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RESUMO

SILVA, H. P. B. Efeitos das radiacdes gama e ultravioleta sobre Cladonia
verticillaris (Raddi) FR (liquen) coletado em diferentes ambientes do Nordeste do
Brasil. 2011. Tese (Doutorado). Programa de PoOs-Graduagdo em Tecnologias
Energéticas e Nucleares. Universidade Federal de Pernambuco. Recife, 2011.

Os liquens produzem substancias que se cristalizam na superficie externa do seu
micobionte, funcionando como fotoprotetor. Quando submetidos a diferentes doses e
tipos de radiacdo, estes sdo estimulados a produzir suas substancias em quantidades
diferenciadas daquelas que produziriam sem a intervencdo da mesma. O objetivo desta
pesquisa foi quantificar e comparar caracteristicas quimicas (bioproducdo do &cido
fumarprotocetrarico-FUM, seu principal composto), e fisiologicas (Clorofila Total) em
amostras de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr., coletadas em dois diferentes ambientes
do Nordeste brasileiro, antes e apds submissdo a radiacdo gama e ultravioleta. Amostras
liguénicas foram coletadas nos municipios de Salod-PE e Alhandra-PB, locais que
apresentam caracteristicas fisiondbmicas semelhantes, porém com diferentes altitudes.
Amostras de C. verticillaris (12 g) foram submetidas a irradiador gama [Co-60 —
irradiador, Gammacell 220 Excel, com taxas de dose de 7,795 kGy/h (03/02/2009) para
as amostras de Saloa, e 7,144 kGy/h (29/10/2009) para as de Alhandra] nas doses de 0,
10, 50, 100, 500, 1000, 5.000 e 10.000 Gy, e, separadamente, submetidas a irradiagdo
ultravioleta (lampada Philips Ultraviolet B — 20 W), nas doses de 0, 1, 3, 6, 9, 12 e 15
Jlcm?. Apbs irradiacdo, foram coletadas amostras de 1,59 do material liquénico e
acondicionadas separadamente, para posterior analise. Os resultados indicaram maior
produtividade aos 90 dias de experimento, onde amostras de Salod e Alhandra
bioproduziram 1,41 e 2,7 vezes a amostra controle quando expostas a 5000 e 500 Gy,
respectivamente. Nas irradiadas com UVB, a bioproducdo foi de 2,99 e 3,52 vezes a
amostra controle, quando expostas a 9 e 6 J/lcm?, respectivamente. A producio de
Clorofila total, em todas as amostras expostas a radiacdo gama ou UVB, apresentou-se
inferior as amostras ndo irradiadas. As amostras de C. verticillaris coletadas em
Alhandra, irradiadas com raios gama ou UVB, apresentaram uma maior produtividade
de FUM que as provenientes de Saloa. Essa Pesquisa foi realizada no Departamento de
Energia Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco no periodo de 2007 a 2011.

Palavras-Chaves: Acido fumarprotocetrarico; clorofila total; Saloa-PE; Alhandra-PB.



SILVA, H. P. B. Effect of gamma and ultraviolet radiation on Cladonia verticillaris
(Raddi) FR (lichen) colleted in different environments. 2011 Thesis (PhD).
Graduate Program in Nuclear and Energy Technologies. Federal University of
Pernambuco. Recife, 2011.

ABSTRACT

Lichens produce substances that crystallize on the outer surface of its mycobionte,
acting as a photoprotector. When subjected to different doses and types of
radiation lichens, are encouraged to produce their substances in different quantities
from those that would produce without the intervention of radiation. In this context, the
objective of this research was to quantify and compare chemical and physiological
characteristics in samples of Cladonia verticillaris (Raddi) FR (bioproduction of
fumarprocetraric acid - FUM, its main secondary component, and determination of total
chlorophyll) collected from two different environments in northeast, Brazil (Saloa state
of Pernambuco and Alhandra, state of Paraiba, Brazil) before and after submission of
exposition gamma and ultraviolet radiation, can thus identify potential differences
in these bioproduction substances. Lichen samples were collected in Saloa-PE and
Alhandra-PB, places that have similar physiognomic characteristics, but
with different altitudes. Samples of C. verticillaris (12 g) were submitted to gamma
irradiator (Co-60 - Radiator, 220 Gammacell Excel, dose rates 7,795 kGy/h
(03/02/2009) for samples of Salod, and 7,144 kGy/h (29/10/2009) of Alhandra),
receiving doses of 0, 10, 50, 100, 500, 1000, 5.000 e 10.000 Gy, and
separately submitted to ultraviolet irradiation in Philips Ultraviolet B light bulb - 20 W,
receiving doses of 0,1,3,6,9, 12 and 15J/cm®. Were collected samples of 1.5 g
of lichen material and stored separately for posterior analysis. The results indicated
hyper producing FUM at 90 daysin which samples collected in Saloa increased
their bioproduction in 1,41 and the Alhandra 2,7 for the samples irradiated with 5000 e
500 Gy, respectively. And 2,99 and 3,52 for irradiated with 9 and 6 Jicm? of
UVB, respectively. The production of total chlorophyll in all samples exposed to
gamma or UVB radiation, presented lower non-irradiated samples. The samples of C.
verticillaris collected in Alhandra, irradiated with gamma rays or UVB, had a higher
productivity of the FUM from Saloa. The research was carried in UFPE (Federal
University of Pernambuco) during the period of 2007-2011.

Key-words: fumarprocetraric acid, total chlorophyll, Saloa-PE, Alhandra-PB.
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1 INTRODUCAO

Apos o acidente nuclear de Chernobyl em Abril de 1986, quando uma grande
quantidade de elementos radioativos foi lancada ao meio ambiente, contaminando solo,
vegetacdo, agua, entre outros, surge a necessidade de monitorar essas areas

contaminadas.

O biomonitoramento, ou monitoramento bioldgico, utilizando diferentes espécies
de musgos, liquens e bromeliaceas foi amplamente empregado. A utilizacao de liquens
como biomonitores de radionuclideos foi cada vez mais estudada, principalmente
devido a sua grande capacidade de absorver elementos dispersos no ar atmosférico
(BOARETTO et al., 1990; HOFMANN et al., 1993; MONNA et al., 2006; GOMEZ-
GUZMAN et al., 2011). Porém, estudos que demonstrem os efeitos das radiacdes

ionizantes sobre os liquens ainda sdo bastante escassos.

Liquens sdo organismos formados pela simbiose entre um fungo e uma alga (ou
cianobactéria), ou seja, entre um micobionte e um fotobionte. Dessa “unido” sdo
produzidas as substancias liquénicas (CULBERSON; CULBERSON, 1970; NASH IlI,
1996). Essas substancias sdo responsaveis pela maioria dos beneficios advindos dos
liquens, entre eles: aplicagBes na indlstria farmacéutica, téxtil, de perfumes e de
cosméticos, sendo também referidos como de uso agricola (HUNECK, 1973; LEGAZ
et. al., 2006).

RadiacOes eletromagnéticas ionizantes sdo aquelas capazes de ejetar os elétrons
orbitais dos atomos (KELLER, 1981), provocando danos diretos ou indiretos a uma
biomolécula (ROCHA, 1976; OKUNO et al., 1982; OKUNO, 1988; MURRAY, 2008).

Estas radiacGes podem ser de origem natural ou artificial. As de origem natural
podem vir de fontes externas (as radiacdes cdsmicas) ou de elementos radioativos
existentes na crosta terrestre (AZEVEDO, 2010). Entre as fontes artificiais destaca-se a
producdo e utilizacdo de artefatos, dos quais a contribuicdo mais importante provém dos
raios X usados para fins de diagnésticos (OKUNO, 1988).

Dentre as radiacdes eletromagnéticas ionizantes, 0s raios gama se incluem entre 0s
mais penetrantes na matéria. O efeito desses raios em sistemas biol6gicos vem sendo

amplamente estudado em diversos campos: conservacdo de alimentos e insumos



agricolas; melhoramento genético de plantas e controle ou eliminagdo de fungos e
bactérias (OKUNO et al., 1982, CARDOSO, 2006).

As radiacOes eletromagnéticas ndo-ionizantes sdo as que ndao produzem ionizacdes,
mas podem provocar danos as biomoléculas dependendo da dose e do tempo de
exposicédo a radiacdo (OKUNO, VILELA, 2005).

Dentre as radiacGes ndo-ionizantes, os efeitos da radiacdo ultravioleta tém grande
destaque na literatura, principalmente devido a sua influencia na formacéo de radicais

livres, além de danos ao DNA, lipidios e proteinas (HALL, 2002).

A radiacdo ultravioleta corresponde a cerca de 7% do total de radiacdo emitida pelo
sol e estd subdivida em UVA, UVB e UVC (LIOU, 1980). A UVC ¢ totalmente
absorvida pelo oxigénio e oz6nio presentes na atmosfera; a UVA € pouco absorvida
pelos gases presentes na atmosfera e atinge a superficie terrestre em maiores
quantidades; a UVB é fortemente absorvida pelo 0z6nio, e atinge a superficie terrestre
em quantidades muito ténues (DIFFEY, 1991).

O ozbnio € o unico gas na atmosfera que efetivamente absorve parte da radiacdo
UVB. Portanto, uma diminui¢do na concentracdo de ozonio nas camadas superiores da

atmosfera leva a um aumento na radiacdo UVB na superficie da Terra (HALL, 2002).

O estudo do efeito da radiacdo ultravioleta UVB, especificamente, sobre liquens, é
bastante divulgado, principalmente devido as propriedades antioxidantes e
fotoprotetoras das substancias liquénicas (RUNDEL, 1978; LAWREY, 1986;
KRANNER, 2005).

As substancias dos liquens sdo cristalizadas e depositadas na superficie do
micobionte, favorecendo a capacidade de adaptacdo desses organismos aos agentes
extrinsecos do ambiente (NASH 111, 1996).

No nordeste brasileiro liquens da familia Cladoniacea ocorrem, via de regra, sobre
solos arenosos em areas com fisionomia denominada de Tabuleiro, com vegetacdo do
tipo Cerrado (PEREIRA, 1989; PEREIRA, 1998).

O liguen Cladonia verticillaris ¢ endémica do Leste do Brasil, encontrada da
Paraiba ao Parand, e seu funcionamento e producdo de substdncias protetoras sdo
diferenciados (LEGAZ et al, 1986; BURIL, 2011).



Buscando quantificar e comparar caracteristicas quimicas (bioproducdo do acido
fumarprotocetrérico) e fisiologicas (teor de Clorofila Total) em amostras de Cladonia
verticillaris (Raddi) Fr. nos propusermos a desenvolver esta pesquisa, coletando em
dois diferentes ambientes do nordeste brasileiro, antes e apds submissdo a radiacédo
ionizante (gama) e ndo-ionizante (ultravioleta-B). Tentando identificar possiveis
diferencas na bioproducdo dessas substancias, consequentes ao uso controlado dessas
energias.

A escolha dos ambientes foi devido ao talo de algumas espécies de liquens
produzirem suas substancias em quantidades diferentes em funcdo da altitude
(CULBERSON, et al. 1977; RUBIO et al., 2002, HALL et al., 2002) ou microclimas
(LEGAZ et al., 1986).

Os locais de coleta das amostras de C. verticillaris foram Salod-PE e Alhandra-PB.
Locais que apresentam caracteristicas fisiondmicas semelhantes (solos arenosos e
vegetacdo de cerrado), porém com diferentes altitudes.

Com isso, pretende-se responder ao questionamento Se uma mesma espécie
ocorrente em areas com fitofisionomias idénticas, mas com tipologias climaticas
distintas, responderia de forma similar ou distinta a fatores adversos ao ambiente, neste
caso a radiacdo. Sabe-se que as areas de ocorréncia de C. verticillaris além do clima,
tém diferentes altitudes e exposicdo a luminosidade/radiacao.

E de grande valia ressaltar a importancia dessa pesquisa na area da liquenologia
aplicada, contribuindo para diminuir a caréncia de informagdes nesse segmento e
criando novas perspectivas de pesquisa nas relagdes entre os liquens, suas substancias e
a radiacdes. Desde que os liquens produzam substancias fotoprotetoras, pesquisas com

este direcionamento, se revestem de valor sécio-econdmico.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Radiagdes

RadiacOes sdo formas de energia, emitida por uma fonte, que se propaga de um
ponto para outro sob forma de particulas com ou sem carga elétrica, ou ainda sob a
forma de ondas eletromagnéticas (OKUNO, 1988; PERES, 2008; ANDREUCCI, 2010).
Podendo ser divididas em dois grandes grupos: corpusculares e eletromagnéticas.

As radiacdes corpusculares sdo feixes de particulas atdbmicas, que transferem sua
energia para todo corpo com o qual colidem. Entre estas estdo as particulas alfa e beta
(OKUNO et al., 1982; OKUNO, 1988).

As radiacdes eletromagnéticas representadas na figura 1 sdo constituidas de campos
elétricos e magnéticos oscilantes e se propagam, no vacuo, com velocidade constante
igual a velocidade da luz. S&o exemplos: as ondas de radio, as luminosas (luz), os raios
infravermelhos, raios ultravioleta, raios X e raios gama. Diferenciam-se por sua
frequiéncia e pelo seu comprimento de onda (OKUNO, 1988; MURRAY, 2009). Estas

se dividem em radiacdes ionizantes e ndo—ionizantes.

Espectro eletromagnético

Comprimento de onda
(metros)

Radio Microondas Infravermelho Luz Ultravioleta Raios-X Gama

1 1 l L = 1 1

) ] I 1 1 I
103 102 105 106 108 1010 10712

Frequéncia (Hz)
[ N |
104 108 1012 | 1015 106 1018 1020

Figura 1 -  Representagdo  do Espectro  eletromagnético. Fonte:
HTTP://kajkrause.com/2009/06/0-espectro-eletromagnetico. Acesso em 10/12/ 2010.
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2.1.1 Radiagdes ionizantes

Radiacdes ionizantes sdo aquelas capazes de ejetar elétrons dos atomos. A
quantidade de energia depositada por uma radiacdo ionizante ao atravessar um material
depende da natureza quimica do material e de sua massa especifica (KELLER, 1981;
MURRAY, 2008; PERES, 2008). Os raios X e gama sdo exemplo de radiacdo ionizante.

Os raios gama sdo emitidos dos nucleos dos &tomos dos elementos radioativos
naturais e artificiais; € uma radiacdo eletromagnética com um comprimento de onda
curto (menor que 1 A ou 10™°m) por isso, possui uma grande capacidade de penetragéo
na matéria. Eles surgem na desaceleracdo das particulas carregadas, na aniquilacdo de
um par de antiparticulas (positron, négatrons) na fissdo esponténea ou artificial dos
nucleos dos atomos de urdnio e pluténio e em algumas outras reaces nucleares
(KELLER, 1981).

Os raios gama das fontes radioativas naturais e artificiais ttm ampla aplicacéo: na
industria, sdo utilizados para examinar o interior dos materiais e conjuntos lacrados,
destacando-se ai as radiografias e gamagrafias. Também, séo utilizados como medidores
de espessura ou nivel de materiais, e na deteccdo de vazamentos, na esterilizacdo de
materias cirurgicos, na conservacdo de alimentos, atuando por meio da ionizacao de
alguns atomos e alteracdo da estrutura de moléculas vitais de bactérias e

microrganismos, provocando a sua morte (OKUNO et al., 1982).

2.1.1.1 Estagios da interacdo da radiacéo ionizante com os sistemas biologicos

Apdbs um sistema bioldgico ser irradiado, ele passara por trés fases: a primeira é
conhecida como fisica, e acontece em um espago de tempo muito curto, onde a energia
veiculada pela radiagdo é transferida para a matéria viva, conduzindo a excitagdes
moleculares e ionizagdes. A segunda € a fisico-quimica, que também ocorre
rapidamente (menos de 1 segundo), caracterizada pela reacdo dos produtos surgidos na
fase anterior, entre si ou com moléculas vizinhas, o que conduz a formacéo de produtos
secundarios. A terceira fase € conhecida como estagio bioldgico, que pode durar de
segundos até anos. Neste ultimo ocorrem as alteragdes bioquimicas e fisioldgicas,
produzindo alteragdes morfoldgicas e/ou funcionais (GOMES, 1976; OKUNO, 1988;
BOLUS, 2001).

Existem dois mecanismos de acdo da radiacdo ionizante interagir, biologicamente,

com uma molécula: o direto e o indireto.



No primeiro, o direto, a radiagdo age diretamente sobre as biomoléculas,
danificando-as. No segundo, o indireto, a radiacdo ocasiona alteracfes estruturais em
algumas moléculas do meio e estas conseqlientemente ddo origem a uma série de
espécies quimicas bastante reativas, denominadas radicais livres, que por sua vez
produzem danos bioldgicos as biomoléculas da célula (ROCHA, 1976; OKUNO et al.,
1982; OKUNO, 1988; MURRAY, 2008). Dessa forma, os efeitos bioldgicos da
radiacdo ionizante derivam dos danos celulares causados a estrutura quimica da célula
(GONZALEZ, 1994).

Uma serie de pesquisas foi desenvolvida nos diferentes campos da biologia sobre as
transformacgdes ocasionadas nas moléculas pela radiagdo ionizante, seja de forma direta
ou indireta. Entre elas citam-se a criacdo de novas variedades de plantas com
caracteristicas melhoradas; aumento e melhoramento na producdo de alimentos por
intermédio do metabolismo vegetal, e controle ou eliminacdo de insetos, fungos e/ou
bactérias (OKUNO et al., 1982; CARDOSO, 2006).

2.1.2 Radiacgdes ndo- ionizantes

A radiacgdo ultravioleta (R-UV), representada pela faixa do espectro eletromagnético
entre os comprimentos de onda de 100 e 400 nm (1 nm equivale a 10° m), corresponde
a cerca de 7% do total de radiacdo emitida pelo sol (LIOU, 1980). Quando atinge a
superficie, a radiacdo ultravioleta exerce diversos tipos de efeitos sobre os seres vivos e
materiais inorganicos. Esses efeitos sdo geralmente causados pelo excesso e

continuidade de exposicao ao sol, a depender dos mecanismos de reparo.

A radiacdo ultravioleta é subdividida em trés partes: UVA: entre 315 e 400nm;
UVB: entre 280 e 315nm; e UVC: entre 100 e 280nm, conforme representado na figura
2.

A ultravioleta do tipo C é totalmente absorvida pelo oxigénio e 0zdnio presentes nas
camadas superiores da atmosfera. Apesar de ndo atingir a superficie, a UVC, gerada
artificialmente através de lampadas, é utilizada para esterilizar a agua e equipamentos
cirurgicos. A UVB ¢ fortemente absorvida pelo ozbnio presente principalmente na
estratosfera e atinge a superficie terrestre em quantidades muito ténues. Por fim, tem-se
a UVA que ¢ pouco absorvida pelos gases presentes na atmosfera e atinge a superficie
terrestre em maiores quantidades (DIFFEY, 1991; OKUNO, VILELA, 2005).



L Limite da Estratosfera

40F

k2
=]

E CAMADA DE QZOMI0 Limite da Troposfera

3:1: C (/’—— -

=]

=1n 4

=1 | | S N S S S S S S N S S U S S |
i 10 20 30 40

Figura 2 - Representacdo da penetracdo da radiacdo ultravioleta na atmosfera.

Disponivel em http://acquaticos.blogspot.com/2010/08/radiacao-ultravioleta-gerada-

pela.html, acesso em 29/6/2011.

Alguns fatores influenciam o indice de radiacdo ultravioleta na superficie da Terra,
entre eles: hora do dia, estacGes do ano, latitude, altitude e ozénio (RIKKINEN, 1995;
OKUNO, VILELA, 2005). Em geral, cada aumento de 1 km de altitude aumenta o fluxo
ultravioleta por cerca de 6% (DIFFEY/, 1991).

2.1.2.1 Efeito bioldgico da radiacéo ultravioleta

A radiacdo ultravioleta induz efeitos diretos e indiretos (HALL, 2002). Muitas
macromoléculas sdo alvos em potencial dos efeitos da radiacdo UVB, particularmente o
DNA e as proteinas (JANSEN et al., 1998). O DNA, devido a sua estrutura molecular,
absorve radiacbes na faixa do UV, o maximo de absorcdo se da em torno de
comprimentos de onda da ordem de 260 nm (UVC), diminuindo para comprimentos de
onda maiores (UVB e UVA) (RICKLEFS, 2001).

A energia dos raios ultravioleta transferidas ao meio em que uma molécula esteja
inserida pode ocasionar formacdo de radicais livres que, posteriormente, reagem
guimicamente, podendo provocar danos as moléculas inseridas neste meio (HOBBIE,
ROTH; 2007).

Quando atinge a superficie, a R-UV exerce diversos tipos de efeitos sobre os seres
vivos. Liou (1980); Bornman (1989) e Strid et al. (1990) sugerem que, dentre esses

efeitos, geralmente causados pelo excesso e longo prazo de exposi¢cdo, podem ser
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destacados: a atenuacgdo do crescimento de lavouras e frutos, a diminui¢do da produgéo
de fitoplancton, os canceres e mutacfes genéticas em peixes e anfibios, dentre outros.
Sobre os seres humanos a radiacdo UV também exerce uma série de efeitos nocivos, tais
como: queimaduras, envelhecimento precoce, deplecdo do sistema imunoldgico,
catarata e diversos tipos de canceres de pele (Diffey, 1991). Por outro lado, a exposigéo
a radiacdo UV também € necesséria por proporcionar efeitos benéficos e mesmo
essencial a sobrevivéncia, tais como a sintese da provitamina D3, fundamental para as
funcBes osteoblastica e paratiredide, e a prevencdo de disturbios no metabolismo do
calcio e fosforo (HOBBIE, ROTH; 2007).

2.2 Radiacdes e liquens

Apdbs o acidente de Chernobyl a utilizacdo de liqguens como bioindicadores e
biomonitores de poluicdo radioativa foi amplamente empregada (STEINNER;
NJASTAD, 1993; NIFONTOVA, 1995; BELIVERMIS; COTUK, 2010), uma vez que
os liguens acumulam alto teor de metais pesados e radionuclidios se comparados as
plantas vasculares (BRETTEN et al, 1992; CONTI; CECHETTI, 2001). Por outro lado,
muito pouco se tem estudado sobre o efeito das radiacGes ionizantes no metabolismo
liqguénico (NIFONTOVA, 1995). Em contrapartida, o efeito da radiagdo ultravioleta
sobre liquens vem sendo amplamente estudado, sobretudo devido a capacidade
fotoprotetora de algumas substancias liquénicas (FAHSELT, 1993; RACAN et al.,
2002; HALL, 2002).

2.3 Os liquens

Os liquens sdo definidos como organismos simbiontes compostos de fungo, o
micobionte, e uma ou mais espécies de fotossintetizantes, o fotobionte, que pode ser
alga verde ou cianocbactéria (NASH 111, 1996; RAVEN et al, 2001, LAWREY, 2009).
Esta simbiose pode variar desde o parasitismo até o mutualismo estrito, dependendo dos
grupos taxonémicos de fungos e algas (ou cianobactérias) que estejam envolvidos
(AHMADJIAN, 1993).

2.3.1 Caracteristicas gerais

Margulis; Schwartz (2001) posicionam 0s seres em um sistema baseado na evolugéo

celular classificando os liqguens no reino Fungi, praticamente isolados e



filogeneticamente situados acima dos fungos superiores Zygo, Asco e Basidiomycota,
sendo classificados como MYCOPHYCOPHYTA (MYCO=fungo, PHYCO=alga e
PHYTA=planta).

A partir de 1950 o Cadigo Internacional de Nomenclatura Botanica (CINB), passou
a declarar que o nome atribuido a um liquen deve ser entendido como aplicado ao
fungo, tendo o fotobionte taxonomia particular dentro de seu préprio grupo
(MARCELLI, 20086).

A simbiose caracteristica dos liquens permite que dois seres bastante distintos, o
fotobionte (a alga pertencente as divisdes Chlorophyta ou Cyanophyta, conhecidas
como Cianobactérias) e o micobionte (o fungo, pertencente ao Reino Fungi), vivam
harmoniosamente, fornecendo matua protecdo e substancias vitais. O contato alga/fungo
facilita a transferéncia de nutrientes e produtos da fotossintese do fotobionte para o
micobionte (HALE, 1983; NASH I11, 1996).

Conforme Marcelli (2006) o fotobionte e 0 micobionte se posicionam de forma
peculiar dentro do talo liquénico, podendo apresentar-se em camadas sucessivas,
denominados heterdomeros (figura 3A) onde possuem dois estratos internos, a camada
das algas e a dos fungos, e talos homémeros (figura 3B) que ndo possuem diferenciacédo

de camadas.
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Figura 3 - Modelo esquematico do talo liquénico heterémero (A) e homémero (B).
Fonte: Marcelli (2006).

O talo do liquen pode se apresentar de cores e formas variadas (figura 4), a depender
da espécie e das substancias que ele contém. Alguns produzem substancias coloridas,
que funcionam como defesa contra 0 excesso de exposicdo a energia luminosa dos
ambientes em que vivem (RIKKINEN, 1995). Apresenta seu talo com diferentes

aspectos: o talo foliaceo ou folhoso é semelhante a uma folha sobre o substrato, e dele
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se destaca com facilidade. O talo crostoso séo formas mais aderidas ao substrato. O talo
arbustivo ou fruticoloso apresenta-se como sugere 0 nome, como um arbusto e pode ser

ereto, ou decumbente, semelhante a uma planta epifita (PEREIRA, 2002).

Figura 4 - Tipo de habitos de liquens, A: folhoso; B: crostoso; C: arbustivo. Fonte:

http://www.flickr.com/photos, acessado em 21/09/2011.

2.3.2 A espécie Cladonia verticillaris (Raddi) Fries

No género Cladonia, o micobionte estd sempre em associagdo com cloroficeas do
género Trebouxia, ordem Chlorococcales, e em menor propor¢do com Pseudotrebouxia,
da ordem Chlorosarcinales. A associacdo é considerada tdo especifica que nenhuma
outra alga realiza a liqueniza¢do, mesmo em condicdes laboratoriais (AHMADJIAN;

JACOBS, 1981). O talo primério, de maneira geral, varia entre esquamuloso e folhoso.

C. verticillaris (figura 5) é endémica do Leste do Brasil, encontrada da Paraiba ao
Parang, podendo formar colbnias extensas sobre a areia nas florestas de restinga em
altitudes de até 1200 m (ATHI; MARCELLI, 1995). A espécie apresenta o &cido
fumarprotocetrarico, como seu principal metabolito secundario, e como substancias
acessorias o acido protocetrarico e a atranorina (HUOVINEN et al., 1990; ATHI et al.,
1993).

A grande maioria das substancias liquénicas é depositada, como cristais ou
substancias amorfas, na superficie exterior das hifas dos fungos, seja na medula ou no
cortex (RUNDEL, 1978). Conforme Huovinen et al. (1990) o acido fumarprotocetrarico

esta localizado na medula de talos liquénicos.


http://www.flickr.com/photos

11

Figura 5 - Coleta de Cladonia verticillaris (RADDI) FR. em ambiente natural. Foto:
Melo, 2008.

2.3.2.1 Areas de coleta do liquen Cladonia verticillaris

As amostras liquénicas foram coletados nos municipios de Saloa-PE e Alhandra—
PB.

O Municipio de Saloa-PE esta inserido na Mesorregido do Agreste Pernambucano e
Microrregido de Garanhuns. As amostras liquénicas foram coletadas em uma Reserva
Particular do Patrimdnio Natural (RPPN) da Fazenda Brejo, denominada Reserva
Ambiental Brejo, mais especificamente na Serra do Prata. O local de coleta das
amostras apresenta como substrato solos arenosos, denominados de Neossolos
quartzarénicos, com clima segundo a classificagio de Koppen do tipo Cs’a
(Mesotérmico umido com chuvas de outono-inverno e verdes quentes) com amplitude
térmica anual de até 25°C (IBGE, 2011; EMBRAPA Solos/UEP Nordeste, 2011). Vale
salientar que o clima Cs’a é encontrado apenas na Serra do Prata, N0 municipio de
Saloa-PE predomina o clima do tipo BShs’(Clima quente e seco com vegetacdo de
caatinga e chuvas de outono-inverno).

O municipio de Alhandra-PB, localiza-se na Mesorregido da Mata Paraibana,
Microrregido do Litoral Sul. As amostras liquénicas foram coletadas em solos arenosos
do tipo Neossolos quartzarénicos, com clima segundo a classificacdo de Koppen do tipo
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As’ (Clima quente e imido com chuvas de outono-inverno), apresentando amplitude
térmica anual de até 10°C (IBGE, 2011; EMBRAPA Solos/UEP Nordeste, 2011).

Ambas as areas constituem tabuleiros arenosos, com fitofisionomia de Cerrado,
sendo, no entanto, distintas entre si, pela primeira ocorrer em dominio semi-arido,
recebendo influéncia dos efeitos da continentalidade (maiores amplitudes térmicas,
menor umidade, etc) e a segunda em ambiente costeiro, implicando, dessa forma, em

diferengas climaticas (BURIL, 2011), além da diferenca de altitude.

2.3.3 Substancias liquénicas

O metabolismo primério nos liquens consiste na producdo especifica de um Unico
carboidrato pela alga, a partir da fotossintese, cuja transferéncia ao micobionte é rapida
e em quantidade substancial para transformacdo e acumulo (PEREIRA, 1998). Os
produtos do metabolismo primario sdo processados e, pelo metabolismo secundario, sdo
produzidas as substdncias liquénicas, Unicas neste taxon (CULBERSON;
CULBERSON, 1970; NASH IIl, 1996). Essas substancias liquénicas, antigamente
designadas como “acidos liquénicos”, sdo quase na sua totalidade fenois, responsaveis
pela maioria dos beneficios advindos dos liquens (XAVIER-FILHO; RIZZINI, 1976).
Dentre esses beneficios destacam-se a acdo farmacoldgica, bactericida e a utilizagdo na
industria téxtil, farmacéutica, de perfumes e de cosméticos, também sao referidos como
uteis na fermentacdo para a producdo de alcool, na alimentacdo, entre outros
(HUNECK, 1973; LEGAZ et. al., 2006).

Os compostos fendlicos (entre eles os &cidos alifaticos, para e meta depsideos,
depsidonas, benzil ésteres, dibenzofuranos, acidos Usnhicos, xantonas, antragquinonas,
terpendides, e derivados do acido pulvinico) ndo estdo distribuidos de maneira uniforme
no interior do talo liquénico, podendo acumular sobre partes expostas ou vulneraveis do
talo: tecidos corticais acima da camada das algas, medula, ou ainda nas estruturas de
reproducdo (HUNECK, 1973; NASH IlI, 1996, HUOVINEN et al., 1990, RIKKINEN,
1995; LAWREY, 2009). Estes compostos tomam forma cristalina fornecendo ao liquen
grande capacidade de adaptacdo as adversidades, visto que esses cristais funcionam
como fotoprotetores da radiacdo solar (FERNANDEZ et al., 1998; RANCAN et al.,
2002; LAWREY, 2009).
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Vale a pena salientar que alguns compostos liquénicos podem atuar como
fluoréforos, captando e absorvendo a radiacéo e emitindo essa energia em forma de luz,

e ainda interfirir no ritmo de crescimento e reproducéo (RIKKINEN, 1995).

Em geral, em um espécime pode ocorrer de um a varios compostos resultantes do
metabolismo secundario. A concentracdo de metabolitos secundarios pode variar de
0,1% a 10% do peso seco do talo liquénico, embora, em alguns casos essa concentragdo
possa ser mais alta, como em Pentagenella fragilima, que tem 30% do seu peso seco em
acido psorémico (HALE, 1983).

2.3.4 Caracteristica fisioldgica estudada

Clorofila

Clorofila € um pigmento fotossintético, responsavel por captar energia necessaria
para a realizacdo da fotossintese (RAVEN et al., 2001; TAIZ, ZEIGER, 2004).

Existem diferentes tipos de clorofila, o tipo “a” que apresenta cor verde azulada e
aparece em todas as células fotossintetizantes que liberam oxigénio, e tipo “b” com cor
verde amarelada, sendo encontrada nas plantas superiores e nas algas verdes
(MODESTO, SIQUEIRA, 1981). A clorofila do tipo “b” é um pigmento acessOrio, ou
seja, um pigmento que serve para ampliar a faixa de luz que pode ser usada na
fotossintese (RAVEN et al., 2001). Existem, ainda, as clorofilas “c” e “d” (encontradas
em alguns protistas e cianobactérias) e a bacteriocloroéfica e a clorofila chlorobium
(existentes nas bactérias fotossintetizantes) (RAVEN et al., 2001; TAIZ, ZEIGER,
2004).

A quantidade dos teores de clorofila estd estreitamente relacionada com os
percentuais de células mortas, uma vez que na associa¢do alga e fungo, as algas é que
sdo responsaveis pela sintese de substancias organicas, assim, a morte de células verdes
(algas) deve apresentar uma correlacdo clara com a queda da clorofila, taxa
fotossintética e, conseqiientemente, morte do liquen (MAZZITELLI et al., 2006).
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2.4 Efeitos das radiag6es nos liquens
2.4.1 Radiagdo gama

Pollum; Erbisch (1972) estudaram o efeito da radiacdo gama no liquen Cladonia
verticillata e constataram que durante o periodo de exposicdo, o liquen apresentou um

escurecimento com tendéncia a entrar em colapso na dose de 10.000 Gy.

Gannutz (1972), observou que talos liquénicos irradiados com doses de até 2.500 Gy
de radiacdo gama, proveniente de uma fonte de Co®, sdo mais radiossensiveis do que
qualquer um dos componentes, algas ou fungos, em cultura. possivelmente devido ao
stress ja existente na associagao entre alga e fungo no talo liquénico. Acrescenta, ainda,
que “algas liquénicas” sdo mais radiossensiveis que 0S “fungos liquénicos”, mesmo
entre os componentes da mesma espécie de liquen. Estes dados podem ser coroborados
por Nifontova et al., (1989) que afirmam que culturas do fotobionte liquénico Trebouxia

erici foi mais sensivel a radiacdo gama que o micobionte de Parmelia caperata.

Erbisch; Kalosis (1973) analizando possiveis danos causados a Cladonia sylvatica
(L.) Hoffm pela radiacdo gama, observaram por meio de consumo de oxigenio e danos
ao fotobionte, que os liquens foram capazes de sobreviver a dose de 10.000 Gy apds
seis semanas de incubacdo. Foi observado que nas amostras irradiadas o consumo de
oxigenio ndo foi alterado. Danos ao fotobionte foram verificados duas semanas apds
doses de 1.000 Gy, e imediatamente apos as doses de 10.000 e 20.000 Gy. No entanto,
menos de 10% das células de algas mostraram danos ap6s o periodo de experimentacao

de seis semanas.

Com relacdo ao crescimento de liquens, Jones; Platt (1969) afirmam que a radiacao
gama inibe o crescimento de Parmelia conspersa (Ach.). Synder; Platt (1973) usaram
diferentes doses de radiacdo gama entre 0,115 e 1,259 Gy em Trapelia ornata e
concluiram que seu crescimento foi inversamente proporcional a dose de radiacdo

utilizada.

Erbisch (1974) observou que o liquen Cladonia sylvatica sob radiacdo gama, néo
sofreu danos em sua estrutura; em 1977 o mesmo autor estudou o efeito da radiagéo

37 sobre o liquen folhoso Parmelia sulcata Tayl, observando

gama de uma fonte de Cs
que apenas os liquens que foram irradiados com dose de 1.000 Gy apresentaram danos
como estimulos e quebra de I6bulos, formacdo de pigmentos escuros, distorcdo do

cloroplasto da alga, modificagdo no crescimento normal do talo e, eventualmente,


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DGannutz,%2520T.P.%26authorID%3D24579811300%26md5%3D5f2fc03fc357092cec24793ebe194d65&_acct=C000037678&_version=1&_userid=686475&md5=cf2408c24eb53cf223c34925d4265594
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DKalosis,%2520J.J.%26authorID%3D24574132300%26md5%3D77b43250b3764dd34c2e76983835d137&_acct=C000037678&_version=1&_userid=686475&md5=48ba3816359712b79e0252440f119267
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morte. Constatando que, ap0s ter recebido uma grande dose de radiagcdo gama, o liquen

nao pode realizar suas fungdes normais de crescimento e deteriora-se.

Barstow; Erbisch (1977) observaram que Cladonia mitis Sandst. submetida a doses
de até 10.000 Gy de raios gama reduz sua taxa de fotossintese e apresenta danos e morte

aos podeécios.

Nifontova et al (1995) verificaram danos a membrana plasmatica de Cladonia
arbuscula; Cetraria islandica, Peltigera aphthosa e Hypogymnia physodes apés
receberem doses de 100 Gy. As atividades de respiracdo, fotossintese e peroxidase
sofreram influéncia a partir de doses de 50 Gy. E, ainda, doses de até 50.000 Gy ndo

modificaram a concentracdo de Nitrogénio total nas amostras liquenicas irradiadas.

No Brasil, liquens da regido Nordeste comecam a ser estudados com objetivo de
verificar a influéncia da radiacdo gama na producdo de metabolitos secundarios. Silva
et. al., (2010) demonstraram o efeito da radiacdo gama na producdo de metabdlitos de
Cladonia substellata e observaram que a producdo de &cido Usnico obedece a uma
tendéncia de aumento, indicando a existéncia de um limite de producéo deste acido, que
ocorre em torno da dose de 10 Gy, a partir da qual os teores do &cido Usnhico tendem a

diminuir.

Melo (2011) verificou que amostras de Cladonia salzmannii ap6s serem irradiadas
com radiacdo gama e acondicionadas sobre solo argiloso, aumenta a producdo de cido
barbatico-BAR na dose de 5 Gy, e que essa producdo tende a dimimuir até a dose de
100 Gy. Acrescenta, ainda, que a quantidade de BAR lixiviado para o solo foi
diretamente proporcional a quantidade desta substancia produzida pelo talo liquénico,

havendo assim um aumento nos valores de pH, teores de C total e N total.

2.4.2 Radicao Ultravioleta

Radicais livres, produzidos pela interacdo da radiacdo ultravioleta com a molécula
da agua, podem vir a causar uma série de danos as células dos liquens, atacando
proteinas e acidos nucleicos, bem como acidos graxos insaturados nas membranas
celulares (MOLNAR; FARKAS, 2010). Metabélitos secundarios dos liquens possuem
capacidade de agir contra esses radicias livres (acdo antioxidante) gerados pela radiagédo
(HIDALGO et al., 1994; MARANTE et al., 2003; ODABASOGLU et al., 2006).
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A radiacdo ultravioleta induz a sintese dos compostos fotoprotetores dos liquens,
cujas taxas de acumulagdo se correlacionam com os niveis de radiacdo (RUNDEL,
1978; QUILHOT; RUBIO, 2006). Os compostos liquénicos possuem importante papel
na protecdo dos liquens contra o excesso de radiacdo (RIKKINEN, 1995), protegendo
hifas do micobionte e as células das algas dos efeitos destrutivos da radiacdo
ultravioleta (LAWREY, 2009).

Fernandez et al. (1998) demonstraram que as substancias liquénicas panarina,
cloropanarina e atranorina, extraidas de Psoroma spp, Erioderma leyandii e Umbilicaria
antarctica, respectivamente, possuem elevada capacidade fotoprotetora e antioxidante.
Os autores ao irradiar misturas contendo a substancias 8-MOP (metoxsalen) - utilizada
no tratamento de psoriase e vitiligo, com as substancias liquénicas referidas a 0,329
Jlcm? de UVB, verificaram que as substancias liquénicas elevaram a capacidade
fotoprotetora do 8-MOP em 40,4%; 31,7% e 20,1%, respectivamente.

Racan et al. (2002) compararam as substancias liquenicas: acido usnico-USN,
cloropanarina, calicina e acido epiforelico com o protetor Nivea sun Spray FPS 5 e com
as substancias: metoxinamato de octila (OMC) - utilizada em bloqueadores de UVB, e
4-terc-butil-4’-metoxidibenzol metano (BM-DBM) - utilizada em férmula para protecéo
UVA, expostas as doses de 5, 10 e 15 jlcm? Os resultados demonstraram que o &cido
usnico foi melhor filtro de raios UVB que o0 OMC e semelhante ao protetor Nivea Sun
Spray FPS 5 sugerindo que o USN pode vir a ser usada no preparo de bloqueadores
solares. Nos experimentos com radiacdo UV a calicina apresentou menor capacidade

de fotoprotecdo quando comparada a substancia BM-DBM.

Hall et al. (2002) em experimentos de laboratério com o liquen Cladonia arbuscula
submetido & radiacdo ultravioleta (UVB) com dose de 13 kJ/m? observaram um
aumento de 28% a 218% na producdo de acido Usnico, principal composto produzido
pela espécie. Os autores, ainda, mediram a atenuacdo dos raios ultravioleta dentro do
talo liquénico com fibra Otica e observaram que os liquens que cresceram sobre a
influéncia da radiacdo UV, apresentaram reducdo na penetracdo de UVB. Os autores
constataram, ainda, que C. arbuscula acumula &cido Usnico sobre a medula do

micobionte.

Rubio et al. (2002) estudaram amostras do liquen Acarospora schleicheri, coletadas

nas latitudes 18°S, 19°S, e 33°S em zonas alpinas do Chile, nas quais as concentracfes
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do &cido rizécarpico foram determinadas e comparadas. Os resultados obtidos sugerem
que a sintese do acido rizécarpico é induzida pela radiagdo UVB e que este composto
representa uma adaptacdo quimica aos niveis elevados da radiacdo UVB em habitats do

liquen.

Rozema et al. (2002), estudando o papel da radiacdo ultravioleta em ecossistemas
terrestres e aquaticos, verificaram que os liquens Cladina folidcea, C. portentosa e
Cladonia arbusculosa, estudados, ndo tiveram reducdo significativa de seu crescimento
sob radiacdo ultravioleta. J& 0 musgo Tortula ruralis teve seu crescimento reduzido com
0 aumento dessa radiacdo. As plantas aquaticas estudadas ndo tiveram seu crescimento
afetado com o aumento dessa radiacdo e algumas plantas terrestres, de maior porte,
tiveram seu crescimento afetado. Os autores verificaram, também, que Cladonia
arbusculosa apresenta aumento na incidencia de dimeros de piridimina (CPDs)

indicando, assim, danos ao DNA.

De La Torre Noetzel et al. (2004) testaram a resisténcia do liquen Rhizocarpon
geographicum, coletado em altitude elevada no centro da Espanha, com o seu cértex e
com esta parte removida. Os resultados obtidos indicaram uma alta reducéo na atividade
fotossintética em amostra do liquen que teve seu cértex removido, em relacdo as do

liqguen com cértex.

Kranner et al. (2005) estudaram o efeito da atividade antioxidante e fotoprotetora
em Cladonia vulcani e em seus simbiontes isolados. Os resultados indicaram que
sozinhos, alga e fungo, sofrem oxidagdo durante a dissecacéo, e que alga perde metade
da concentracdo de clorofila durante este periodo. E, ainda, que alga isolada tolera
pouca luz e que o seu sistema de fotoprotecdo é parcialmente efetivado; e que o sistema
antioxidante de fungos isolados é ineficiente. Indicando, dessa forma, que C. Vulcani
apresenta mecanismos antioxidantes e fotoprotetores mais eficazes que seus simbiontes

isolados.

Bjerke et al. (2005) irradiaram os liquens Flavocetraria nivalis e Nefroma antartica
a radiacdo UVB, correspondente a 25% de depreciacdo da camada de oz6nio. O
aumento da radiagdo UVB ndo afetou as concentragdes de acido Usnico e dos depsideos
fenaretina e nefroaretina; demonstrando, também, que a atividade de fotossintese, em

ambas as espécies, foi menor nas amostras irradiadas.
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Fernandez et al. (2006) avaliaram as taxas de acumulo de &cido Usnico em
Xanthoparmelia microspora expostos a doses de 7.5 mW/cm? de radiacdo UVA e 1.46
mJ/cm? de UVB e constataram um aumento de 326,31% para os talos irradiados com
UVA e 228% para doses de UVB. Observaram, também, em solucfes de &cido Usnico
irradiadas a producdo de fotoprodutos, identificando e isolando a substancia: 2-[29-
Hidroxi-49-oxopentil]-3,5-dimetil-4,6-dihidroxi-7-acetilbenzofurano (figura  06).
Verificaram, ainda, a existencia de um aumento nas concentracdes desse fotoproduto
associado a uma diminuicdo na concentracdo do USN, indicando, dessa forma, a

possibilidade processos fotélicos secundarios.

Figura 06 - Estrutura quimica da substancia 2-[29-Hidroxi-49-oxopentil]-3,5-dimetil-

4,6-dihidroxi-7-acetilbenzofurano. Fonte: Fernandez et al. (2006).

Fernandez, et al. (2009) analisaram os coeficientes de absorcdo UVB em 13
diferentes substancias liquénicas extraidas de liquens da zona alpina do Chile. Os
resultados indicaram o FUM como a substancia de menor absorgdo UVB.

Lasson et al. (2009) verificaram que Lobaria pulmonaria e Xanthoria aureola
sintetizam melanina e parietina em maior quantidade quando expostas a radiacdo UVB.

Kohlhardt-Floehr et al. (2010) investigaram o potencial antioxidante e pro-oxidante
do acido Usnico extraido de Xanthoparmelia farinosa (Vainio) usando células de
linfocitos humano (Jurkat-cell) sob diferentes doses de radiacdo UV-B. Os resultados
indicaram que com baixas concentracdes de USN e baixas doses de UVB (0,1 J/cm?)

existe um elevada taxa de sobrevivéncia das células.

Diferencas existentes entre pigmentos fotossintetizantes em liquens podem ser
observados em Unal et al. (2009) que observaram ap0s irradiar amostras de Physcia
semipinnata com doses de 20 J.m™ de radiacdo UVA, uma diminuigdo na concentracio
de Clorofila “a”, diretamente proporcional ao tempo de experimento. Os resultados

indicaram que ap0s um periodo de 24, 48 e 72h, a concentragdo de clorofila “a” foi de
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23.98, 8.89 e 6.65 mg/g, respectivamente. Nas amostras controle a concentracdo

encontrada foi de 38,9 mg/g.

Picotto; Tretiach (2010) observaram diferencas no teor de Clorofila “a” entre doze
populacbes de espécies de liquens foliculas coletados na sobra ou expostos ao sol. Os
resultados demonstratam que a atividade de fotossintese € dependente do regime de luz

sobre o talo.

Unal; Uyanikgil (2011), examinaram a influencia da radiacdo UVB nas doses de
5.9; 47,9 e 95,9 J/cm? em talos do liquen Physcia semipinnata em termos de viabilidade
celular e mutagdes. Os resultados sugeriram que a UVB induz a morte celular do
fotobionte e do micobionte de maneira diretamente proporcional as doses aplicadas,
apresentando na dose de 95,9 J/cm? morte de 100% das células do fotobionte a 45% das
células do micobionte. Os autores sugerem, ainda, que o acumulo de células mortas na

superficie do talo pode ser uma forma de protecdo contra os raios UVB.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e acondicionamento do material liquénico

Tufos de Cladonia verticillaris (500 g) foram coletados em solos arenosos dos
municipios de Saloa-PE (altitude de 1086 m, Lat. 9° 25" S, Long. 36° 79" W) e
Alhandra-PB (altitude: 107 m, Lat. 7° 27' S, Long. 34° 57" W) representados na figura 7,

em sacos de papel, e levados para o laboratorio de microbiologia do solo/DEN/UFPE.

Figura 7 - Mapa indicando os locais de coleta das amostras liquenicas, onde: (A)
Alhandra -PB; (B) Fazenda Brejo, Salod-PE. Mapa: Girlan Silva. Fotos: Helena Silva,
2008.

O material foi limpo, acondicionado em caixas de papeldo e mantido a temperatura
ambiente (28° + 3°C). Parte foi identificada por caracteristicas taxonémicas e quimicas
do talo e, depositada no herbario UFP, do Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Pernambuco, exsicata n® 63.704 para os liquens coletados em Saloa, e

exsicata n°® 63.705 para os coletados em Alhandra.
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3.2 Irradiacdo do material liquénico
3.2.1 Exposicéo gama em fonte de Co®

Para exposicdo gama amostras de C. verticillaris foram acondicionadas em
envelopes de papel. Foram separados 40 envelopes com 12g cada de C. verticillaris
coletada em Salod e a mesma quantidade para as amostras coletadas em Alhandra.

Os 40 envelopes, de cada localidade, foram subdivididos em 5 grupos de 8
envelopes cada, obtendo, dessa forma, 8 unidades amostrais (7 irradiadas e 1 controle)

com 5 repeticdes.

Cada envelope foi submetido, uma Unica vez, a uma das oito doses utilizadas de
radiagcdo gama. As doses utilizadas foram: 0, 10, 50, 100, 500, 1.000, 5.000 e 10.000 Gy
de Co%®, no irradiador Gammacell 220 Excel (figura 8), seguindo metodologia de
Ninfotova et al. (1995). As taxas de dose foram 7,795 kGy/h (03/02/2009) para as
amostras de Salod, e 7,144 kGy/h (29/10/2009) para as de Alhandra. A irradiacdo das

amostras foi realizada no Gammalab. do Departamento de Energia Nuclear/UFPE.

Figura 8 - Irradiador, Gammacell 220 Excel. Fotos: Helena Silva (2008).
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3.2.2 Exposicao Ultravioleta B

Para exposicao a radiacdo UVB foram separadas 35 recipientes plasticos revestidos
com papel aluminio contendo, cada um, 12g de C. verticillaris para as amostras de

Saloa e a mesma quantidade para as amostras de Alhandra.

Os 35 recipientes pléasticos, de cada localidade, foram subdivididos em 5 grupos de
7 recipientes. Obtendo, dessa forma, 5 repeticfes para os 7 tratamentos (6 tratados e 1

controle).

As amostras liquénicas foram expostas, uma Unica vez, a uma das 7 doses utilizadas.
As doses utilizadas foram 0, 1, 3, 6, 9, 12 e 15 J/cm? de UVB em lampada Philips
Ultraviolet B — 20 W (figura 9), seguindo metodologia de Rancan et al. (2002). As
radiacdes foram realizadas no laboratorio de Microbiologia do Solo, Departamento de
Energia Nuclear/UFPE.

Figura 9 - Irradiagdo UVB em lampada Philips Ultraviolet B — 20W. Foto: Helena
Silva (2009).

3.3 Montagem dos experimentos
O trabalho foi realizado em quatro etapas:
e Etapa 1: C. verticillaris de Saloa submetida a radiacdo gama;
e Etapa 2: C. verticillaris de Alhandra submetida a radiacdo gama;
e Etapa 3: C. verticillaris de Salod submetida a radiacdo UVB;

e Etapa 4: C. verticillaris de Alhandra submetida a radiacdo UVB.
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Em cada etapa, as amostras liquénicas (12 g) irradiadas e ndo irradiadas foram
acondicionadas, separadamente, em recipientes plasticos, revestidos de papel aluminio
com tampa (figura 10). Todos os tratamentos foram borrifados com 2,5ml de agua
deionizada, trés vezes por semana, durante todo o experimento. O delineamento

experimental para todos os experimentos foi inteiramente casualizado.

Figura 10 - Montagem dos experimentos. Foto: Helena Silva (2008)

3.4 Coleta do material liquénico

Apb6s montagem dos experimentos, foram realizadas coletas de 1,59 do material
liquénico, de cada tratamento, nos seguintes intervalos: 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180
dias. As amostras foram acondicionadas separadamente, para posterior analise: 1 g para

extracdo de fenois e 0,5 g para anélise de Clorofila Total.

3.5 Andlise quimica e fisioldgica dos liquens

Amostras dos liquens irradiados e ndo irradiadas foram avaliadas quimica e
fisiologicamente, por meio de quantificagdo de fendis e analise de pigmentos (Clorofila

Total), respectivamente.
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3.5.1 Analise de fendis liquénicos
3.5.1.1 Obtencéao de extratos organicos

Apds a coleta, os liquens irradiados e nao irradiados, foram submetidos a extracédo
de seus fenois pelo sistema de esgotamento a temperatura ambiente. Este processo
consiste na adigdo, separadamente, de 10 mL de cada solvente: éter, cloroformio e

acetona, conforme Silva et al. (2010).

Os extratos obtidos (figura 11) foram evaporados a temperatura ambiente e
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia em

Camada Delgada (CCD) e Ensaio Espectrofotométrico.

Figura 11 - Obtencdo dos extratos liquénicos. Foto: Helena Silva (2009).

3.5.1.2 Cromatografia em Camada Delgada para deteccéo de fendis

Os extratos liquénicos foram submetidos a cromatografia ascendente em camada
delgada (CULBERSON, 1972) (figura 12), utilizando-se placas de silica Gel Fjs4+366
Merck desenvolvidas no sistema B de solventes (hexano/éter dietilico/acido formico,
130:80:20, v/v/v.). Apbs evaporacdo dos solventes, as placas foram reveladas sob luz
ultravioleta curta e longa, posteriormente pulverizadas com acido sulfarico a 10%, e
aquecidas a 100°C por 1h. Os resultados foram avaliados mediante RF (quociente entre
a altura em cm das substancias separadas (bandas) e a linha de parada do solvente) e cor
das substéncias separadas, e comparadas com padrdes das substancias utilizadas: acidos
fumaprotocetrarico (FUM), protocetrarico (PRO) e atranorina (ATR).

Estas analises foram realizadas no Laboratorio de Produtos Naturais do

Departamento de Bioquimica/CCB/UFPE.
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Figura 12 - Cromatografia ascendente em Camada Delgada. Foto: Helena Silva (2010).

3.5.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para deteccdo de fenois
Os extratos e padrdes liquénicos foram injetados em cromatografo LC-MS-I1T TOF.
Chimatzu (figura 13) nas concentracdes de 1 mg.mL* e de 0,1 mgmL™,

respectivamente.

Como parametros de anélise, foram utilizadas coluna de fase reversa C18, fase
mével metanol/agua/acido acético (80:19,5:0,5, v/v/v), sob fluxo de 1,0 mL.min™, com
coluna ODS 15 cm e 2,5 D.1, pressdo 84atm, atenuacdo 6, temperatura ambiente (28 +
3°C), conforme Legaz; Vicente (1983).

Os resultados foram avaliados de acordo com o tempo de retencdo (TR) das

substancias na coluna e a area dos picos dos cromatogramas obtidos.

Esta andlise foi realizada na Central Analitica do Departamento de Quimica
Fundamental/CTG/UFPE.

Figura 13 - Cromatdgrafo LC-MS-IT TOF. Chimatzu. Foto: Helena Silva (2011)
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3.5.1.4 Ensaio Espectrofotométrico

Os extratos (0,01 mg/mL) foram analisados em espectrofotdmetro
BIOCHROM® modelo Libra S 22 (figura 14) nos comprimentos de onda de 210, 254 e
366 nm, selecionados conforme o pico de absor¢do maxima do FUM em ultravioleta,

proposto por Huneck; Yoshimura (1996).

Foi elaborada uma curva de calibracdo, a partir da solucdo estoque de FUM
padrdo a 0,1 mg/mL, com dilui¢bes sucessivas até 0,00001 mg/mL, possibilitando

calculo dos teores desta substancia nas amostras.

Figura 14 - Espectrofotdmetro BIOCHROM® modelo Libra S 22. Foto: Helena Silva
(2010).

3.5.2 Analise de pigmentos

O pigmento analisado foi clorofila total (“a” + “b”). Este foi extraido a partir de
500mg de talo liquénico infusos em 10 ml de acetona a 80%, mantidos no escuro por 48
horas, em seguida cada extrato foi filtrado. Os teores de pigmentos foram quantificados
em espectrofotdbmetro BIOCHROM® modelo Libra S 22 (figura 14) a 663nm e 645nm.
Os resultados das leituras foram aplicados em férmulas para o calculo dos teores de
clorofila total (HILL, 1963).

3.6 Isolamento e purificacdo de substancias liquénicas
O isolamento e a purificacdo do &cido fumarprotocetrarico (FUM) foram realizados

em amostras ndo irradiadas e recém coletadas para utilizagdo como amostra padrao.
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A extracdo, o isolamento e a purificacdo do FUM foram realizados segundo o
método de Asahina; Shibata (1954), modificado por Pereira (1998), a partir de 10g de
C. verticillaris, extraidos com éter dietilico, cuja infuséo foi mantida a -13° C por 48h.
Apoés filtracdo e concentracdo do solvente, o material foi precipitado com acetona, e

mantido em repouso por 72h a 13°C. Os cristais foram recristalizados em acetona.

Padrdes de PRO e ATR foram fornecidos pelo Laboratorio de Produtos Naturais do
Departamento de Bioquimica/CCB/UFPE.

3.7 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia sob o delineamento
experimental inteiramente casualizado e, em seguida, efetuadas as analises de regressao
para se estimar a producdo/acumulo do acido fumarprotocetrarico de amostras de C.
verticillaris irradiadas e seus grupos controle. Os resultados se ajustaram de forma mais
eficiente ao modelo quadratico por meio do uso do programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizada, em cada coleta, a avaliacdo qualitativa da composi¢cdo quimica de
talos liquénicos submetidos a radiacdo gama, e ndo irradiados, ap6s um periodo de
incubacdo de seis meses. Analises em Cromatografia em Camada Delgada revelaram a
presenca do &cido fumarprotocetrarico (FUM), seu principal composto (Rf 0,99) e suas
substancias secundarias como o acido protocetrarico (PRO) (Rf 0,53) e atranorina
(ATR) (Rf 0,95), em todas as amostras (figura 15) avaliadas. Estas substancias ja foram
identificadas em liquens em condi¢Ges naturais segundo Huneck; Yoshimura (1996),
Ahti et al. (1993) e Athi; Marcelli (1995).

Em adicdo, observa-se ainda, na figura 15, a presenca do composto com Rf
semelhante ao acido metil-protocetrarico (Rf 0,82) (HUNECK; YOSHIMURA, 1996),
nas amostras de C. verticillaris provenientes de Alhandra, coletada aos 15 dias e, nas
amostras provenientes em Saloa ap6s 180 dias de tratamento.

Nos cromatogramas referentes as amostras irradiadas com ultravioleta (figura 16),
além das substancias principais e acessorias, observa-se também a presenca de
metabdlitos intermediérios os quais podem ser referentes, segundo Fontaniella et al.
(2000) ao é&cido hipoprotocetrarico (Rf 0,75) e metil-protocetrarico (Rf 0,82). Athi;
Marcelli, (1995) sugerem a presenca do confumarprotocetrarico (Rf 0,55) e, ainda,
Xavier-Filho et al. (1984) e Athi et al. (1993) referem-se ao orcinol e ao 3-metil orcinol
carboxilato. Observa-se ainda a atranorina na forma reduzida ou oxidada (Rf 0,95).

O surgimento dessas bandas intermediarias nesses cromatogramas da-se,
provavelmente, pela influéncia do aumento dos niveis de radiacdo ultravioleta. Legaz et
al. (1986) informam que talos de Cladonia verticillaris promoviam uma maior sintese
do é&cido fumarprotocetrarico (1 a 2,5 vezes), seu principal composto, quando
diretamente expostos ao sol, em ambiente natural. O mesmo liquen, quando protegido
pela sombra de um dossel de Anacardium occidentale priorizava o acumulo de
clorofilas e outros pigmentos fotossintetizantes.

Na figura 16 observa-se, nas cromatoplacas referentes aos extratos de C. verticillaris
coletada em Alhandra, bandas com Rf’s inferiores ao do PRO (Rf 0,53) ndo evidenciadas nas
cromatoplacas referentes aos liquens coletados em Saloa: Rf 0,19 e Rf 0,25. Estes
dados provavelmente sdo referentes aos diferentes resultados apresentados por C.
verticillaris quando coletada em diferentes ambientes e, exposta ao excesso de radiacéo
UVB.
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Figura 15 - Cromatografia em Camada Delgada dos extratos de C. verticillaris submetida a radiacdo gama (0; 10; 50; 100; 500; 1K; 5K e 10K Gy) e
seus grupos controle: (A): extrato in natura de C. verticillaris; (B): &cido Fumarprotocetrarico e (C): &cido Protocetréarico.
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Figura 16 - Cromatografia em Camada Delgada dos extratos de C. verticillaris submetida & radiacio ultravioleta (0; 1; 3; 6; 9; 12 e 15 J/cm?) e seus
grupos controle (A): extrato in natura de C. verticillaris; (B): acido Fumarprotocetrarico; (C): acido Protocetrarico e (D): Atranorina.
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Pereira et al. (1999) afirmam que a sintese do FUM ¢ precedida pela producédo da
ATR, que em etapas subsequentes, da origem aos acidos hipoprotocetrarico e metil-
protocetrarico, e forma m o acido protocetrarico (PRO). Este, ao acoplar-se a uma
porcdo de fumarato, origina 0 FUM. Portanto, o acimulo de produtos intermédiarios e
ATR na sintese do FUM pode ocorrer por algum bloqueio nas etapas metabodlicas
causadas pela radiacdo, ou como mecanismo de protecdo do liquen contra a agressdo
externa.

Em adicdo, Culberson et al. (1983) verificaram um aumento na concentracdo de
depsideos em amostras de Cladonia cristatella quando exposta a elevados niveis de
intensidades de luz. E, ainda, Fernandez et al. (2006) observaram que solugdes de &cido
usnico irradiadas com doses crescentes de UVB originavam fotoprodutos.

Observa-se, nos cromatogramas, a presenca de bandas acentuadas referentes ao Rf
da atranorina (Rf 0,95), principalmente nas amostras irradiadas com ultravioleta. Sabe-
se que em C. verticillaris a producdo do FUM ¢é precedida pela sintese da ATR
(PEREIRA et al., 1999; FONTANIELLA et. al., 2000), nesse contexto, uma possivel
concentracdo mais acentuada de ATR indica que os radicais livres, provavelmente,
produzidos pela influéncia da radiagdo UVB, bloqueiam, de alguma forma, as reacoes
para a producdo do FUM, resultando na concentracdo das substancias mencionadas.

Em adicdo, Fernandez et al. (2009) afirmam que a ATR apresenta maior espectro
de absor¢do UVB que o FUM e o PRO.

A quantificacdo da concentragdo do FUM nos extratos das amostras irradiadas e
controle foi realizada com base em uma curva de calibracdo do FUM purificado (figura

17), a qual produziu uma linha de tendéncia linear com correlagdo R? igual a 0,989.

y=4,337x+0,143
R? = 0,989

Absorvéncia (254; 310; 366)
9]
w

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentragdo do FUM (mg/mL)

Figura 17- Curva de Calibracdo do &cido Fumarprotocetréarico.
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Os resultados obtidos possibilitaram calcular os teores do FUM nos diferentes
tratamentos e tempos do experimento para cada tipo de radiacgéo.

A producdo de FUM, apds irradiacdo gama e seu grupo controle, pode ser
observada na figura 18, para amostras coletadas em Salod e na figura 19, para as
coletadas em Alhandra.

Produg¢ao de FUM por C. verticillaris (Saloa-PE)
012
0,1
0,08

0,06

mg.mL?

0,04

0,02

15 30 60 90 120 150 180

Dias

m0 ®m10Gy m50Gy m100Gy m500Gy m®1.000Gy m5.000Gy m10.000Gy

Figura 18 - Concentracdes do &acido fumarprotocetrarico extraido dos talos de C.
verticillaris, coletado em Saloa-PE, irradiados e ndo irradiados com radiagdo gama, em
diferentes épocas de coleta.

Produgao de FUM por C. verticillaris
(Alhandra-PB)
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Figura 19 - Concentragdes do acido fumarprotocetrérico extraido dos talos de C.
verticillaris, coletado em Alhandra-PB, irradiados e ndo irradiados com radiacdo gama,
em diferentes épocas de coleta.
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Pode ser observada, nas figuras 18 e 19, uma tendéncia de diminuicdo na
producdo de FUM nas amostras coletadas em Salod e em Alhandra, a partir de 120 dias
de experimento. Dados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2010) que
observam uma diminuicdo nos teores de &cido usnico em amostras de Cladonia
substellata, trés meses ap6s serem submetidas & exposicdo gama em fonte de *°Co nas
doses de 60 e 80 Gy, e Melo (2011) que observou diminuicéo do acido barbatico em C.
salzmannii, quatro meses ap6s ser irradiada com doses de 20, 40, 60, 80 e 100 Gy de
radiagdo gama em fonte de *°Co.

Foi possivel observar uma hiper producdo do FUM nas amostras irradiadas e
coletadas aos 90 dias de experimento em ambos os locais de coleta. A partir de 120 dias
o teor de FUM parece diminuir cada vez mais, até 180 dias. Isto ocorre, provavelmente,
como mecanismo de defesa dos liquens, devido a influéncia de um agente externo,

nesse caso a radiacdo gama, conforme sugerido por Woodwell; Gannutz (1968).

E possivel que ap6s 120 dias de experimento a dose absorvida nos tecidos do liquen

possa ter impedido a sintese do FUM, como fator de adaptacdo a tal situacao.

Os resultados podem, ainda, ser ratificados em funcdo dos postulados de Jones; Platt
(1969); Synder; Platt (1973); Erbisch (1974) e Pollum; Erbisch (1972) que afirmam a
existéncia de efeitos tardios sobre Cladonia sylvatica e C. verticillata submetida a doses
agudas ou cronicas de radiagdo gama.

Estes dados estdo de acordo com Pawlik-Skowronska; Backor (2011) que
observaram um aumento nas concentracées de FUM em Cladonia furcata e dos acidos
estitico e constitico, da atranorina e zeorina em Lepraria lobata, como forma de defesa
dos liquens & acdo de poluentes radioativos, neste caso o chumbo (Pb*%). Estes dados
podem, ainda, ser corroborados por Mota-Filho et al. (2007) que observaram alteracfes
na producdo de metabdlitos secundarios em C. verticillaris sob influéncia de acetato de

chumbo.

Com base nos dados obtidos, foi possivel elaborar um grafico comparativo da
producdo do FUM por C. verticillaris coletada em Saloa e em Alhandra nos diferentes

tempos de experimento (figura 20).
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Figura 20 - Producdo de Acido Fumarprotocetréarico (mg.mL™) em funcéo da dose de radiacdo gama (Gy) em diferentes épocas de coleta.

L Desvio padrio negativo; 7T Desvio padrao positivo.
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Na mesma figura pode-se observar que as amostras de C. verticillaris coletadas em
Salod e em Alhandra, aos 15 dias de experimento apresentaram, em todas as amostras
analisadas, uma producéo/acimulo de FUM maior que a amostra controle, com excecao para
as amostras de Salod irradiadas com 10.000 Gy que tiveram uma reducdo de 12% em relacéo
a amostra controle.

Nesta coleta as amostras de Alhandra produziram/acumularam FUM de maneira
diretamente proporcional ao aumento da dose utilizada. Dessa forma, a dose de 10.000 Gy foi
a que estimulou uma maior producdo de FUM, apresentando 2,58 vezes a mais que a amostra
controle. Este fato, também, ocorreu nas amostras de Salod até a dose de 100 Gy, com
producdo de 1,36 vezes a amostra controle. A partir dai as concentragdes diminuiram com o
aumento da dose de radiacéo.

Apesar do aumento da producdo de FUM, nas amostras de Saloa, na coleta de 30 dias,
apenas a dose de 500 Gy revelou uma produgdo maior que a amostra Controle, apresentando
apenas 1,02 vezes. Nas amostras de Alhandra todas as doses tratadas revelaram uma producéo
maior que a da amostra Controle, com destaque para a dose de 5.000 Gy com producéo de
1,83 vezes.

Na coleta aos 60 dias, amostras de Saloé apresentaram uma bioprodugdo de FUM inferior
as produzidas na coleta anterior, com excec¢do para as amostras irradiadas com 10.000 Gy.
Fato semelhante ocorreu nas amostras coletadas em Alhandra, porém a exce¢do foi para as
irradiadas com dose de 10 Gy.

Aos 90 dias, existiu um pico de produtividade na producdo do FUM, nas amostras de C.
verticillaris de ambos os locais de coleta. Destacam-se a producgéo de 1,41 vezes, na dose de
5.000 Gy para amostras de Saloa, e 500 Gy para as amostras de Alhandra com producdo de
2,70 vezes a amostra controle. Vale salientar que, nesta coleta, as amostras de Alhandra, em
todos os tratamentos, produziram FUM em quantidades superiores a 2 vezes a amostra
controle.

Aos 120, 150 e 180 dias observa-se, de maneira geral, nas amostras coletadas em Saloa e
em Alhandra, uma diminuicdo na producdo do FUM, onde em todos os tratamentos essa
concentracgéo foi inferior as apresentadas nas amostras controle.

Os menores percentuais de producdo do FUM, nas amostras de C. verticillaris, foram
encontrados nas coletadas aos 180 dias. Nas amostras provenientes de Saloa, a producdo de
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FUM teve uma redugdo em 50% em relacdo a amostra controle na dose de 5.000 Gy; nas de
Alhandra, esta reducéo foi de 75% nas amostras que receberam dose de 10.000 Gy.

Sanita di Toppi et al. (2005) e Backor; Fahselt (2008) sugerem que modificacdes
fisioldgicas e morfologicas nos simbiontes liquénicos, devido aos agentes agressores do
ambiente, provocam alteracdes na producdo das substancias liquénicas. Conforme sugerido
por Grodzinsky (1989) essas alteracfes irdo ocorrer, provavelmente, devido a destruicdo de
suas rotas metabdlicas. Portanto, sugere-se que a radiacdo também pode ter interferido da
mesma forma.

Nifontova et al. (1995) verificaram danos a membrana plasmatica, analisando perda de
eletrolitos e compostos orgénicos e o fluxo de potéssio, ao irradiar Peltigera aphthosa,
Cladonia arbuscula, Cetraria islandica e Hypogymnia physodes com doses crescentes de
radiacdo gama. Os autores observaram gue as maiores modificagdes ocorreram em amostras
de H. physodes ao serem irradiadas com 50.000 Gy, apresentando alteracGes de até 400% na
perda de eletrdlitos, 543,85% na perda de compostos organicos e, 217,28% na perda de
potassio. Em adicdo, Erbisch; Kalosis (1973) observaram o surgimento de manchas marrons
na membrana plasmatica e presenca de muitos vacuolos no citoplasma do fotobionte de

Cladonia sylvatica na dose de 1000 Gy.

Sabe-se que a membrana plasmatica da célula vegetal tem varias funges, entre elas
manter estavel a composicdo quimica do meio intracelular (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1987; RAVEN, 1996; PANNO, 2004). Dessa forma, danos a ela induzidos pela radiacdo

gama provavelmente podem influenciar na producéo de metabdlitos secundarios.

Com referéncia aos efeitos biologicos diretos e indiretos da radiacdo ionizante, Nifontova
et al. (1995) concluiram que talos liquénicos secos sdo mais resistentes a radiacdo ionizante
gue os Umidos, ao observarem que a dose de 1000 Gy foi suficiente para inibir em 54% a
respiracdo de talos Umidos de Hypogymnia physodes e em talos secos, esta mesma dose
estimulou um aumento de cerca de 200%. Erbisch; Kalosis (1973), também observaram um
aumento de cerca de 170% no consumo de oxigénio em talos secos de Cladonia sylvatica, na
dose de 1000 Gy. Com isso, pode-se constatar que ao irradiar amostras secas de C.
verticillaris, provavelmente, o efeito direto das radiacGes ionizantes pode ter contribuido para

um aumento na producdo de FUM, até os 90 dias de experimento.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DKalosis,%2520J.J.%26authorID%3D24574132300%26md5%3D77b43250b3764dd34c2e76983835d137&_acct=C000037678&_version=1&_userid=686475&md5=48ba3816359712b79e0252440f119267
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DKalosis,%2520J.J.%26authorID%3D24574132300%26md5%3D77b43250b3764dd34c2e76983835d137&_acct=C000037678&_version=1&_userid=686475&md5=48ba3816359712b79e0252440f119267
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Devido ao pico de produtividade aos 90 dias de experimento, foi realizada a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE nas amostras tratadas e controle com o
objetivo de visualizar a producdo dos metabdlitos secundarios produzidos pela espécie apds

receber diferentes doses de radiacdo gama.

Na figura 21, observam-se os padrdes de acido fumarprotocetrarico (FUM) purificado
(Figura 21-A) apresentando tempo de retencdo (TR) de 17,2 minutos, e de atranorina (ATR)
purificada (Figura 21-B) com TR de 27,6 minutos, e o comportamento do extrato de C.
verticillaris, provenientes de Saloa (Figura 21-C) e de Alhandra (figura 21-D).

Foram detectados teores de FUM e ATR nas amostras controle de Salod e Alhandra,
ratificado pelos cromatogramas do FUM purificado de C. verticillaris. Os dados estdo em
conformidade com Ahti et al. (1993) e Pereira et al. (1995).

A figura 22 mostra a CLAE dos extratos de amostras de C. verticillaris de Saloa e
Alhandra submetidas as doses de 10, 1.000 e 10.000 Gy de radiacdo gama, ap6s um periodo
de noventa dias.

Nos cromatogramas referentes as amostras de Salod irradiadas com 10; 1.000 e 10.000
Gy o TR para o pico referente ao FUM foi de, aproximadamente, 18 minutos. Nestas amostras
a producdo de FUM foi de 0,26; 0,08 e 0,09 mg.mL™, respectivamente. Esses dados

apresentaram-se em conformidade com os obtidos por espectrofotometria.

Nas anélises em CLAE das amostras referentes aos extratos irradiados de C. verticillaris
de Alhandra, foi observado que o pico correspondente ao FUM surgiu com TR de 17 minutos
nos extratos irradiados com 10 e 1.000 Gy, apresentando producdo de 0,41 e 0,014 mg.mL™,
respectivamente. Os extratos de C. verticillaris irradiada com 10.000 Gy apresentaram
producdo de 0,31 mg.mL™ para a substancia com TR de 16.26 minutos, a qual pode ser
referente ao FUM modificado. Essa modificacdo, provavelmente, é devido a alteracGes na
composi¢cdo quimica da substdncia referida por algum bloqueio nas etapas metabodlicas
causado pela radiacdo (SILVA et al., 2010).
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Figura 21 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Onde A: Acido Fumarprotocetrarico (FUM); B: Atranorina (ATR); C: Extratos de
C. verticillaris, provenientes de Saloa; D: Extratos de C. verticillaris provenientes de Alhandra.
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submetida a diferentes doses de radiagdo gama (10 , 1000 e 10.000 Gy) ap6s 90 dias de experimento. Onde: FUM: Acido
Fumarprotocetrarico; ATR: Atranorina.
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Outra substancia analisada em CLAE dos extratos irradiados de C. verticillaris foi
a atranorina. Observa-se, nos extratos das amostras provenientes de Salod, que o pico
correspondente a ATR, foi registrado com o tempo de retencdo de, aproximadamente,
29 minutos, apresentando producdo para as amostras irradiadas com 10; 1000 e 10.000
Gy de: 0,07; 0,03 e 0,08 mg.mL™, respectivamente. Dessa forma, verifica-se a maior
producgéo para as amostras irradiadas com 10.000 Gy. Vale salientar que a producédo de
ATR nas amostras de C. verticillaris provenientes de Saloa foi de 0,008 mg.mL™,
demonstrando, novamente, alteracbes na producdo das substancias liquénicas pela

influéncia da radiacdo gama.

A produgdo de ATR por C verticillaris proveniente de Alhandra ndo exposta a
radiacdo gama foi de 0,024 mg.mL™. Apés exposicdo gama o TR da referida substancia
foi de, aproximadamente, 27 minutos. A producdo para amostras irradiadas com 10;
1.000 e 10.000 Gy foi de 0,15; 0,06 e 0,20 mg.mL™, respectivamente.

Nas amostras ndo irradiadas de C. verticillaris de Saloa, observa-se que a producédo
do FUM (0,039 mg.mL™) apresentou-se inferior & producdo da substancia ndo
identificada com TR de 14,7 minutos (0,094 mg.mL™). Apés exposicdo & dose de 10
Gy, a producdo de FUM foi de 0,26 mg.mL™ e a da substancia referida foi de 0,10
mg.mL™?, demonstrando, dessa forma, alteracdes qualitativas e quantitativas na
producdo das substancias liquénicas ap0s exposicdo a radiacdo gama, possivelmente por

alteracfes em suas vias metabdlicas.

Observa-se, de maneira geral, uma diferenga significativa entre os teores de
substancias sintetizadas pelas amostras coletadas em Salod e em Alhandra (FUM e ATR
e outras substancias ndo identificadas), bem como na variacdo do seu TR na coluna.
Alguns picos ndo-identificados observados na CLAE apresentam TR proximo ao FUM
e ATR podem ser metabdlitos intermediarios da via biossintética ou produtos de
degradacéo (BURIL, 2011).

Fernandez et al. (2006) ao irradiar solucdes de &cido Usnico com doses de 7,5
mJ/cm? de radiacio UVA e 1,46 mlicm® de UVB constataram a formacdo de
fotoprodutos. Os mesmos autores verificaram, ainda, um aumento na concentragdo
desse fotoproduto associado a uma diminui¢do na concentracdo do USN a medida que
aumentava 0 tempo de experimento. Neste trabalho, o aumento na producdo de
metabolitos intermediarios foi acompanhado de uma diminuicdo na concentracdo da

substancia principal produzida pela espécie com o aumento da dose de radiagdo gama.
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A radiossensibilidade nos liquens ndo ocorre na mesma propor¢cdo para O0S
organismos simbiodnticos. Gannutz (1972) observou que as células das algas
apresentam-se mais radiossensiveis que as do fungo. Apo0s irradiar algas e fungos
liguénicos, verificou que a dose para 50% de sobrevivéncia de suas células (LDs) é de

100 Gy para a alga e de 400 Gy para o fungo.

Sobre a radioresisténcia dos fungos Chou et al. (1971) verificaram que o fungo
Penicillium expansum, ap6s receber a dose de 1.000 Gy nédo apresentou danos ao DNA
e RNA. Thompson (1990) ndo observou danos ao fungo Fusarium graminarium apés
receber dose de 5.000 Gy. O fato pode, ainda, ser corroborado por Nifontova et al.
(1989) que afirmam que culturas do fotobionte liquénico Trebouxia erici € mais
sensivel a radiacdo gama que o micobionte de Parmelia caperata.

Dessa forma, tendo em vista a radiosenssibilidade das algas, procurou-se quantificar
os teores de clorofila das amostras de C. verticillaris provienientes de Alhandra e Saloa
submetidas as diferentes doses de radiacdo gama, visto que a quantidade deste pigmento
esta estreitamente relacionada com os percentuais de células de algas vivas, sendo elas
as responsaveis pela sintese de carboidratos na simbiose liquénica (MAZZITELLI et
al., 2006).

A quantificacdo de clorofila total nas amostras provenientes de Saloa (figura 23) e
Alhandra (figura 24) irradiadas com raios gama, e suas amostras controle, demonstram
que a concentracdo deste pigmento foi maior nas amostras controle em todo o
experimento, existindo uma diminui¢do na sua concentracdo com o aumento do tempo
de coleta. Estes resultados acompanham os obtidos em relacdo a concentragdo/acimulo
de FUM.
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Teores de Clorofila Total extraidos de C. verticillaris (Saloa-PE)
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Figura 23: Teores de clorofila total extraidos de C. verticillaris, coletada em Saloa-PE,
apos irradiacdo gama em diferentes épocas de coleta.

Teores de Clorofila Total extraidos de C. verticiliaris (Alhandra-PB)
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Figura 24: Teores de clorofila total extraidos de C. verticillaris, coletada em Alhandra-
PB, apos irradiacdo gama em diferentes épocas de coleta.

Os maiores teores de clorofila total encontrados em amostras de C verticillaris
provenientes de Saloa, ocorreu na coleta de 90 dias, no tratamento de 10 Gy,
apresentando, apenas, 0,20 vezes a amostra controle. Para amostras de Alhandra, o
destaque foi para a coleta de 60 dias, na dose de 10 Gy, com teores de 0,66 vezes a

amostra controle.
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Os menores teores de clorofila total foram encontrados na coleta de 180 dias, com
reducdo de 87% em relacdo a amostra controle na dose de 1000 Gy, e reducdo de 88%
em relacdo a amostra controle, na dose de 100 Gy, para Salod e Alhandra,

respectivamente.

Observa-se, ainda, que nas amostras provenientes de Alhandra os teores de clorofila
total extraidos das amostras irradiadas com 10 Gy apresentam-se de forma crescente de
15 a 60 dias de coleta. Isto pode ser explicado como provavel mecanismo de reparo de
DNA, ou fotoreativacdo, conforme sugerido por Hall (2002) apo6s observar que talos
hidratados de Cladonia arbusculosa ap6s tratamento com irradiacdo UVB e
acondicionados em baixa temperatura (2°C) diminuem a acumulacdo de dimeros de
piridimina (CPD’s).

Gannutz (1972) observou danos causados ao DNA de diferentes algas liquénicas
com dose de até 10.000 Gy de radiacdo gama de uma fonte de Co-60. Nifontova et al.
(1995) ao estudarem o efeito da radiacdo gama em Cladonia arbuscula, Peltigera
aphthosa, Cetraria islandica e Hypogymnia physodes com doses de 50, 100, 500, 1.000,
5.000 e 50.000 Gy, observaram que os danos a membrana plasmaética, respiracéo,
fotossintese, nitrogénio total e atividade de peroxidase ndo tiveram relacdo direta com o

aumento da dose de radiacdo empregada.

Os resultados podem ser ratificados em funcdo dos postulados de Jones; Platt
(1969); Pollum; Erbisch (1972); Synder; Platt (1973) e Erbisch (1974) que afirmam a
existéncia da producéo de feofitina, resultante da degradacao da clorofila em Cladonia
sylvatica e C. verticillta irradiadas com doses agudas ou cronicas de radiagdo gama.

Dessa forma, ao comparar as amostras provenientes das duas localidades, observa-se
que os teores de FUM e de clorofila total, sofreram influéncia da radiacdo utilizada,
porém o aumento da producdo/acimulo nédo foi diretamente proporcional ao aumento da

dose utilizada.

Portanto, com base nos resultados aqui apresentados e no referencial tedrico
mencionado é possivel verificar uma interferéncia no metabolismo de espécies
liguénicas, quando submetidas & irradiagdo com raios gama, atribuindo, a0 mesmo
tempo, ao liquen a capacidade de ativacdo da biossintese de seus fenois, onde foi
possivel verificar que a radiacdo gama teve uma maior influéncia sobre as amostras de

C. verticillaris coletadas em Alhandra.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DGannutz,%2520T.P.%26authorID%3D24579811300%26md5%3D5f2fc03fc357092cec24793ebe194d65&_acct=C000037678&_version=1&_userid=686475&md5=cf2408c24eb53cf223c34925d4265594

45

A etapa posterior consistiu em quantificar e analisar os teores de FUM dos extratos
de C. verticillaris, provenientes de Salod (figura 25) e Alhandra (figura 26), apos
irradiacdo ultravioleta do tipo B (UVB), e suas amostras controle, ao longo de 180 dias
de experimento.

E possivel observar que a producio de FUM nas amostras irradiadas foram, em todas
as doses aplicadas, superiores as amostras controle, para ambos os locais de coleta.
Estes dados podem ser ratificados por Fernandes et al. (2006) que verificaram ap0s
irradiacdo com UVB um aumento na concentracdo de &cido Usnico em Xanthoparmelia
microspora de 228%. Em adicdo, Begora; Fahselt (2001) sugerem que UVA induz a
sintese e 0 acumulo de &acido Usnico e atranorina em Cladonia uncialis, e ainda
Swanson; Fahselt (1997) observaram altera¢6es na concentracéo do acido giroforico em

talos de Umbilicaria americana apos irradiacdo UVB.

Producao de FUM por C. verticillaris (Saloa-PE)
0,03 4
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0,02 mo
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Figura 25 - Concentragdes do &cido fumarprotocetrarico extraido dos talos de C.
verticillaris, coletado em Saloa-PE, submetidos ou ndo a diferentes doses de radiacao
UVB, em diferentes épocas de coleta.
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Produgdaode FUM por C. verticillaris (Alhandra-PB)
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Figura 26 - Concentracdes do &cido fumarprotocetrarico extraido dos talos de C.
verticillaris, coletado em Alhandra-PE, submetidos ou ndo a diferentes doses de
radiacdo UVB, em diferentes épocas de coleta.

Com base nos dados obtidos foi possivel elaborar graficos comparativos da producéo
de FUM entre as espécies coletadas em Saloa e em Alhandra nos diferentes tempos de
experimento (figura 27).

Na figura 27 ¢é possivel observar que aos 15 dias de experimento as amostras de
C. verticillaris coletadas em Alhandra e em Salo tiveram a maior producdo de FUM ao
receber a dose de 1 e 15 J/cm?, respectivamente. As amostras de Alhandra produziram
2,03 vezes e as de Saloa 3,19 vezes a mais em relagcdo a amostra controle. Vale salientar
que nas amostras de Saloa houve um aumento de producdo em funcdo do aumento da

dose utilizada; ocorrendo o inverso nas amostras de Alhandra.

Amostras coletadas aos 30 e 60 dias, provenientes de Alhandra e Saloa, nédo
seguiram nenhum padrdo de producdo/acumulacdo de FUM em funcdo da dose
utilizada. Aos 30 dias as amostras coletadas em Saloa apresentaram uma maior
bioproducao sob dose de 1 J/cm?, cuja producdo foi de 2,66 vezes maior que o controle.
Para as amostras de Alhandra a maior producéo foi de 2,54 vezes maior que a amostra

controle, estimulada pela dose de 15 J/cm?. J4 na coleta de 60 dias, destaque de
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producdo foi de 2,08 vezes em Salod e 2,99 vezes maior que o controle em Alhandra,
ambas na dose de 15 J/cm?.

Na coleta de 90 dias observa-se um pico maximo de producdo de FUM para as
amostras tratadas e controle. A maior bioproducdo de FUM por C. verticillaris de
Alhandra ocorreu na amostra exposta a dose de 6 J/cm? de UVB, cuja producdo foi de
3,52 vezes a mais que a amostra controle. J& as amostras provenientes de Saloa
produziram 2,99 vezes a mais que & amostra controle, expostas a dose de 9 J/cm?.

Em seguida, aos 120, 150 e 180 dias, a producdo do FUM tende a diminuir de
maneira diretamente proporcional ao aumento do tempo do experimento, porém essa
producdo ainda continuou elevada, apresentando aos 120, 150 e 180 dias, producdo de
2,83 (9 Jicm?); 2,50 (9 Jcm?) e 2,25 (9 Jlcm?) vezes a amostra controle, para as
amostras provenientes de Salod; para as amostras de Alhandra destacaram-se as
producdes de 3,12 (9 J/cm?), 3,06 (9 J/cm?) e 2,98 (9 J/cm?), vezes a mais que a amostra
controle, respectivamente. Pode ser observado para as amostras de Salod e Alhandra,
que a dose de 9 J/cm? nas 3 Gltimas coletas obteve destaque na estimulacio da produgéo
do FUM.

Vale salientar que, para os experimentos realizados com UVB, as amostras de C.
verticillaris de Salod e Alhandra, em nenhum dos tempos de coleta, apresentaram
relacdo direta entre 0 aumento da producdo de FUM e o aumento da dose utilizada. A
excecdo foi para os primeiros 15 dias de experimento para C. verticillaris, onde as
amostras coletadas em Saloa apresentaram producdes crescentes de FUM em funcédo do
aumento da dose utilizada.

O inverso ocorreu em amostras coletadas em Alhandra, também nos primeiros 15
dias de experimento, onde foi possivel observar uma diminui¢do na produgdo de FUM
com o aumento da dose utilizada. Estes dados estdo de acordo com Swanson; Fahselt
(1997); Begora; Fahselt (2001), Bjerke et al. (2005) e Fernandes et al. (2006) que
observaram uma diminuic¢do na producdo de metabdlitos liquénicos com o aumento da
dose de radiacdo ultravioleta.

Os resultados indicaram, ainda, a existéncia de uma hiper produgdo de FUM aos
90 dias de experimento para liqguens de ambas as procedéncias. Esta hiper producéo,
provavelmente, ocorre para proteger a camada das algas do estresse radioativo
(RUNDEL 1978; LAWREY 1986).
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Figura 27 - Producfo de Acido Fumarprotocetrarico (mg.mL™) em funcio da dose de

coleta. - Desvio Padriio negativo; T Desvio padrdo positivo.

radiacdo ultravioleta (UVB) nos diferentes tempos de
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Este pico de producdo aos 90 dias, seguido de uma tendéncia a diminuicédo, foi
semelhante para as amostras irradiadas com radiagdo gama, o que provavelmente pode
representar um limite na producdo/acimulo de FUM para as espécies coletadas em

ambos os locais.

Fernandes et al. (2006) ao irradiar Xanthoparmelia microspora com dose de
7mJ/cm?, observaram um pico méaximo de producdo aos 15 dias de experimento , onde
constataram um aumento na concentracao de acido usnico em 326,31% para as amostras
irradiadas com UVA e 218,94% para as irradiadas com UVB. Em adigéo, Larsson et al.
(2009) observaram que UVB incrementa a biossintese da parientina em Xanthoria
aureola apo6s 15 dias de experimento.

Hall et al. (2002) observaram um aumento de até 218% na producdo de compostos
fenélicos em Cladonia arbuscula apés exposicdo a dose de 13 kJ/cm? de radiacdo UVB
apo6s 7 dias de experimento, sugerindo que esse acumulo se da como forma de
fotoprotecdo dos simbiontes e por sua atividade antioxidante. E, ainda, Solhaug et al.
(2003) observaram que a radiacdo UVA e UVB em Xanthoria parietina induzem a
sintese de parientina.

Em virtude da maior producdo do FUM apresentar-se aos 90 dias de experimento,
foi realizada CLAE dos extratos de amostras de C. verticillaris submetidas as doses de
1, 9 e 15 J/cm? de radiacdo UVB (figura 28). Observa-se, de forma geral, uma diferenca
entre as amostras coletadas em Saloa e em Alhandra em relacéo a variacdo nas areas dos

picos correspondentes ao FUM, bem como no seu tempo de retengéo (TR) na coluna.

Nos cromatogramas referentes as amostras de C. verticillaris provenientes de Saloa
irradiadas com doses de 1; 9 e 15 J/cm? de UVB, o TR para o pico referente ao FUM foi
de, aproximadamente, 17,7 minutos. Nestas amostras a producdo de FUM foi de 0,023;
0,065 e 0,036 mg.mL™, respectivamente. A dose que influenciou uma maior producio
de FUM por C. verticillaris, apds exposicdo UVB, foi 9 J/cm?, dados que estdo em
conformidade com os obtidos por espectrofotometria.



'
Saloa Alhandra
F AT ITATTaAl U4
350
] H
300 1 ‘
] ] ‘ FUM
250 2 H
1 B FUM . 2
4 - -
1J /Cm2 200 ATR ] ||‘m ﬂ ATR
H
a: ﬂ |
IOO—‘ 5} l 3
] H 9
] 3 K 3 Q@ 5 g 57 - § o © @ o
50 i::g ® o S8 o8 s - g .'1 g 32 2] 28 & = ‘: < <
173 ESa ~ = © oo o
o}—add L:_ = LN -8 8 3 B 8 A - S NN, & N S 8
0 : 10 15 20 25 30 35 o 5 10 1 2 25 3 35
min
i FUM ] FUM
9 J/cm? ﬂ ATR . ﬂ TR
250 |‘ || 1
« ‘ 2
! L = | . § o
© 1 1 © =) K3 o
g 82 = g & i = § 858 o = 2 3 8
c‘ [ (= 3:-’_7 8 3 o1 .” ~ 2 %“7\—-‘9 g & 49) 3
————— T
> 0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
15 J/cm
30 ]
] 400 FUM
- FUM ] ,l
200+ 300+ .
] 1 ATR ] ;E’ ﬂ ATR
] | ] s
] 2004 ‘
100- | 2 : -
] 1 © o~ r 4 100: ‘ : S
1 9 8 288 ~egegd s g g ¢ : g 2 s g 3 58 8 o
2 o I = SE N < 2 = < 1 ® < - @ % o G S =
ol e A SaNN. & & 9 3 o] S e T TN INC . NG &8 8 3
R B e e ———————r T B e e T v |

Figura 28 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos extratos organicos de C. verticillaris submetida a diferentes doses de radiacdo UVB
(1, 9 e 15 J/em?) ap6s 90 dias de experimento. Onde: FUM: Acido Fumarprotocetrarico; ATR: Atranorina.



52

Nas cromatografias das amostras referentes aos extratos de C. verticillaris de
Alhandra irradiadas com 1; 9 e 15 Jlcm? de UVB, foi observado que o pico
correspondente a0 FUM surgiu com TR de, aproximadamente, 17,5 minutos,
apresentando producdo de 0,045; 0,055 e 0,049 mg.mL™, respectivamente. A maior
producdo de FUM foi encontrada nas amostras de C. verticillariss expostas a dose de 9

J/cm?, estando esses dados em conformidade com os obtidos por espectrometria.

Destacam-se, ainda, na CLAE das amostras de Salod, substancias, néo
identificadas, com TR de, aproximadamente, 10,6; 14,8; 15,5 e 22,5 minutos, onde a
producdo para as amostras irradiadas com 1 J/cm? foi de 0,065; 0,018; 0,28 e 0,70
mg.mL™, respectivamente. Nas amostras irradiadas com 9 Jicm?, a producdo foi de
0,084; 0,026; 0,032 e 0,092 mg.mL™, respectivamente. E, ainda, nas irradiadas com 15
Jlem? a produgco foi de 0,072; 0,24, 0,30 e 0,86 mg.mL™, respectivamente. Observa-se,
de maneira geral, que a dose de 9 J/cm? foi a que causou maior influéncia na producéo

das referidas substancias.

Nos cromatogramas referentes aos extratos de C. verticillaris de Alhandra,
expostas a 1 J/cm?2 destacam-se 0s picos das substancias referentes ao TR de 10,3; 15,3;
22,2 e 27,8 minutos, cujas respectivas produgdes foram de 0,073; 0,065; 0,081 e 0,021
mg.mL™. Nas amostras irradiadas com 9 J/cm?, destacam-se os picos das substancias
com TR de 9,2; 15,2; 22,1 e 27,8 minutos, cujas suas respectivas producdes foram:
0,12; 0,047; 0,066, 0,018 mg.mL™. Nas amostras irradiadas com 15 J/cm?, o TR das
substancias que obtiveram destaque foi de 8,9; 15,1; 21 e 27,6 minutos, com produgdes
de 0,095; 0,036; 0,095 e 0,015 mg.mL™, respectivamente.

A diferenciacdo nos dados obtidos (TR e producdo das substancias) demonstra que
doses de radiacdo UVB influenciam de maneira diferenciada a producéo das substancias
liqguénicas, o que pode ser corroborado por autores ja& mencionados (Fernandes et al.,

2006; Larsson et al., 2009).

Sabe-se que em C. verticillaris a substancia produzida em maior quantidade é o
FUM seguido de ATR e PRO (AHTI et al., 1993; ATHI; MARCELLI, 1995;
HUNECK; YOSHIMUA, 1996 ATHI; MARCELLI, 1995). Entretanto, nos
cromatogramas obtidos, foi encontrada uma maior produtividade nos picos referentes a

outras substancias que segundo Grodzinsky (1989) e Pereira et al. (1999) pode ocorrer
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devido a algum bloqueio nas etapas metabolicas causado pela radiacdo, ou como

mecanismo de protecdo do liquen contra a agressao externa.

Analisando as concentragdes de clorofila total dos extratos de C. verticillaris,
provenientes de Salod (figura 29) e Alhandra (figura 30), apds irradiacdo UVB, €
possivel observar que a amostra controle apresentou uma maior concentracdo destes
pigmentos em todo experimento, e que essas concentragdes diminuem com o aumento
do tempo de experimento.

Os dados podem ser corroborado por Unal et al. (2009) e Kovacik et al. (2011) que
observaram que a quantidade de clorofila total diminui com o aumento da dose de
radiacdo UVA em Physcia semipinnata e Xanthoria parietina. Solhaug et al. (2003)
observaram que a radiacdo UVA e UVB sobre Lobaria pulmonaria induzem a sintese
de pigmentos fotoproterores, neste caso a melanina. Lasson et al. (2009) verificaram
modificacdes nas concentracbes de clorofila total apés irradiacdo UVB em Lobaria
pulmonaria e Xanthoria aureola. Em adicdo, Begora; Fahselt, (2001) e Solhaug;
Gauslaa (2004) sugerem que sintese de metabdlitos secundarios esta diretamente
relacionada com a disponibilidade de pigmentos fotossintetizantes.

Teores de Clorofila Total extraidos de C. verticillaris (Saloa-PE)

mo
m1lJ/em2
®m3)/am2
m6J)/cm2
m9)/cm2
m12J/cm2
15J)/em2

mg.mL?

15 30 60 90 120 150 180

Dias de Coleta

Figura 29 - Teores de Clorofila Total extraidos de C. verticillaris, coletada em Saloa-
PE, ap6s irradiacdo UVB em diferentes épocas de coleta.
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Teores de Clorofila Total extraidos de C. verticiliaris
(Alhandra-PB)
6 -
5 - =0
" % 7 mlJ)/cm2
E
S 2 ®m3)/em2
£
2 - H6J/cm2
1 - m9J)/cm2
0 - 5 ®12)/em2
15 30 60 90 120 150 180 151/cm2
Dias de Coleta

Figura 30 - Teores de Clorofila Total extraidos de C. verticillaris, coletada em
Alhandra-PE, apds irradiacdo UVB em diferentes épocas de coleta.

Com base nos dados observados, verifica-se que a bioproducdo de FUM foi maior
nas amostras coletadas em Saloa. Porém foram as amostras provenientes de Alhandra

que obtiveram um maior aumento percentual quando comparado a amostra controle.

A maior producdo de FUM nas amostras coletadas em Salod submetidas a radiacdo
UVB, ou ndo, pode ser explicado por Salod apresentar uma maior amplitude térmica
anual (x 25°C), associada a uma maior altitude, o que estimula a bioproducao natural de
compostos liquénicos, neste caso 0 FUM, como forma de protecdo dos simbiontes. Em
contrapartida, a porcentagem de producdo em Alhandra é maior em relagdo a amostra
controle, por responder a um estresse, nesse caso, um excesso de radiacdo UVB,

inexistente no local de coleta.

Em adicdo, Culberson et al. (1977) verificaram que amostras de Cladonia
chlorophaea coletada a 1000 m apresentaram uma maior concentracdo de FUM que as
coletadas ao nivel do mar; e Rubio et al. (2002) verificaram que as concentracdes do
acido rizocarpico em Acarospora schleicheri aumentavam de acordo com o aumento da

altitude e, consequentemente, com o aumento dos indices de radiacdo UVB.
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5. CONCLUSOES

O liquen Cladonia verticillaris, quando submetido a radiacdo gama e ultravioleta
(UVB), produz acido fumarprotocetrarico, seu composto majoritario, durante seis meses
de experimento, independentemente dos tratamentos. As amostras provenientes de
Alhandra-PB apresentam um maior aumento na producdo do acido fumarprotocetrarico

que as coletadas em Saloa-PE.

O liquen Cladonia verticilaris teve sua maior producdo do é&cido
fumarprotocetrérico aos 90 dias de experimento. Nas amostras coletadas em Salod a
maior producéo foi nos tratamentos que receberam doses de 9 J/cm? (UVB) e 5.000 Gy
(gama). Para as amostras coletadas em Alhandra, as doses de 6 J/cm? (UVB) e 500 Gy

(gama), foram as que estimularam a maior producao da referida substancia.

Em adicdo, foi verificado que a dose de 10.000 Gy estimula um aumento de,
aproximadamente, 100 vezes na producdo de atranorina, substancia secundéaria, em

Cladonia verticillaris coletada em Salod e em Alhandra.

A producéo de clorofila total, nos quatro experimentos, é maior para as amostras
ndo irradiadas, demonstrando, dessa forma, que as radiagdes gama e UVB, em todas as
doses adicionadas, provocam, provavelmente, danos/alteracdes nas caracteristicas

fisiologicas de C. verticillaris.

Como perspectiva, sdo sugeridos ensaios quimicos complementares para a
separacgdo de outras substancias liquénicas, novas analises em Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia, realizacdo de Ressonancia Magnética Nuclear e analise em
espectrometria de massa, objetivando identificar e quantificar substancias,

provavelmente, produzidas e/ou modificadas pela acéo das radiacfes gama e/ou UVB.
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Abstract

This research aimed to quantify and compare the bioproduction of fumarprocetraric
acid, the main copound produced by the lichen Cladonia verticilaris (Raddi) Fr,
collected in two different environments in northeast, Brazil, before and after submission
to gamma radiation, and, can, thus, identify differences in the bioproduction of theses
substances. Lichens samples were collected in Saloa-PE and Alhandra-PB. Samples of
C. verticillaris (12g) were submitted to gamma irradiator of Co® in irradiator
Gammacell 220 Excel at doses of 0, 10, 50, 100, 5.000 and 10.000 Gy. The results
indicated that gamma irradiation at different doses, stimulated bioproduction of FUM,
with higher productivity at 90 days of experiment, where samples of Saloa-PE and
Alhandra-PB, bioproduced 1.41 and 2.7 times the control sample when exposed to 5000
and 500 Gy, respectively. The samples of C. verticillaris from Alhandra-PB by being

irradiated with gamma radiation had a greater increase in production of this substance.

Keywords: gamma radiation, lichens, Cladonia verticillaris, fumarprocetraric acid.

1. Introduction

After the nuclear accident of Chernobyl in April,1986, when a large amount of

radioactive elements were released to the environment, contaminating soil, vegetation,
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water, among others, there is a need to monitor theses contaminated areas. In this
context, biomonitoring or biological monitoring using different species of mosses,
lichens and bromeliads has been widely used. The use of lichens as biomonitors of
radionuclides has been increasingly studied, mainly due to its great capacity to absorb
elements dissolved in the air (BOARETTO et al., 1990; HOFMANN et al., 1993;
MONNA et al., 2006; GOMEZ-GUZMAN et al., 2011). However, studies
demonstrating the effects of ionizing radiation on lichens are still quite scarce. Lichens
are defined as symbiotic organisms composed of fungi, the mycobionte, and one or
more species of photosynthesizers, the photobiont, which can be green alga or
cyanobacteria . This symbiosis can range from parasitism to mutualism strict, depending
on the taxonomic groups of fungi and algae (or cyanobacteria) that are involved. Of this
"union" are produced lichens substances (CULBERSON; CULBERSON, 1970; NASH
I11, 1996). These substances, in most phenols are responsible for Most of the benefits
from lichens, including: applications in the pharmaceutical industry, textiles, perfums
and cosmetics, and is also referred to as agricultural use (HUNECK, 1973; LEGAZ et.
al., 2006).

Chemical and physiological changes in lichens due to the influence of gamma
radiation were observed by Erbisch; Kalosis (1973), Erbisch (1974), Barstow; Erbisch
(1977) e Nifontova et al (1995) after irradiating different lichen species with doses up to
50.000 Gy.

In Brazil, on the northeast region, lichens beginning to be studied with the
objective to verify the influence of gamma radiation in the production of secondary
metabolites. Silva et al. (2010) demosntrated the effect of gamma irradiation on the
production of metabolites of Cladonia substellata and found that the production of
usnic acid follows an upward trend, indicating the existence of a limit on production of
this acid, wich occurs around the dose of 10 Gy, from wich usnic acid levels tend to

decrease.

Thus, the objective of this research was to quantify and compare the chemical
characteristics - bioproduction of fumarprocetraric acid, in samples of Cladonia
verticillaris (Raddi) Fr, collected in two differents environments in northeast of Brazil,
before and after submission to gamma radiation. It can thus identify possible differences

in the bioproduction of this substance.
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The choice of environments was due to the stem of some species of lichens produce
its substances in different amounts depending on the altitude (CULBERSON, et al.
1977; RUBIO et al., 2002, HALL et al., 2002) or microclimates (LEGAZ et al., 1986).
2. Materials and methods

2.1 Collection and packing the lichen material

Tufts of Cladonia verticillaris sand trays were collected in the cities of Saloa-
PE (altitude 1086 m, Lat. 9°25 'S, Long. 36°79' W) and Alhandra-PB (altitude: 107m,
Lat. 7°27'S, Long. 34°57'W) shown in figure 1, in paper bags.

Insert Figure 1 here
2.2 Exposure gamma source of Co®

Exposure range for samples of C. verticillaris collected in Saloa and the same
amount for the samples collected in Alhandra were packed in paper envelopes with 129
each. Each envelope was submitted only once to one of the eight doses: 0,10,50,
100,500, 1.000, 5.000 and 10.000 Gy of Co®® in Gammacell 220 Excel irradiator, with
dose rates of 7.795 kGy/h (03/02/2009).

2.3 Assembly of the experiments

Lichens irradiated or not (12g) were placed in a petri dish with five replicates and
sprayed with deionized water (2,5 mL) three times a week. The samples were collected
(19g) at 15, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 days, and packed separately for further analysis.

2.4 Obtaining the extracts

Samples of C. verticillaris (1g), freshly collected (control group) or irradiated

(treated group) were extracted by depletion system with organic solvents.
2.5 Analysis of samples

2.5.1 Thin Layer Chromatography (TLC)

Organic extracts of C. verticillaris, irradiated or not, were subjected to ascending

thin-layer chromatography (Culberson 1972).

2.5.2 High Performance Liquid Chromatography (CLAE)



The lichen extracts and standards were injected into a chromatographer LC-MS-IT
TOF. Chimazu (Legaz; Vicente, 1983).

2.5.3 Spectrophotometric assay

The extracts were read in a spectrophotometer BIOCHROM® Libra model S22 at
wavelengths of 210, 254 and 366 nm, selected as the maximum peak of FUM in

ultraviolet, proposed by Huneck; Yoshimura (1996).
2.6 Statistical analysis

The data were subjected to analysis of variance and then performed regression
analysis to estimate the production/accumulation of fumarprocetraric acid in samples of

C. verticillaris irradiated and in their control group.
3. Results and discussion

The analysis of the thin layer chromatography revealed the presence of
fumarprocetraric acid (FUM), its mais component, and its auxiliary substances such as
procetraric acid (PRO) and atranorin (ATR) in all samples. These substances have been
identified in lichens under natural conditions second Huneck; Yoshimura, (1996), Ahti
et al. (1993) e Athi; Marcelli (1995). Also, was observed the band related to methyl-
procetraric acid in samples of C. Verticillaris from Alhandra, collected at 15 days and,

in samples from Salod after 180 days of treatment.

The quantification of the concentration of FUM in extracts of control and irradiated
samples was carried out based on a calibartion curve of the purified FUM, wich
produced a linear trendline correlation with R? equal to 0.989.

The results obtained allowed to calculate the levels of FUM in the different

treatment and times of the experiment for each type of radiation.

The production of FUM, after gamma irradiation and its control group, can be seen
in Figure 2 for samples collected in Salod and in Figure 3, for those collected in
Alhandra.

Insert Figure 2 and 3 here



At 15 days of the experiment, all samples showed production/accumullation of FUM
greater than the control sample, except for samples from Salod irradiated with 10,000
Gy that produced only 0.88 times compared to the control sample.

In this collecting, the samples from Alhandra produced/accumulated FUM increased
proportionally to the dose used. Thus, the dose of 10,000 Gy was a greater stimulant for
a major production of FUM, with 2,58 times more than the control sample.This fact also
occured in samples from Salo& until the dose of 100 Gy, with production of 1.36 times
the control samples. Thereafter, the concentrations decreased with increasing of the

irradiation dose.

There was a peak of productivity in the production of FUM at 90 days,in samples of
C. verticillaris in both sampling sites. Standing out the production of 1,41 times, at the
dose of 5,000 Gy for samples from Saloa, and 500 Gy from samples of Alhandra with
production of 2,70 times of the control sample. Is with mentioning that in this collect,
the samples from Alhandra in all treatments, produced FUM in quantities greater than 2

times the control sample.

At 120, 150 and 180 days, observed, in general, in samples collected in Saloa and
Alhandra, a decrease in the production of FUM, in all treatments where the

concentration was lower than those presented in control samples.

The lowest percentages of production of FUM, in samples of C. verticillaris, were
found in samples collected at 180 days. In samples collected in Saloa, the dose of 5,000
Gy, produced only 0,5 times the control sample. In teh Alhandra’s, the lower production
was in samples that received dose of 10,000 Gy, with production of only 0.35 times the

control sample.

Similar data were found by Silva et al., (2010) who observe a decrease in usnic acid
levels in samples of Cladonia substellata, three months after being submitted to gamma
radiation in a ®®*Co gamma source at doses of 60 and 80 Gy.The results can also be
ratified according to the postulates of Synder; Platt (1973); Erbisch (1974) and Pollum;
Erbisch (1972) wich affirm the existence of late effects on Cladonia sylvatica and

Cladonia verticillata irradiated with acute or chronic doses of gamma radiation.

The found data are consistent with Pawlik-Skowronska; Backor (2011), who

observed an increase in concentrations of FUM in Cladonia furcata and in stictic and



constictic, atronorin and zeorin in Lepraria lobata, as a defense of lichens of the action
of radioactive pollutants, in this case lead (Pb*). These data can also be corroborated
by Mota-Filho et al. (2007) who observed changes in the production of secondary
metabolites in C. verticillaris under the influence of lead acetate and Legaz et al. (1986)
resport that stalks of C. verticillaris promoted greater synthesis of fumarprocetraric acid

(1 to 2.5 times) when directly exposed to the sun in a natural envirinment.

Sanita di Toppi et al, (2005) and Backor; Fahselt, (2008) suggest that
morphological and physiological changes in the lichen symbionts, due to environmental
aggressors cause changes in the production of lichen substances. As suggested by
Grodzinsky (1989) this changes occur, probably due to the destruction of their
metabolic pathways.Therefore it is suggested that radiation may have also affected the

same way.

Nifontova et al. (1995), observed damage to the plasmatic membrane by analyzing
loss of electrolytes, organic compunds and flow of potassium by radiating Peltigera
aphthosa, Cladonia arbuscula, Cetraria islandica e Hypogymnia physodes with
increasing doses of gamma radiation.The authors noted that the biggest changes
occurred in samples of H. physodes irradiated with 50,000 Gy, with chamges of up to
400% inloss of electrolytes, 543.85% in loss of organic compunds and 217,28% in the
loss of potassium. In addition, Erbisch; Kalosis (1973) observed the appearance of
brown spots on the plasmatic membrane and the presence of many vacuoles in the

cytoplasm of the photobiont Cladonia sylvatica at a dose of 1000 Gy.

It is known that the plasmatic membrane of the plant cell has several functions,
includinh maintaining a stable chemical composotion of the intracelular environment
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1987; RAVEN, 1996; PANNO, 2004).Thus, the damaged
induced by gamma radiation it can be probably influence in the production of secondary

metabolites.

Due to the peak of productivity at 90 days of experiment was carried out a High
Performed Liquid Chromatography-HPLC in the sample treated and controls with the
objective to view the production of secondary metabolites produced by species after

receiving different doses of gamma radiation.
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Acid fumarprotocetraric and atronorin levels were detected in the control sample
from Salod and Alhandra, ratified by the chromatograms of FUM and ATR purified of
C. verticillaris (figure 4), showing retention time (RT) of 17,2 and 27,6 minutes

respectively. The data are in accordance with Ahti et al. (1993) and Pereira et al. (1995).

Insert Figure 4 here

Figure 5 shows the HPLC of extracts of C. verticillaris from Saloa and Alhandra
submitted to tha doses of 10, 1.000 and 10.000 Gy of gamma radiation, after a period of
ninety days.

Insert Figure 5 here

It is observed, in general, a significant difference between samples collected from Saloa
and Alhandra in relation to the variation in the areas of peaks corresponding to FUM,

ATR and other substances produced, as well as its retention time (RT) in column.

In the chromatograms referring to samples from Salod irradiated with 10, 1000 and
10.000 Gy to TR of the peak for the FUM was approximately 18 minutes. In these
samples the production of FUM was 0.26; 0.08 and 0.09 mg.mL™, respectively. The
dose that influenced a greater production of FUM by C. verticillaris after exposure to
gamma radiation was 10 Gy, in accordance with those obtained by spectrophotometry.

In the HPLC analysis,the extracts of irradiated C. verticillaris of the Alhandra, it
was observed that the TR to the peak of the FUM was approximately 17 minutes in
extracts irradiated with 10 and 1000 Gy, with production of 0.41 and 0.014 mg.mL™,
respectively. The extracts of C. verticillaris irradiated with 10.000 Gy showed
production of 0.31 mg.mL™ with TR for the substance of 16,26 minutes, due to

chemical changes in FUM.

Also was observed that the dose of 10.000 Gy stimulated an increase of
approximately 100 times the production of ATR in the samples collected in Saloa and
Alhandra.

Data that can be related to possible changes in chemical composition of the
substance in question, due to some blockage in the metabolic pathway caused by
radiation (SILVA et. al., 2010), or as a protection mechanism of the lichen against



external aggression (LAWREY, 2009, SANITA DI TOPPI et al., 2005 and BACKOR;
FAHSELT, 2008).

4. Conclusion

Thus, we can see interference in the metabolism of lichen species when submitted to
irradiation with gamma rays, giving the same time, to the lichen the ability of activation
of the biosynthesis of its phenols, where it was possible to verify that the gamma

radiation had a greater influence on the samples of C. verticillaris collected in Alhandra.
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Figure legend:

Figure 1. Map indicating the locations of sample collection lichens. (A): Alhandra -PB;
(B) Brejo Farm, Saloa-PE. Map: Girlan Silva. Photos: Helena Silva, 2008.

Figure 2. Fumarprotocetraric acid concentrations extracted from the stems of C.
verticillaris, collected in Saloa - PE, non-irradiated and irradiated with gamma radiation

at different times of collection.

Figure 3. Fumarprotocetraric acid concentrations extracted from the stems of C.
verticillaris, collected in Alhandra-PB, non-irradiated and irradiated with gamma

radiation at different times of collection.

Figure 4. High Performance Liquid Chromatography. (A): Fumarprotocetraric acid
(FUM); B: Atranorin (ATR); C: Control sample - C. verticillaris from Saloa. D: Control
sample - C. verticillaris from Alhandra.

Figure 5. High Performance Liquid Chromatography of extracts of C. verticillaris from
Saloa and Alhandra submitted to tha doses of 10, 1.000 and 10.000 Gy of gamma
radiation, after a period of ninety days. A: Samples collected in Saloa; B: Samples

collected in Alhandra. FUM: Fumarprotocetraric acid; ATR: Atranorin.
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Avaliacdo de atributos quimicos de solos incubados com liquens

Patryk Melo®, Dario C. Primo®, Helena P. de B. Silva®, Eugénia C. G. Pereira®”

L23pepartamento de Energia Nuclear (DEN), Universidade Universidade Federal de Pernambuco., Av.
Prof® Luiz Freire n° 1000, Cidade Universitaria. CEP 50740-540 - Recife - PE. E-mail:
patrykmelo@hotmail.com, darioprimo@gmail.com, barrosleny@hotmail.com “Departamento de Ciéncias
Geograficas (DCG), Universidade Federal de Pernambuco. Av. Académico Helio Ramos, s/n, Cidade
Universitaria. CEP 50740-540 - Recife - PE. E-mail: eugenia.pereira@cnpg.pg.br

RESUMO - Os liquens sdo organismos que degradam rochas tanto por acdo quimica de suas substancias,
como por acdo mecanica por incrustacdo no substrato, favorecendo o processo de formacdo do solo.
Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a interferéncia de liquens nas propriedades quimicas de um
Argissolo e um Neossolo durante 40 dias de incubagdo em laboratorio. Utilizou-se no ensaio vasos
plasticos de 500g preenchidos com 200g de solos seco ao ar e tamisado em peneira de 2mm. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado constituindo quatro tratamentos e
quatro repeticdes com quantidades crescentes de liquens 0; 1, 5; 2, 5 e 4 t.ha™ respectivamente. Foram
avaliados os valores de pH e de carbono total a cada 15 dias em cada unidade experimental. A incubagéo
de liquens em doses distintas no solo proporcionaram aumento nos valores de pH e nos teores de C até
aos 40 dias de incubagéo. Estes resultados sugerem que a adigdo de liquens ao solo parece aumentar os
atributos quimicos do solo.

Palavras-chave: Cladonia verticillaris, carbono organico, pH

Evaluation of chemical attributes of soils incubated with lichens

ABSTRACT- Lichens are organisms that degrade both rocks by chemical action of its substance, as by
mechanical action on the inlay substrate, favoring the process of soil formation. The objective of this
study to evaluate the role of lichens in the chemical properties of a Clayey and of a Neossol during 40
days of incubation in the laboratory. It was used in the assay 500g plastic pots filled with 200g of soil
dried and sieved in a sieve of 2mm. The experimental design was completely randomized up four
treatments and four repetitions with increasing amounts of lichens 0, 1, 5, 2, 5 and 4 t.ha™ respectively.
The values of pH and toal carbon every 15 days in each experimental unit. Incubation of lichens in
different doses on soil provided an increase in pH and levels of C up to 40 days of incubation. These
results suggest that the addition of lichens on the ground appears to increase the soil chemical properties.

Key- words: Cladonia verticillaris; organic carbon, pH

INTRODUCAO

Os liquens sdo seres vivos muito simples que constituem uma simbiose de um
organismo formado por fungos, o micobionte e algas ou cianobactéria fotobionte, onde
o fungo interage com fotobiontes, localizados entre as hifas de seus micélios (Xavier-
filho et al., 2006) ocupando diversos substratos como madeiras, troncos vivos, folhas,
muros, telhados, solos, rochas, dentre outros (Hale 1993), metabolizando substancias
que tomam forma cristalina, protegendo sua estrutura das adversidades ambientais
funcionando, sobretudo, como fotoprotetores naturais (Xavier-filho et al., 2006).

Apesar disso, muitas espécies tém preferéncia por substratos especificos. Por serem
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especificos, obrigatérios ou ndo, indicam ndo sé o ambiente em que vivem como
também os minerais e rochas que usam como substrato. Pela facil adaptabilidade dos
liquens a diversos substratos e ambientes, sdo considerados cosmopolitas, distribuidos
dos trdpicos aos polos, existindo espécies polares, bipolares e de ampla distribuicéo
(Seaward 1977).

Os liquens possuem grande resisténcia e esta, € devida a protecdo do cortex superior
(camada de hifas), associada a cristalizacdo das suas substancias no talo, tanto ao nivel
cortical como medular, funcionando, por vezes como um filtro, selecionando
quantidades e tipos de radiacOes recebidas, ou permanecendo em laténcia durante
periodos onde a temperatura e a luminosidade ndo o permitem fotossintetizar (Hale
1983). O papel tradicionalmente atribuido aos liquens é o de formador de solos, pois s&o
0S organismos pioneiros na colonizacdo da rocha matriz. Entretanto, muito se tem a
estudar em relacdo a sua fungdo na sucessdo de seres, uma vez que participam de um
sem-numero de reagdes no sistema vivo (Melo, 2011).

Nos processos de formacdo do solo, a degradacdo quimica, que é a
alteracdo/transformacédo de alguns materiais das rochas se constitui como um dos mais
importantes. Os primeiros organismos a se instalarem sobre as rochas aflorantes da
superficie terrestre sdo os liquens (Legaz et al., 2006). A medida que o liquen decompde
a rocha, prepara um solo desenvolvido o suficiente para o estabelecimento de outros
seres que requerem umidade e nutrientes, como 0s musgos e vegetais fanerogamicos
(Sedia & Ehrenfeld 2005). Além do mais, os liquens sdo utilizados nas inddstrias de
cosmeéticos, no fabrico de talcos, perfumes, cremes, 6leos 0s quais sdo importantes, ndo
apenas pelo aroma agradavel, mas também como fonte de glicerol (Legaz et al., 2006).

Evans & Benalp (1999), consideram os liquens organismos que influenciam na
fertilidade e estabilidade do solo em regides aridas. Especificamente em regides em que
0s solos possuem pouca vegetagédo (Benalp & Lange 2003). Com base nisso, as relagdes
ecoldgicas entre liquens e suas substancias e a microbiota do solo subjacente,
necessitam de mais estudos para obtencdo de maior conhecimento da dindmica dos
liguens e sua importancia em ecossistemas tropicais em que estudos 0s sobre suas
substancias sdo ainda escassos, sobretudo no Brasil e, em particular, na Regido
Nordeste. Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar possiveis mudancgas nas
propriedades quimicas de um Argiloso e de um Neossolo apés incubagdo em laboratdrio

com quantidades crescentes de liquens.



MATERIAL E METODOS

O estudo de incubacdo de quantidades crescentes de liquens da espécie Cladonia
verticillaris (Raddi) Fr., em um Argissolo amarelo, e um Neossolo quartzarénico, foi
conduzido em condi¢Ges controladas de temperatura (22°C) no Laboratério de
Fertilidade do Solo, pertencente ao Departamento de Energia Nuclear (DEN) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), localizado na cidade do Recife-PE.

O Argiloso foi coletado na area experimental do departamento de Energia Nuclear
da Universidade Federal de Pernambuco, em area sob pastagem e o Neossolo em uma
area do tabuleiro costeiro no municipio de Alhandra, pertencente ao Estado da Paraiba,
ambos na profundidade de 0-20 cm. Os solos foram secos ao ar e passado em peneiras
de malha de 4mm. Sub-amostras dos solos foram coletadas e submetidas a
caracterizacdo quimica (Tabela 1) consistiindo em: pH (H,O 1: 25) N e C (Embrapa
1999).

O teor de N total foi determinado pelo método de Kjeldahl (Embrapa 1999) e o de
carbono pelo método de oxidacdo via Umida (Snyder, 1984). A mesma caracterizacdo
foi realizada também para os liquens utilizados no ensaio (Tabela 1) conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro doses (0; 1,5; 2,5 e 4 tha) de
liguens com quatro repeticdes.

Vasos plasticos com capacidade para 500 gramas foram preenchidos com 200g de
solo em base seca e quantidades de liquens calculadas em gramas de acordo com a
densidade do solo. Ap6s o enchimento dos recipientes e a aplicacdo superficial das
doses de liquens, os solos foram umedecido com agua destilada. A temperatura do
laboratdrio foi mantida em torno de 22° C e controlada a umidade das parcelas por meio

de borrifacdo manual.

Tabela 1. Caracteriza¢do quimica dos solos e do liquen utilizados no ensaio

Table 1. Chemical characterization of soils and lichen used in the test

Solo e Liquens pH N C
....................... O/KG- e

Argissolo 6,0 9,4 6,0

Neossolo 5,2 7,6 4,3

Liquens 7.4 7.9 17,22




O ensaio teve duracdo de 40 dias e foram avaliados valores de pH e de Carbono total
(COT) a cada 15 dias. O valor de pH de cada parcela foi determinado em agua aos 2, 7,
22 e 40 dias de acordo com a metodologia descrita pela Embrapa (1999) e os valores de
(COT) foram obtidos pelo método de oxidagéo via Umida (Snyder, 1984).

Sub-amostras dos solos foram submetidas a extragdes sucessivas com éter dietilico,
cloroférmio e acetona, a temperatura ambiente (25°C + 3°C). Posteriormente o material
obtido foi acondicionado em temperatura ambiente para evaporacdo dos solventes,
restando no fim deste processo 0s extratos organicos. Foram submetidos a analise de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Legaz & Vicente 1983), para detec¢édo
de possiveis substancias liquénicas lixiviadas para o solo. Os extratos foram injetados
em cromatégrafo liquido Hitachi® (acoplado a um detector de ultravioleta a 254nm), na
concentracdo de 1mg.mL™.

Como parametros de andlise, foram utilizadas coluna de fase reversa C18, fase
mével metanol/agua/acido acético (80:19,5:0,5, v/viv), sob fluxo de 0,1mL.min™,
pressdo 84atm, atenuacgédo 6, temperatura ambiente (25°C + 3°C), conforme (Legaz &
Vicente 1983). Os resultados foram avaliados de acordo com o tempo de retencdo (TR)
das substancias na coluna e a area dos picos dos cromatogramas obtidos. Vale salientar
que esta analise foi realizada no laboratério de Produtos naturais do Departamento de
Bioquimica, CCB/UFPE.

Os dados obtidos no estudo foram submetidos a analise de variancia, e em seguida
foi realizada analise de regressao para se estimar a dinamica do carbono organico total
(COT) e o valor do pH apds aplicacdo de liquens nos solos, por meio do Software
estatistico Sisvar® (Ferreira 2003), a significancia pelo teste F e o valor do coeficiente

de determinacéo (R?).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo e incubacédo de doses distintas de liquens no Argiloso, apds o periodo de
40 dias proporcionou resultados significativos ajustando-se ao modelo quadrético tanto
os valores de pH quanto os teores de carbono total (Figuras 1 e 2). Os valores de pH do
solo apresentaram um comportamento crescente até a dose de 4 tha™ de liquens,
proporcionando valor de pH correspondente a 7,6 na dose de 2,5 t.ha™ e 7,7 na dose 4
t.ha™ respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Valores do pH aos 40 dias de incubagdo com liquens no Argissolo

Figure 1. PH values at 40 days of incubation with lichens on the Clayey

Os resultados indicaram que as doses de liquens causaram aumento nos teores de
carbono total do solo de acordo com o aumento das trés doses avaliadas. Esse aumento
no valor de pH do solo incubado com os liquens pode estd associado a alguma
influéncia de Ca presente nos liquens, que possivelmente favoreceu uma condicdo de
alcalinidade durante o periodo de incubacdo e/ou a acdo (Figura 5) do &cido
fumarprotocetrérico (FUM) lixiviado para o solo (Vasconcelos, 2009. Associado a essa
questdo tem-se a possibilidade da matéria organica contida nos liquens ter complexado
os 6xidos de aluminio na solucdo do solo, favorecendo consequientemente o aumento do
pH (Stevenson 1994). Por outro lado, as substancias liquénicas sdo conhecidas por sua
habilidade de se complexarem com cétions do substrato mineral, 0 que se conhece como
quelatos (Purvis & Halls, 1996).

Com base nos resultados obtidos, observa-se que os teores de Carbono total do solo
aumentaram apdés a aplicacdo de liquens (Figura 2). Isso pode ter ocorrido
possivelmente devido a presenca do FUM detectado por CLAE (Figura 5) e de possiveis
outros compostos organicos ainda ndo identificados, tais como a liberagdo de agucares

por parte das algas e do talo liquénico (Melo 2011).

Benalp & Lange (2003), afirmaram que areas com presenca de liquens apresentam
mais carbono e nitrogénio, umidade e outros nutrientes no solo, quando comparadas

com areas de vegetacdo escassa e sem presenca de liquens. Isso evidencia que 0s



liguens desempenham papel importante nas propriedades quimicas do solo em
particular elevando os valores do pH e os teores de carbono quando em contato com o

solo.
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Figura 2. Teor de carbono total do Argiloso incubado com liquens

Figure 2. Total carbon Clayey incubated with lichens

Os dados obtidos demonstraram que até aos quarenta dias de incubacao, os liquens
quando em contato com o Neossolo ou incubados em quantidades de 1,5, 2,5 e 4 t.ha™,
aumentou também o pH e os teores de carbono total (Figura 3 e 4). Verificou-se uma
elevacdo de pH do solo em todas as quantidades de liquens incubadas. Observa-se que a
quantidade de 4 t.ha™ de liquens apresentou um comportamento com elevacdo do pH
superior quando comparada as demais quantidades. Os resultados indicaram também
que as doses de liquens proporcionaram aumento crescente ao longo do tempo nos
teores do carbono do solo (Figura 3). Isso pode ser justificado pela interferéncia de

possiveis fatores discutidos anteriormente.
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Figures 3. PH value of Neossol incubated with increasing amounts of lichens
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Figura 4. C content of the Neossol over time incubated with increasing amounts
of lichens

Outra explicacdo que também pode ser atribuida ao aumento no valor de pH do
Neossolo incubado com liquens, e aos teores de carbono total no solo ap6s a aplicacéo
de liquens (Figura 4), é a acdo do FUM, substancia majoritaria da espécie liquénica, que
uma vez, lixiviado para o solo mantém faixa de acidez proxima a neutralidade

(Vasconcelos, 2009). Esses resultados corroboram com a literatura correlata, em que



outras pesquisas realizadas afirmaram que areas com presenca de liquens apresentam
mais carbono e nitrogénio quando comparada com areas sem a presenca desses
simbiontes. Contudo, os resultados obtidos no estudo, demonstraram que pode haver
contribuicdo importante na melhoria das propriedades quimicas do solo com a presenca
de liquens, principalmente quando a umidade do solo € constante, 0 que permite maior
desenvolvimento deste ser vivo e possivelmente a passagem de substancias que poderéo
ser benéficas ao solo, 0 que sugere estudos mais detalhados neste sentido, uma vez que,
h& pouquissimas informacGes na literatura consultada, para melhor entendimento da
permanéncia ou introducdo de liquens sobre a superficie do solo, principalmente em

solos com baixo teor de matéria organica ou com baixo pH.
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Figure 5. High Efficiency Liquid Chromatography (Cleyey). Fumarprotocetrarico acid
concentration of 0.0228 mg/mL, for: 3 - protocetrarico acid 4 - Acid fumarprotocetrarico
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Figure 6. High Efficiency Liquid Chromatography (Neossol). Fumarprotocetrarico acid
concentration of 0.0178 mg/mL, for: 3 - protocetrarico acid 4 - Acid fumarprotocetrarico

CONCLUSAO

A incubacédo de liquens favoreceu o aumento do pH e do carbono organico total dos
solos estudados. A quantidade de 4 t.ha™ de liquens proporcionou maior aumento do pH
e carbono do solo quando comparada as demais quantidades testadas, indicando que os

solos utilizados como substratos ainda responderia a maiores doses de liquens além das

aplicadas no presente estudo.
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