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RESUMO

CRUVINEL, Bérbara Gongalves. Avaliacdo Da Sensibilidade Ao Cadmio por
Parmotrema tinctorum e Usnea barbata, Dois Liquens Comumente Encontrados No
Bioma Cerrado. 2022. 28 p Monografia (Curso de Bacharelado em Engenharia Ambiental).
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, Rio Verde,
GO, 2022.

Liquens sd8o muito sensiveis a alteracfes ambientais e devido as suas caracteristicas
morfoldgicas sdo considerados excelentes bioindicadores de poluicdo ambiental industrial e
urbana, contudo, poucos trabalhos tém associado os liquens a biomonitoramento de poluentes
agricolas, como metais pesados utilizados na elaboracdo de fertilizantes e controladores de
pragas. Este trabalho se propde a avaliar alteracGes fisiologicas e a citotoxidade de diferentes
concentracdes do metal pesado cadmio a duas espécies de liqguens comumente encontrados em
fragmentos de Cerrado, as espécies Parmotrema tinctorum e Usnea barbata. Nosso proposito
foi identificar a espécie mais sensivel, de forma a gerar uma perspectiva para sua utilizacdo no

biomonitoramento da dispersdo de poluentes agricolas.

Palavras-chaves: Poluicdo agricola, bioindicadores, liquens, cadmio.



ABSTRACT

Lichens are very sensitive to environmental changes and due to their morphological
characteristics are considered excellent bioindicators of industrial and urban environmental
pollution. However, few studies have associated lichens to biomonitoring of agricultural
pollutants, such as heavy metals used in the preparation of fertilizers and pest control. This
work aims to evaluate physiological changes and the cytotoxicity of different concentrations
of the heavy metal cadmium to two species of lichens commonly found in Cerrado fragments,
the species Parmotrema tinctorum and Usnea barbata. Our purpose was to identify the most
sensitive species, in order to generate a perspective for its use in biomonitoring the dispersion

of agricultural pollutants.

Keywords: Agriculturalpollution, bioindicators, liqguens, cadmium.
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1 INTRODUCAO

O bioma cerrado é conhecido por conter 5% da biodiversidade do planeta. O cerrado é
responsavel pela manutencdo das nascentes que formam os rios das principais bacias do
Brasil, isso ocorre através da captacdo da agua da chuva por meio dos lengois freaticos. O
Cerrado possui uma area de 2.036.448 Km?, cerca de 20% do territdrio nacional, ele é
considerado o segundo maior bioma da América do Sul. Com o grande aumento da
exploragdo agropecuéria, o bioma cerrado vem sofrendo bastante consequéncias, sendo que
80% da sua area ja foram alteradas, restando 20% da vegetagé@o nativa. De acordo com todos
esses dados é possivel dizer que a devastacdo do cerrado afeta diretamente nas existéncias de
nascentes, veredas e reduziria as aguas de todas as bacias. A devastacdo do cerrado
prejudicaria também na sobrevivéncia das espécies biologicas e da populacdo humana que a
fonte principal da vida é a &gua. Sendo assim tornou-se cada vez mais necessario o
desenvolvimento sustentavel e acbes que busquem um controle e identificacdo de
possiveis poluentes, crimes ambientais, desmatamentos, entre outros (Freire, 2016).

A grande exploracdo agropecuaria tem causado varios tipos de poluicdo ambiental,
sendo elas, poluicdo do solo, do ar e das aguas. Isso tem ocorrido devido aos usos excessivos
de agroquimicos, utilizados para combater pragas e aumentar a produtividade agricola. Os
fertilizantes e agrotoxicos, bem como seus derivados podem se dispersar para areas urbanas e
fragmentos florestais impactando as comunidades bioldgicas.

Sabemos que a atividade agricola intensiva € consumidora de grande quantidade de
quimicos, incluindo fertilizantes, fungicidas, herbicidas, inseticidas, nematicidas e
estimulantes do crescimento e desenvolvimento vegetal. Muitos destes produtos, como 0s
fertilizantes, fungicidas e herbicidas podem afetar diretamente fragmentros do cerrado
proximos as plantacdes. Diversos tipos de feritlizantes, por exemplo, além dos elementos
essenciais e desejaveis, levam metais pesados como arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb),
mercurio (Hg) e cromo (Cr) na sua formulacdo (Nava et al., 2011; Goncalves Junior &
Pessoa, 2002). As maiorias desses metais pesados podem causar uma fitotoxidade em plantas
e pode ficar retido no solo.

O metal pesado cadmio € um metal nocivo aos ecossistemas (Faroon et al., 2013).
Mesmo quando encontrado em baixa concentracdo € considerado fitotdxico para a maioria das
especies vegetais. A exposicao de plantas a Cd resulta em rapido declinio da capacidade de
absorcdo e acUmulo deste elemento pelas raizes, principalmente em funcdo da reducéo

generalizada do metabolismo (Oliveira et al., 2001).



Plantas cultivadas com altas concentracGes de metais pesados toxicos podem oferecer
risco de contaminacdo a toda cadeia produtiva, pois acumulam esses elementos em seus
tecidos, sendo assim, séo consideradas como biocumuladoras, podendo a partir disso atingir
varios niveis trdficos prejudicando o equilibrio da cadeia. Assim, faz-se urgente o
desenvolvimento de estratégias de biomonitoramento da utilizagdo e também da dispersao de
metais pesados advindos da atividade agricola, para a atmosfera para que seja possivel o
controle e remediacdo dessa poluicdo causada pelos metais pesados presentes nas
composicdes desses produtos agroquimicos aplicados nas areas de plantagdes.

A fim de procurar metodologias que possam indicar 0s niveis de poluicdo atmosférica
nés encontrados em diversos estudos relacionados a poluicdo do ar causados pela atividade
industrial métodos como, por exemplo, a coleta de aerossois e particulas em filtros de ar.
Entretanto, esta metodologia muitas vezes apresenta dificuldades devido ao custo elevado de
aquisicdo dos equipamentos coletores de ar, custos de manutencdo e de coleta e também
devido ao grande niumero de pontos de amostragens necessarios para 0 monitoramento (Saiki
et al., 1997). Sendo assim ndo € uma metodologia muito viavel de se usar a fim de indicar
poluicdes atmosféricas advindas de aplicacbes de agrotdxicos em plantacGes agricolas, e
também por conta das amostragens de poluentes emanados a partir de areas de atividade
agricola intensiva ainda é incipiente.

Para controlar problemas de amostragem e custos com amostradores, os liquens tém
sido considerados como os mais eficientes biomonitores em estudos de poluicdo do ar. A
utilizacdo de liquens no biomonitoramento de niveis de poluentes atmosféricos é hoje
considerada uma ferramenta bastante adequada quando comparada aos métodos
convencionais de medidas diretas de contaminantes do ar (Smodis et al., 2007).

O liquen € por definicdo uma associacdo simbiotica entre um fungo e um
microrganismo fotossintetizante (Nash 111, 2008). Os dois organismos vivem em uma relacéo
simbidtica do tipo mutualistica, em que ambos sdo beneficiados (Raven et al., 2007). As algas
realizam sintese de matéria organica através da fotossintese, produzindo carboidratos para
suprir as necessidades dos fungos em relacdo a respiracdo e crescimento. Os fungos por sua
vez, oferecem protecdo as algas contra dessecacdo e altas intensidades luminosas (Honda &
Vilegas, 1999). Eles sdo considerados 6timos bioindicadores de poluicdo atmosférica devida
sua estrutura ser simples, os liquens ndo possuem estomas e nem cuticulas o que possibilita

gases e aerossois serem absorvidos rapidamente e facilmente.



Apesar de os liquens serem comumente utilizados para avaliar a presenca de poluentes
industriais e urbanos na atmosfera, pouco se sabe sobre a sua capacidade de biondicarem a
presenca de poluentes agricolas e derivados no ar. Portanto, este estudo, visa avaliar o
potencial biondicador de duas especies de liqguens amplamente distribuidas pelo bioma
Cerrado, com o objetivo de desenvolver uma metodogia alternativa de avaliacdo de poluicéo

atmosferica a metais pesados que podem ser altamente danosos a biodiversidade vegetal.

2 OBETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a sensibilidade de duas espécies liquénicas comumente encontradas no
Cerrado a acdo do metal pesado cadmio, visando o conhecimento de espécies estratégicas que
bioindiquem a dispersao deste poluente agricola para fragmentos vegetacionais deste bioma.

2.2.0bjetivos Especificos

- Avaliar os efeitos do cadmio sobre aspectos fisioldgicos de duas espécies de liquens

comumente encontradas no Cerrado (Parmotrema tinctorum e Usnea barbata);

- Avaliar os efeitos citotoxicos do cadmio sobre duas espécies de liquens comumente

encontradas no Cerrado (Parmotrema tinctorum e Usnea barbata);

- Indicar, entre duas espécies de liquens comumente encontradas no Cerrado
(Parmotrema tinctorum e Usnea barbata), a mais eficiente para a deteccdo da presenca deste

metal pesado em fragmentos do Cerrado.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Bioma Cerrado

O Bioma Cerrado ocupa cerca de 23,98% do territorio brasileiro, ele esta em contato
com o bioma Amazodnia, bioma Caatinga, bioma Pantanal, bioma Mata Atlantica, s6 ndo esta
em contato com o bioma Pampa. A fitofisionomia mais comum de encontrar no bioma
Cerrado ¢é as arvores e arbustos tortuosos, porte baixo e a casca grossa (com muita cortica). O
Cerrado é rico em biodiversidade, sendo registrada mais de 10 mil espécies de plantas, 159
espécies de mamiferos, 837 de aves, 180 de répteis, 150 de anfibios, 1.200 de peixes e 67 mil

espécies de invertebrados (Aquino et al, 2006).



A partir de 1930 deu-se inicio a criacdo extensiva de gado nas regifes do bioma
cerrado, e no final de 1950 ocorreu a expansdo agricola do Cerrado, tudo isso levou a uma
diminuicdo de sua mata nativa. Os principais a serem afetados com essa exploracdo dréstica e
rapida foi a fauna e flora, essa alteracdo de habitats causou a extin¢do de varias espécies. E
outro fator que esta diretamente ligado é o aumento populacional, que se fez necessario o
aumento de producdo de alimentos tanto vegetal, quanto animal. Para isso foi necessario a
implantacdo de técnicas de producdo, que muitas das vezes € considerada poluidora, a
técnica adotada para melhoria da agricultura mais usada é a aplicacdo de defensivo agricola
que em sua composicao esta presente varias substancias quimicas como, por exemplo, 0s
metais pesados elementos que em certa quantidade pode ser nocivo a salde e ao meio
ambiente (Sousa, 2013).

Com o risco de extincdo do Cerrado, autoridades e pesquisadores tém tentado
desenvolver formas de minimizar e salvar parte que ainda resta, o Ministério do Meio
Ambiente tem desenvolvido varios tipos de instrumentos de politicas publicas a fim de
promover a conservacgdo e uso sustentavel da biodiversidade brasileira e do Bioma Cerrado.
Em destaque a titulo de preservacdo temos a criacdo do Sistema Nacional de Unidade de
Conservacao (SNUC), promulgado em 2000. O SNUC tem como objetivo definir categorias
de acordo com o objetivo principal de manejo de cada unidade de conservacdo, uma UC é um
espaco territorial, incluindo aguas jurisdicionais, que tem como objetivo a conservacao da
natureza, essa unidade de conservacdo pode ser dividida em dois grupos: protecdo integral e 0
grupo classificado como uso sustentavel (De Souza Dias, 2008).

De acordo com a Lei n° 9.985 as unidades de uso sustentavel tém em seu objetivo
compatibilizar o uso sustentavel dos recursos naturais com a conservacdo da natureza. Ja as
unidades de protecdo integral podem ser de cinco tipos, sendo elas: Estacdes Ecoldgicas,
Reservas Biologicas, Parques Nacionais, Monumentos Naturais e Reflgios da Vida Silvestre.
Todas essas cinco seguem 0 mesmo critério de que nessas areas a preservacdo e a protecdo
ambiental devem ser de formas integrais, ou seja, ndo é permitida a interferéncia humana,
podendo ocorrer em alguns casos somente a visitacdo, mas seguindo os protocolos de

preservacéao.

3.2. Agroquimicos
A formulagdo dos agrotdxicos sofreu muitas mudancas com o passar do tempo, no

final do século XIX o &cido cianidrico era bastante utilizado nos Estados Unidos como



furmigante, sendo esse composto bastante tdxico. Atualmente os agrotoxicos estdo sendo
classificados em classes para saber o grau de periculosidade apresentados para 0s seres
humanos e ao meio ambiente (Zappe, 2011).

O Brasil foi considerado em 2008 o pais que mais utiliza agrotdxicos em suas
plantacGes, chegando a aplicar cerca de mais de um bilhdo de litros de agrotoxicos. Em um
estudo apresentado por Chaim, 2003 mostra que de uma pulverizacdo que é realizada em
culturas rasteiras em seu estadio inicial no geral uma média de 37% dos agrotdxicos é retido
na planta e 24,8% véo para o ar e areas vizinhas e 38% vai para o solo, sendo perdida nesse
processo uma média de 63% do produto aplicado (Da Mata, 2013).

Estudos mostram que os agroquimicos (agrotoxicos, fertilizantes e corretivos) séo hoje
em dia 0 metodo mais utilizado como defensivo agricola. Existe, portanto, uma estreita
relacdo entre a agricultura moderna intensiva e a utilizacdo de agrotdxicos. A partir da década
de 1960, tal modelo agricola foi difundido para as regiées do Terceiro Mundo, num processo
conhecido como Revolucdo Verde (Spadotto et all., 2004).

A formulacdo dos agrotéxicos sofreu muitas mudancas com o passar do tempo, no
final do século XIX o &cido cianidrico era bastante utilizado nos Estados Unidos como
furmigante, sendo esse composto bastante toxico. Atualmente os agrotoxicos estdo sendo
classificados em classes para saber o grau de periculosidade apresentados para 0s seres
humanos e ao meio ambiente (Zappe, 2011).

Na atualidade de todos os 115 elementos quimicos conhecidos 11 deles sdo bastante
utilizados na formulacdo dos agroquimicos, sendo eles: bromo (Br), carbono (C), cloro (CI),
enxofre (S), fésforo (P), hidrogénio (H), nitrogénio (N) e oxigénio (O). Os agrotdxicos sao
constituidos por principio ativo, responsavel pela atividade bioldgica desejada (Barbosa,
2004). Dentre todos esses elementos quimicos que compdem as diversas formulas dos
agroquimicos existem também outros componentes que fazem parte de sua composicdo, 0s
metais pesados apesar de toxico estdo presentes em diversos tipos de fertilizantes, através
disso ocorre a contaminacdo ambiental por meio desses metais, sendo eles: arsénio (As),
cadmio (Cd), chumbo (Pb), mercdrio (Hg) e cromo (Cr) (Junior et al., 2000).

No trabalho de Goncalves Junior, 2000 ele realizou algumas analises em cinco tipos de
fertilizantes utilizados no Brasil, o Stimussed Plus, BR-12 Especial, FTE-Cerrado e Zincogran
e Micronutri 121, ele identificou através dessas analises a presenga de trés metais pesados
sendo eles o cadmio (Cd), chumbo (Pb) e cromio (Cr). As analises realizadas para determinar

os metais nos fertilizantes, foi realizada através da digestdo nitro-perclorica e os metais



determinados seguindo-se a técnicas de Espectrometria de Absor¢do Atdmica, modalidade
chama. Os resultados encontrados foram os seguintes:

Figura 1: Determinac@es de cadmio, chumbo e cromio nos fertilizantes.

Fertilizante cadmio chumbo Ccromio
(mg.kg™)

Stimussed Plus 4,0 1623 6500

BR-12 Especial 164 6132 104

FTE-Cerrado 323 1713 169

Zincogran 99 1464 1111

Micronutri 121 10,8 1960 292

(Fonte: Gongalves Junior, 2000.)

Diversos estudos tém demonstrado que o Cd causa diminuicdo da Transpiracdo e da
fotossintese, aumento da taxa respiratoria, clorose foliar, inibicdo do crescimento de raizes e
da parte aérea e reducdo no acumulo de matéria seca (Schutzendubel et al., 2001; Soltan &
Rashed, 2003; Vecchia et al., 2005). O Cd interfere em muitas funcbes celulares,
principalmente pela formacdo de complexos com grupos externos de compostos organicos,
tais como proteinas, resultando na inibicdo de atividades essenciais (Metwally et al., 2003).
Além disso, pode provocar alteracGes nos sistemas antioxidantes, estimulando o acumulo de
peroxido de hidrogénio (H20:) e eventualmente morte celular (Schutzendubel et al., 2001).

Plantas cultivadas com altas concentracGes de metais pesados toxicos podem oferecer
risco de contaminacdo a toda cadeia produtiva, pois acumulam esses elementos em seus
tecidos, sendo assim consideradas como um reservatorio desses elementos nocivos,

ocasionando a contaminacao de animais e seres humanos (Martins et al., 2003).

3.3. Poluicdo Ambiental

A Revolucdo Industrial deu-se inicio ao crescimento e desenvolvimento economico
atraves da exploracdo desordenada dos recursos naturais, promovendo entdo um colapso da
naturaza, acarretando uma serie de poluicdo ambiental e degradacdo do meio ambiente. Foi
observado que as mudancgas climaticas ocorrem com mais frequencia desde entdo causando
diversar consequencias ao planeta, e as areas de preservacao de recusros naturais que foram

invadidas e destruidas, houve também uma baixa na qualidade do ar, solo e das aguas. A
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poluicdo atmosferica é o fator principal responsavel pela mudanga climatica e do aumento
dos problemas cardiovasculares na populacdo. Ou seja essa poluicdo ndo cuasa apenas a
degradacdo ambiental como também tem um evidente impacto na salde e qualidade de vida
de uma populacdo (Roseiro, 2004).

O ambiente encontra-se poluido quando as concentracdes de algum elemento estdo em
niveis que afetam os componetes bi6ticos do ecossistema, e a partir disso a funcionalidade e
sustentabilidade ficam comprometidos. As plantacdes agricola para manter a grande producéo
faz utilizacdo de agrotdxicos afim de evitar danos economicos nas lavouras, é comum
encontrar nesses produtos elementos como metais pesados, sulfactantes, esmulsificantes, entre
outros que sdo considerados poluentes, que quando aplicados em grande quantidades e com
frequencia ocasiona a polui¢do ambiental (Steffenn, 2011).

Os agrotoxicos atigem a atmosfera com grande facilidade pois eles sdo elementos com
alto potencial de volatizagdo, as propriedades fisico-quimicas encontradas nesses produtos
agroquimicos podem variar assim como o principio ativo. A toxidade desses elementos esta
diretamente ligada ao funcionamento do ecossistema e preservacdo da salde humana. A
Fundacdo Nacional da Saude criou entdo a Vigilancia em Saude Ambiental (VSA) que tem
como objetivo criar acBes para identificar alteracbes que causam mudangas no ambiente e
risco para a saude humana, e por fim cria possiveis medidadas de prevencdo e controle desses
fatores que causam risco ambientais (Souza et al., 2017).

A agropecuaria produz uma contaminac¢do quimica no meio ambiente por meio dos
produtos agricolas como os: fertilizantes, inseticidas e herbicidas. A contaminag¢do ocorre no
solo pois 0 agrotéxico é conduzido atraves das aguas da chuva fazendo assim que uma parte
penetre no solo, a contaminacdo da agua ocorre devido a chegada dessas aguas aos lencoes
freaticos e contaminam o aquifero e outra parte é levada pela enxurrada até rios e lagos, a
contaminacdo da atmosfera ocorre pela aspercdo do produto no campo e muita das vezes uma
parte é levada pelo ar (Freitas, 2020).

Atualmente a contaminacdo do ar tem sido um tema bastante em alta no meio
cientifico, tendo grande peso negativo na vida humana, ecossistemas e bens construidos,
tendo grande carater na implantacdo do desnvolvimento sustentavel. Os poluentes ambientais
tem sido classificados em duas categorias: 0s primarios, quando emitidos diretamente pelas
fontes; e os secundarios, formados por reacGes quimicas entre poluentes primarios e outros
constituintes da atmosfera (Braga et al., 2002; Brasil, 1990; Campos, 2002; Carneiro, 2004).



3.4. Liquens

O liqguen é uma associacdo simbiGtica entre um fungo e um microrganismo
fotossintetizantes. A associagdo entre o micobionte (componente fingico) e o fotobionte
(componente fotossintético) resulta numa estrutura denominada talo, sendo esta estrutura de
suma importancia para a identificacdo dos liquens, visto que a morfologia e quimica do talo é
um componente variante de cada espécie (Spielmann, 2006). De acordo com a sua morfologia
os liquens podem ser classificados crostosos, foliosos ou fruticosos (Budel & Scheidegger,
2008).

O talo é constituido basicamente de um coOrtex superior que reveste o talo
externamente e € composto por varias camadas de células ou menos comumente por um
arranjo de hifas; por uma camada de células do fotobionte que se encontra arranjada entre
hifas; e pela medula constituida exclusivamente de uma camada de hifas entrelacadas, e por
um cortex inferior (Kaffer, 2011).

Os principais tipos de talos nos liquens sdo: talo filamentoso, talo crostoso, talo
folioso, talo fruticoso e os talos esquamuloso e dimérfico. Nos liquens com talo filamentoso é
encontrado um talo mais simples, formado por filamentos frouxos de algas verdes
entrelacados pelas hifas do fungo. Nos de talo crostoso apresentam estrutura dorsiventral, é
bastante aderido ao substrato que forma uma “crosta”, esses liquens com esse tipo de talo nao
apresentam cortex inferior, sdo as hifas da medula que prendem o liquen, esses liquens tem
uma caracteristica semelhante a uma crosta por isso de ser chamados crostosos. Os talos
foliosos possuem estrutura dorsiventral, porém diferentemente do talo crostoso fica menos
aderido ao substrato e podem apresentar um cortex inferior, os liquens foliosos possuem
semelhanca a pequenas folhas. Os de talos fruticosos sdo formados por ramos, podem ser
simples, divididos, cilindricos ou achatados, possuem estrutura radial ou isolateral, prendem-
se ao substrato por poucos pontos, os liquens fruticosos sdo semelhantes a um arbusto. Os
talos esquamulosos sdo formados por pequenas escamas agregadas, os talos dimdrficos séo

uma combinacéo crotoso-fruticoso ou escamoso-fruticoso (Spielmann, 2006).

Figura 2. Estruturas dos talos dos liquens, (A) Estruturas geral do liquen crostoso, (B)
Estrutura geral de um liquen folioso, (C) Estrutura geral de um fruticoso, (D) Estrutura do
liquen fiamentoso mostrando filamento de Trebouxia envolto por hifas do fungo

Coenogonium.
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(Fonte: Spielmann, 2006.)

Os liquens podem variar em formas ou tipos, como os liquens crosotosos, folioso,
fruticosos, esquamulosos e fiamentosos. Sdo de um grupo bastante diversificado e exercem
diferentes fungdes no ecossistema. Geralmente encontrado em ambientes luminosos (espécies
heliéfitas), mas também tem alguns que podem ser encontrados em lugares mais sombrios
(espécies umbrofitas), ou seja podendo ser encontrados em diversos lugares com extremas
umidades e temperaturas (Lemos et al., 2007).

Os liquens sdo amplamente distribuidos no ambiente terrestre, estando presentes até
em ambientes mais inospitos como desertos e pélos, como na Antartica (Garty, 1985). Ha
cerca de 13.500 espécies de liquens ocupando diversos habitats. Eles podem ocorrer nos mais
variados substratos, tais como, troncos de arvores, rochas, muros e postes (Tortora et al.,
2012).

As caracteristicas morfoldgicas, anatdmicas e fisiologicas dos liquens fazem com que
eles sejam organismos sensiveis a qualquer alteracdo sofrida no ambiente, sendo comumente
utilizados como bioindicadores de modificagdes ambientais, seja no clima ou na composi¢do

quimica da atmosfera (Matos et al., 2017).
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Por serem muito sensiveis a poluicdo atmosférica os liqguens sdo amplamente
utilizados como indicadores ambientais (bioindicadores), ou seja, organismos que podem ser
usados para a determinacdo de fatores ambientais gerados por humanos através de sintomas
particulares ou respostas, geralmente de forma qualitativa (Costa & Mineo, 2013). Tal
sensibilidade se deve a suas peculiaridades anatdmicas. Liquens ndo apresentam estomas nem
cuticulas, sendo assim, gases e aerossdis podem ser absorvidos pelo talo e rapidamente se
difundir no tecido onde o fotobionte esta. A auséncia destas estruturas também impossibilita a
excrecdo de substancias nociva e a selecdo das que serdo absorvidas (Martins et al., 2008).
Inibicdo do crescimento e desenvolvimento do talo, alteracfes nos processos metabolicos e
mudancas na anatomia e morfologia sdo alguns dos efeitos que poluentes podem ocasionar em
uma comunidade liquénica (Schlensog & Schroeter, 2001). A detec¢do e mensuracdo destes
efeitos possibilitam a determinacéo de diferentes espécies de liquens para serem utilizadas na
bioindicacdo de diferentes poluentes. Contudo apesar de o0s liquens serem comumente
utilizados para avaliar a presenca de poluentes industriais e urbanos na atmosfera, pouco se
sabe sobre a sua capacidade de biondicarem a presenca de poluentes agricolas e seus
derivados no ar.

A utilizacdo de liquens é uma metodologia rapida, eficaz, de baixo custo financeiro e
facil implementacdo, fornece informacdes adicionais a respeito dos efeitos sobre a
biodiversidade e detecta as mudancas que ocorridas no meio ambiente (Klumpp et al., 2001).
Fertilizantes e agrotdxicos, bem como seus derivados podem se dispersar para areas urbanas e
fragmentos florestais impactando as comunidades biologicas. Como algumas espécies de
liguens sdo mais sensiveis a determinados poluentes, € preciso se conhecer espécies
estratégicas, que possam ser utilizadas, sobretudo em éareas de intensa agricultura para

bioindicar a emanacéo destes agroquimicos a partir das areas de cultivo.

4 MATERIAIS E METODOS

Nesse trabalho foram utilizadas duas espécies de liquens amplamente distribuidas e
comumente encontradas em areas de Cerrado. A coleta de material foi feita no Parque
Nacional das Emas, uma area de preservacdo permanente, do tipo Cerrado sensu stricto.
Utilizamos uma espécie de liquens dentro de duas das classificacbes para talo: Folioso e
Fruticoso. Como liquen folioso serd utilizado a espécie Parmotrema tinctorume para

fruticoso Usnea barbata.
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O experimento consistiu em expor os liquens a um modelo de estresse abidtico. Em
laboratorio, os liquens foram expostos ao cddmio através da metodologia de chuva simulada,
que consistiu em borrifar nos liquens diferentes concentracdes de caddmio usando um
borrifador de agua com cerca de 50ml da solucdo de 1000ml preparada das concentracdes de
cadmio, assim simulando a dispersdo de particulas que acontece na natureza, as analises
foram realizadas 24 horas ap0s as exposicoes.

As concentracOes testadas para o metal foi: 0, 10, 25, 50, 100, 250 e 500 uM, cada
solucgéo foi preparada uma em um volume total de 1000 mL. O metal foi fornecido na forma
divalente (Cd 2+), como cloreto. O delineamento experimental consistiu em esquema fatorial
duplo: 02 espécies de liquens, 07 concentracbes do metal pesado. As andlises foram

conduzidas em triplicatas, somando 42 unidades experimentais.

Figura 3. Solugdes de Cadmio nas concentragdes: 0, 10, 25, 50, 100, 250 e 500 uM.

(Fonte: acervo pessoal da autora.)

Apdbs a imersdo os liquens foram mantidos em camara climatica a 22 °C, sob um
fotoperiodo de 16 horas usando densidade de fluxo fotossintética de 30 pmol m? s de luzes
fluorescentes brancas frias. O metal foi fornecido na forma divalente (Cd 2*), como cloreto.
Como caracteres fisiologicos foram analisados a concentragdo de pigmentos fotossintéticos e
a fluorescéncia da clorofila e como critério de citotoxicidade foi avaliada a vitalidade do
fotobionte. Todos os testes estatisticos para comparagdo de medias foram realizados em
ambiente R version 3.6.1 (R Core Team, 2020).
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Foi avaliada a concentracdo de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e total) nos
talos. Nos liquens a alta concentracdo de substancias acidas pode aumentar o indice de
feofitizacdo da clorofila. Para evitar este efeito, os talos foram previamente lavados em
acetona 100% saturada com CaCOsa.

A extracdo dos pigmentos cloroplastidicos do fotobiontefoi feita em solucdo de
DMSO contendo 2.5 mg/ml Polivinilpolipirrolidona (PVP). Posteriormente os talos (20
mg) foram inoculados em 5 ml da solucdo de extragdo. Os frascos foram selados, cobertos
com papel aluminio e mantidos a 65°C, no escuro, por 40 min. O espectro de absorcdo foi
medido em espectrofotbmetro, para os comprimentos de onda 665 e 648 nm, a 435 e 415 nm
para a integridade das clorofilas e a 480 nm para carotenoides (para carotenoides,
absorbancias mais altas que 0.8 a 665 nm foram diluidas em DMSO para que a absorbancia se
concentre entre 0.2-0.80). O branco foi calibrado contendo apenas a solugéo de extragdo. A
turbidez foi verificada em 750 nm. Nos casos em que o valor foi superior a 0,01 DO, o extrato
foi centrifugado (2000 g) por 90 segundos e 0 sobrenadante reavaliado. As concentracdes de
clorofila a (Chla), b (Chlb), total (TChl) e carotenoides foram estimados com base no trabalho
de Wellburn (1997).

A fluorescéncia transiente OJIP da clorofila a foi determinada com o uso de
fluorémetro portatil FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments; Drasov, Czech Republic).
O produto da energia luminosa do centro de reacdo fotossistema Il foram determinados com o
método de saturacdo por pulso. Foram calculados os fluxos especificos de energia através do
centro de reacdo e rendimentos energéticos, como transporte de elétrons por centro de reacdo
(EToRC), fluxo especifico de absorcdo de energia luminosa (ABS/RC), taxa de captura
méaxima do FSII (TRo/RC), fluxo especifico de dissipacdo da energia ao nivel das clorofilas
da antena. Quanto mais alto o valor, maior o estresse. (DIo/RC), indice de desempenho
fotossintético (PIABS), rendimento quantico maximo de fotoquimica primaria (PHiPo),

rendimento quantico (PSlo) e rendimento quantico do transporte de elétrons (PHIEO).

Figura 4. Medicdo da fluorescéncia transiente OJIP da clorofila (A), fluorémetro
portatil FluorPen FP 100 (B).
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(Fonte: acervo pessoal da autora.)

O teste de viabilidade celular foi realizado como o objetivo de avaliar o nivel de
citotoxicidade por meio de coloracdo das células fotossintéticas (fotobionte). Foi utilizado o
ensaio de retencdo do corante vermelho neutro, que avalia a viabilidade celular baseado na
capacidade das células viaveis para incorporar e reter o corante vermelho neutro nos
lisossomos. O corante atravessa as membranas celulares por difusdo passiva, concentrando-se
nos lisossomos. A absorbancia obtida é diretamente proporcional a capacidade dos lisossomos
para reter o corante vermelho neutro, assim como a capacidade das células manterem
gradientes de pH. Foram contadas em microscépio o total de 100 células por amostra, para se

obter o percentual de células vivas e mortas.

Figura 5. Coloracdo das células com corante vermelho neutro (A), laminacdo para

contagem em microscopio (B).
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(Fonte: acervo pessoal da autora.)

5 RESULTADO E DISCUSSOES

Apbs os liquens P. tinctorume U. barbata serem submetidos a chuva simulada
contendo a solucdo de cadmio em sete doses diferentes (0, 10, 25, 50, 100, 250 e 500 puM).
Avaliamos a viabilidade celular, os parametros de fluorescéncia da clorofila e a avaliamos os
pigmentos fotossintéticos. A fim de entender como seria a reacdo dos liquens quando
submetidos a um fator abiotico, se eles seriam resistentes ou afetados.

Foi observado efeito dos tratamentos com cadmio sobre a vitalidade do fotobiote na
espécie P. tinctorum em relacdo ao numero de células vivas, mortas e plasmolisadas. De
acordo com o grafico ‘A’ da Figura 1 conseguimos distinguir que esse liquen apresenta um
alto indice de células vivas em doses pequenas de solu¢do de cadmio, e ocorre o contrario
para as doses altas. E possivel observar que para o liquen P. tinctorum o menor ndimero médio
de células vivas foi de 94,66, encontrado na dose de 500uM de Céadmio, j& para as células
mortas tivemos que o maior niumero médio encontrado foi de 3,66 referente a Gltima dose
como apresentado no grafico ‘B’ da Figura 1, o0 mesmo ocorreu para as células plasmolisadas
sendo encontrado o maior valor médio (2) na mesma dose das anteriores (grafico ‘C’ da
Figura 1).

Para o liquen U. barbata foi encontrado efeito sobre o numero de células vivas e
mortas. Em U. barbata o menor nimero médio de células vivas foi observado também na
dose mais baixa de cadmio (98,00), enquanto os maiores valores para células mortas
ocorreram na sexta e sétima dose respectivamente (1,13). Nesse liquen foi observado também
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Células Wivas

Q)

Células Plasmolisadas

que ndo houve efeito em relagdo as células plasmolisadas, sendo que em todas doses a
quantidade de células plasmolisadas foi a mesma.

Os liquens possuem morfologias diferentes entre si, isso pode influenciar diretamente
na taxa de acumulagédo de elementos presentes na atmosfera. Nesse trabalho estamos lidando
com os dois tipos de liquens, os foliosos que sdo dorsiventrais e possui talos com superficies
bem definida e sdo presos ao substrato, e os fruticosos que sdo densamente ramificados e com
um unico ponto de fixacdo. A forma de crescimento é o responsavel por ordenar a orientagdo
na superficie para o acumulo de elementos presentes na atmosfera. Podendo assim ser
possivel que algum dos tipos apresentado consiga acumular maiores quantidade de elementos
aerotransportados, isso é algo que vem sendo estudado cada vez mais pelos pesquisadores
(Raposo Junior et al, 2007).

Figura 6. Numero médio de células viaveis vivas (A) mortas (B) e Plasmolisadas (C) em
funcéo das doses aplicadas.
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O ligquen é formado por uma associacdo simbidtica mutualista entre fungo e alga,
sendo a alga autotrofa, ou seja, realiza fotossintese e assim possui clorofila que consegue
produzir alimento para manter-se e também € utilizado pelo fungo. O fungo é a parte do
liquen heterétrofo, tem a funcdo de proteger a alga contra a desidratacdo, além de absorver
agua e sais minerais do ambiente, que também é utilizado pelas algas (Franco, 2011).

O que ocorre quando os liquens absorvem substancias téxica como os metais pesados
geralmene encontrados no ar em areas proximas das plantacfes agrondmicas, é a alteracdo do
balango simbiético entre o fotobionte e o micobionte, podendo ser identificada de forma
rapida através da ruptura desta associacdo. Se essa ruptura ocorrer o liquen perde o seu
beneficio oferecido pela juncdo alga/fungo (Martins et al, 2008).

Na avaliagdo dos pigmentos fotossintéticos observamos que houve efeito das doses de
cadmio na espécie P. tinctorum em relagéo a clorofila a, b e total. Para esse liquen a segunda
dose foi a que apresentou o maior valor de clorofila a, b e total respectivamente (46,70;
106,26; 59,39), e a sexta dose foi a que apresentou maior degradacdo do pigmento para as
clorofilas a, b e total respectivamente (19,18; 40,21), como podemos observar na Figura 2
(A). Nao houve homogeneidade no efeito das doses sobre a concentracdo de carotendides em
P. tinctorum, sendo observada a maior concentracao deste pigmento na quarta dose (31,56) e
maior degradacdo na primeira dose (8,04) (Figura 2 ‘C’). Quanto ao indice de feofitinizacéo
ndo foi observado homogeneidade do efeito sobre a integridade das moléculas de clorofila,
em P. tinctorum o maior indice de degradacdo de clorofila ocorreu na sétima dose (0,93) e 0
menor na quarta dose (0,79), como apresentado na Figura 2 (D).

Como podemos observar na Figura 2 (B e C) em relacdo ao liquen U. barbata ndo foi
observado efeito das doses de cadmio em relacdo a clorofila a, b e total, e 0 mesmo ocorreu
para a variavel carotenodides. Quanto ao indice de feofitinizacdo U. barbata apresentou efeito
das doses de cadmio, sendo que o maior indice ocorreu na primeira dose (0,93) e 0 menor na
quarta dose (0,80) (Figura 2.D). Em liquens a concentracdo de pigmentos fotossintéticos
reflete seu estado fisiolégico e é um 6étimo biomarcador de estresse para esses organismos
(Boonpragob 2002). Em estudos feito Backor et al (2010) demonstrou que 0 aumento das
concentracdes de cadmio diminui significantemente os teores de clorofila a, b e carotendides

nos liquens Peltigeraru fescense (folhoso) Cladina arbuscula (fruticoso).
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Figura 7. Teores de clorofila a, b, total em P. tinctorum(A), Teores de clorofila a, b, total em

U. barbata (B), teores de carotenoides (C), indice de fertilizacdo (D) em funcéo dos tempos de

exposicéo.
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concentragdes foram baixas ao ponto de ndo serem totalmente absorvida pelo cortex superior
que é a camada onde esta presente o fungo e essa pouca concentracdo que atingiu essa
primeira camada o fungo conseguiu se proteger fazendo assim com que o metal ndo chegasse
até a camada do fotobionte, que é onde esta presente a alga o organismo responsavel pela
fotosintese, ou seja 0 cOrtex serviu como uma barreira de protecdo para a alga, fazendo com
que o metal pesado ndo atingisse a mesma e por isso que ndo houve um dano muito
significativo sobre os teores de clorofila que afetasse a fase fotoquimica da fotossintese desses
dois liquens, como podemos observar na Figura 3.

Na estrutura do talo dos liquens geralmente é encontrado dois tipos de cortex o
superior e o inferior, compostos pelas hifas do fungo entrelagcas e compactadas, geralmente
com diferentes tamanhos e espessuras de parede. Nas hifas é possivel encontrar varios tipos
de substancias especificas que tem como papel desempenhar uma barreira de protecdo. No
cortex inferior podem existir estruturas de fixacdo do liquen ao substrato. E abaixo do cortex
superior encontra-se a camada do fotobionte onde ocorrem trocas gasosas que sdo facilitadas
pelos espacos no tecido frouxo da medula subjacente, e nela ocorre também o contato e troca
entre os individuos (Palharini, 2020; Purvis, 2000; Jahns, 1973; Sanders, 2001).

Figura 8. Parametros de fluorescéncia da clorofila a em funcao das doses aplicadas.
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6 CONCLUSAO

Os liquens P. tinctorum e o U. barbata sdo sensiveis ao metal pesado cddmio, pois sua
vitalidade e fisiologia sofreu grandes danos apds o contato com o cadmio, mas em relacéo aos
parametros da fluorescéncia da clorofila as duas espécies ndo obtiveram alteragdes, nesse caso
tornam-se necessarios testes alternativos com diferentes tipos de doses e tempos maiores de
exposicdo para que haja maior absorcdo da substancia. Conclui-se que ambas as espécies
podem ser utilizadas como bioindicadores do metal pesado cAdmio disperso para fragmentos
florestais, porém a fluorescéncia de clorofila ndo é um biomarcador recomendével para
avaliar a acdo do cadmio. O liquen P. tinctorum foi identificado entre as duas espécies
avaliadas como o melhor bioindicador do metal pesado cadmio, pois apresentou maior
sensibilidade quando submetido as concentracgdes testadas de cadmio.
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