblonga (Phil.) Hegelm., Wolffia brasiliensis Wedd. e W.
columbiana Karsten, essas espécies foram distribuidas em quatro géneros. J& no trabalho
de F. Franca et al. (2003), realizado em seis acudes do semi-arido da Bahia, foram
encontradas quatro espécies, Lemna aequinoctialis Welw., L. valdiviana Phil, Wolffia

brasiliensis Wedd. e Wolffiella welwitschii (Hegelm.) Monod.

1N . .
Diz-se do grupo de organismos que compartilham ancestral comum.

2 Pesquisadores discutiram as relagOes filogenéticas de Lemnaceae e Araceae, concluindo que as Lemnaceae
deveriam ser incluidas, como uma subfamilia, na familia Araceae (Mayo et al., 1995)
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Diversos autores (Henry-Silva & Camargo (2002), Graeff et al. (2007), Landolt &
Kandeler (1987), Franca (2008))utros, discutem a importancia ecoldgica dos representantes
desta subfamilia, e destacam sua utilizacdo como complemento alimentar para mamiferos,
aves, répteis, peixes, gastropodos e artropodos. Foram registradas também, relagbes
mutualisticas, relacdes comensalistas, como o epifitismo de diversas espécies de algas em
representantes de Lemna ou Wolffiella e relagcbes amensalistas como o efeito inibidor de
crescimento de larvas de insetos (LANDOLT, 1986).

Segundo Landolt & Kandeler (1987), as Lemnoideae podem ser utilizadas para
bioensaios fitofisiolégicos, para deteccdo de substancias toxicas, para remover substancias
(inclusive metais pesados) da agua, producao de energia e de substancias quimicas, além
de regular ecossistemas aquaticos. Henry-Silva & Camargo (2002) ainda citam outras
utilidades desta subfamilia, como o aproveitamento na producdo de papel, producédo de
biogas e na fertilizacdo de solos. Em seu estudo sobre o uso de plantas aquaticas para
despoluicdo da agua, Pott & Pott (2002) apontam a necessidade de pesquisas de
tratamento e de preservagcdo dos nascentes e cursos d'agua, e destacam a importancia das
Lemnoideae no tratamento de agua.

Franca (2008) estudou a qualidade nutricional da Lemna valdiviana Phil e mostrou que
na producdo de ragdo para o0 peixes pode-se utilizar é ideal a utilizacdo da espécie, pois
além de contribuir para a reducao da pesca (para este fim), € uma producdo de baixo custo.
Essas e outras caracteristicas ora citadas, realcam o valor econdmico desta subfamilia.
Graeff et al. (2007) destacam:

No contexto mundial, a pesca e a aquicultura estdo sendo
consideradas atividades estratégicas para a seguranca
alimentar do planeta. O mercado internacional de peixes €
exigente, no que diz respeito ao tamanho e qualidade, tanto
para espécies frescas como congeladas inteiras ou filés
congelados. Para que o Brasil entre nesse mercado, liderado
por paises asiaticos e outros paises latino-americanos é
necessario ter preco e qualidade competitivos. No entanto, o
maior empecilho a expansao do cultivo e a aquicultura geral é o
custo da producdo, em especial da racdo (KUBITZA, 2000,
apud GRAEFF et al., p.3, 2007).

As Lemnoideae tém um alto indice de reproducéo e se espalham por praticamente
todo o planeta, com excecdo das regibes desérticas e polares propiciando material
suficiente para longas pesquisas (LANDOLT, 1986). Segundo Santos et al. (2001) o

crescimento de espécies aquéticas da subfamilia Lemnoideae serd aproximadamente
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exponencial sempre que o fornecimento de nutrientes e CO, for suficiente e equilibrado.
Culley & Myers (1980) afirmam que a reproducdo das Lemnoideae é basicamente
vegetativa, onde um fronde d& origem a outra em um curto periodo de dias o que resulta
num crescimento exponencial. Franca (2008) verificou que, a taxa de consumo de nutrientes
€ diretamente proporcional a taxa de crescimento, e que a concentracdo de fosforo e
nitrogénio influencia diretamente no crescimento dos individuos. A autora ainda afirma que
elas podem duplicar sua biomassa em dois a trés dias a depender da concentracdo de
nutrientes na agua onde se desenvolvem.

O cultivo de Lemnoideae j& foi realizado por muitos pesquisadores como Franca
(2008), Santos et al. (2001), Landolt & Kandeler (1987), dentre outros, que oferecem suporte
para esta pesquisa. Segundo esses autores existem condicdes ideais para o crescimento
das Lemnoideae dentre elas destacam-se o controle de temperatura, cargas de nutrientes e
o pH. Landolt & Kandeler (1987) afirmam que existem espécies desta subfamilia que a partir
de um fronde produzem acima de 20 novos frondes por brotamento antes de se separarem
em colbnias menores. Franca (2008) realizou o cultivo de Lemna valdiviana Phil. a fim de
observar os efeitos de doses de excremento de aves na producdo e qualidade nutricional
desta espécie, e concluiu que existe uma relacao direta entre a dose de excremento de aves
e 0 aumento na producdo da biomassa de Lemna valdiviana Phil.

Essas plantas se reproduzem a temperaturas que variam de 6 a 33°C e pH de 5,0 a
9,0, mas para uma maior produtividade os valores ideais sdo de 27°C de temperatura e pH
entre 6,5 a 7,5 (Journey et al.,1993; Gomez, 2000). Landolt & Kandeler (1987) destacam
que o pH ideal para o crescimento de Lemna aequinoctialis Welw. esté entre 4,8 e 7. Para
realizacdo do cultivo é necessario observar o que influencia a reproducdo levando em
consideragcdo os fatores que reduzem a taxa de crescimento das espécies, tais como,
escassez ou desequilibrio de nutrientes, toxinas, extremos valores de pH e temperatura,
super crescimento de colénia, aglomerado e competicdo com outras plantas por luz e
nutrientes (FRANCA, 2008).

Ao estudar a variacdo do numero de individuos em populacbes de Lemnoideae num
acude que margeia a Estrada do Feijdo® (Rodovia BA 052 — Angiiera - Ba, Brasil), Pires et
al. (2009) quantificaram as coletas realizadas em dois periodos diferentes do ano,
verificando uma densidade média de 719,4x10° individuos/m? (primeira coleta) e de
178,6x10° individuos/m? (segunda coleta). Foram identificadas também, quantidades
significativas de Lemna aequinoctialis Welw. (98,06% na primeira coleta e 99,94% na

segunda coleta) confirmando os estudos de Pott (1993) que afirma que a L. aequinoctialis

3 Regido onde foram coletados os materiais deste trabalho (cf. descri¢édo da area de estudo na metodologia).
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Welw. ocorre principalmente em areas com influéncia antrépica, em lagoas rasas, proximo a
sede de fazendas, e que dificilmente é encontrada com L. valdiviana Phill.. Assim como no
Pantanal (PoTT, 1993), a Wolffiella welwitchii (Hegelm.) Monod. foi uma espécie néo
frequente neste agude.

A Lemna aequinoctialis Welw. (Figura 3) possui de 2,0 a 3,9 mm de comprimento por
1,4 a 2,4 de largura, 2 papilas no lado dorsal, 1 na base e outra maior, e 3 nervuras. Esta
espécie apresenta 1 raiz por fronde de até 36 mm de comprimento (POTT, 1993).
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Figura 3 Desenho da Lema aequinoctialis Welw.

1) - Habito em relacéo a superficie da agua (POTT, 1993)
1) - Col6nia de frondes - vista superior (POTT, 1993).

(a) cavidade vegetativa, (b) papila apical, (c) papila basal, (d) nervuras
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A figura 4 mostra a classificacao taxonémica da Lemna aequinoctialis Welw.

FAMILIA: Araceae
SUBFAMILIA: Lemnoideae
GENERO: temna

ESPECIE:

Lemna aequinoctialis Welw.

Figura 3 Classificacdo taxon6mica

A Lemna aequinoctialis Welw. tem a capacidade de se reproduzirem de maneira
assexuada, produzindo clones genéticos (LANDOLT, 1986) o que possibilita a formulagédo
de programas de intervencdo que possam organizar, mudar ou prever o comportamento
desta espécie, uma vez que uma populagéo formada por individuos geneticamente idénticos
facilta a realizacdo de bioensaios, pois elimina a variabilidade genética como um
componente capaz de gerar distorcdes em respostas a estimulos ambientais.

O objetivo geral deste capitulo é estudar o fendmeno da facilitacdo entre individuos
de Lemna aequinoctialis Welw. e padronizar curvas de crescimento em diferentes meios de
cultura a partir de experimentos ex situ. A necessidade de estudar este fendbmeno entre
individuos de Lemna aequinoctialis Welw., surgiu a partir de observacdes em laboratorio,
onde um individuo ndo brotava em 4gua da lagoa e morria apds algumas semanas, mas um
namero maior de individuos se desenvolvia neste mesmo meio. O estudo da facilitacdo foi
entao proposto e € 0 que permeia esta pesquisa.

O fendmeno da facilitacdo é definido como a capacidade de alguns organismos de
reverterem um ambiente com caracteristicas abiGticas severas, para se estabelecerem
nestes locais, este fenbmeno € necessario para o bom funcionamento do ecossistema
(BIEBER & SCULTORI, 2007; JONSSON, 2011). Castanho (2012) aponta as restingas
como um tipo de ambiente favoravel para o predominio de facilitacdo por oferecer condi¢cdes
ambientais limitantes para o desenvolvimento das plantas. Lortie (2010) argumenta que a
facilitacdo € um termo estritamente voltado para descrever positivas interacdes entre
plantas, representando o oposto do que vem a ser a relacdo de competicdo. O autor ainda

destaca que esta relagdo pode ser chamada de interacdo positiva de plantas. Moutinho
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(2011) afirma que a relacdo de facilitagdo se estabelece em consequéncia do processo de
sucessao ecologica, e que os efeitos desta relacdo tornam-se mais importante em
ambientes severos, onde espécies podem minimizar os fatores estressantes para outras
espécies que apresentam uma limitagdo maior ao estresse.

Em geral o termo crescimento é um termo quantitativo. Nas ciéncias bioldgicas, ele
pode estar associado & mudanga de tamanho, mudanca de peso ou numero de células, e
pode ser estudado para diversos objetivos. Em plantas, por exemplo, o crescimento pode
ser acompanhado para conhecer melhor um vegetal, para fazer previsdo de producgdes, ou
estudar diferencas funcionais e estruturais entre cultivares de uma mesma espécie, e isto
pode ser quantificado a partir da medida da altura, do didmetro, da area de alguma parte da
planta, ou a partir da pesagem da matéria. Nesta pesquisa o crescimento de Lemna
aequinoctialis Welw. é avaliado a partir do nimero de frondes, portanto cada brotamento
(fronde-filha) € quantificado como um individuo, desconsiderando-se tamanho ou peso.

Os objetivos especificos deste capitulo sdo: estudar o comportamento dos organismos
em diferentes meios de cultura a partir do experimento ex situ; estudar o comportamento
dos organismos expostos a diferentes concentracGes de Citrato de Chumbo; estabelecer
parametros e variaveis para a constru¢cao de um modelo computacional.

Segundo Lima-Brito et al (2011) a cultura in vitro é uma estratégia de conservagéo ex
situ que garante a manutencdo da integridade genética e biolégica de uma espécie. Neste
trabalho utiliza-se o termo “ex situ”, pois 0s organismos estéo fora de seu meio natural, mas

nao estao sozinhos num meio esterilizado.
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1.2 MATERIAIS E METODOS
a) Caracterizacdo da &rea de coleta

As coletas foram realizadas numa lagoa que margeia a Estrada do Feijao no municipio
de Angiera Km-16 da Rodovia BA-052 (Figura 5), cuja regido ja foi estudada por F.

FRANCA et al. (2003) que selecionaram seis acudes com alta cobertura de macréfitas para
estudar a flora de plantas vasculares.
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Figura 5 - Mapa da regido onde foram realizadas as coletas
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Esta lagoa (Figura 6) encontra-se nas coordenadas 12°11'38"S e 3909'07"W, 200m
s.n.m. de altitude, com ca. 5.860 m?, e foi classificada pelos autores como acude 5 no qual

existe o maior niumero de espécies de plantas aquaticas dentre os acudes da regiao.

Espécies de Lemnoideae

Figura 6 — Acude 5 (local das coletas)

b) Coleta de espécimes

As plantas foram coletadas (periodo da manh&) com uma peneira (malha: 0,1 x 0,1
cm), transferidas para um recipiente de vidro contendo agua da propria lagoa, e levadas
para o Laboratério de Taxonomia Vegetal da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS), onde foram selecionadas as Lemna aequinoctialis Welw., segundo classificacdo de
Pott (1993).
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c) Andlise da agua

Foram selecionados dois pontos da lagoa para realizar a coleta e tomar as medidas de
parametros fisico-quimicos da agua. O ponto 1 foi uma regido mais afastada da margem e o
ponto 2 foi proximo da margem (onde havia Lemnoideae). Alguns parémetros foram
medidos no local (pH, condutividade, oxigénio dissolvido e turbidez), e outras analises

(bacteriolégica, metais) foram feitas no Laboratorio de Saneamento (UEFS).

d) Meio de cultura

Os meios de cultura utilizados nesta pesquisa foram:

* 1° experimento: agua da lagoa autoclavada; solugéo de Pirson & Siedel (ou solu¢éo P&S)
(LANDOLT, 1986).

* 2° experimento: apenas solucéo P&S.

« 3° experimento: solucdo P&S; solugcdo P&S com diferentes concentracbes de citrato de
chumbo (17; 51; 85mg/l); agua da lagoa (sem autoclavar).

A agua da lagoa foi coletada com um recipiente de 10 litros (no mesmo dia e local da
coleta das Lemnas - pela manha), e levada para o laboratério para ser filtrada através de um
papel filtro comum. No primeiro experimento esta agua foi esterilizada em autoclave a fim de
reduzir o numero de organismos consumindo nutrientes.

A solucéo P&S foi composta no laboratorio didatico da UEFS com: 400 mg/l de nitrato
de potassio, 200 mg/l fosfato de potassio di-hidrogenado, 1200 mg/lI Cloreto de célcio
hexaidratado, 300 mg/l sulfato de magnésio heptaidratado, 5 mg/l sulfato ferroso
heptaidratado, 0.3 mg/l cloreto de manganés tetraidratado, 0.5 mg/l &cido borico.

O meio de cultura contendo citrato de chumbo também foi composto no laboratério
didatico da UEFS a partir da solucéo P&S, onde foram feitas trés concentra¢des: 17 mg/l, 51

mg/l, 85 mgl/l.

e) Cultivo de Clones

10 recipientes de vidro (8 cm de didametro e capacidade de 300ml) foram separados,
cada um contendo 100ml de solucao e 2 individuos mae e filha), e colocadas numa bancada
dentro do laboratorio, proximo de uma janela de vidro sob temperatura ambiente de 25°C.
Durante um més observou-se o desenvolvimento dos clones, e assim foi escolhido o cultivo
com maior numero de individuos e melhor aspecto (Figura 7) para realizar os esperimentos

seguintes.
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f) Cultivo de Lemna aequinoctialis Welw.

Os recipientes de vidro utilizados no cultivo possuem
8 cm de diametro e capacidade de 300ml. Todos foram
devidamente identificados, e forrados para impedir o
recebimento de luz nas laterais. Segue a descricdo dos
trés cultivos realizados em diferentes periodos:

Figura 7 — Cultivo de clones
(Foto de cima)

1° CULTIVO: de 16/11/11 a 11/01/12

Foram separados 20 recipientes de vidro contendo
170ml do meio liquido (10 recipientes com agua da lagoa
filtrada-autoclavada e 10 com soluc¢do P&S), e em cada um
foram inoculadas 10 frondes de Lemna (Figura 8). Todos
0s recipientes foram tampados com placas de Petri e
colocados numa bancada com temperatura média local de

24,5° C, umidade 44,7%, luz fluorescente (fotoperiodo de

12 horas) além da luz natural que incide pela janela (Figura Figura 8 — Dois frondes de

9). Lema aequinoctialis

Figura 9 - Experimentos organizados na bancada do TAXON
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O desenvolvimento dos organismos foi
acompanhado por oito semanas. A cada sete dias
foi feita a medicao do pH, o registro fotografico e a
contagem do numero de individuos vivos. A
contagem foi feita a partir dos brotamentos onde
cada nova fronde € um individuo (figura 10). O

individuos vivos apresentam coloracdo verde e 0s

que chegam no estado morto assumem coloragéo : - =y
Figura 10 — Brotamento de uma fronde a
branca. partir de outra

Antes de cada medi¢do o pHmetro portétil (PHTEK) foi calibrado (com solucao tampé&o
pH 4.0 e pH 7.0). Ao estabilizar o valor do pH, o aparelho era retirado, lavado com agua
destilada e inserido no proximo recipiente.

O numero de frondes obtido semanalmente em cada recipiente foi organizado em
planilha Excel versao 2007 para os calculos de média aritmética, desvio padréo, intervalo de

confianca (IC), producédo de graficos e curvas de crescimento.

2° CULTIVO: de 02/05/12 a 18/07/12

O segundo cultivo foi realizado utilizando apenas a solu¢do de P&S. Os procedimentos
para o inoculo, a contagem e a medicdo do pH seguiram os mesmos métodos do primeiro
cultivo. Houve apenas algumas alteragoes:

0 aumento do numero de recipientes (de 10 para 13) pois caso houvesse
necessidade de descartar alguma amostra, ainda assim ficaria um nimero consideravel de
amostras;

* a insercdo do controle (um recipiente com meio de cultura e sem frondes), para
observar se a alteracdo no valor do pH ocorre devido a presenca de Lemna;

e mudanca de localizacdo dos frascos na bancada, a fim de garantir que todos
recebessem as mesmas condi¢des de luminosidade;

« cultivo a partir de clones (pois no anterior foi feito a partir de individuos escolhidos
aleatoriamente);

e aumento no periodo do experimento (de 8 para 12 semanas), a fim de observar o
periodo de resisténcia das espécies sem a reposi¢ado de nutrientes;

» marcacdo das Lemnas inoculadas com tinta a prova d’agua (Figura 11), a fim de

observar o tempo de vida da espécie;
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Lemna marcada

] -
e -

Figura 11- Inéculo de Lemnas marcadas com caneta

preta a prova d'agua.

3° CULTIVO: de 26/11/2012 a 28/01/2013
Neste cultivo os procedimentos para o indculo e a contagem seguiram 0S mesmos

métodos do cultivo anterior, sendo que ndo foi medido pH em razdo da utilizagdo de

contaminante quimico. A quantidade de recipientes aumentou, pois utilizou-se cinco meios

de cultura totalizando 75 parcelas experimentais (Figura 12).

1fonde 4fondes 8 fondes
emcada emcada emcada
a 15 repetices
@ B% % com agua da lagoa
itionde 4 fondes 8 fondes
emcada emcada emcada
3 15 repetiches
8% % @ com solucio P5
1fonde 4kondes 8 fondes
emcada  emcada LT
15 repeticbes com

om cada

._) citrato de chumbo

@ @ 8% (17mg/l) + solucéo PS
1tonde 4fondes 8fondes
emcada emcada emcada re

15 repeticbes com

_). citrato de chumbo
q% qg? @ (51mg/l) + solucéo PS
15 repeticbes com

ifonde 4fondes 8 fondes
emcada emcada emcada

.—.} citrato de chumbo
q@ Q% Eg% (85mg/l) + solucéo PS

Total = 75 parcelas experimentais

Figura 12- Distribui¢&o do ultimo experimento
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Todos os recipientes foram tampados com placas de Petri e colocados numa estufa
com fotoperiodo (12h) e termoperiodo (Figura 13) programada para dois periodos: dia com
temperatura constante de 25°C, e noite com
19°C que foi a temperatura média observada
nos experimentos anteriores realizados fora de
uma estufa, na bancada do laboratorio. A
posicdo dos recipientes foi alternada a cada trés
dias para garantir recebimento uniforme de luz.

O desenvolvimento dos organismos foi
acompanhado por oito semanas. A cada sete
dias foi feito o registro fotografico e a contagem
do numero de frondes. Esses dados
foram organizados em planilha Excel versao
2007.

Figura 13- Estufa utilizada para os experimentos
g) Célculo da taxa de crescimento:
A taxa de crescimento foi calculada mediante a férmula (1) proposta por Landolt
(1986), expressa como a diferenca entre os logaritmos do nimero de frondes final (Fd) e o
namero inicial (Fo), dividido pelo nimero de dias (d) de crescimento e multiplicado por 1000.

1) k:[(|Oglo(fd)—|Oglo(f0))/d]*1000

h) Analise estatistica

A partir da contagem semanal calculou-se a média aritmética, o desvio padréo e o
intervalo de confian¢a dos dados. Para comparacédo entre os resultados foi realizado o teste
“t student” com nivel de significancia de 5%.

i) Producgéo das curvas

A média semanal do numero de individuos nos trés experimentos foi utilizada para
gerar as curvas de crescimento através do software “Curve Expert 1.4”. O programa oferece
uma variada gama de modelos de regressao nao-lineares. Para a construcdo das curvas
nesta pesquisa utilizou-se no grupo das curvas “sigmoidais” o modelo logistico que gera

curvas crescimento ajustadas segundo regresséo através do modelo logistico (2):

) y=al(l+exp(b-cx))
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1° CULTIVO (1° experimento):

Os resultados deste primeiro cultivo apresentaram comportamento diferenciado para
cada meio de cultura. Na solucdo de P&S observou-se que apds a primeira semana o valor
inicial (10 frondes) jA havia duplicado, e na quarta semana registrou-se 516 individuos
distribuidos entre os recipientes. Para o calculo da média e a producdo das curvas foi
necessario desconsiderar os recipientes que se diferenciaram muito do conjunto, como por
exemplo E-1, E-2 e E-3 (Tabela 1), que devido a posicdo dos recipientes (pouca
luminosidade) os individuos acabaram tendo morte precoce. Este cultivo durou oito
semanas, até a quarta semana 70% dos experimentos continuaram crescendo, mas a partir
da quinta semana a variacdo entre os resultados foi alta, pois os individuos comecaram a

morrer de forma atipica e isto comprometeu 50% das repeticbes (Tabela completa -

apéndice ).
Resultado do 1° Cultivo com solucéo de Pirson & Siede |
1a 2a 3a 22
Experimentos/  Inicio Semana Semana Semana Semana
Recipientes

E-1 10 21 24 2 1
E-2 10 21 24 2 0
E-3 10 23 32 32 1
E-4 10 24 30 74 123
E-5 10 24 47 84 108
E-6 10 27 37 67 86
E-7 10 22 30 38 75
E-8 10 20 32 59 103
E-9 10 20 31 31 70
E-10 10 28 45 66 72

Tabela 1- Média semanal do experimento | (com solugdo P&S)

A taxa de crescimento até a quarta semana foi de 34%, mas decresceu bruscamente a
partir da quinta semana. A disponibilidade de luz ndo uniforme, foi 0 que mais comprometeu
0 experimento, e contribuiu para as altas varia¢cdes, como mostra no grafico da figura 14,

onde os intervalos se sobrep8em (nivel de confianca (IC) de 95%).
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(experimentol)

Crescimento de Lemna aequinoctialis em solugao de Pirson & Siedel
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Figura 14- Relag&o entre a média e o intervalo de confianca (experimento | solugéo P&S)

No grafico abaixo (Figura 15), os pontos indicam os valores médios obtidos em cada

semana e a linha continua descreve a curva de crescimento ajustada a partir do conjunto de

dados. Observa-se que a maioria dos pontos estdo fora da curva o que reflete a alta

variacdo entre os resultados deste primeiro experimento. Os parametros para a equacao

foram: a=1.2, b=1.6 e c=1.0 (valores aproximados para uma casa decimal) com coeficiente

de correlagao igual a 0.97.

Crescimento de L. aequinoctialis em solucédo P.S. (e

Xperimento 1)

omédo de individuos
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Figura 15 — Curva de crescimento em solucdo P&S (experimento 1)
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O valor inicial do pH neste meio de cultura foi 4.9 e decorrida a primeira semana ja
havia alterado nos 10 recipientes variando entre 6.0 a 6.2. Com este resultado levantou-se a
hip6tese de que as Lemas alteravam o valor do pH no meio, e isto s6 pdde ser analisado no

segundo experimento (vide p.34).

No cultivo em agua da lagoa filtrada e autoclavada observou-se que, decorrida a
primeira semana poucos individuos duplicaram (Tabela 2). Na quarta semana registrou-se
um total de 226 individuos, nas semanas seguintes ndo houve alteragées significativas no
namero de brotamentos (Tabela completa - apéndice 1l). Segundo pesquisadores como
Culley & Myers (1980) e Graca Franca (2008) as espécies desta familia duplicam sua
biomassa em dois a trés dias em condi¢cdes 6Otimas de crescimento, isto indica que esta
lagoa apesar de conter Lemna aequinoctialis Welw. durante todo ano, ndo oferece
condicbes para um crescimento exponencial, possivelmente pela presenca de algum

componente na agua.

Comparando os resultados deste experimento com o primeiro, observou-se que o
autoclave da 4gua da lagoa, ndo alterou a taxa de crescimento da espécie que permaneceu
baixa por razbes ndo estudas nesta pesquisa. Além disto, em nenhum dos dois casos houve
0 desenvolvimento de microorganismos (visiveis a olho nu) como foi visto em todos os

experimentos realizados com outros meios de cultura.

Resultado do 1° Cultivo com agua da lagoa filtrada e autoclavada

1a 2a 3a 42
Experimento Inicio Semana Semana Semana Semana
E-1 10 17 18 19 22
E-2 10 19 21 23 25
E-3 10 21 21 24 27
E=4 10 17 20 20 22
E-5 10 19 19 22 23
E-6 10 20 22 25 28
E-7 10 18 19 22 21
E-8 10 21 22 20 17
E-9 10 18 19 23 24
E-10 10 13 15 15 17

Tabela 2 Média semanal do experimento | (com agua da lagoa)

A taxa de crescimento até a quarta semana foi de 14%, o pH registrado inicialmente foi
de 7.0 e apods a primeira semana este valor alterou para 7.4. A figura 16 mostra que a média

semanal ndo se diferenciou significativamente.
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Crescimento de Lemna aequinoctialis em dgua da lagoa filtrada e
autoclavada (experimentol)
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Figura 16 — Relac&o entre a média e o intervalo de confiancga (experimento | com agua da lagoa)

Na figura 17 os pontos estdo todos fora da curva ajustada mostrando que além da
variacdo dos dados, o crescimento ndo apresentou etapas bem definidas. Comparando este
resultado com a curva de crescimento em solucdo P&S observa-se que a fase estacionaria
se iniciou muito cedo, reforcando a existéncia de elementos neste meio que inibem o
desenvolvimento da espécie. Os parametros para a equac¢do do modelo acima foram: a=2.3,
b=1.2 e c=1.4 (valores aproximados para uma casa decimal) com coeficiente de correlacdo

igual a 0.95

Crescimento de L. aequinoctialis em agua da lagoa ( experimento 1)

Numero médio de individuos

Semanas

Figura 17 — Curva de crescimento em agua da lagoa (experimento 1)
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A figura 18 mostra a comparacgéo entre o desenvolvimento da Lemna ao longo das oito

semanas na agua da lagoa autoclavada e na solugéo P&S.

Comparacio entre os resultados do primeiro experimento com L.
aequinoctialis
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Figura 18 — Comparacéo dos resultados do primeiro experimento

A partir destes resultados surgiram questdes a serem trabalhadas no segundo cultivo,
como a necessidade de: realizar experimentos a partir de clones, identificar as espécies
inoculadas para obter informag¢des importantes sobre o tempo de desenvolvimento da
Lemna aequinoctialis Welw. nessas condicbes de cultivo, rever as condicdes de
luminosidade nos recipientes, e realizar analise da 4gua da lagoa para conhecer alguns

parametros fisico-quimicos do meio.

2° CULTIVO (2° experimento):

O experimento iniciou com um total de 130 clones (Tabela 3), foram 12 semanas de
observacdo sem reposi¢cédo de nutrientes. As Lemnas tiveram melhor desempenho do que
no cultivo anterior (realizado com o mesmo meio de cultura) pois na décima segunda
semana o numero de individuos ainda aumentava (tabela completa — apéndice IIl), enquanto
no primeiro cultivo este nimero decresceu a partir da sétima semana. Isto indica a influéncia
da luz para o crescimento da espécie, pois no primeiro houve a falta de disponibilidade

uniforme de luz.
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Resultado do 2° Cultivo

1a 23 33 4a 5a
EXPerime/ntos Inicio Semana Semana Semana Semana Semana
Recipiente
E-1 10 15 19 30 47 80
E-2 10 16 21 35 50 101
E-3 10 19 27 38 56 88
E-4 10 15 .31 42 78 106
E-5 10 13 24 43 65 116
E-6 10 15 .32 52 101 113
E-7 10 10 20 29 39 64
E-8 10 17 .25 40 76 92
E-9 10 19 32 51 61 96
E-10 10 13 .32 72 172 195
E-11 10 17 25 44 72 97
E-12 10 18 . 38 66 83 177
E-13 10 18 35 51 78 127
Total indiv. 130 205 . 361 593 978 1452

Tabela 3 — Média semanal do experimento Il (com solugdo P&S)

A taxa de crescimento até a quarta semana foi de 29%, e n&do decresceu bruscamente.

Os clones marcados comecaram a morrer a partir da sexta semana (42 dias), ha nona

semana ainda existiam alguns deles vivos e a partir deste periodo todos os clones

inoculados estavam mortos, o que sugere uma variacao de idade para as Lemnas de 40 a

70 dias num meio de cultura sem a reposicao de nutrientes. O valor inicial do pH do meio de

cultura foi 5.8, apds a primeira semana foi 6.3, permanecendo este valor até o final do

experimento. Isto aconteceu também no controle (sem Lemna), 0 que isenta as espécies de

causarem a alteracdo do pH no meio. Esta variagcdo pode ter sido causada pela variacédo de

temperatura que o meio de cultura sofreu, pois segundo Cunha et al (2010), a variacdo na

temperatura altera o valor do pH no meio.

Neste experimento houve o desenvolvimento de

algas na raiz de muitos frondes (Figura 19), mas apesar
de consumirem os nutrientes disponiveis, ndo inibiram o

crescimento da Lemna.

Identificou-se também o surgimento de

microorganismos em alguns recipientes na segunda
continuaram  se

semana, mas as espécies

desenvolvendo, como mostra a figura 20.

Figura 19-Algas na raiz da Lemna
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Nas imagens | e Il a coloracdo do meio foi alterada pelo surgimento de fungos, mas na
imagem Ill o meio liquido voltou ao seu aspecto inicial e os individuos continuaram se
desenvolvendo como mostra a imagem V. Este fendmeno foi estudado no experimento

seguinte (tltimo experimento).

Figura 20- Experimento antes, durante e depois da contaminacao
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O gréfico abaixo (Figura 21) mostra a média semanal (com 95% de confiancga - IC) do

namero de individuos nascidos, onde é possivel ver que até a oitava semana, as médias

sdo significativas.

Crescimento de Lemna aequinoctialis (experimentoll)
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Figura 21 - Relagdo entre a média e o intervalo de confianca (experimento I1)

A curva de crescimento (Figura 22) mostra um comportamento tipico de organismo em

condicbes controladas, onde até a 122 semana 0 crescimento esteve na fase log. O

coeficiente de correlacdo da curva de crescimento foi 0,99 e poucos pontos estiveram fora

da curva o que indica que os dados obtidos e aqueles da curva ajustada sdo considerados

correspondentes. Os parametros para a equacdo foram: a=2.9, b=2.3 e c=4.7 (valores

aproximados para uma casa decimal).
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Crescimento de L. aequinoctialis (experimento II)

NUmero médio de individuos

Semanas

Figura 22 — Curva de crescimento em solugdo P&S (experimento I1)

A partir dos resultados dos dois primeiros experimentos, estabeleceram-se o meio
ideal para o cultivo, parametros para a constru¢cdo do modelo computacional (vide capitulo

I), e a curva de crescimento da espécie a partir de 10 individuos inoculados.

3° CULTIVO:

No terceiro cultivo onde foram realizados os testes de facilitacdo. Os microorganismos
foram identificados (vistos a olho nu) na primeira semana (4 a 5 dias depois do inoculo)
onde o numero de Lemnas ainda ndo havia duplicado, e a hipotese de facilitacdo logo péde

ser estudada.

O experimento com 4gua da lagoa apresentou 0 mesmo comportamento do primeiro
cultivo realizado com este meio de cultura (porém autoclavado). Observou-se que tanto para
1, 4 e 8 individuos inoculados, a taxa de crescimento foi muito baixa em razdes

proporcionais a essas quantidades iniciais, como mostram a tabela 4 e a figura 23.
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Experimento |l com &4gua da lagoa
(média semanal do n° de frondes)

Semanas Teste com Teste com Teste com
1 individuo 4 individuos 8 individuos

SO 1 4 8

S1 1 5 8

S2 2 5 10
S3 2 6 11
S4 2 6 11
S5 2 6 11
S6 2 7 11
S7 2 7 11
S8 1 7 11

Tabela 4- Média semanal do experimento |1l (com agua da lagoa)

Crescimento em agua da lagoa
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Figura 23 — Crescimento de Lemna a partir de diferentes indculos (experimento Il com agua da lagoa)

As andlises feitas neste meio (agua da lagoa coletada) (apéndice VI) revelaram a
presenca de Zinco, Chumbo, Cobre e Manganés, sendo que este Ultimo apresentou uma
concentracao tdo elevada que foram necessarias varias diluicdes antes da analise. Lizieri et
al (2011) realizaram estudos com macrofitas aquaticas flutuantes (Azolla caroliniana,

Salvinia minima e Spirodela polyrhiza) e observaram que as trelJs espécies acumulam
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manganés em seus tecidos e como consequéncia houve reducdo do contetdo de clorofila
total nas trés espécies, mas em relagdo a taxa de crescimento apenas em Spirodela
polyrhiza houve reducdo. Outros pesquisadores destacam como a presenca de herbicidas
nos ambientes aquéticos influenciam na taxa de crescimento de algumas macrdfitas.
Portanto a baixa taxa de crescimento observada nos experimentos com este meio,

possivelmente pode ter sido resultado da presenca de um desses componentes.

O cultivo Il realizado anteriormente apenas com a solucdo de P&S, apresentou um
bom desenvolvimento da espécie. Neste terceiro cultivo, a infestagédo® ocorreu logo na
primeira semana e como 0 numero de Lemnas ainda ndo havia duplicado (resultados na
tabela 5), a maior taxa registrada entre as trés observacdes foi de 12%. A relagdo de

facilitac@o entre os individuos foi estudada.

Experimento 1ll com Solucédo P&S
(média semanal do n° de frondes)

Semanas Teste com Teste com Teste com
1 individuo 4 individuos 8 individuos
SO 1 4 8
Si1 1 6 12
S2 1 7 13
S3 2 8 17
S4 2 8 17

Tabela 5- Média semanal do experimento Ill (com solucdo P&S)

Os resultados mostraram que quando 1 individuo é inoculado no meio e o0 mesmo for
infestado, ndo ha desenvolvimento de colénias de Lemnas. Nos recipientes alguns
chegaram a produzir mais 1 brotamento, vindo a morrer a partir da quinta semana. Em
outros recipientes ndo houve duplicacdo do nimero inicial e os individuos permaneceram
vivos até a quarta semana, morrendo sem brotar, 0 que ndo € comum nas Lemnas. O meio
de cultura que a principio era incolor ficou completamente esbranquicado nestes
experimentos, por causa da infestagao.

Nos in6culos feitos com quatro individuos, houve infestacdo em sua maioria e 0s
individuos se desenvolveram com uma baixa taxa de crescimento. A coloracdo do meio n&o
ficou comprometida como no resultado anterior, e na sexta semana as espécies ainda

estavam vivas. Com 8 individuos inoculados também houve crescimento e a taxa de

Surgimento de microorganismos visiveis a olho nd, no meio de cultura.
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crescimento permaneceu baixa até a sétima semana quando o numero de brotamentos
comegou a aumentar significativamente.

A figura 24 mostra o desenvolvimento dos individuos ao longo das oito semanas para
as trés quantidades de inéculos realizadas, onde se observa que com um individuo ndo
houve estabelecimento de col6nia de frondes no meio contaminado. E importante salientar
gue este meio de cultura foi utilizado anteriormente para o cultivo de clones (ou seja 1
fronde apenas no meio), e em todos o0s recipientes que nao desenvolveram

microorganismos a espécie se estabeleceu e desenvolveu com taxa crescente.

Os nutrientes disponiveis foram os mesmos dos experimentos anteriores, indicando

gue a inibicdo do crescimento ocorreu devido a presenca dos microorganismos.

Crescimento em solucao P&S
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Figura 24 — Crescimento de Lemna a partir de diferentes indculos (experimento Il com solu¢éo P&S)

Nos experimentos realizados com as diferentes concentragdes de citrato de chumbo
(tabela completa apéndice V), a resposta para o desenvolvimento de 1 individuo sozinho na
presenca de microorganismos foi a mesma apresentada nos experimentos feitos sem este
elemento quimico. Ja nos experimentos feitos a partir de 4 e 8 individuos, contribuiu para
um aumento da taxa de crescimento das Lemnas, como mostra a tabela 6 comparando o
resultado do numero de individuos a cada semana na solugdo P&S com e sem citrato de
chumbo no meio. Estes dados mostram que as espécies ndo morrem na presenca deste
metal pesado e possivelmente esta seja uma das raz8es das macréfitas serem estudadas
por diversos pesquisadores (VALITTUTO, 2004; LAYBAUER & SCHILD, 1999) que as
caracterizam como bioindicadoras ambientais. Segundo estes autores elas absorvem o

elemento do meio.
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Comparagao: 8 individuos inoculados
(média semanal)

Semanas Solucdo P&S Solucdo P&S Solucdo P&S Solucdo P&S
sem chumbo (Pb) +17mg/ldePb +51mg/l de Pb +85mg/l de Pb
SO 8 8 8 8
S1 12 11 12 12
S2 13 13 14 16
S3 17 21 17 19
S4 17 21 24 24
S5 21 24 32 28
S6 25 29 41 40
S7 24 31 45 43
S8 25 38 50 53

Tabela 6- Média semanal do experimento Il com 8 individuos inoculados em quatro meios de cultura

Nos recipientes onde foram inoculados apenas 1 individuo e houve infestacéo, o metal
pesado nao alterou a condicao de existéncia do individuo como mostra a figura 25, em que
tanto no recipiente-18 (sem chumbo) e como no recipiente-33 (com chumbo), os individuos
ndo se desenvolveram e morreram apds algumas semanas. Se ndo houvesse
contaminag&o® no meio ou o nimero de individuos inoculados fosse maior, nos recipientes

destacados abaixo a superficie do meio estaria coberta por frondes de Lemnas.

Figura 25 - Experimentos com microorganismo visiveis a olho nu (iniciaram com 1 Lemna)

> A membrana formada em torno do fronde no recipiente-18 foi considerada como contaminagdo. Uma vez
que todos os individuos envolto pela mesma morriam. No recipiente-33 mostra um estagio onde a membrana
formada se desfez deixando o meio inicialmente transparente, com a cor totalmente amarelada e o individuo
morto.
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Nos recipientes com 4 e 8 frondes inoculados houve infestagdo inicialmente, mas os
individuos se estabeleceram no meio. A figura mostra as espécies vivas, e 0 meio de cultura
(que era totalmente transparente) com pequenas membranas pois € exatamente a
contaminagao inicial que vai se desfazendo e ficam os resquicios visiveis na superficie do
meio (Figura 26). Observando a figura 25 (anterior) e a figura 26, pode-se observar que a
quantidade de individuos inoculados influencia no estabelecimento da Lemna aequinoctialis

Welw. em ambientes contaminados por microorganismos.

Figura 26 — Recipiente-23 iniciou com 4 individuos (com solugdo P&S)
Recipiente-56 iniciou com 8 individuos (com solugéo P&S e chumbo (51mgl/l))

1.4 CONCLUSOES

Os resultados dos experimentos mostraram o comportamento da Lemna aequinoctialis
Welw. sob diferentes condi¢des de cultivo. No primeiro experimento a variacdo dos dados foi
alta a partir da quarta semana (em solu¢do P&S), mostrando que a luminosidade (fator
identificado) € imprescindivel para se obter resultados significantes do crescimento da

espécie.

Nos experimentos realizados com agua da lagoa, a taxa de crescimento foi baixa, e
isto também foi identificado na lagoa, pois nesta area de estudo as Lemnas ndo foram
encontradas em grandes quantidades formando um cobertura sobre a superficie como é o
comum desta espécie. Suspeita-se que esta baixa taxa de crescimento pode ser o resultado

da alta concentracdo de Manganés (identificado na analise da agua) ou a presenca de
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herbicidas no meio (hipétese levantada uma vez que a lagoa fica numa fazenda, onde
possivelmente utilizam estes componentes).

O segundo experimento realizado com a solugdo de Pirson & Siedel, foi 0o que
apresentou a maior taxa de crescimento da Lemna aequinoctialis Welw. em laboratorio,
fornecendo assim parametros para a construgdo de um modelo computacional. A auséncia
de um crescimento exponencial especula-se que tenha sido motivado pelo cultivo néo-
axénico. Com isso é necessario destacar que, para pesquisas onde se busque avaliar
comportamentos particulares de um individuo é necessério cultivo axénico, sendo que nao
basta ter meio de cultura e materiais estéreis, 0s espécimes também precisam estar
esterilizados. Neste cultivo observou-se que um individuo de Lemna aequinoctialis Welw
permanece vivo entre 40 e 70 dias, num meio sem reposicdo de nutrientes a mais de 80

dias.

A presenca de microorganismos no meio, foi importante no estudo da facilitagdo das
espécies, onde nas analises feitas com “um, quatro e oito” individuos inoculados (3°
experimento) bem como com “dez” individuos (2° experimento), observou-se que um Unico
fronde sé se estabelece e produz outros frondes, em ambientes ndo infestados por
microorganismos. A partir disto concluiu-se que quanto maior o nimero de individuos,
menor a acdo dos microorganismos de inibir o desenvolvimento da espécie, confirmando a
relacdo de facilitacdo levantada nesta pesquisa, e levantando a seguinte questdo: “qual a
guantidade inicial (a minima e a ideal) de frondes, para que em ambientes infestados a

espécie se estabeleca e se desenvolva”.

Os experimentos com citrato de chumbo mostraram que este elemento favorece o
aumento da taxa de crescimento da espécie, que se desenvolveu melhor na maior
concentracdo trabalhada, e por isso neste trabalho o que se considerou como
contaminantes para a Lemna aequinoctialis Welw. foram microorganismos (fungos e

bactérias) e ndo o elemento quimico.
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CAPITULO 2

Modelo Computacional do
crescimentod e Lemna

aequinoctialis Welw.
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2.1 INTRODUCAO

O avanco da tecnologia possibilitou ao homem a realizacdo de muitas atividades
através do computador. As grandes descobertas da humanidade sao resultado da
necessidade de se resolver situagcdes problema do seu cotidiano, um exemplo disto s&o os
modelos computacionais baseados em agentes que auxiliam na compreensdo de
fenbmenos e permite ao homem fazer inferéncias e simulacdes para atingir determinados
resultados.

Muitas areas do conhecimento lidam com modelos em suas pesquisas, e isto contribui
para a diversidade de definicbes para este termo. Christofoletti (1999) e Moreira (2001)
definem os modelos como uma representacdo simplificada da realidade, Sampaio (1998)
considera um modelo como um novo mundo construido para representar
fatos/eventos/objetos/processos que acontecem no mundo real ou imaginario, e Ford (1999)
0 trata como um substituto de um sistema real. Fragoso et al (2009) conceituam um modelo
como a representacao de algum objeto ou sistema em uma linguagem de facil acesso e uso,
destacando que quanto mais complexos 0s sistemas mais necessarios sdo 0s modelos.
Apesar dos variados conceitos, os autores sao comuns em afirmar a importancia e
funcionalidade desta ferramenta para pesquisas cientificas e também como ferramenta
pedagogica.

Segundo Azevedo et al. (2005), um importante tipo de simulacdo € a modelagem
baseada em agentes, onde € possivel observar como os agentes individuais interagem entre
si e com seu ambiente possibilitando o entendimento dentro de um processo dindmico. Os
autores afirmam que uma simulacdo pode possibilitar algumas exploracdes que sao dificeis
de realizar através de modelos analiticos, tais como a interdependéncia entre populacdes
diferentes, habitantes de um mesmo ecossistema, e a sua variabilidade em funcéo de
agentes, internos ou externos ao sistema.

Lima et al. (2009) ao estudarem a modelagem de sistemas baseada em agentes
ressaltaram que este tipo de modelagem é uma das metodologias (ou técnicas) disponiveis
para construcdo de modelos e sua utilizacdo esta se expandindo rapidamente em diversos
campos da ciéncia, tais como ciéncias sociais e ambientais. Existem varios ambientes de
programacao especificamente projetados para modelagem baseada em agentes como
NetLogo, Swarm, Repast, AnylLogic, Mason e Ascape, StarLogo e Microworlds
(SAMUELSON & MACAL, 2006), nesta pesquisa optou-se pelo programa NetLogo devido:
aos resultados satisfatérios e condizentes com a realidade (GRIMM & THIELE, 2010) que o

modelo produz (além de uma interface com riqueza visual e informativa (Figura 27)), e pela
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intencionalidade de produzir um modelo que seja utlizado e/ou expandido por
pesquisadores que ndo lidam com a area de exatas.

S WanPopdatin | Expected Ve Cakilaten |Md\s\u [ e por gl |
Sidh e [l A TR e e T L LT »

Figura 27 — Interfaces de 4 modelos em NetLogo da biblioteca do programa

O NetLogo tem uma linguagem de modelagem prépria, derivada da linguagem de
programacado Logo, é uma ferramenta de acesso e uso gratuito®, com comandos proximos
da linguagem natural, o que a torna uma linguagem de alto nivel e de facil aprendizado
(Miller, 2010). E um programa que apresenta uma grande biblioteca de modelos de
amostras que abrangem vérios dominios sociais e naturais. Nele existe o “observador”
(observer) que especifica e controla as condicbes de funcionamento, agentes (turtles) e o
ambiente (patches). Esses agentes tém sido muito utilizados para visualizacbes e
abstracdes matematicas, desenhos artisticos, jogos, ecossistemas, dentre outros, isto

porque é possivel realizar analises e conjecturas sobre as variacBes de parametros

6 Disponivel em: http://ccl.northwestern.edu/netlogo/ .



ocorridas nas interagfes entre os agentes individuais (pessoas, bactérias, insetos, nagoes,
ou organizacdes) e seu ambiente (AZEVEDO et al., 2005).

Alguns autores (SPEELMAN & GARCIA-BARRIOS, 2010; JACOBSON, 2008;
MILLER, 2010) destacam o estudo de simulagdes através do NetLogo, como uma
ferramenta importante no processo de ensino-aprendizagem, pois auxilia na compreensédo
de fendbmenos diversos. Speelman & Garcia-Barrios (2010) afirmam que ao propor uma
atividade de simulagdo com o programa NetLogo a uma turma de mestrado, houve aumento
na qualidade das respostas dos estudantes sobre o tema “Agrodiversidade”, com um nivel
de entendimento de 86% em detrimento de 29% durante o ensino passivo/conceitual.
Segundo os autores, os estudantes declararam ter aprendido 55% do seu conhecimento
atual através da oficina dos quais 76% foi aprendido usando a simulacéo.

Grimm & Thiele (2010) destacam o NetLogo como uma plataforma muito utilizada para
a modelagem ecoldgica e ambiental, ressaltando que uma vez que o modelo é considerado
bom o suficiente para ser analisado mais profundamente, podem ser executados
experimentos de simulacéo e para serem analisados através de outras ferramentas como o
“R”’. Jacobson (2008) discute a importancia dos modelos computacionais como ferramentas
de apoio para a aprendizagem baseada em problemas. Ele cita como exemplo a
possibilidade da realizagdo de experimentos computacionais com organismos unicelulares
proposta por um modelo em NetLogo. Bishai (2010) trabalhou com simulagbes
computacionais através do NetLogo no estudo de infec¢do da tuberculose.

Autores que discutem bioensaios (SIQUEIRA et al, 2011; SANTOS &
BANZATTO,1998; COSTA et al., 2008) destacam que estes experimentos cientificos sédo
grandes aliados dos pesquisadores que buscam prever os efeitos de substancias nocivas ao
meio ambiente, Santos et al. (2001) por exemplo, realizaram bioensaios (ex situ) com
macrofitas aquéticas para detectar poluentes na agua. Um modelo computacional pode
tornar mais objetivo as decisbes para a realizacdo destes experimentos cientificos.

Parunak et al. (1998) destacam a capacidade dos modelos baseados em agentes, de
capturar detalhes de fenbmenos reais, bem como caracteristicas qualitativas e particulares
dos organismos dentro de um sistema. Além destes aspectos existe a simulacdo de
fenbmenos e predi¢des, que faz destes modelos ferramentas tdo utilizadas no ambito das
pesquisas. A fim de padronizar a descricdo da modelagem baseada em agentes para que 0s
modelos se tornem completos, compreensiveis e reproduziveis, foi que Grimm et al.(2006)

propuseram o protocolo padrdo ODD®, sendo revisado anos depois onde os autores

70 “R” é uma linguagem e ambiente de computacao estatistica e construcéo de gréaficos.
® Overview, Design concepts and Details (Visdo geral, conceitos de projeto e detalhes).
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acrescentam outros conceitos (Grimm et al., 2010) a fim de deixar ainda mais detalhada a

descricdo dos modelos (Figura 28).

Propasito

Visdo geral Wanaveis de estado e escala

Vizdo de processo e escalonamento

Conceitos de projeto | Conceitos de projeto

Inicializacao

Detalhes Entrada

Sub-modelos

Figura 28 — Protocolo ODD (GRIMM et al., 2006)

O bloco “visédo geral” envolve os trés primeiros elementos do protocolo: (I) Propésito
(esclarecer o propésito do modelo, para que o leitor entenda o porqué de determinados
aspectos foram considerados e outros ndo), (Il) Variaveis de estado e escala (determinar o
estado em que os elementos se encontram e a escala de representagdo espago-temporal.
Dai surge aspectos a serem respondidos, tais como: Quem s&o 0s agentes e quais as suas
caracteristicas? Como é o ambiente de interagdo? Como ocorre a relacdo agente e
ambiente?), (Ill) Visdo de processo e escalonamento (onde se deve detalhar o suficiente
para permitir que o modelo seja implementado por pesquisadores interessados. Nele é
necessario descrever a ordem em que ocorre os fatos, ou seja, como o0 modelo vem
programado) (GRIMM et al., 2010).

No segundo bloco estd o quarto elemento “conceitos de projeto” (IV), onde os
autores apresentam uma lista de pontos que podem ser abordados (principios basicos,
fenbmenos emergentes, adaptacdo, objetivos, predicdo, interacdo, estocasticidade,
coletividade, observacdo) e no Uultimo bloco “detalhes”, que contém os trés ultimos
elementos do protocolo: inicializacao (V) (informar quais os valores iniciais dos parametros e
variaveis; quais as caracteristicas iniciais dos individuos e do ambiente; a inicializacdo varia
a cada simulacdo ou é sempre a mesma?), entradas (VI) (descrever se o modelo utiliza
dados externos; se existe alguma condicdo ambiental que muda com o passar do tempo), e
sub-modelos (VII) (detalhar todos os sub-modelos que foram incluidos no elemento III)
(GRIMM et al., 2010).
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O objetivo geral deste capitulo foi construir um modelo computacional de crescimento
de Lemna aequinoctialis Welw. para estudar o fenbmeno da facilitacdo no estabelecimento e
desenvolvimento dos individuos em ambientes contaminados, identificando qual o valor
critico e o ideal para que as espécies sobrevivam. Os objetivos especificos foram: elaborar
um modelo preliminar do crescimento de Lemna para produzir curvas de crescimento,
validar este modelo a partir da comparacdo com curvas de crescimento do referido
organismo em meios de cultura, e inserir novos pardmetros ao modelo para estudar a
hipotese de facilitacdo. A hipotese € de que: “abaixo de um valor critico as Lemnas néo se

desenvolvem, ou seja, hdo reproduzem e morrem precocemente”.

2.2 MATERIAIS E METODOS

a) Programa utilizado

Para a construcdo do modelo utilizou-se o NetLogo 4.1 (Wilensky, 2009). No modelo
0s agentes sdo as Lemnas e o Contaminante (convencionou-se microorganismos como
contaminante), e o ambiente € o meio de cultura.

Os parametros e variaveis do modelo foram obtidos a partir dos experimentos
realizados nesta pesquisa conforme esta descrito no primeiro capitulo. Existem alguns
parametros e equacdes (serdo identificados no momento da descricdo de cada um) que
foram resultados de ajustes feitos no codigo a partir de diferentes simulagdes buscando
tornar o modelo condizente com os dados do experimento. Esses valores foram testados em
diferentes simula¢des e validados ap0s a comparacao com os resultados dos experimentos,

para que pudessem entdo compor o codigo deste modelo.

b)  Descricdo do modelo segundo protocolo ODD

I- Propésito

As Lemnoideae tém grande importancia para o ambiente (cf. capitulo 1), no entanto
ainda € pequeno o numero de acBes que viabilizem o uso das espécies desta subfamilia
para contribuir na minimizacéo de impactos causados no ambiente. Diante disto foi proposto
um modelo computacional de crescimento de Lemna aequinoctialis Welw. como pioneiro
para estudar o comportamento da espécie em diferentes condicbes, de forma que

pesquisadores se apropriem desta ferramenta para desenvolver e ampliar outros estudos de
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simulacdo, conhecendo assim quais as condi¢des favoraveis para acelerar ou retardar o
crescimento das mesmas em aplicacdes reais no ambiente.

A cada simulacdo o modelo gera dados que séo utilizados para producgdo de curvas de
crescimento. Nele cada fronde € um individuo que se propaga por brotamento. O nutriente
esta difundido no proprio meio em forma de energia que vai sendo absorvida e diminuindo a
medida que cresce o numero de individuos consumidores, ndo havendo reposicdo. Existe
dois ambientes para simulacdo que pode ser escolhido para estudar o comportamento da

espécie: um ambiente com e outro sem contaminacao.

II-Variaveis de estado e escala

O modelo é composto por: Lemna aequinoctialis Welw., contaminante, meio de cultura.

« Lemna aequinoctialis Welw.: iniciam num ambiente contendo nutrientes onde absorvem

nutrientes de forma homogénea (quantidade calculada diariamente pela férmula descrita nas
paginas seguintes), se reproduzem por brotamento e podem ou ndo ser contaminadas. Se
deslocam quando nascem ha alguns passos da mae, e depois podem ou nao dar um infimo
passo a sua frente (caso atenda o comando). Seu desenvolvimento € alterado quando o
ambiente tem infestacdo, e podem alcancar trés estados: viva, morta (quando as condicbes
levam a morte) e doente (quando € contaminada). Cada uma tem a sua idade e intervalo de
reproducdo atualizado a cada rodada’. Elas percebem a quantidade de individuos a sua
volta, a quantidade de nutrientes disponiveis e a presenca de contaminante, e podem estar
em uma das quatro fases estabelecidas pelo modelo:

Fase jovem: o individuo ndo brota (reproduz) até que chegue a fase estabelecida
(fase de brotamento).

Fase adulta: o individuo pode brotar quando atinge a fase de brotamento.

Fase pos-brotamento: apds cada brotamento o individuo tem um intervalo para
produzir novos frondes.
» Contaminante: é representando por apenas um agente que possui energia, que pode
aumentar ou diminuir. Seu deslocamento € apenas um minimo passo para um lado, caso a
condicao exija. Nao possui idade, mas existe um controlador de tempo que determina suas
acdes. Em contato com as Lemnas vivas, ele altera o estado delas de viva para doente.
Exerce alteracdo no meio reduzindo em pequenas quantidades a disponibilidade de

nutriente.

°Ou seja, a cada dia (cada “tick” foi convencionado neste modelo como 1 dia).
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* Ambiente: o ambiente tem uma quantidade inicial de nutriente que vai decrescendo ao
longo do tempo pelo consumo das Lemnas e do contaminante, isto € calculado diariamente
de acordo com a quantidade de individuos consumidores (formula descrita em “inicializacao”
p.57). O ambiente de simulagdo deste modelo é um mundo plano (limites de contorno

laterais) tamanho 51x51.

O tempo: € contado a cada rodada através de uma unidade de tempo artificial adotada
pelo NetLogo (ticks), neste modelo convencionou-se que um cada “tick” é um dia. A
simulacdo é programada para oito semanas, no entanto o modelo pode funcionar para mais
ou menos dias. A cada rodada o modelo simula 10 recipientes com Lemnas em crescimento
(experimentos) produzindo a média aritmética e o desvio padrdo do nimero de individuos a

cada sete dias.

lll- Visao de projeto e escalonamento:

As Lemnas vivas executam o processo descrito na figura 29:

Inicia Muda de
estado

@ @ Brotamento
Morte Atualiza
Muda de 6—@ > valores I‘

estado

——» Absorve —> Contaminacao

— Para

Figura 29 — Roteiro do agente Lemna
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O contaminante executa o processo descrito na figura 30:

Inicia Aumenta
energia

4
@ Atualiza
valores
Energia=0 —
Para (—@(

Figura 30 — Roteiro do agente Contaminante

Altera o Contamina
meio Lemna

V- Conceitos do projeto

Nesta simulacdo s6 se considera como contaminante os microorganismos (fungos e
bactérias). O modelo gera dados que séo utlizados para producdo de curvas de
crescimento da espécie em diferentes condi¢cdes ambientais.

A Lemna (corpo vegetativo do tipo fronde) se reproduz por brotamento. Em condi¢des
Otimas de crescimento, o individuo cresce conforme descricdo de autores como Landolt
(1986), Pott & Pott (2002), onde a quantidade de brotamento aumenta para 20 por individuo
(o total de reproducéo de um individuo) e a espécie tém crescimento exponencial.

O pergunta para a modelagem foi: “Qual a quantidade inicial (a minima e a ideal) de

frondes, para que em ambientes infestados a espécie se estabeleca e se desenvolva?”.

V- Inicializacéo / VI- Entradas:

Os parametros globais do modelo foram baseados nos dados dos experimentos ex
situ realizados nesta pesquisa com a solucao P&S (capitulo 1), de forma que pudesse ser
validado pela comparacéo das curvas e taxas de crescimento. Os parametros globais e seus
respectivos valores foram:

» Quantidade de nutrientes do ambiente:
A guantidade inicial adotado foi 5 mg e vai decrescendo a medida que os individuos

consomem.
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* VVolume:

Foi estabelecido que a quantidade de meio liquido do ambiente, deveria simular o

volume dos cultivos ex situ e por isso adotou-se V=200 ml.

« Quantidade de nutrientes absorvido diariamente: o quanto as Lemnas absorvem cada dia

€ dado por:
Q = quantidade de nutrientes do ambiente / (volume — nimero de Lemnas vivas)
* Tempo de reproducéo:

E o tempo que a Lemna leva entre um brotamento e outro (um tempo de pausa). Este
tempo é de 10 dias. Quando o ambiente esta contaminado este valor aumenta para 15 dias.
Cada Lemna inicia com um contador que estabelece aleatoriamente um intervalo de
reproducdo inicial para cada uma. Este intervalo vai atualizando a cada dia e s6 permite que

a Lemna reproduza caso seja maior que o “tempo de reproducdo”.
» Fase de brotamento:

Existe um periodo pelo qual a Lemna comeca a brotar (no cddigo é chamado de
maioridade), e este periodo é influenciado pelas condicbes do meio. Portanto apds o
nascimento ela precisa de 15 dias para entdo comecar a reproduzir. Em ambiente

contaminado este valor aumenta para 20 dias.

« Tempo corrido: existe um contador de tempo para controlar a contaminacdo no ambiente.

Uma vez que o meio foi contaminado este tempo funciona da seguinte forma:
O Quando o tempo corrido > 2 (dias) a contaminacao surge.
[l Quando tempo corrido = 2 (dias) uma Lemna é contaminada.

[l Quando o tempo corrido > 3 (dias) se existir algum individuo muito proximo (num raio
4 unidades do NetLogo) da contaminagdo (que fica localizada, em alguma parte da

superficie) entdo de este é contaminado.

Estes valores convencionados foram baseados nas observacdes experimentais.
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* Tempo de vida: as Lemnas sobrevivem até um tempo estabelecido, que varia de 40 a 70

dias.

« Média aritmética: o programa calcula a média aritmética (com dez repeticées) do niumero
de individuos a cada sete dias, durante dois meses. O modelo permite aumentar este

periodo de observacao.

« Desvio padrdo: o programa calcula o desvio padrdo do niumero de individuos a cada sete

dias, durante dois meses.

CARACTERISTICAS PROPRIAS DOS AGENTES (turtles-own):

Lemnas:

. Estado de Vida: no modelo todas as Lemnas iniciam vivas. Existem trés estados de

vida que elas podem assumir: o estado vivo, morte ou doenca.

Morte — por idade, por sobreposi¢cdo no espaco, ou por falta de nutrientes. No modelo
elas assumem a coloracdo branca e depois de um tempo (90 dias) ja ndo sao vistas na
interface (ficam da cor do meio), simulando o momento em que alguns individuos mortos

ficam abaixo da superficie.

Doente - por contaminacdo. Neste estado a Lemna n&o se desenvolve, e depois de

um periodo (cerca de 40 dias) morrem.

. Idade: cada Lemna inicia com uma idade aleatéria, entre 10 e 25 dias, e a mesma
vai atualizando a cada dia (tick). Quando chega na “fase de brotamento” reproduz e quando

atinge o tempo de vida (global) morre.

. Intervalo de reproducdo: existe o controle de um intervalo de tempo entre um

brotamento e outro. O modelo inicia com Lemnas que possuem intervalos de reproducao
aleatérios entre 0 e 30 dias, e as Lemnas que nascem durante a simulagdo iniciam com um

intervalo de reproducéo igual a zero, e depois este valor vai aumentando com o tempo.

Quando o intervalo de reprodugdo é maior que o “tempo de reproducdo” (global),
entdo o individuo pode verificar as outras condigbes para reproducdo, e estara ou nao

pronto para brotar.
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. Quantidade de nutriente absorvido: aqui guarda a quantidade de nutriente que a

Lemna absorve diariamente (é atualizada a cada dia).

. Quantidade de nutriente absorvido no tempo: armazena a “quantidade de nutriente

absorvido” para que na hora do brotamento as Lemnas-filhas herdem 10% do seu nutriente.

Contaminante : as equacdes e os valores descritos abaixo foram resultados de ajustes

feitos no cddigo, e validados apds a comparacdo com os resultados dos experimentos.

7

. Energia: o contaminante € um agente que possui energia, que pode aumentar ou
diminuir ao longo do tempo. Ele inicia com energia igual a trés unidades (valor que mais se
adéqua ao estudos). Assim, a cada Lemna nascida ele perde 0.1 de energia e diminui em
0.01 no tamanho'®, e a cada Lemna infectada ele ganha 0.2 de energia e aumenta em 0.02
no tamanho. Se a energia for igual a zero o contaminante perde seu poder de infestacdo no

meio.

. Alteracdo do meio: o contaminante influencia na qualidade do meio liquido para as

Lemnas. Assim adotou-se que, quando ele surge, comeca a diminuir em pequenas
gquantidades a disponibilidade de nutriente no ambiente. E isto € feito através da seguinte

relacéo:

Alteracdo do meio = [quantidade de nutriente do ambiente * 100 / (volume —

guantidade de Lemnas vivas)]

Quantidade de nutriente do ambiente = [quantidade de nutriente do ambiente —

alteracédo do meio]

. Alteracdo total do meio: armazena tudo que o contaminante vai tirando do meio ao

longo do tempo, ele é atualizado a cada dia através do acréscimo do quanto foi alterado no

dia (“alterac&o do meio” descrito anteriormente).

10 . . . . s . . .~

O tamanho do contaminante é considerado no modelo pois em caracteristicas reais, a disposicdo do
contaminante no espaco determina o desenvolvimento das Lemnas, ou seja quanto maior é a cobertura do
contaminante na superficie mais Lemnas sdo afetadas.
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DADOS DE ENTRADA:

Ao iniciar o ambiente (mundo no modelo de Lemna) o0s seguintes parametros séo
definidos segundo a ordem abaixo (valores ajustados a partir do resultado dos

experimentos):

0 Quantidade de nutrientes do ambiente =5 mg
O Volume = 200ml

0 Tempo corrido =0

O Cria Lemnas, podendo variar de 1 a 30 individuos pois existe uma variavel na interface
onde o observador escolhe qual o “n” inicial. As caracteristicas dadas a este agente sao:
cor, forma, tamanho, direcdo, estado de vida (viva), idade (entre 10 e 25 dias ou “ticks”),

intervalo de reproducéo (0 a 30 dias), tempo de vida ou limite de vida (de 50 a 70 dias).

0 Pergunta: “existe contaminacdo?”’. Esta pergunta é decidida na interface (pelo
pesquisador) onde tem um botdo (switch) para se escolher se a simulacao serd no ambiente

com ou sem contaminacao.
Se existir contaminagéo entéo:

Sera criado um agente contaminador (determina-se cor, forma, tamanho, energia (=
5) e direcdo aleatéria) e serdo estabelecidos os valores das globais “Fase de

brotamento = 20" e “tempo de reprodu¢édo=15"
Se néo existir contaminacao:

As variaveis globais sdo estabelecidas (Fase de brotamento = 15" e “tempo de

reproduc@o=10") e segue-se para a proxima fase.

FUNCIONAMENTO DO MODELO:

Definidas as varidveis globais, a criagdo do ambiente e dos agentes com suas
caracteristicas, entdo o modelo roda a partir de um comando que inicialmente cria um vetor
para armazenar o numero de individuos em 10 repeti¢Bes (ou seja 10 simulac¢des) e calcular

a média aritmética e o desvio padrdo a cada sete dias.
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Em cada repeticdo sdo executados 0s seguintes comandos (nesta ordem):

Atualizacao do dia (tempo corrido + 1)

Consumo de nutriente

Acao do contaminante (sim ou n&o)

Reproducéo (sim ou nao)

Atualizacdo de graficos

Atualizacdo de idade e intervalo de reproducéo das Lemnas
Contagem de dias

CondicBes de morte

A SANENE N NN NN

Abaixo sera descrito cada comando listado acima:

+ Atualizacado do dia:

O tempo corrido comeca em zero e precisa ser atualizado assim que comeca o dia,

pois ele é necessario para determinar as acdes do contaminante.

¢ Consumo de nutriente:

As Lemnas absorvem e 0 meio vai reduzindo a quantidade de nutrientes diariamente:

O Quantidade de nutriente absorvido no dia = [quantidade de nutriente do ambiente /

(volume — total de Lemnas vivas)]

O Quantidade de nutriente do ambiente = quantidade de nutriente do ambiente -

gquantidade de nutriente absorvido no dia

O Quantidade de nutriente absorvido = quantidade de nutriente absorvido + Quantidade

de nutriente absorvido no dia

+ Acao do contaminante (caso a simulacdo seja feita em ambiente contaminado):

Trata-se de um bloco de comandos que funciona a partir do valor do tempo corrido:
*  Se o tempo corrido = 2 entdo uma Lemna € contaminada.

e« Se o tempo corrido > 3 entdo o contaminador verifica se existe alguma Lemna viva num
raio de visdo = 4 unidades do NetLogo. Se existir, entdo aleatoriamente uma Lemna é
escolhida e contaminada. Com isso a sua energia aumenta em 0.2 e o seu tamanho
aumenta em 0.02. Quando a sua energia chegar a zero ele perde o poder de infestagdo nas

Lemnas.
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¢ Reproducéo:

Se existem nutrientes no meio, e as Lemnas atendem as condicoes:
I.  Lemnas com idade > Fase de brotamento
II.  Intervalo de reproducéo > tempo de reproducéo
lll. Estadodevida=1
Entdo havera brotamento (reproducéo), e os seguintes comandos sdo executados:
O A gquantidade de nutriente absorvido no tempo = quantidade de nutriente absorvido
O Brota 1 individuo, com:

[0 Idade=0

O Intervalo de reproducédo =0

O Quantidade nutriente absorvido = 10% * quantidade de nutriente da Lemna-
mae absorvido no tempo

A Lemna-filha se afasta 5 unidades da Lemna-mae
O contaminador perde energia: E aa=E total adquiica - 0.1 (a0 perder energia diminui o

tamanho em 0.01)
O Zera o intervalo de reproducédo da Lemna-mée

. Atualizacdo de graficos

Comando para exibir os gréficos do crescimento das Lemnas nos diferentes estados

de vida e da quantidade de nutriente do meio.

+ Atualizacdo de idade e intervalo de reproducdo das Lemnas:

As Lemnas aumentam a idade e o intervalo de reproducédo a cada dia (rodada).

. Contador de dias

Armazena os numero de dias (ou rodadas). Este dado é importante pois é verificado:

nas condi¢cbes de morte, contaminagéo, intervalo de reproducéo.
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¢ Condicoes de morte

As condicbes que fazem a Lemna morrerem sao:

0 estado de vida = 1 e idade maior que o tempo de vida, ou
0 quantidade de nutriente absorvido = 0, ou

O sobreposi¢cdo de individuos (podem estar numa regido com muitos onde: se num
raio=3 (unidades do NetLogo) a quantidade de individuos for maior que 10, entdo

uma das Lemnas neste raio morre).

Para melhorar a visualizacéo na interface, as Lemnas mortas e doentes quando chegam
a 70 dias ficam da cor do meio. Isto ndo as exclui do ambiente, pois 0 monitor continua
revelando o total de mortos e doentes, mas simula um ambiente real (em laborat6rio), onde
as Lemnas mortas, ap6s um periodo comecam a ficar abaixo da superficie. O contaminante

desaparece do mundo quando a energia for igual a zero.

A partir do modelo descrito, pode-se fazer simulagfes e assim testar a facilitagdo entre
os individuos verificando assim qual o valor critico para o desenvolvimento da espécie em
ambiente contaminado.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Semanas NUumero médio de
individuos

No NetLogo, os resultados da Inicio 10
simulacdo (tabela 7) feita em um 1S 18
. . ~ : 2S 25
ambiente sem infestagdo, registrou taxa = 36
de crescimento da Lemna aequinoctialis 4S 54
Welw. até a quinta semana, de taxa de 5S 7
101

31%, e nas semanas seguintes foi 6S
7S 136
decrescendo gradualmente. 8S 201
Desenvolvimento semelhante a este, foi 9S 267
. . 10S 343

observado no segundo cultivo ex situ (cf.

11S 419
capitulo 1). 12S 458

Tabela 7- Crescimento médio em NetLogo

O crescimento ao longo das doze semanas pode ser observado no grafico construido

a partir dos intervalos de confianca (IC) (figura 31), que mostra como as médias (oito

simulacdes) representam significativamente (nivel de confianca de 95%) o desenvolvimento

ao longo do tempo. Foi analisado até a 122 semana para observar o comportamento da

curva quando comparado com o resultado do cultivo 1l feito no mesmo periodo.

Simulagdo em NetLogo do crescimentode L. aequinoctialis

—
0
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11

12

Figura 31- Gréfico com intervalo de confianga do crescimento em NetLogo
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O teste t realizado para comparar os dados do modelo com os do segundo cultivo,
revelou que os resultados sdo correspondentes a um nivel de significAncia de 5% com
sensibilidade de teste de 0,082 indicando que o modelo descreve o comportamento de
Lemna aequinoctialis Welw. cultivada em laboratorio.

A curva de crescimento desta simulagdo mostrou que os dados estéo correlacionados
a curva ajustada, com coeficiente de correlagcdo de 0,99 e desvio padrdo de 7.2. Este
comportamento também foi observado na curva do cultivo ex situ feito em onze semanas

(cultivo 1) conforme mostra o grafico comparativo na (figura 32).

Simulagao do crescimento de L. asquinoctialis em NetLogo

Crescimento de L. aequinoctialis (experimento l)

Numero medio deindviduos
=
s

a0 ‘;g
5 i 4 e
&0 4 ,\g
W o
A
@ 4 o
-« » 3 =
% 3 g e : 20 3
o P : %3 R
4 ;i o - : : . , .
¢ ! : 5 b $ ¢ ! $ LU il 0 1 2 3 4 5 & 7 8 s 1w 1
semanas
Semanas
Netloge Cultivo ex situ

Figura 32- Comparacgéao entre as curvas de crescimento do modelo com os resultados em NetLogo

Durante a realizacdo dos experimentos ex situ observou-se que organismos isolados
tinham dificuldade de se manter frente a contaminagcdo de microorganismos (cf. capitulo 1).
Este fendbmeno pode ser descrito como facilitagdo (BIEBER & SCULTORI, 2007; JONSSON,
2011; CASTANHO, 2012) onde a presenca de uma populacgdo favorece o estabelecimento
da espécie, pois os individuos ajudam-se mutuamente e termina por vencer a competicdo
pelos nutrientes com outros organismos, o que ndo acontece com individuos isolados. O
modelo entdo passa a simular um ambiente contaminado, permitindo observar o
comportamento dos individuos a partir de diferentes numeros iniciais de individuos.
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A interface do modelo construido contém um botdo para que o observador escolha a
simulagdo com ou sem contaminagao, tem a opgao (botdo: “roda”) onde pode acompanhar o
desenvolvimento dos individuos ao longo das semanas ou a opgdo de estudar o modelo
tomando as médias semanais (botdo: “testedehipo6tese”) (figura 33).

e Edit Toals Zoom Tabs  Help

Interface | Informmation “ Procedures]

L0 F e ] P e |
| S 3 = ings...
Edit | Delete Add normal speed B

I

55| [brotos || doente |[Luivas |[L. mortas
|| 372 o] 343 29

Nutrientes no meio
3.53569

Crescimento das Lemnas. =
363 Evivas.
63 [ Mo

NP de Lemnas

\

i W de Dias 738

ohserver: f » 9, - A
observer: "56,195,14,"

Fia. 33 — Interface do modelo de crescimento de Lemna aeauinoctialis

Para a simulacdo iniciada com 4 individuos, a taxa de crescimento registrada foi de
9%, e esta mesma taxa foi encontrada no experimento ex situ com 4 Lemnas inoculadas. O
grafico da figura 34 mostra a relagéo entre o crescimento nestes dois estudos citados. (cf.
capitulo 1) onde de acordo com o teste t, os dados do modelo e os do cultivo (para 4
individuos inicias) sdo correspondentes a um nivel de significancia de 5% com sensibilidade
de teste de 0,029 indicando que o modelo descreve o comportamento da espécie de Lemna
aequinoctialis Welw. quando ocorre infestagdo no ambiente.
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Comparacdo entre a simulacdo em NetlLogo e o cultive ex situ
(para 4 frondes inaculadas)

20

16

12

Nimero médio de individuos

Semadnas

== Nell ogn =—fll=C. ex silu

Figura 34 — Crescimento a partir de 4 individuos

A simulacdo que iniciou com 8 individuos registrou uma taxa de 10%, e no
experimento ex situ com esta mesma quantidade de individuos, foi 12%. O gréafico da figura
35 mostra a comparagdo entre os resultados do cultivo e os do modelo, onde de acordo com

o teste t estes resultados ndo se diferenciam significativamente.

Comparacdo entre a simulacdo em Netlogo e o cultive ex situ
(para 8 frondes inoculadas)
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Figura 35 — Crescimento a partir de 8 individuos
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As curvas de crescimento (figura 36) com coeficiente de correlacdo variando entre
0,99 e 0,98 mostram o desenvolvimento da espécie no modelo em NetLogo e nos

experimentos ex situ para n=4 e n=8.

Crescimento (ex situ) de L. aequinoctialis {4 indiv. inoculados) Simulagao do crescimento de L. aequinoctialis (para n=4)
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Figura 36 — Comparacao entre as curvas de crescimento ex situ com as produzidas pelo modelo

Os resultados e as variacfes observadas no modelo em NetLogo, foram identificados
também nos experimentos, e apesar das taxas terem apresentado pequenas variacdes, o
modelo descreveu o comportamento dos individuos mostrando a importancia do namero
inicial de individuos para o desenvolvimento da espécie. O gréfico da figura 37 mostra a
média semanal com o erro padrdo (intervalos) dos resultados das simulagdes em NetLogo a
partir de diferentes quantidades de individuos. Nele pode-se perceber que a partir de quatro
individuos as Lemnas em ambientes contaminados podem se desenvolver sendo que a

maior taxa de crescimento registrada foi a partir de 15 individuos.
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Resultado dasimulagdo do crescimento de L. aequinoctialis partindo de diferentes numeros
de individuos

Hn=2

Hn=3

B n=4

W n=8

mn=10

Numero médio de individuos

mn=15

5-1 S-2 S-3 S-4 S-5 5-6 S-7 S-8

Semanas

Fiaura 37 — Comparacédo dos resultados da simulacdo em NetLoao

2.4 CONCLUSOES

O modelo de crescimento em NetLogo, descreveu o comportamento da Lemna
aequinoctialis Welw. num ambiente simulado sem contaminacdo por microorganismo,
apresentando taxa de crescimento compativel com os resultados do segundo cultivo
realizado com solugcdo P&S. Na simulagdo em ambiente contaminado, a hipétese de
facilitacdo foi estudada e conforme os resultados do terceiro cultivo ex situ, existe facilitagéo
entre individuos de Lemna aequinoctialis Welw.

A partir das simulagdes realizadas, verificou-se que € necessario uma quantidade
minima de frondes (individuos) de Lemna, para que em ambientes contaminados a espécie
se estabeleca e se desenvolva. Os resultados das simulagées mostraram que, um Unico

fronde em ambiente contaminado ndo se desenvolve, dois e trés frondes podem se
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desenvolver (ou ndo), mas o valor minimo para se garantir o estabelecimento de col6nias de
frondes é quatro individuos.

Estudando o modelo para valores maiores que quatro, os resultados mostraram que
se 4 < n°de individuos iniciais < 8 entdo a espécie se estabelece nestes ambientes, e
crescem inicialmente com baixa taxa de crescimento. As maiores taxas de crescimento
registradas foram para simulac¢des a partir de 10 individuos iniciais.

Com o acima exposto, pode-se concluir que o modelo construido representa de
forma realista o desenvolvimento de frondes de Lemna aequinoctialis Welw. em ambientes
com ou sem contaminag¢ao por microorganismos. Para estudar o comportamento de outras
espécies do género Lemna a partir deste modelo, pode ser necessario modificar alguns
parametros e/ou variaveis isto porque, nesta pesquisa nhdo houve experimentos em

laboratérios com outras espécies para comparacao dos resultados.
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APENDICE |

Resultados do 1° experimento com solucéo de Pirson & Siedel (tabela completa)

NUMERO DE INDIVIDUOS A CADA SEMANA (SOLUCAO P&S)

RECIPIENTE | O 12 22 32 42 52 62 72 82
semana semana

R1 10 21 24 2 1 0 0 0 0

R2 10 21 24 2 0 0 0 0 0

R3 10 23 32 32 1 0 0 0 0

R4 10 24 30 74 123 300 508 742 960
R5 10 24 47 84 108 125 114 106 120
Ré 10 27 37 67 86 62 26 0 0
R7 10 22 30 38 75 115 156 167 250
R8 10 20 32 59 103 210 300 224 152
R9 10 20 31 31 70 0 0 0 0
R10 10 28 45 66 72 96 74 69 0
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APENDICE Il

Resultados do 1° experimento com solu¢do dgua da lagoa filtrada e autoclavada (tabela

Recipiente

R1
R2
R3
R4
R5
R6
R7
R8
R9
R10

0

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

12
semana
17

19
21
17
19
20
18
21
18
13

completa)

NUMERO DE INDIVIDUOS A CADA SEMANA

22

18
21
21
20
19
22
19
22
19
15

32

19
23
24
20
22
25
22
20
23
15

42

22
25
27
22
23
28
21
17
24
17

5a

22
22
22
23
23
22
19
20
24
17

62

26
31
23
24
21
27
20
21
21
11

72

22
29
24
21
21
25
21
21
20
11

82

semana

24
22
16
16
22
27
21
22
20
10
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APENDICE llI

Resultados do 2° experimento com solugéo de Pirson & Siedel (tabela completa)

NuUmero de individuos a cada semana

12 Vo 112 122
Semana |Semana| J3* 4 2" 6" [ 8 L 10* |Semana|Semana

E1 12 19 30 47 80 100 137 179 247 226 260 280

E2 16 2 35 50 10 120 148 201 216 2N 380 405

E3 19 27 38 26 88 116 126 175 197 219 190 150

E4 12 3 12 78 106 132 151 175 128 119 130 )

E5 13 24 13 65 116 156 185 23 240 253 260 270

E6 15 52 101 113 164 206 265 287 37 327

E7 10 29 39 64 107 1 118 95 110 130

E8 17 40 76 g2 116 140 148 158 143 130

E9 19 51 61 96 115 157 248 260 288 428

Eil 17 44 i2 97 140 205 256 350 415 448

Ei12 18 66 83 177 192 273 326 35 370 536

SR BB B RS

32
20
25
32
E10 13 32 i2 172 195 260 292 360 45 120 207
25
38
35

E13 18 5 8 127 164 19 223 240 261 280

média | 158 | 278 | 456 | 752 | 117 | 1451 | 1778 | 2237 | 2445 | 2625 | 3082 | 347

81




APENDICE IV

In6culos realizados em solucdo de Pirson & Siedel e em Agua da lagoa. Os
experimentos com agua da lagoa nao sofreram alteracdes visiveis (pela presenca de outros

organismos) como nos realizados com solucdo, tanto para 1 individuo como para 8

inoculados.

1 individuo em Solu
N ) L~

8 individuos em agua da lagoa
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APENDICE V
Resultados do experimento realizado com diferentes concentracdes de citrato de
chumbo, para diferentes quantidades de Lemnas inoculadas.

Experimento com 17mg/l de Pb diluido em solucdo P&S
(média semanal do n° de frondes)

Semanas 1 individuo 4 individuos 8 individuos
S0 1 4 8
S1 1 7 11
S2 2 8 13
S3 2 12 21
S4 2 12 21
S5 2 12 24
S6 2 12 29
S7 1 22 31
S8 1 26 38

Experimento com 51mg/l de Pb dilui do em solucdo P&S
(média semanal do n° de frondes)

Semanas 1 individuo 4 individuos 8 individuos
SO 1 4 8
S1 1 7 12
S2 2 8 14
S3 2 9 17
S4 2 10 24
S5 3 11 32
S6 3 13 41
S7 3 14 45
S8 3 16 50

Experimento com 85mg/l de Pb diluido em solugédo P&S
(média semanal do n° de frondes)

Semanas 1 individuo 4 individuos 8 individuos
SO 1 4 8
S1 2 7 12
S2 2 8 16
S3 2 9 19
S4 2 10 24
S5 2 11 28
S6 3 11 40
S7 3 13 43
S8 3 18 53




APENDICE VI

Resultados da analise de metais pesados na agua da lagoa

CHUMBO COBRE ZINCO MANGANES*

P1A 0,13 0,06 0,44 0,84
P1B 0,13 0,05 0,52 0,91
P1C 0,17 0,06 0,45 0,98
**média 0,14 0,06 0,47 0,91
P2 A 0,21 0,09 0,44 0,32
P2B 0,26 0,12 0,50 0,39
P2C 0,26 0,12 0,49 0,39
média 0,24 0,11 0,48 0,37
SED A 0,60 0,23 0,58 0,59
SED B 0,52 0,19 0,62 0,54
***média 0,56 0,21 0,60 0,56

*A amostra precisou ser diluida

** Em cada ponto da lagoa (P1 e P2) foram feitas 3 sub-amostras que foram analisadas e
depois calculou-se a média
***Média das duas 2 sub-amostras de sedimento (SED A, SED B)

Resultados da analise bacterioldgica e dos parametros fisico-quimico da agua da lagoa

PONTO 1 PONTO 2
pH 6.9 7.0
Condutividade 756 707
Oxigénio 1.65 2.0
Turbidez 309 263
Solidos Totais 1234 mgll 1362mg/l
Coliforme total >= 1,6x10" NMP/100m!| >= 1,6x10" NMP/100m!|

Coliforme fecal 1,7x10? 5,0x10°




APENDICE VI

Cdédigo do modelo de Lemna aequinoctialis Welw.

breed [lemnas lemna]

breed [maus mau]

globals

[
tempoReproducao
quantnutriAbsorvidoDia
volume
quantnutriAmbiente
medialemna
desviolemna
maioridade
tempo-passou

]

lemnas-own

[
estadoVida
idade
intervaloReproducao
quantnutriAbsorvido
quantnutriAbsorvidoTemp
idade-morte

]

maus-own
energia
alteracao
alteracaototal

]

to inicia
reset-ticks
ca
set quantnutriAmbiente nutri-inicial
set volume 20000
set tempo-passou 0

ask patches [set pcolor 37]

create-lemnas NLini
[
set shape "default"
set size 4
setxy random-xcor random-ycor
set color green
set estadoVida 1

set idade random 15 + 10
set intervaloReproducao random 30
set idade-morte random 20 + 50
fd random-float NLini/ 2
]
ifelse CONTAMINACAO
[ CONTAMINAR ]
[
set tempoReproducao 10
set maioridade 15
]
End to roda
set tempo-passou tempo-passou + 1
absorve
if tempo-passou >= 2 [mau-agindo]
gera
atualizaGrafico
ask lemnas
[set idade idade + 1 set

intervaloReproducao intervaloReproducao +

1]
tick
morre
end

to testedehipotese

foreach [7 14 21 28 35 42 49 56] ;; 63 70 77]

[

let zlemnas []
repeat 10
L
inicia
repeat ?
[roda]
let gtdlemnas count lemnas with
[estadoVida = 1]
set zlemnas Iput gtdlemnas zlemnas
]

set medialemna int mean zlemnas

set desviolemna int standard-deviation

zlemnas
show (word ? "," medialemna ","

desviolemna ",")

]

end



to absorve
ask lemnas with [estadoVida = 1]
[
set quantnutriAbsorvidoDia
quantnutriAmbiente / (volume - (count
lemnas with [estadoVida = 1]))
set quantnutriAmbiente
(quantnutriAmbiente -
guantnutriAbsorvidoDia)
set quantnutriAbsorvido
(quantnutriAbsorvido +
guantnutriAbsorvidoDia)
]
end
to gera
ifelse quantnutriAmbiente > 0
[
ask lemnas with [(idade > maioridade)
and (intervaloReproducao >
tempoReproducao) and (estadoVida =

1

[ifelse any? maus in-radius 15
[ fd random 2]
[
set quantnutriAbsorvidoTemp
guantnutriAbsorvido
set quantnutriAbsorvido
guantnutriAbsorvido * 0.9

]
hatch 1

set idade O

set intervaloReproducao 0
set quantnutriAbsorvido
guantnutriAbsorvidoTemp * 0.1

right random 360

ask lemnas in-radius 4

[face myself rt 180 fd 5]

ask maus

[

set size size - 0.01

set energia energia - 0.1

]
]
set intervaloReproducao 0
]
]
]

[stop]
end

to CONTAMINAR
set tempoReproducao 15
set maioridade 20
create-maus 1
[
set shape "cloud"
set size 3
set color red
set energia 3
random-seed 20
fd random-float NLini
]
End
to mau-agindo

ask maus

[

set alteracao quantnutriAmbiente /
(volume - (count lemnas with
[estadoVida = 1]))

set quantnutriAmbiente
quantnutriAmbiente - alteracao

set alteracaototal alteracaototal +
alteracao

if tempo-passou = 2

ask one-of lemnas with [estadoVida =
1]

set estadoVida 2
set colorred fd 1]

]

if tempo-passou > 3

[

ask maus

[

if any? lemnas with [estadoVida = 1] in-
radius 4

[

ask one-of lemnas with [estadoVida =
1]

[

set estadoVida 2

set color red

fd 1

]
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ask maus
[
set size size + 0.02
set energia energia + 0.2
fd 0.1

]
]
]
]

end
to morre

ask lemnas with [ (estadoVida = 1)
and (idade >= idade-morte) or
(quantnutriAbsorvido <= 0)]

[

set color white
set estadoVida 0

]

ask lemnas with [estadoVida = 1]

[

let nlenm count lemnas in-radius 3
with [estadoVida =1]

[
[

if nlenm > 10

ask one-of lemnas in-radius 3 with
estadoVida = 1]
[
set estadoVida 0
set color white

]
]
]

ask maus

[if energia = 0 [die]]

ask lemnas with
[estadoVida = O or estadoVida = 2 and

idade > 70]

[set color 37]

end
to atualizaGrafico

set-current-plot "Crescimento das

Lemnas*

set-current-plot-pen "Vivas"

plot count lemnas with [estadoVida = 1]

set-current-plot-pen "Mortas"

plot count lemnas with [estadoVida = 0]

end
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