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RESUMO

Os liquens representam a forma simbidtica de vida dos fungos com microrganismos
fotossintetizantes, correspondendo a algas verdes e/ou cianobactérias. O estabelecimento
da simbiose promove diversidade a nivel morfolégico, molecular, quimico e ecologico,
no entanto, somente cerca de 20% dessa diversidade é caracterizada. O objetivo deste
trabalho ¢ caracterizar a nivel morfoldgico e quimico os liquens de locais com diferentes
niveis de conservagdo ambiental, indicando o seu potencial uso como bioindicadores.
Foram coletados um total de 29 espécimes, com morfologia de talo variada entre
gelatinoso, crostoso, filamentosos e foliosos. A partir do levantamento de caracteristicas
morfoldgicas que guiam a identificacdo taxondmica, foram reconhecidos 12 géneros de
fungos liquenizados distribuidos entre as familias Lecanoraceae, Graphidaceae,
Parmeliaceae, Teloschistaceae,  Collemataceae, Caliciaceae, Candelariaceae,
Tephromelataceae e Physciaceae. Foram realizados testes quimicos para caracterizagao e
identificacao de metabolitos secundarios. Por meio da cromatografia de camada delgada
foi possivel identificar compostos que sdo essenciais para a determinacdo de géneros
como xantonas, depsideos, acidos fenolicos, entre outros. O uso de metodologia voltada
para analise de niveis de acumulagao de microplasticos permitiu a detec¢ao de fragmentos
sintéticos presentes no talo liquénico de espécimes coletados nas areas de diferentes
niveis de impacto ambiental. O presente trabalho permitiu uma melhor compreensao da
diversidade de fungos liquenizados encontrados no municipio de Sao Luis, bem como o

uso destes organismos como ferramenta para indicar a qualidade ambiental local.

Palavras-chave: Bioindicador, Diversidade, Fungos liquenizados, Metabolitos

secundarios, Microplasticos.



ABSTRACT

Lichens represent the symbiotic form of life of fungi with photosynthetic
microorganisms, corresponding to green algae and/or cyanobacteria. The establishment
of symbiosis promotes diversity at a morphological, molecular, chemical and ecological
level, however, only around 20% of this diversity is characterized. The objective of this
work is to characterize, at a morphological and chemical level, lichens with different
environmental impacts, indicating their potential use as bioindicators. A total of 29
specimens were collected, with stem morphology varying between gelatinous, crusty and
foliose. From the survey of morphological characteristics that guide taxonomic
identification, 12 genera of lichenized fungi were recognized, distributed among the
families Lecanoraceae, Graphidaceae, Parmeliaceae, Teloschistaceae, Collemataceae,
Caliciaceae, Candelariaceae, Tephromelataceae and Physciaceae. Chemical tests were
carried out to characterize and identify secondary metabolites. Using thin layer
chromatography, it was possible to identify compounds that are essential for the
determination of genera such as xanthones, depsides, phenolic acids, among others. The
use of a methodology aimed at analyzing levels of microplastic accumulation allowed the
detection of synthetic fragments present in the lichen stem of specimens collected in areas
with different levels of environmental impact. The present work allowed a better
understanding of the diversity of lichenized fungi found in the municipality of Sao Luis,

as well as the use of these organisms as a tool to indicate local quality.

Keywords: Bioindicator, diversity, lichenized fungi, secondary metabolites,

microplastics.
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1. INTRODUCAO

A simbiose liquénica representa uma forma de vida fundamental de organismos
fingicos, onde estes estdo distribuidos em um quinto das espécies conhecidas, sendo o
grupo ascomycota corresponde a 98% de liquens descritos. (Blanco et al., 2005). O
sucesso de associacdo dos parceiros simbidticos permite sua ampla distribuicdo,
caracterizada em cerca de 8% dos ecossistemas terrestres que variam entre condig¢des
extremas de regides tropicais e polares até o seu estabelecimento em locais de com faixas
de temperatura amenas (Santiago, 2016).

Em proposta descrita no Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica, os
fungos liquenizados (anteriormente denominados Lichenes) migraram para nova
classificacao a partir do ano de 1981 devido a descrigdo de caracteristicas ecoldgicas e
morfologicas restritas ao grupo, sendo estes distribuidos em 19% das espécies de fungos
atualmente conhecidas. (Marcelli, 1997, Hawksworth et al., 1995). Os fotobiontes
pertencentes a associagdo correspondem aos microrganismos fotossintetizantes inseridos
no corpo vegetativo do liquen (talo), podendo ser algas verdes e/ou cianobactérias.

O talo liquénico permite a classificacdo morfologica dos liquens em crostosos,
foliosos, fibrosos e fruticosos (Budel & Scheidegger, 1996; Oksanen, 2006). A
reproducao dos fungos liquenizados ocorre por dispersdo de esporos, seguida da
associacao ao fotobionte, ou por propagulos, fragmentos do talo contendo micobionte e
fotobionte (Budel & Scheidegger, 1996). Sua ampla distribui¢do deve-se a alta
adaptabilidade, permitindo sua fixacdo em substratos como folhas (foliicolas), solo
(terricolas), rochas (saxicolas) e cascas de arvores (corticicolas) (Boch et al., 2013).

A adaptagdo das espécies foi favorecida pelo metabolismo secundario das
cianobactérias associadas, garantindo vantagens ecologicas para sua manutengdo (Honda
& Vilegas, 1999). Além disso, esses metabolitos auxiliam na classificagdo taxondmica
dos liquens, especialmente quando a diferenciagdo morfologica ¢ limitada. Técnicas
como testes com reagentes especificos e cromatografia de camada delgada sdo eficazes
na detec¢ao de compostos quimicos caracteristicos de determinados grupos, contribuindo
para sua identificacdo e caracterizacdo (Yousuf et al., 2014).

Demais compostos que naturalmente nao sao produzidos pelo micobionte ou pelo
fotobionte podem ser acumulados nas estruturas do talo devido ao excesso disperso no ar
atmosférico do habitat em que o liquen se encontra, geralmente ocasionado pela atividade

antropica. Devido a este potencial de acumulacao, diversos estudos foram elucidados para
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o uso destes grupos para o biomonitoramento, onde dispde-se de avaliagdes analiticas de
metais e semimetais encontrados nas amostras, aliado ao acompanhamento da vitalidade
dos espécimes monitorados. (Martins et al., 2008; Saiki et al., 2007; Santos et al., 2018).
A ilha de Upaon-Agu, por exemplo, dispoe da distribui¢do de 6 estacdes que visam
quantificar poluentes definidos como obrigatorios pela Resolucdo n“491 do CONAMA,
sendo eles: Material Particulado (MP10 e MP2,5), Ozo6nio (03), Mono6xido de Carbono
(CO), Dioxido de Nitrogénio (NO2), Dioxido de Enxofre (SO2), e Particulas Totais em
Suspensao — PTS. A avaliagdo estabelecida a partir do padrao de distribuicao, no entanto,
nao se faz eficiente para a predicao da qualidade do ar, principalmente para a area que
abrange a capital Maranhense, haja visto que as fontes de dispersdo de poluentes ndo se
concentram somente no setor industrial da ilha (Pinheiro et al., 2020).

A disposi¢do de organismos vivos para o monitoramento ambiental - de forma
especifica o uso de liquens - permite a deteccdo precoce de desequilibrio ecologicos
concentrados no ar atmosférico, guiados principalmente pelo nivel de tolerancia que ¢
estabelecido para a satide publica. Ademais, considera-se a economia de implementacao
e monitoramento destes organismos quando comparadas a sistemas tecnologicos ja
aplicados. Com a utiliza¢ao de organismos bioindicadores € possivel ainda reconhecer
compostos em niveis que os sistemas convencionais nao analisam, além de promover
avaliacdo em areas de dificil acesso e contribuir para educacdo e conscientizagdo

ambiental. (Buss et al., 2003; Martins et al., 2008).

2. REFERENCIAL TEORICO

2. 1. Simbiose liquénica

A defini¢ao de liquen consiste na associagdo mutualistica estabelecida entre
microrganismos fotossintetizantes, classificados como ficobiontes e cianobiontes quando
apresentam algas verdes e/ou cianobactérias, respectivamente, e fungos liquenizados
(micobionte). Apesar da morfologia do talo ser definida pelo fungo, o fotobionte
(microrganismos fotossintetizantes) tem influéncia no morfotipo pois somente a partir do
estabelecimento da simbiose ¢ que ha o desenvolvimento do corpo vegetativo. (Thomas
& Nash, 2008).

A simbiose liquénica pode ser encontrada nos mais variados ambientes, como
florestas tropicais, regides polares e porcdes aqudticas (de modo submerso ou nos
arredores), seja de agua doce ou salgada. (Spribille ef al., 2022). Em muitas regides os

liquens compdem quantidades significativas da biomassa e, por se adequarem a condi¢des
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muito especificas, sdo utilizados como bioindicadores (Gonzélez et al., 2023; Nimiset al.,
2002). Estes ainda sdo classificados de acordo com o percentual de fixacdo no substrato
somado a morfologia do talo (Figura 1), onde sdo destacados os trés principais tipos:
Crostoso - Totalmente aderido a superficie; Folioso - Preso ao substrato somente em
alguns pontos e ramificado; Fruticoso - Talo desenvolvido de forma plana ou em forma

de fios. (Thomas & Nash, 2008; Sanders, 2001).

Figura 1: Morfologias do talo liquénico. A: Talo folioso - Parmotrema sp. Fonte: Cristina
Braga; B: Talo crostoso - Cryptothecia rubrocincta. Fonte: Rafael Vila Nova; C: Talo Fruticoso -
Cladonia portentosa. Fonte: JC Schou; D: Talo gelatinoso - Leptogium sp. Fonte: John Douglass; E:

Talo filamentoso - Coenogonium sp. Fonte: Lena Struwe.

A caracteristica de colonizacdo de substratos especificos também sugere
classificacdo, podendo ser dos principais tipos: foliicola (crescem sobre superficie de
folhas), terricolas (fixados no solo), saxicolas (crescem sob rochas) e corticicolas
(crescem sob a superficie de vegetais superiores) - sendo que este compreende a maioria
dos tipos de fungos liquenizados. (Brodo, 2001). As espécies que se desenvolvem bem
em ambientes luminosos sdo classificadas como heliofilas, ja as umbroéfilas correspondem
as espécies que normalmente crescem em ambientes sombreados. (Lemos et al., 2007).

Ap0s o estabelecimento da simbiose € que o talo ¢ definitivamente desenvolvido,
podendo apresentar apenas duas ou mais camadas estruturais (Figura 2). O talo
heterdmero ¢ caracterizado pela presenga de cortex superior e inferior, camada de

fotobionte, rizinas e medula; j& o corpo vegetativo (talo) do tipo homomero nao se difere
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em camadas, onde as hifas do fungo liquenizado e o fotobionte estdo diretamente ligados.
(Thomas & Nash, 2008). Em caso de segmentagdo, o cortex superior protege a camada
de fotobiontes que ¢ localizada abaixo, retardando a evaporacao e filtrando a radiagdo que
o liquen recebe. O cortex inferior muitas vezes media a troca gasosa e as rizinas sao as

estruturas responsaveis pela fixacdo do organismo no substrato. (Sanders, 2001).

Figura 2: Segmentacdo de talo liquénico. 1- Talo heterdmero (CS: Cortex superior; CF: Camada de
fotobiontes; ME: Medula; CI: Cértex inferior; R: Rizinas), 2 - Talo Homdmero (CA: Células de algas;
HF: Hifas fingicas). Fonte: LibreTexts. Adaptado.

A grande maioria de ascomicetos formadores de liquen se reproduzem por meio
de ascosporos, no entanto, a dispersdo vegetativa € recorrente em estado simbiodtico por
meio da fragmentacdo do talo. (Thomas & Nash, 2008). De forma alternativa certas
linhagens realizam a dispersdao por meio de sorédios, que sdo granulos de tamanhos
variados compostos por fragmentos de hifas e células de algas e produzidos por estruturas
denominadas soralia. Os isidios sdo propagulos vegetativos que formam protuberancias
que podem ser facilmente retiradas do talo liquénico para a dispersdo. Em caso de
espécies em que o meio de reprodugdo se da principalmente por fragmentagdo do talo, a
formacao de estruturas produtoras de esporos € escassa ou inexistente. (Grube & Wedin,

2016).
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2.2. Fungos liquenizados

Os Fungos liquenizados (ou micobiontes) correspondem aos representantes
eucariotos encontrados em associagdo com algas verdes e/ou cianobactérias, de forma
exclusiva ou ndo. Os fendtipos do organismo liquénico sdo principalmente estabelecidos
pelo micobionte, bem como a defini¢do da area de fixag@o e processo reprodutivo. Cerca
de 20% das espécies conhecidas de fungos sdo formadores de liquen, onde estes se
subdividem principalmente entre os filos Ascomycota e Basidiomycota, além de alguns
fungos anamorfos (Divakar, P.K., et al., 2017, Hawksworth & Lucking, 2017). Em sua
maioria, 0s ascomicetos sao reconhecidos em 98% das associagdes, sendo que cerca de
20.000 (31,25%) espécies inseridas neste filo fazem parte da biodiversidade que ¢ a
comunidade liquénica. ( Lumbsch, H.T. & Leavitt, S.D. 2018).

A taxa significativa da abundancia destes organismos flingicos para a comunidade
se deve principalmente a reprodugdao destes, podendo dispersar-se por meio da
germinagdo de esporos ou via propagulos vegetativos que contém o principal fotobionte
da associagdo. (Divakar, P.K. et al., 2017, Budel & Scheidegger 2008). Quando sexuada,
a dispersao ocorre por meio da producgdo de esporos, do qual ¢ caracterizada pela estrutura
reprodutiva em formato de saco denominada “asco”. A expressao desta caracteristica no
talo liquénico se da pelo desenvolvimento de ascocarpo/ascoma (corpo reprodutivo),
caracterizado morfologicamente como apotécio (quando assemelha-se ao formato de
taga), peritécio (em forma de frasco) ou cleistotécio (normalmente esférico e fechado). A
reproducao assexuada ocorre por meio de conidios (esporos assexuados) formados em
estruturas denominadas conidioforos. (Lumbsch, H.T. & Leavitt, S.D. 2018; Thomas &
Nash, 2008).

A diversificagdo dos liquens por meio de basidiomicetos corresponde a menos de
1% das espécies identificadas. (Lucking et. al, 2017). Normalmente estes apresentam
estruturas mais simples quando comparado ao que se tem caracterizado atualmente, como
o desenvolvimento de talos crostosos estabelecidos sob superficies rochosas ou em
troncos de darvores. (Hodkinson B.P. & Lendemer J.C., 2011). Como principal
caracteristica do filo Basidiomycota, os fungos produzem esporos denominados
basidiosporos, produzidos em basidios (estrutura em forma de bastdo). (Lawrey &
Diederich 2003).

Os fungos liquenizados foram anteriormente classificados como um unico grupo
taxondmico — Lichenes — pertencente ao reino fungi (1981). Por meio do Cddigo de

Nomenclatura Botéanica, o referido grupo passou a ser descrito como Fungos
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Liquenizados e reconhecido como grupo bioldgico, onde sdo estudados os mecanismos
fisiolégicos unicos, como a produg¢do e aproveitamento de subprodutos e outras
caracteristicas ligadas a ecologia vegetal (Sancho & Pintado, 2004). Atualmente destaca-
se Parmeliaceac como a familia mais diversa entre os fungos liquenizados que estdo
distribuidos em cerca de 80 géneros e 2700 espécies conhecidas (Thell ef al.,2012).

A diversidade taxondmica dos liquens pode ser mensurada a partir do micobionte
além da caracterizacao de estruturas morfologicas. Estudos voltados para a classificagao
de substancias liquénicas tornaram-se uma ferramenta potencial de identificacdo, haja
visto a gama de compostos quimicos produzidos por fungos quando liquenizados.
(Yamamoto, Y. et al.,, 2015) A concentragdo dos compostos derivados de vias do
metabolismo secundério pode variar de 0,1 a 10% do peso seco do talo. Embora muitos
dos compostos presentes sejam da classe de acidos graxos e compostos aromaticos
(depsideos e depsidonas, derivados fenolicos) e sejam em sua maioria produzidos pela
alga verde, alguns destes sao sintetizados pelo micobionte e tidos como exclusivos para

os liquens. (Honda & Vilegas, 1999).

2. 3. Microrganismos fotossintetizantes

As algas verdes, quanto microrganismos, compdem um grupo amplo de seres
unicelulares e fotossintetizantes, que, com o aumento da concentragdo de CO:> na
atmosfera, tornou-se um importante objeto de estudo que visou a capacidade de fixagao
de gases e conversao em biomassa. Em 1973 F.E Round propds a classificacao destes
microrganismos fotossintetizantes com base na presenga ou auséncia de nucleo
verdadeiro, organelas ligadas a membrana e relagdo filogenética, onde foram
estabelecidos dois grupos: 1. Prokaryota, contendo um tunico filo-Cyanophyta; 2.
Eukaryota, representado por 12 filos- Euglenophyta, Chlorophyta, Charophyta,
Prasinophyta, Xanthophyta, Haptophyta, Dinophyta, Bacillariophyta, Chrysophyta,
Phaeophyta e Rhodophyta.

Em anos posteriores foram propostas outras classificagdes, voltadas
principalmente para os representantes eucariontes, no entanto, a referida classificagdo
ainda ¢ utilizada e serve para desmistificar o termo “microalga” que ndo sugere divisao
taxondmica dos microrganismos fotossintetizantes. (Sahoo & Seckbach, 2015). A
evolucdo estimada em bilhdes de anos desses organismos ¢ refletida na diversificacao de
processos fisioldgicos e morfoldgicos. Devido tal histérico, a caracterizagao/classificacao

que foi e ainda ¢ sugerida se torna dificil quando baseada somente em aspectos estruturais,
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bem como o que normalmente ocorre para os sistemas de classificacdo botanica e de
microbiologia. (Komarek et al., 2014).

Grande parte das associagdes (90%) com microrganismos fotossintetizantes
dizem respeito a presenga de microalgas (eucariotos), onde foram descritos entre 25 e 28
géneros. (DePriest, 2004). Os ficobiontes - nomenclatura especifica para fazer referéncia
as algas verdes em simbiose liquénica - compartilham de caracteristicas filogenéticas e
bioquimicas com plantas terrestres, como a presenca de clorofila a e b. (Bold &amp;
Wynne, 1985; Hoek et al., 1955). Segundo Honda e Vilegas (1999), componentes como
vitamina B sdo frutos de etapas fotossintéticas do fotobionte presente no talo. Quando
presentes no talo, as algas verdes em geral sdo responsaveis pela produgdo de acucares
(glicose, sacarose, trealose, entre outros), bem como o que ocorre em plantas superiores.
(Figura 3).

As cianobactérias quando definidas como parceiro fotossintetizante primario na
associacao liquénica, fornecem agucares decorrentes do ciclo fotossintético. (Kaasalainen
et al., 2012). Além disso, ha o fornecimento de compostos de amonia, nitrato ou nitrito
que podem ser absorvidos pelo parceiro flingico para a sintese de aminoacidos e proteinas.
(Figura 3). A capacidade de fixagdo de nitrogénio presente na atmosfera ¢ exclusiva
destes fotobiontes devido a presenca de heterocisto (célula especializada) através da via

metabolica da enzima nitrogenase. (Rai et al., 2002; Sivonen, K. 2009).

e e e s > Substancias liquénicas
|
I Luz e CO, * Ciclo de pentoses fosfato: Derivados de cido
Agua, | pulvinico;
sais minerais e vitamina C |
: * Via do acido mevaldnico: Terpenos e

carotendides;

* Via Acetil Polimalonil: Xantonas, Depsideos e
depsidonas, acidos Usnico, alifaticos, etc.

Aguae
sais minerais
-

Agua, T N.

sais minerais e vitamina C

Luze CO,

Figura 3: Substancias absorvidas e produzidas na simbiose liquénica. Fonte: VAN HALUWYN ez al.,
(2009), PD CRITTENDEN (1991), adaptado.



19

Apesar de constituirem um grupo de distribui¢do diversa, alguns géneros,
especialmente de cianobactérias, ndo teriam sucesso reprodutivo em condigdes terrestres
especificas. A associagdo com outros organismos permite a ampliagdo das areas de
ocupagdo, que € o que ocorre quando estdo intimamente ligados aos fungos. (Tschermak-
Woess, 1988). Cerca de 40 géneros de algas (em sua maioria do filo Chlorophyta) e
cianobactérias foram registrados em simbiose liquénica, onde Trebouxia ¢ Trentepohlia
sdo as algas verdes mais recorrentes. Nostoc e Scytonema sdo 0s representantes
procariotos mais frequentes, presentes em cerca de 1.500 das espécies de liquen ja
descritas, como fotobionte primario ou nao. (Rikkinen, jouko. 2002. Friedl & Budel,
1992).

A diversidade de algas verdes/azuis inseridas em simbiose liquénica sugere que o
estabelecimento de parceiros ¢ adaptavel, além de indicar o potencial de
autossustentabilidade destes. (Hawksworth & Grube, 2020). A diversificacao de espécies
tende a ser estudada além de caracteres morfoldgicos, como por meio das substancias que
sdo produzidas. Como reflexo da relagdo simbidtica, os microrganismos em condigdo de
vida livre apresentam perfil de producdo distinto destas substancias derivadas do seu
metabolismo secundario, haja visto a definicdo de certas vias metabolicas como

exclusivas da associacdao. (Honda & Vilegas, 1999).
2. 4. Caracterizacdo quimica dos liquens

Muitos dos caracteres uteis utilizados para a classificagdo dos liquens sao
homoplasticos, ou seja, apresentam caracteristicas semelhantes em organismos nao
geneticamente proximos e que sdo frutos principalmente da adaptagdo ao meio. (Upreti
et al., 2015). Sendo assim, quando o estudo dos caracteres morfologicos ndo ¢ suficiente
para a taxonomia, os dados moleculares e quimicos ajudam na
identificacdo/caracterizagdo e defini¢do da posicdo filogenética, especialmente para os
fungos liquenizados do filo ascomycota, que compreende a maioria dos representantes
em associagdo. (Schoch et al., 2009).

As substancias liquénicas sdo normalmente divididas em metabolitos primarios e
secundarios, sendo o primeiro citado associado diretamente aos processos essenciais de
respiragdo, fotossintese e nutricdo. Neste caso, o fungo liquenizado tem o papel de
absorver os nutrientes oriundos do substrato fixado e de modo consequente absorve os
contaminantes presentes no ar atmosférico. (Upreti et al, 2015). Os ficobiontes

sintetizam os nutrientes a partir do CO2 e os cianobiontes produzem amonio por meio da
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fixagdo de nitrogénio. Em outras regides, como areas desérticas, outras formas de vida
sdo sustentadas pelos compostos nitrogenados fornecidos pelos liquens (Thomas & Nash,
2008).

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos para assisténcia de mecanismos
essenciais e ecologicas, como estratégia de defesa contra herbivora e até mesmo para
competicdo com outras espécies por recursos, como luz e o préprio habitat. (Hale. M. E.
1983; Upreti, 2015). Estas substancias tém sido alvo de muitas industrias voltadas para a
producao de alimentos, fArmacos, cosméticos, entre outros, por apresentarem potencial
biotecnoldgico e conterem um 6timo custo beneficio quanto recurso bioldgico. (Shibata
Shoji, 2009; Latkowska et al., 2015). Sao geralmente situados no cortex e medula,
raramente encontradas em ambas as camadas.

Estudos pioneiros, como os de William Nylander no século XIX, Friedrich
Wilhelm Zopf (1907) e pesquisadores japoneses Asahina e Shibata (1954),
desempenharam um papel fundamental na exploracao da diversidade quimica dos liquens
(Vitikainen Orvo, 2001; Yousuf et al., 2014). Dentre as contribui¢des dessas pesquisas,
destaca-se a identificacdao da presen¢a de metabdlitos secundarios no talo liquénico, cuja
concentracdo pode variar entre 0,1% e 10% do peso seco, dependendo da espécie e das
condi¢des ambientais (Upreti, 2015).

Com o aprimoramento de técnicas de espectrometria e cromatografia voltadas
para identificacdo e quantificagdo de compostos, foram reconhecidas cerca de 1.050
substancias liquénicas até o ano de 2012 (B. Thippeswamy ,et.al 2012) E plausivel, no
entanto, que o levantamento de dados acerca destas substancias tenha aumentado devido
aos avancos nas técnicas analiticas e a ampliacdo das investigacdes sobre metabolitos
secundarios. A limitacdo de dados disponiveis, eventualmente associada a escassez de
estudos em determinadas regides e a concentracdo das pesquisas em areas geograficas
especificas, restringe a compreensdo da diversidade quimica dos liquens (Fritis et
al.,2013).

Como produtos da etapa de fotossintese realizada pelo principal fotobionte, sdo
fornecidos para o talo compostos polidis (ex. glicerol, ribitol e eritritol) e agucares
(sacarose, glicose, etc.). Ha ainda o relato de identificagdo de aminodacidos livres e que
compdem as proteinas presentes, isolados em Collema e Leptosporum no estudo de
Mendes (1994). Produtos acumulados na por¢ao de medula e cortex do talo sdo secretados

a partir do metabolismo secundario dos microrganismos, a partir da via do acetil-
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polimalonil, conduzindo a formacdo de compostos fendlicos, acidos e derivados.
((Shibata Shoji, 2009.; Luckner, M.; 1990; Mosbach, K. 1973).

Foram elucidados ainda estudos de quimiotaxonomia onde técnicas de reacdo de
colora¢do, microcristalizagdo, cromatografia e espectrometria trazem a tona dados
cruciais sobre as espécies trabalhadas, bom como abordado por Hengameh Parizadeh e
Rajkumar H Garampalli (2017). Testes iniciais de contato com os reagentes 1- Solugdo
de Hidréxido de Potassio, 2- Hipoclorito de sodio, 3- p-Fenilenodiamina (PD) e 4-
Soluc¢do de Iodo detectam a presenca de substancias especificas presentes em cloroliquens
por meio de reagdes de coloragdao. A depender do padrdo de coloragdo observado, o uso
do referido teste preliminar guia para interpretacdes precisas de resultados para
procedimento experimental de cromatografia. (Brodo Irwin, 2003; Le Pogam et al.,

2015).
2. 4. 1 Cromatografia de Camada Delgada

O uso da Cromatografia de Camada Delgada - CCD (Thin Layer Chromatography
- TLC) ¢é amplamente empregado na analise de metabolitos secundarios produzidos por
liquens, permitindo a separacao desses compostos com base na diferenga de polaridade.
A técnica apresenta diversas vantagens, como a utilizagdo de pequenas quantidades de
amostra e solventes, além da possibilidade de analisar varias amostras simultaneamente,
tornando o procedimento eficiente ¢ economico. O perfil quimico obtido por meio da
CCD facilita a identificacao de espécies, mesmo em casos de isomorfia, onde diferentes
espécies apresentam morfologia semelhante, mas composi¢ao quimica distinta.

Além de sua aplicacdo taxondmica, a CCD fornece informacdes valiosas sobre
fatores ecoldgicos associados aos liquens, como a presenga de acidos que desempenham
papéis na defesa contra herbivoria ou microrganismos, bem como a tolerancia a condigdes
ambientais adversas. A concordancia dos dados obtidos pela CCD com outras técnicas
experimentais reforga sua confiabilidade e importancia na caracterizagdo de liquens,
contribuindo para o avango do conhecimento sobre esses organismos € suas interagdes

com o ambiente. (Silva et al., 2012; De Oliveira Villarouco, 2007)

2. 5. Poluicio ambiental e liquens como bioindicadores

Muitos dos géneros de fungos comumente liquenizados demonstram ter
preferéncia na escolha de parceiros fotobiontes onde, atribuido a esta seletividade,

desempenham condig¢des singulares de adaptagdo. Por outro lado, no entanto, a auséncia
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destas particularidades permite que o organismo se estabeleca em ambientes distintos e
de condigdes extremas (Osyczka et al., 2021). A ocupacdo de liquens nestes habitats
reflete diretamente a condi¢do local, podendo serem avaliados diferentes aspectos
visando sua a abundancia, o desenvolvimento e a taxa de produgdo de compostos
quimicos. (Honda & Vilegas, 1999).

A biologia dos liquens esta diretamente relacionada a sensibilidade a poluentes
que podem estar presentes no ar atmosférico. Devido a fonte de nutri¢do ser baseada em
compostos encontrados de forma suspensa, o grau de pureza do ar interfere diretamente
na densidade populacional destes organismos. (Maki et al, 2013). Géneros como
Heterodermia Trevis., 1868, Physcia (Schreb.) Michx., 1803, Teloschistes Norman,
Canoparmelia Elix & Hale, 1986, Usnea Dill. ex Adans., 1763 e Parmotrema A.Massal.,
1860 sao abordados em estudos nacionais que concentram os experimentos para o
biomonitoramento local e uso de agentes bioldgicos como meio para inferir a qualidade
do ar. (Coccaro & Saiki 2001; Martins et al., 2008).

O monitoramento da qualidade do ar e aplicagao de métodos indicativos sdo de
extrema relevancia pois geram dados sobre as condi¢cdes ambientais e provocam
aplicacao de politicas publicas voltadas para assegurar boas condigdes, haja visto que a
poluicao atmosférica ¢ resultado de diversas praticas antrdpicas que tornam o ar nocivo a
saude. (Vormittag et al., 2021). No Brasil estudos realizados apontaram que diversas
cidades ndo apresentam niveis estabelecidos como seguros para a qualidade do ar, dados
estes corroborados pela Organizacao Pan-americana de Satde (OPAS) que esclarece que
cerca de 51 mil mortes anuais de brasileiros estdo associadas ao nivel de toxicidade do ar.
(Ann Glob Health. 2019; Landrigan et al., 2018 ).

A resolucdo 491/2018 do CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente)
oferece pardmetros de classificagdo da qualidade do ar em concentragdes (ug/m?®) de
poluentes, como dioxido de enxoftre, didxido de nitrogénio, gas carbonico, ozoénio, MP10
(poluentes visiveis a olho nu) e MP2,5 (particulas finas). A interpretagdo dos valores que
sdo expressos esta ligada aos riscos que a populagdo pode ou nao correr, afetando desde
pessoas do grupo sensivel a toda populagdo, acarretando a manifestacdo de doencas
respiratorias e cardiovasculares.

O estudo realizado por Pinheiro et al. (2020) teve como objetivo analisar os
parametros relacionados a poluigdo atmosférica em Sao Luis, capital do estado do
Maranhdo. A partir da obtengdo de dados coletados nas sete estacdes automaticas de

monitoramento da qualidade do ar, foi possivel comprovar o excesso de cargas poluentes
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na estacdo localizada na zona portuaria do municipio. Além disso, observou-se que a
influéncia dos ventos alisios contribuiu para elevagdes significativas nos indices de
poluicdo atmosférica, resultando em um aumento de 24,5% na concentracdo de Particulas
Nao Respiraveis e de 35% nas Particulas Totais em Suspensio. Esse fendmeno ocasionou
a dispersdo dessas particulas para outras regides da cidade, ampliando os impactos
ambientais associados a polui¢ao do ar.

Considerando a variagao local das concentra¢des de poluentes no ar atmosférico
e a tendéncia de agravamento da qualidade do ar, se faz necessdrio o constante
monitoramento e aplicagdo de agdes que reduzam os possiveis impactos. Em relacao aos
métodos tradicionalmente aplicados, o biomonitoramento e o uso de bioindicadores para
a qualidade do ar ndo dependem de altos custos para o estabelecimento e manutencao,
além de que demonstram resultados igualmente eficientes. Com isso, ¢ possivel ainda
estabelecer parametros de identificacdo que guiam para a formacdo de solucdes que
amenizam ou combatem as fontes de desordens provocadas aos organismos bioldgicos.

No estado do Maranhdao poucos estudos concentram o uso de liquens como
bioindicadores da qualidade ambiental, e estes ainda sdo voltados somente paras as
regides do interior do estado. (Silva ef al., 2022; Santos et al., 2021; Cunha et al., 2015).
Além disso, poucos sdo dados registrados sobre parceiros simbidticos pertencentes a

comunidade liquénica e seu potencial biologico.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral
e (Caracterizar a nivel morfoldgico e quimicos liquens encontrados na regido
metropolitana de Sdo Luis.

3.2 Especificos

e Obter espécimes de liquens em pontos de alto, moderado e baixo impacto
ambiental;

e Realizar levantamento de estruturas morfoldgicas para identificagdo
taxonOmica;

e Determinar a composi¢do quimica dos espécimes coletados por meio de
testes pontuais de reacdo e andlise qualitativa;

e Identificar os niveis de acumulag@o de microplasticos em liquens de cada

unidade amostral.
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4. METODOLOGIA

4.1. Caracterizacio da area de estudo e pontos de coleta

O estudo foi desenvolvido no municipio de Sao Luis, localizado na por¢ao Norte
do Estado do Maranhao, regido Nordeste do Brasil (IBGE, 2014). As areas de coleta
compreenderam areas de protecdo ambiental, parques ambientais e regides de fluxo

populacional continuo (Figura 4 e 5).

LOCALIZAGAO DO MUNICIPIO DE SAO LUIS, ESTADO DO MARANHAQ, BRASIL
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Figura 4: Localizacdo da cidade de Sdo Luis, Maranhio, Brasil.

1. O Parque Estadual do Sitio do Rangedor, gerido pela Secretaria de Meio
Ambiente e Recursos Naturais (SEMA), corresponde a uma area de 120.955 hectares,
com coordenadas gerais 581184.67 /9723870.40. A vegetacao ¢ descrita como fragmento
remanescente de Floresta Amazonica(bioma), com diferentes estagios de sucessdo
ecologica, funcionando como reguladora térmica em um ambiente que possui um
crescimento urbano acentuado. A expressdo mais significativa da diversidade de fauna ¢
voltada para organismos invertebrados e para avifauna, contendo ainda representantes de
herpetofauna e mastofauna. No local sdo desenvolvidas atividades voltadas para educagao
ambiental e visitagdo. Ocorrem ainda atividades conflitantes como caga ¢ retirada de
vegetacdo ilegal, depdsito de residuos solidos e despejo de sanitarios irregulares.

(SEMA/SBAP, 2017)
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2. O Parque Estadual do Bacanga tem area estimada em 2973,927 hectares e tem
como 6rgdo gestor a Secretaria de Meio Ambiente e Recursos Naturais (SEMA). O
estabelecimento da area de protecdo objetiva legalmente conservar e preservar manancial
subterraneo e corpos hidricos superficiais, além da fauna e flora que corresponde ao
ecossistema de floresta pré-Amazonia. Nesta area os pontos de coleta correspondem ao
Sitio do Fisico, area conservada de forte atuacdo na educacdo ambiental e agdes
comunitarias na regido Itaqui-Bacanga; estdo incluidos ainda o Sitio Mangalho (area
restrita e conservada) e Instituto Federal do Maranhdo IFMA - campus maracana. (SEMA,

2001)

3. O centro histoérico de Sao Luis, localizado na Baia de Sao Marcos, abriga
tecidos urbanos historicos e preservados, sendo crucial para a inscrigdo da capital
maranhense como Patriménio Mundial e tombada pelo IPHAN (Instituto Patrimdnio
Historico e Artistico Nacional). A area sera utilizada como principal que abriga um fluxo

populacional continuo, sendo referéncia de atividades antropicas para o presente estudo.

Figura 5: Areas estabelecidas para coleta. 1- Sitio do Fisico (Parque estadual do Bacanga); 2- Parque
estadual Sitio do Rangedor; 3- Centro historico (Pragas Benedito Leite e Jodo Lisboa). Fonte: Google
earth, adaptado.

4.2. Coletas e armazenamento

As coletas foram realizadas entre os meses de agosto e outubro de 2024, em
amostragem Unica entre os periodos de final da estiagem e inicio da seca. A coleta foi
realizada com autorizagdo de orgdo gestor de unidade de conservagdo, emitido pela
Secretaria de Meio Ambiente e Recursos Naturais do Estado do Maranhdo, para
atividades com finalidade cientifica dentro do projeto “LiMaBio- BR- Metadiversidade
de Liquens como Bioindicadores e Fontes de Biomoléculas”, vinculado ao Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq).

As amostras foram obtidas de acordo com as recomendagdes de British et al.,

1996 para as diferentes morfologias do talo liquénico e o substrato em que esta fixado.
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Foram utilizadas ferramentas cortantes como, faca e estilete para liquens corticicolas,
martelo e cinzel para os que se encontrarem em rochas e pa para os de substrato
inconsolidado. A coleta de liquens foliosos foi realizada a mao livre devido & pouca
aderéncia ao substrato. Ainda em campo, as amostras foram acondicionadas em sacos de
papel e etiquetadas com as informacgdes da coleta (cddigo que referencia o local € nimero
de amostra). Em laboratdrio, os espécimes mantidos em armazenamento foram separados
em aliquotas para direcionamento de procedimentos quimicos e de analise de caracteres

morfologicos.

4.3. Caracterizacio morfolégica e identificacio

A andlise das estruturas liquénicas foram realizadas através de Microscopio
Estereoscopio Trinocular DI- 152T (DIGILAB, TrayCommerce), com anotacdo de
estruturas que guiam a identificacdo a nivel de género: tipo de corpo vegetativo, tipos de
apotécio (estrutura e fixacao), presenca de sorédios e isidios, coloragdo de cortex superior
e inferior. Foram utilizados estudos taxondmicos como Honda, 1997, Jungbluth, 2006 e

2010; Spielmann, 2005 e 2009.

4.4. Caracteriza¢ao quimica
4.4.1. Reacoes de coloracio

Os testes pontuais de coloragdo foram realizados utilizando os reagentes e
interpretando resultados segundo Orange, A. et al. (2001) aplicado em ambito
laboratorial:

e Hidroxido de Potéssio (10%)
e Hipoclorito de Sédio
o KC
- Reagentes primarios combinados no ato do contato

Para a deposic¢ao das substancias quimicas no talo liquénico, realizou-se o contato
na por¢ao superior do corpo vegetativo (Cortex superior) e Medula. As reacdes foram
observadas em Microscopio Estereoscopio Trinocular DI-152T (DIGILAB,

TrayCommerce).

4.4.2. Identificacdo de substancias liquénica
A determina¢do dos produtos liquénicos ocorreu por meio do procedimento de
Cromatografia de Camada Delgada de acordo com Culberson, C. F. (1972) e Orange, A.

et al. (2001). As amostras de liquen foram acondicionadas utilizando acetona para
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extragio de metabolitos durante o periodo de 48h. O extrato obtido foi aplicado sobre
placas de aluminio revestidas com silica gel com auxilio de capilar. Em seguida, as
placas foram entdo colocadas em um tanque selado, contendo solugio C- 170:30 —
Tolueno/Acido acético.

Apbs a separagdo dos compostos por meio do percurso por absor¢cdo solvente
através da camada de silica gel, as substincias tornam-se visiveis por meio da
pulverizagao - placa de aquecimento em 100°C por - da placa com acido sulftrico (10%).
As manchas resultantes sdo provisoriamente identificadas pela combinagdo de sua cor e
posic¢ao relativa na placa. A exposi¢do de luz UV para as placas de aluminio foi aplicada

antes e apds o procedimento de aquecimento da mesma.

4.4.3. Avaliacao da deposicdo de microplastico

Para a andlise dos niveis de acumulacao de microplasticos, parte das amostras
foi deixada para secar em temperatura ambiente por 24 horas. Apds a secagem, as
amostras foram distribuidas em béqueres para a preparacao das aliquotas. Em seguida, as
amostras foram pesadas nos béqueres e submetidas individualmente ao método de
digestao com peroxido de hidrogénio, conforme o protocolo adaptado de Matsura et al.
(2015).

De acordo com os dados apresentados por Taurozziet et al. (2024), paracadal g
de amostra, devem ser adicionados 40 mL de cada um dos componentes da solucao de
digestao. No entanto, algumas amostras apresentaram biomassa insuficiente para essa
propor¢ao. Nesse caso, as concentragdes das solugdes de ferro (II) 0,05 M e perdxido de
hidrogénio foram ajustadas conforme a quantidade de biomassa disponivel (Quadro 1),
mantendo a propor¢dao recomendada para a digestdo. Todas as solu¢des que foram
utilizadas foram filtradas e armazenadas em vidrarias a fim de evitar possiveis

contaminacoes.
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Quadro 1: Identificacdo e caracterizagdo morfoldgica de espécimes coletados.

ID Taxon Peso (g) | Concentracido | Concentracio
FeSO4 (mL) H202 (mL)

RS Parmotrema A., massal 1860 [ (,1522 6 6
C4.1 Pyxine Fr., 1825 0,0502 2,03 2,03
SF12 | Leptogium (Ach.) Gray, 1821 1 40 40

Inicialmente, foi adicionada a solucdo de FeSO4 as amostras, seguida da adigao
de H202. As amostras foram entdo deixadas para digestdo em uma capela, a temperatura
ambiente, por 28 minutos. Apos esse periodo, todas as amostras foram aquecidas entre
40-50°C. Durante o processo, as amostras comegaram a precipitar e foram retiradas da
chapa de aquecimento, com a adi¢ao de agua destilada, a fim desacelerar a digestdo. A
redugdo de residuos organicos foi retomada em seguida de cada interrupcao com a adigao
de 50% do volume de peroxido de hidrogénio. Esse procedimento de desaceleragao foi
aplicado em triplicada até a digestao estar completa.

Ao final do processo, as amostras foram filtradas a vacuo usando papéis de filtro
de fibra de vidro e coradas com 1 mL de rosa de bengala. Apds o processamento, as
aliquotas foram transferidas para placas de Petri e analisadas sob estereomicroscopio para
a identificacdo dos poluentes, conforme descrito por Taurozziet et al. (2024).
Caracteristicas como tipo, cor e tamanho das fibras foram analisadas para categorizar os

microplasticos observados.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na metodologia aplicada, foi possivel coletar um total de 29 espécimes
de liquens, provenientes de diferentes localidades. Desse total, 13 amostras foram obtidas
no Sitio do Fisico (Figura 6), 12 no Centro Historico (Figura 7) e 4 no Parque Estadual
Sitio do Rangedor (Figura 8), evidenciando uma distribuicdo representativa entre os
diferentes ambientes estudados.

A maior parte dos liquens foi encontrada em troncos de arvores, sendo
caracterizados como corticicolas, reforcando o papel importante desse substrato na
colonizagdo e desenvolvimento desses organismos. Além disso, foram observados outros
habitos de fixacdo, como em rochas e superficies artificiais, demonstrando a

adaptabilidade dos liquens a diferentes condi¢des ambientais.
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Algumas amostras, no entanto, foram excluidas das analises seguintes devido a
insuficiéncia de material, o que impossibilitou a identificagdo adequada, ou porque
pertenciam a outros grupos de organismos que apresentam semelhancas morfoldgicas
com os liquens, como as briofitas. Essa etapa de exclusdo foi essencial para garantir a

precisao dos dados e a consisténcia na identificacdo dos espécimes.

Figura 6: Liquens coletados no Sitio do Fisico (Parque Estadual do Bacanga). A- SFO1; B- SF03; C-
SF04; D- SF07; E- SF10; F- SF11; G- SF12; H- SF13.

Figura 7: Liquens coletados no Centro Histdrico de Sao Luis. A- C01; B- C02; C- C03; D- C04; E- CO05;
F- C06; G- C07; H- C08; I- C10; J-C12.
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Figura 8: Liquens coletados no Parque Estadual Sitio do Rangedor. A- R01; B-R02; C-R03; D-R04.

5. 1. Caracterizacio morfolégica e identificacdo

Em laboratorio, as amostras foram limpas com agua destilada e foram retirados
outros fragmentos de natureza organica que nao correspondem a formacao do talo, como
estruturas segmentadas de insetos, etc. A identificagdo morfoldgica dos espécimes foi
realizada com base na observacao de caracteristicas taxondmicas essenciais, incluindo o
tipo de talo liquénico, habito, cor, forma, textura da superficie, além da presenga ou
auséncia de estruturas como sorédios, isidios e ascomas. Essa abordagem permitiu uma

analise detalhada e precisa das amostras coletadas.
5.1.1. Estruturas reprodutivas

Com o auxilio de uma lupa estereoscopica, foi possivel identificar as estruturas
relacionadas a reproducdo dos fungos liquenizados. Os ascomas, estruturas
especializadas, abrigam os ascos, células responsaveis pela formacao de esporos sexuados
conhecidos como ascésporos (Goodenough & Roth, 2021). Entre as formas de ascomas,
destacam-se o apotécio, o peritécio, o cleistotécio e o loculoascoma, cada um com
caracteristicas morfologicas distintas.

O apotécio, em particular, ¢ a forma mais comumente encontrada em liquens
(figura 9), desempenhando um papel essencial na reproducdo e dispersdo desses

organismos. No talo liquénico, essa estrutura pode variar em sua disposi¢do em relagao
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ao substrato, apresentando-se de maneira imersa, superficial ou subepidérmica (R.

Honegger, 2012).

Figura 9: Apotécios e suas variagdes observados nos liquens coletados. 9A-6D: Lecanora sp. (SF01-02);
9E-9F: Thelotrema sp. (SF04); 9G-9H: Mycoblastus sp. (C06, 07).

Os isidios sdo estruturas originadas por projecdes do talo liquénico que, ao
apresentarem uma superficie de contato ampliada, aumentam a capacidade de capturar
novos parceiros fotossintetizantes para a formacao da associagao liquénica. Ja os
sorédios, por sua vez, resultam da fragmentacdo do talo liquénico, sendo constituidos por
hifas e células de fotobiontes ja presentes no corpo vegetativo. (Moel, 2008). A Figura
10 ilustra estruturas de sorédios de espécimes coletadas no centro historico, observadas
em lupa estereoscopica.

Liquens localizados em areas com maior carga de poluentes tendem a priorizar a
dispersao por meio de isidios, devido a sua capacidade de colonizar rapidamente locais
distantes, bem como o padrdo encontrado neste estudo. Por outro lado, a dispersdao por
sorédios em ambientes poluidos estd associada a uma maior absor¢do de particulas
dispersas no ar, o que pode prejudicar o crescimento regular dos liquens nessas condigdes.

(Biidel e Scheidegger, 2008).
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Figura 10: Estruturas reprodutivas presentes no talo liquénico em amostras coletadas, So Luis/MA.
10.A-10.E: Isidio; 10-F: Sorédios;10.A-10.C: Pyxine sp. (C01,04, 08), 10-D: Parmotrema sp (SF13), 10-
E: Candelariella sp. (C02), 10-F: Dirinnaria sp. (R01) . Fonte: Acervo proprio.

A Tabela 1 apresenta a identificagdo e caracterizacdo das amostras coletadas,

detalhando o local de obtengdo e os principais aspectos morfoldgicos observados, que

auxiliam na identificacdo até os niveis de familia e género. A maior diversidade de

géneros e caracteristicas morfoldgicas de liquens foi encontrada nos pontos de coleta

situados na unidade amostral do Sitio do Fisico, local associado a baixa taxa de impacto

ambiental na 4rea. Em contraste, a ocorréncia limitada de géneros no centro historico -

Mycoblastus Norman., 1852 e Pyxine Fr., 1825- reflete a auséncia de condicdes ideais

para o estabelecimento de outros fungos liquenizados.

Tabela 1: Identificacdo e caracterizagdo morfologica de espécimes coletados.

Local de coleta

Familia Género Hablto~ de Morfologia do
SF CH SR fixago talo

L

eanoraceac Lecanora Ach., 1809. X Corticicola Crostoso
Korb.,

) Thelotrema Ach X Corticicola Crostoso
Graphidaceae
Dumort. Fissurina Fée, 1825 X Corticicola Crostoso
Parmeliaceac Parmotrema A., massal
F. Berchtold & v Corticicola Folioso
1860
J. Presl
X

‘Teloschist

eoschistaceac Caloplaca Th.Fr., 1860 X Saxicola Crostoso

Zahlbr
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Collemataceae Leptogium (Ach.) Gray,

X icol lati
Zenker 1821 Saxicola Gelatinoso
X Corticicola Folioso
X Corticicola Folioso
X Corticicola Folioso
X Corticicola Folioso
Pyxine Fr., 1825 X Corticicola Folioso
Caliciaceae X Corticicola Folioso
Chevall X Corticicola Folioso
X Corticicola Folioso
X Corticicola Folioso
Dirinaria (Tuck.) Clem. Corticicola Crostoso
(1909)
Buelia De Not., 1846 X Corticicola Crostoso
ICandelariaceae 'Candelariella ' I I ‘ ‘
X Corticicol Crost:
Hakul Miill. Arg., 1894 orticicota rostoso
X
Tephromelataceae
Hafellner Mycoblastus Norman.,
1852 X Corticicola Crostoso
IPhyscia (Schreb.)
Physciaceae Michx., 1803 X Corticicola Crostoso

Legenda: SF: Sitio do Fisico; CH: Centro Historico; PR: Parque do Rangedor.

5.2. Caracteriza¢do quimica

Apos a andlise das caracteristicas morfologicas dos espécimes, foram preparadas
aliquotas destinadas a diferentes procedimentos analiticos: 1) teste de reagdo de coloragao
(KC), 2) cromatografia de camada delgada (CCD) e 3) quantificacdo de microplasticos.
A metodologia completa de caracterizacdo quimica foi aplicada apenas as amostras que
apresentaram biomassa suficiente, seguindo os critérios especificos para os géneros

previamente identificados e compativeis com cada técnica analitica.

5.2.1 Teste de reacio de coloracio por contato (KC)

Foram aplicados os testes pontuais de utilizando hidréxido de potassio e
hipoclorito de célcio de maneira isolada e em conjunto em por¢des distintas no fragmento
direcionado a etapa. As reagdes foram observadas em microscopio estereoscopico, bem

como exibido nas Figuras 11-12.



34

Figura 11: Teste de coloragdo em amostras coletadas no Centro Historico e Parque do Rangedor. 11-A:
Reacdo positiva para C (Candelariella sp. -C02); 11-B: Reacdo negativa para K, C e KC, (Pyxine sp. -
C04); 11-C: Reagdo positiva para K (Parmotrema sp. - R8).

Figura 12: Teste de coloragdo em amostras coletadas no Parque do Rangedor. A: reacdo negativa para C
em amostra R03; B- reacdo negativa para C em amostra R04; C: reaco positiva para K em amostra R03;
D: reagfo positiva para K em amostra R04; E-F reacdo negativa para KC em amostras R03 e R04,
respectivamente.

A maioria das reagdes realizadas ocorreu em um curto intervalo de tempo, o que
impossibilitou a documentacao por meio de registros visuais. Os resultados obtidos foram

organizados e apresentados na seguinte tabela:

Tabela 2: Amostras coletadas com a respectiva classificagdo do tipo de talo, habito e resultados dos testes

de coloragao.
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Ex. de grupos e
substancias liquénicas

Cod. de Teste K Teste Teste Teste UV  positivamente expressas
amostra C KC para testes de coloragao
(Orange et al., 2010)

01 - - - +

02 + - - - acido pulvinico

03 - - - +

04 - - - +

05 - - - +

06 - - - +

07 - - - +

08 - - - +

09 - - - +

10 - - - +

Sitio do Fisico

01 - - - -

02 - - - -

03 + - - - Emodina

04 + - - - acido dipicolinico
07 + - - - Eritrina
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09 + - - -

10 + - - - Atranorina

11 + - - - Atraquinona (emodina)

12 + - - -

13 - - - - Atranorina
Parque do Rangedor

01 - - - +

02 - - - +

03 - - - +

04 + - - - Atranorina

05 + - - + Antraquinona

Segundo Jungbluth, P. (2010), a espécie Pyxine albovirens (G. Meyer) Aptroot
exibe fluorescéncia amarelada no cortex superior devido a presenca de metabolitos
secundarios como liquexantona, bem como os espécimes classificados entre os géneros
Pyxine obtidos na unidade amostral do centro historico. Algumas espécies agrupadas no
género Mycoblastus apresentam fluorescéncia verde ou amarelada quando expostas a luz
UV, da mesma forma observados nas amostras 06 ¢ 07 coletadas no centro historico.
Apesar de estudos direcionados ao género ndo relatarem diretamente esta reacdo, a
identificacdo de substincias como acido depsidico em espécies deste taxon conferem a
caracteristica de fluorescéncia no cortex superior (Brodo, 2020).

A reagdo positiva as substdncias comumente utilizadas nos testes quimicos de
coloracdo ndo ¢ observada em todas as espécies de um mesmo género, nem resulta na
mesma coloragdo em todas as reacdes. Segundo Orange e colaboradores (2010), as

espécies Parmotrema perlatum e Parmotrema reticulatum exibem colora¢do amarela na
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porc¢do do cortex superior quando submetidas ao teste com K, o que indica a presenca de
substancias do grupo das depsidonas. Embora os espécimes analisados neste estudo
tenham mostrado reacdo positiva ao teste com K, a identificacdo da espécie nao pode
depender exclusivamente desse teste de coloragdo, sendo necessaria a aplicagdo de

metodologias de biologia molecular para confirmagdo precisa.
5.2.2 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A anélise do perfil quimico dos metabdlitos secundarios presentes nos liquens
coletados foi realizada utilizando a Solugao C (tolueno:éacido acético), conforme descrito
por Orange, A. et al (2001) Durante o procedimento, foram registradas as coloracdes e
suas variagdes para identificar os possiveis grupos de compostos. A fixacdo das manchas
na placa permitiu o calculo manual dos valores de Rf (fator de retenc¢do), utilizando a
formula: Rf = Distancia percorrida pela substancia (mancha) / Distancia percorrida pelo
solvente (frente do solvente). Os valores obtidos foram posteriormente confirmados com
o auxilio do software Metabolites (V 1.1.2.0; E. Mietzsch, HT Lumbsch & JA Elix). Para
uma melhor caracterizacdo, os compostos foram agrupados por classe com base nos

valores de Rf e os resultados foram exemplificados na placa cromatografica:

O' [___] o) IEI =] Rf Alto: 0.8-0.9
: I:l f Médio:
o Et =T —J %' () A ) h(:J-u.a
"""" C ol R R S D
¢ YW () 2 g S = 05-06

Rf Baixo:0.2-0.3

Figura 13: Classificagdo de valores expressos para fator de reten¢do. Fonte: Autora

Foram submetidas a cromatografia em camada delgada (CCD) um total de 21
amostras, incluindo todas as dreas amostrais, classificadas entre os morfotipos crostoso e
folioso. Foram excluidos desta etapa os espécimes que ndo apresentaram biomassa

suficiente, conforme recomendado, além de cianoliquens que, em suma, apresentam
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escassez de metabdlitos por ndo serem capazes de produzir derivados fendlicos (Honda
& Vilegas, 1999). Os compostos foram identificados com base na literatura destacados
nas tabelas 4-6, com base em cada amostra identificada e os parametros fisicos
observados (coloragdo em luzes UV e branca) e, posteriormente, confirmados em
software Metabolites (V 1.1.2.0; E. Mietzsch, HT Lumbsch & JA Elix) a partir do valor
especifico de Rf. Para aqueles que demonstraram ambiguidade na predigdo de

subprodutos liquénicos, foi destacado o grupo quimico do qual fazem parte.

1. Sitio do Fisico
A cromatografia de camada delgada (TLC) foi realizada para analisar os
compostos metabolicos presentes em 7 amostras de liquens encontrados no Parque
Estadual do Bacanga. A Figura 14 demonstra a placa de TLC que mostra a distribui¢ao
e a intensidade dos compostos separados para cada amostra de liquen. A tabela 4
apresenta os valores de Rf obtidos para os compostos observados a partir da corrida do

solvente correspondente a 0.79.
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4, 8 R A X 8 A
- ’Ej’ ey - z )V =
g 't (] w(_ Y ap - ()
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¢ ¢

Figura 14: Cromatografia de camada delgada direcionada a liquens coletados no Sitio do Fisico.
Legenda: Substancias - A= Atranorina, AU= Acido tisnico, AB= Acido Barbatico, AP= Acido
Protrocetrarico, Acido Fumarprotocetrarico, Aq= Antraquinona, E= Emodina, Afl= Acido fenélico, CF=

Composto fendlico, SpF= Subproduto fendlico.
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Tabela 4: Metabolitos secundarios identificados para amostras liquens coletados no Sitio do Fisico, Sao

Luis- MA.

Fator de Cod. da mancha

retencio em placa

27

40

66

71

88
56

64

69

87

76

60

21

38

42

69

87

10

11

12

13

14

15

16

Substincia

Acido
Fumarprotocetrarico
Acido Protocetrarico
Acido Barbatico:

Atranorina

Atranorina

Emodina

Acido Protocetrarico

Antraquinona

Atranorina

Acido

Fumarprotocetrarico

Acido fenolico

Subproduto fenodlico

Composto Fenolico

Composto Fenolico

Acido tsnico

Atranorina

2. Centro Histérico

Género Referéncia Bibliografica

Cladonia Huneck, S., & Yoshimura, I.
P.Browne, 1756. (1996).

Huneck, S., & Yoshimura, I.
Pyxine Fr., 1825 (1996).

Cladonia
P.Browne, 1756. Ejiri and Shibata (1975)

Cladonia
P.Browne, 1756. Ejiri and Shibata (1975)

Lecanora Ach.,
1809. Leuckert et al. (1990)

Pyxine Fr., 1825 Harris, R. C. (1995)

Huneck, S., & Yoshimura, I.
Pyxine Fr., 1825 (1996).

Huneck, S., & Yoshimura, I.
Pyxine Fr., 1825 (1996).

Huneck, S., & Yoshimura, I.
Pyxine Fr., 1825 (1996).

Thelotrema Ach. Licking, R., et al. (2009)

Fissurina Fée, Huneck, S., & Yoshimura, 1.
1825. (1996).

Caloplaca Huneck, S., & Yoshimura, I.
Th.Fr., 1860 (1996).

Parmotrema A., Huneck, S., & Yoshimura, I.
massal 1860. (1996).

Parmotrema A., Huneck, S., & Yoshimura, I.
massal 1860. (1996).

Lecanora Ach., Huneck, S., & Yoshimura, I.
1809. (1996).

Parmotrema A., Huneck, S., & Yoshimura, 1.
massal 1860. (1996).

A cromatografia de camada delgada (TLC) foi realizada para identificar os

compostos metabdlicos presentes em 10 amostras de liquens coletados no centro

histérico. A foto da placa de TLC ilustra a distribuicdo e a intensidade dos compostos
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separados em cada amostra (Figura 15) ¢ a tabela 5 seguinte apresenta os valores de Rf

correspondentes aos compostos com base corrida do solvente correspondente a 0.93.

P P
-
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P
AU
O AL A
1AL D
0 5«
4
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8
4 1 7 ‘--
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¢ & & & ¢t Fa& & o4& ¢ &

Figura 15: Cromatografia de camada delgada direcionada a liquens coletados no Centro Historico, Sdo
Luis- MA. Legenda: P = Parietina, AU= Acido Usnico, AL= Acido Lecanérico, AF= Acido

fumarprotocetrarico.

Tabela 5: Metabolitos secundarios identificados para amostras liquens coletados em pragas localizadas no

Centro Historico, Sao Luis- MA.



Fator de
retenciao

56

71

95

59

67

95

95
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Cé6d. da mancha
em placa

1D

2B

3A

4E

S5F

6A

7A

8C

Substancia

Acido Lecanoricco

Acido Gsnico

Parietina

Acido Lecanoricco

Acido Lecanoricco

Parietina

Parietina

acido

fumarprotocetrarico.

3. Parque do Rangedor

Género

Pyxine Fr.,
1825

Pyxine Fr.,
1825

Pyxine Fr.,
1825

Mycoblastus
Norman., 1852

Mycoblastus
Norman., 1852

Mycoblastus
Norman., 1852

Pyxine Fr.,
1825

Pyxine Fr.,
1825

Referéncia
Bibliografica

Orange, A. et al
(2001)

Orange, A. et al
(2001)

Ferreira, R.f.
(2018)

Orange, A. et al
(2001)

Orange, A. et al
(2001)

Ferreira, R.f.
(2018)

Ferreira, R.f.
(2018)

Orange, A. et al
(2001)
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A cromatografia em camada delgada (TLC) foi realizada para identificar os

compostos metabodlicos presentes em 4 amostras de liquens coletadas no Parque Estadual

Sitio do Rangedor. A imagem da placa de TLC mostra a distribuicao e a intensidade dos

compostos separados em cada amostra (Figura 16). A tabela 6 apresenta os valores de

Rf dos compostos, com base na corrida do solvente, que teve um valor correspondente a

0,73.
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Figura 16: Cromatografia de camada delgada direcionada a liquens coletados no Parque do Rangedor,
Sao Luis-MA. Legenda: P= Parietina, AE= Acido esqualmatico, AL= Acido Lecanérico, AF= Acido

fenolico.

Tabela 6: Metabolitos secundarios identificados para amostras liquens coletados no Parque do Rangedor,

Fator de Cdéd. da mancha
retencio em placa Substincia Género Referéncia Bibliografica
Dirinaria (Tuck.) Clem. (1909)
Pyxine Fr., 1825 Liicking, R., et al. (2009);
Huneck, S., & Yoshimura,
96 1 Parietina Parmotrema A., massal 1860 1. (1996).
Dirinaria (Tuck.) Clem. (1909)
o Pyxine Fr., 1825 Liicking, R., et al. (%009);
Acido Huneck, S., & Yoshimura,
81 7 Esquamatico Parmotrema A., massal 1860 I. (1996).

Dirinaria (Tuck.) Clem. (1909) Liicking, R., et al. (2009);
Huneck, S., & Yoshimura,
77 3 Acido lecanérico  Pyxine Fr., 1825 L. (1996).

Dirinaria (Tuck.) Clem. (1909) Liicking, R., et al. (2009);
Huneck, S., & Yoshimura,
64 4 Acido lecanérico  Pyxine Fr., 1825 L. (1996).

Dirinaria (Tuck.) Clem. (1909) Liicking, R., et al. (2009);
Huneck, S., & Yoshimura,
58 5 Acidos fenolicos  Pyxine Fr., 1825 L. (1996).

A cromatografia em camada delgada (TLC) demonstrou ser uma técnica eficiente
na separacao dos subprodutos liquénicos, permitindo a distribuicao dos compostos entre
diferentes grupos quimicos, como acidos fenodlicos, depsideos, antraquinonas e xantonas.
A anélise dos valores do fator de retencao (Rf) entre os compostos revelou variagdes
significativas na polaridade, refletindo as interacdes entre as fases estaciondria e movel
do extrato (Castro & Cédron, 2013).

A visualizagcdo dos compostos parietina e atranorina, pertencentes aos grupos das
xantonas e depsideos, respectivamente, exemplifica claramente a expressdo desses
compostos ao final da absor¢ao do solvente na placa de CCD, evidenciando padrdes de
coloragao distintos e valores elevados de Rf.

A partir da consisténcia da metodologia aplicada, foi possivel identificar

marcadores quimicos essenciais para a confirmacdo de tdxons em espécimes liquénicos,
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como o acido lecanodrico, que esta presente em Pyxine sp. € Mycoblastus sp. Além disso,
a atranorina, um composto comumente utilizado no diagnostico de liquens, destaca-se por
suas fungdes vantajosas tanto em niveis ecologicos quanto quimicos, conferindo-lhe uma
vantagem evolutiva (Benatti, M. N., 2014). Neste estudo, a atranorina foi
predominantemente detectada em Parmotrema, seguida de Lecanora sp. € Pyxine sp.

A realizagdo de testes de coloracdo preliminares antes da identificagdo dos
metabolitos secundarios no liquen saxicola Caloplaca sp. desempenhou um papel crucial
na triagem inicial, indicando a possivel presenca de compostos fenolicos. A reagdo
positiva ao contato com KOH (K+ vermelho) foi um indicativo relevante da presenca de
antraquinonas, direcionando a andlise cromatografica (CCD) para essa classe de
substancias.

A cromatografia confirmou essa identificacdo com a presenc¢a de parietina, um
metabolito caracteristico do género Caloplaca, que exibiu coloragdo variando entre
amarelo e laranja, reforcando sua classificacdo como antraquinona. Este procedimento
demonstrou a eficacia dos testes quimicos preliminares na otimizagdo do processo de
identificacdo, o que resultou na redugao do tempo de analise € no aumento da precisao
dos resultados (Keller NP. et al., 2005).

Os liquens situados no Sitio do Fisico, inserido no Parque Estadual do Bacanga,
expressaram maior variabilidade de metabolitos secundarios, justificado principalmente
pela maior viabilidade de géneros encontrados. De modo contrario, os liquens situados
no centro historico apresentaram menos subprodutos em cromatografia e, no entanto, foi
mantido o padrao de compostos entre os mesmos géneros. A diferenca minima entre os
fatores de retencdo de compostos e taxons iguais se deve aos niveis distintos de
concentracdo do quimico no talo liquénico. A exposi¢do desigual dos fatores de
crescimento para os espécimes condiciona a sintese de subprodutos liquénicos de acordo

com as necessidades (Ferreira, R.F.2018; Liicking, R., et al., 2009)

5.2.3 Analise da acumulacio de microplasticos

Para determinar o potencial de acumulagdo de microplasticos no talo liquénicos,
foram submetidas ao experimento 1 amostra de cada conjunto amostral, classificados
entre os géneros Pyxine Fr., 1825 (Centro Historico), Parmotrema A., massal 1860
(Parque do Rangedor) e Leptogium (Ach.) Gray, 1821 (Sitio do Fisico). A padronizagao
de protocolo de digestdo para os liquens utilizados e a visualizagdo (Figuras 17-19)

permitiram a caracterizagdo das fibras observadas.
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Figura 17: Fibras encontradas em digestao de liquen Parmotrema sp. coletado no Parque do

Rangedor.

Figura 18: Fibras encontradas em digestao de liquen Pyxine sp. coletado no Centro Historico.

Figura 19: Fibras encontradas em digestao de liquen Leptogium sp. coletado no Parque do Rangedor.
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Foram observados 11 fragmentos antropogénicos em todos os liquens submetidos
a digestao da estrutura. Os residuos acumulados apareceram em quantidades semelhantes
entre as amostras, no entanto, as diferencas notdveis surgiram na taxa de atividade
antropogénica e na quantidade de biomassa utilizada para essa etapa do processo. As
amostras apresentaram varia¢des na forma e na intensidade da coloragdo dos residuos, o
que permitiu a sua identificagdo mais precisa.

A diferenciagdo dos fragmentos foi facilitada pela analise em lupa
estereomicroscopica, que revelou claramente as caracteristicas distintas dos residuos,
como formato, cor e textura, inferindo sua origem antropogénica. Esses dados indicam
que, embora a quantidade de residuos tenha sido consistente, os fatores ambientais e
bioldgicos podem influenciar na natureza e distribui¢do dos fragmentos observados.

A densidade relativa de fragmentos solidos observados nos fragmentos de
liquen utilizados foi determinada a partir da aplicagio de dados em célculo —

Densidade = Numero de particulas de microplastico / peso seco usado (g) (Quadro 2).
A partir dos dados obtidos, foi possivel perceber que o liquen coletado no Centro (Pyxine
sp.) apresentou a maior densidade de microplasticos, sugerindo uma maior retencao
dessas particulas em seu talo. Ja o liquen Leptogium sp., obtido no Sitio do Fisico, também
demonstrou uma retencao significativa, enquanto o liquen Parmotrema sp. coletado no
P.Rangedor, apesar de apresentar um nimero absoluto maior de particulas, exibiu a menor
densidade relativa, indicando um acumulo menor de particulas em suas estruturas.

Esses achados reforcam a hipotese de que fatores estruturais, como morfologia do
talo, e caracteristicas ambientais podem influenciar na capacidade de bioacumulagao de
microplasticos pelos liquens, destacando sua importancia como biomonitores da polui¢ao

atmosférica.

Quadro 2: Densidade relativa de fragmentos solidos encontrados em fragmentos de talo

liquénico.
Liquen Peso seco usado Qtde de particulas de Densidade
(g microplastico encontrado (particulas/g)
Pyxine sp. (C) 0,05 3 60
Parmotrema sp. (P.R) 1 4 4
Leptogium sp. (S.F) 0,1 4 40

Legenda: C= Centro historico. P.R= Parque do Rangedor, S.F= Sitio do Fisico.
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A deteccao de poluentes solidos em estruturas liquénicas, aliada a caracterizagdo
do tamanho dos fragmentos, evidencia o risco potencial de contaminacdo em diversos
sistemas, incluindo a ultrapassagem de barreiras bioldgicas e a acumulagao no organismo
humano. Microplasticos ultrafinos (menores que 10 um) e nanoplasticos (menores que 1
um), apresentam maior capacidade de translocacdo, podendo atingir a corrente sanguinea
quando possuem dimensodes inferiores a 0,1 um (100 nm) e alcancar os alvéolos
pulmonares quando possuem menos de 5 um de didmetro, tamanhos estes bem como os
encontrados neste estudo. A presenca dessas particulas no sistema respiratorio pode levar
a absorcao celular ou desencadear processos inflamatérios, refor¢cando a necessidade de

monitoramento e controle da poluicao por microplasticos.
6. CONCLUSAO

A aplicagdo de metodologias tradicionais de coleta possibilitou a obtencao de 29
liquens, com morfologias diversas, incluindo talos foliosos, crostosos e gelatinosos. O
levantamento das caracteristicas reprodutivas e ndo reprodutivas do fungo liquenizado
orientou a identificacdo de 12 géneros, distribuidos em 9 familias. Os pontos de coleta
estabelecidos refletiram significativamente a diversidade de tdxons, com variagdes
notaveis relacionadas ao nivel de qualidade ambiental observado.

A realizacao de testes de reagao de coloragdo desempenhou um papel importante
na caracterizacdo preliminar dos compostos quimicos presentes, além de corroborar a
identificacdo morfoldgica realizada. A cromatografia em camada delgada (CCD)
demonstrou uma separagdo eficiente dos componentes da amostra, com manchas bem
definidas e valores de fator de retengao (Rf) distintos. Houve uma concordancia entre os
compostos identificados nos espécimes anteriormente classificados no mesmo taxon,
além da identificagdo de compostos frequentemente expressos.

A presenca de fragmentos plasticos nas amostras analisadas destaca o potencial
de bioacumulacdo de microplasticos no talo liquénico, evidenciando a utilidade dos
liquens como bioindicadores e ferramentas eficazes para o biomonitoramento ambiental.
Este estudo ndo apenas contribui para o avanco do conhecimento sobre a biodiversidade
local, com novos registros para os géneros Leptogium, Fissurina, Dirinaria, Caloplaca,
Thelotrema, Candelariella e Mycoblastus, mas também refor¢a a importancia de uma
abordagem metodologica multifacetada, que enriquece a caracterizagdo dos liquens,

integrando informagdes morfologicas e quimicas.
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