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RESUMO

Liguens produzem substancias capazes de interagir com seu substrato rochoso ou solo
modificando-os quimicamente, formando quelatos. Quando sob a influéncia de fonte
exdgena de nitrogénio, algumas espécies produzem suas substéncias em maior teor,
incrementando a percolacdo desses produtos, favorecendo a interacdo com seu
substrato. Neste trabalho avaliou-se a capacidade do liquen Cladonia verticillaris
interagir com o solo de sua area de ocorréncia e, a possivel interferéncia de fonte
nitrogenada na forma de uréia como ativadora da sintese de substancias modificadoras
desse substrato. Experimentos foram montados com amostras do liquen e solo a elas
subjacente, que foram periodicamente, até 150 dias, analisados a partir de seus extratos
brutos por cromatografia em camada delgada. Os resultados demonstraram que o
liguen produziu seu principal composto, o acido fumarprotocetrarico (FUM), por todo o
periodo. A fonte nitrogenada influenciou no aumento da sintese do FUM, bem como
acumulo de substancias intermediarias de sua biossintese. Estas substancias foram
também encontradas nas amostras de solo, tanto na forma natural como oxidadas ou
reduzidas, indicando interacdo de C. verticillaris com seu substrato. Este teve seu pH
diminuido e modificagdo nos teores de Al e H, sobretudo nos experimentos sob
influéncia da uréia.

Palavras-chave: quelatos; uréia; substancias liquénicas; acido fumarprotocetrarico

CHEMICAL CHANGES IN SOIL UNDER THE LICHEN Cladonia verticillaris

ABSTRACT

Lichens produce substances capable of interacting with their rocky or soil substrate,
modifying them through chemical action, forming chelates. When under influence of
exogenous source of nitrogen, some species produce their compounds in a major
content, increasing the percolation of these products, favoring a closest interaction with
its substrate. In this paper the ability of the lichen Cladonia verticillaris of interacting with
the soil of its occurrence area, was evaluated, as well as the interference of nitrogen
source, in urea form, for activating the synthesis of substances capable of modifying the
substrate. Experiments were carried out with samples of lichens and soil under them,
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periodically, until 150 days, analyzed through their crude extracts, by thin layer
chromatography. The results showed that the lichen produced its main compound, the
fumarprotocetraric acid (FUM), for all time course experiment. The nitrogen source
influenced the increasing of FUM synthesis, as well as the accumulation of intermediary
products of its biosynthesis. These substances were also found in soil samples, as in
natural form, as oxided or reduced form, indicating the interaction of C. verticillaris with
its substrate. This one had its pH value reduced and modification in Al and H contents,
mainly in experiments under urea influence.

Keywords: chelates; urea; lichen substances; fumarprotocetraric acid.

INTRODUCAO

Apesar dos liguens serem mais conhecidos como pioneiros na colonizacdo de rochas
consolidadas, portanto de extrema importancia na decomposi¢cdo quimica e fisica desse
substrato para formagédo inicial do solo e, por conseguinte, efetivo na sucessédo ecolégica
(SEAWARD, 1977; PEREIRA, 1997), seu uso data da antiguidade, pois ha relatos de seu
emprego em rituais de embalsamamento no Egito, ou como medicamento, como fazia
Dioscorides, cirurgido do exército de Nero, ou mesmo por serem considerados o Mana citado na
biblia (ABRAHAN; FLOREY, 1954).

Atualmente os estudos sdo conduzidos para atestar a eficacia dos liquens e suas substancias,
desde a farmacologia a biotecnologia e monitoramento ambiental. No tocante a acdo das
substancias liquénicas sobre as rochas, Jones (1988) menciona a capacidade quelante desses
compostos, capazes de solubilizar cations de substratos minerais. Schatz (1963) sugere que 0s
acidos liqguénicos exercem importante papel na pedogénese através da quelacéo. Pereira (1997)
designa quelagdo como uma reacao quimica onde uma substancia orgéanica, no caso a liquénica,
complexa com fons inorganicos, aqui os provenientes da rocha. Em adigdo, a habilidade dos
liquens de decompor rochas também se da pela atividade do micobionte (seu componente fungo)
através do CO, de sua respiracdo (PEREIRA, 2000), em associagdo com a acdo mecanica de
suas rizinas que penetram nas micro-fissuras, expandindo-se em seu interior quando
umedecidas, provocando a¢do mecanica (SEAWARD, 1977).

Estudos realizados com substancias isoladas de liquens, ou estes em sua forma natural,
demonstraram sua eficiéncia na degradacgao quimica do substrato rochoso. Pereira et al. (2000)
referem a acdo do acido fumarprotocetrarico (FUM) sobre amostras de granito, enfatizando que
tal substancia inicia o processo de decomposicdo da rocha nas primeiras 24 horas de incubacéo.
O mesmo granito foi avaliado utilizando-se o acido Usnico como substancia teste, que também
demonstrou eficiéncia comprovada por ensaios espectroscopicos onde se identificaram e
quantificaram os elementos mais eficientemente quelados (COSTA et al., 2000), assim como
Silva et al. (2000), que relata a acdo da atranorina sobre a mesma rocha.

Outros parametros foram também avaliados. Silva (2005) testou o FUM sobre amostras de
migmatito, com experimentos sob influéncia do aumento da temperatura. Com isso, verificou que
a velocidade das reacdes era aumentada quando os experimentos eram condicionados a 40°C
por 12h, simulando condigdes ambientais, produzindo efeitos em 15 dias semelhantes aos
obtidos em apenas seis meses sob temperatura ambiente (28 + 3°C).

A radiacdo gama foi também testada por Silva et al. (2010), que verificaram que Cladonia
substellata quando submetida a diferentes doses radioativas era induzida a produzir em
guantidades aumentadas sua substancia fotoprotetora, o acido Usnico. Esta era repassada ao
substrato calcério, que por difratometria por raios X indicou a modificagdo de oito diferentes
minerais em trés meses de experimento, além da comprovacdo da formacéo de quelatos com ions
dessa rocha.

Outra abordagem interessante também € a interacdo dos liquens com o solo ja formado.
Trabalhos indicam sua influéncia no ciclo de nutrientes, j& que se nutrem higroscopicamente,
absorvendo ions dissolvidos na umidade atmosférica (SEAWARD, 1977). Dessa forma, podem
ser induzidos a maior biossintese de suas substancias pelos nutrientes liberados, ou ter alguma
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etapa biossintética bloqueada.

Vasconcelos (2007) demonstraram que ao serem adicionadas diferentes concentracdes de
fosfato de sddio ao solo que continha sobre ele C. verticillaris o liquen ja sofria alteragdo no seu
metabolismo, em apenas um més, uma vez que a concentragdo das substancias liquénicas
aumentava em funcdo do aumento no teor do nutriente. Silva et al. (2008) testando a mesma
espécie perceberam modificacdo no seu metabolismo nas primeiras 24h de submissao a uréia,
cuja alteragdo se dava em funcéo do aumento da concentragdo desse sal. Além das substancias,
o liquen in natura também influencia na modificacdo quimica do solo e das plantas nativas de
habitats de tabuleiro (cerrado lato senso), como no caso da C. salzmannii (SILVA, 2007).

Na zona da mata em alguns estados do nordeste brasileiro, a expanséo da cana-de-aclcar vem
tomando espago da floresta Atlantica e tabuleiros arenosos, cerrado lato senso. Esta pratica,
além de provocar a fragmentacdo florestal e perda da biodiversidade, pode levar a efeitos
indiretos sobre a biota adjacente desses remanescentes vegetais. Nessas areas os liquens
podem responder aos efeitos antrépicos, como bioindicadores (PEREIRA et al., 2006). No caso
dos tabuleiros arenosos, os liquens da familia Cladoniaceae ocorrem sob forma de tufos tendo o
solo como substrato e poderiam captar nutrientes transportados dos cultivos adjacentes, influindo
na ciclagem de nutrientes e funcionamento dos ecossistemas.

Face a interacdo dos liquens com o substrato rochoso ou com o solo, neste trabalho objetivou-se
analisar o efeito de C. verticillaris sobre seu solo de origem, em condi¢fes de laboratério, e se a
adicdo de fonte nitrogenada ao substrato, sob forma de uréia, induziria a biossintese de
substancias transformadoras do substrato. A relevancia deste estudo se d& pelas poucas
informacdes acerca da relacdo do liguen com seu ambiente, sobretudo em ecossistemas
nordestinos.

MATERIAIS E METODOS
Coleta e processamento das amostras de solo e liquens

Amostras de C. verticillaris foram coletadas no municipio de Alhandra, Paraiba (figura 1), bem
como seu solo de ocorréncia. Este tem textura arenosa, com presenc¢a de matéria organica, onde
sdo encontradas diversas espécies da familia Cladoniaceae.

Figura 1 - Mapa da Paraiba com indicacdo do municipio de Alhandra, &rea de coleta de liquens e solo.
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Fonte: elaborado por Ricardo Ferreira da Silva.
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Isolamento e purificagdo do acido fumarprotocetrarico (FUM)

A partir 60 g do talo de C. verticillaris foram realizadas duas extragdes sucessivas com éter
dietilico (350mL), em agitador mecanico por 1h, e a infusdo mantida sob temperatura de 4°C
durante 24 h. O extrato foi filtrado e concentrado em rotavapor até secar. Ao extrato etéreo foi
adicionada acetona e, deixado em repouso até a precipitacéo dos cristais do FUM. Estes foram
dissolvidos em acetona para novas recristalizagdes e maior purificagdo (ASAHINA & SHIBATA,
1954, modificado por PEREIRA, 1998).

Montagem do experimento

O experimento foi montado em garrafas do tipo PET transparentes. Estas foram cortadas
transversalmente, onde foram depositadas amostras de solos, recobertas com tufos de C.
verticillaris (figura 2). O liquen foi borrifado com agua destilada a cada trés dias e, o solo com
agua deionizada (figura 2A), ou solucédo de uréia a 0,1% (figura 2B) ou a 1,0% (figura 2C).

Figura 2 - experimento montado em cupulas feitas a partir de garrafas PET, com tufos de Cladonia
verticillaris e seu solo de ocorréncia abaixo do material liquénico

Legenda: A — material controle borrifado com agua deionizada; B — solo
suplementado com uréia a 0,1%; C — solo suplementado com uréia a 1,0%.

Coleta das amostras e obtencéo dos extratos organicos

As coletas do liquen e do solo foram realizadas a 30, 60, 90, 120 e 150 dias, sendo retirados
1g de liquen e 6g de solo de cada cupula. Do material foram obtidos extratos, com éter/acetato
de etila (65:35, v/v), e cloroférmio/acetonitrila (60:40, v/v). Todos os extratos foram evaporados
a temperatura ambiente (28+ 3°C).

Anélises em Cromatografia em Camada Delgada - CCD

Os extratos organicos obtidos foram submetidos a CCD, a partir da metodologia desenvolvida
por Culberson (1972), sendo aplicados em placas de silica Gel Fass.366 Merck, posteriormente
desenvolvidas no sistema de solventes B (hexano/éter dietilico/acido férmico, 130:80:20, v/v).
ApOs evaporacdo dos solventes as placas foram reveladas sob luz UV curta e longa e,
posteriormente, pulverizadas com &cido sulfirico a 20%, e aquecidas a 100°C por 1h. Os
resultados foram avaliados mediante valores de Rf das amostras testadas e do padrdo do
acido fumarprotocetrérico.

Analise do solo

O solo, ao final do experimento foi analisado segundo caracteristicas quimicas (pH, P, Ca +
Mg, Na, K, Al, H +Al, valores para S, CTC, V e M) no Instituto de Pesquisas Agronémicas do
Estado de Pernambuco (IPA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 3 observa-se o cromatograma obtido com extratos de C. verticillaris posicionada
sobre seu solo de ocorréncia. Nele é possivel observar que o acido fumarprotocetrarico (FUM),
principal substancia da espécie (AHTI et al., 1993) foi produzido praticamente todo o periodo
do experimento, mas seu teor parece aumentar a partir dos trés meses, sobretudo nas
amostras cujo solo era suplementado com uréia. Observa-se também que o acido
protocetrarico (PRO) foi produzido e este também faz parte da composi¢édo quimica da espécie,
sendo biossintetizado antes do FUM, assim como a atranorina (ATR) (PEREIRA et al., 1999).
Esta substancia é produzida pelo liqguen em condi¢cbes naturais (PEREIRA, 1998), mas sob
influéncia de uma fonte exdégena de nitrogénio, ela foi acumulada. Por ser a substancia que
inicia a sintese do FUM (PEREIRA et al.,, 1999), ela pode também ter sido acumulada por
incapacidade do liquen em prosseguir sua rota biossintética. A substancia Cphl, ou acido
confumarprotocetrarico, foi também detectada e, na natureza, € encontrada em baixos teores
na espécie (AHTI et al., 1993).

Bandas intermediarias ao FUM e ATR podem ser produtos intermediérios da biossintese do
primeiro composto, acumulados por algum bloqueio nas etapas metabdlicas, provavelmente
por excesso de nitrogénio, ou por absorcdo de algum ion proveniente do solo. Mota-Filho et al.
(2007) comprovaram que em &reas contaminadas com chumbo ou com diéxido de enxofre, C.
verticillaris reagia de forma idéntica, acumulando produtos intermediarios, ou decaindo
sobremaneira seu teor de FUM.

Figura 3 — Cromatograma em Camada Delgada realizado com os extratos organicos de Cladonia
verticillaris posicionada sobre seu solo de ocorréncia tratado agua ou solugées de uréia a diferentes
concentragdes.

Legenda: 1- extrato organico do liquen no momento da coleta; 2 - extrato organico 1
més controle; 3 - extrato organico 1 més uréia 0,1%; 4 - extrato organico 1 més uréia
1%; 5 - extrato organico 2 meses controle; 6 - extrato organico 2 meses uréia 0,1%;
7 - extrato organico 2 meses uréia 1%; 8 - extrato organico 3 meses controle; 9 -
extrato organico 3 meses uréia 0,1%; 10 - extrato orgénico 3 meses uréia 1%; 11 -
extrato organico 4 meses controle; 12 - extrato organico 4 meses uréia 0,1%; 13 -
extrato organico 4 meses uréia 1%; 14 - extrato organico 5 meses controle; 15 -
extrato organico 5 meses uréia 0,1%; 16 - extrato organico 5 meses uréia 1%
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Extratos organicos das amostras de solo posicionadas sob C. verticillaris, analisadas por CCD
(figura 4) revelaram a presenca de substancias produzidas pelo liqguen. Nelas foi revelada a
presenca do FUM, PRO, ATR em altas concentracdes, provavelmente percolados por
influéncia do borrifo realizado no talo periodicamente. Tais substéncias devem ser o
remanescente da interacdo com os ions do solo, pois parte delas deve estar em forma de
guelatos. Estes resultados podem ser ratificados pelos estudos de Barbosa (2005), que por
espectrofotometria identificou quantidades crescentes de produtos em solucdes de acido
Usnico colocado em contato com o migmatito, em funcdo do tempo de experimento. Em
andlises cromatograficas concluiu que o aumento dos teores de compostos nos extratos eram
guelatos formados pelas substancias liqguénica e os ions da rocha.

Figura 4 - Cromatografia em Camada Delgada realizada com os extratos organicos do solo subjacente a
Cladonia verticillaris, tratado com agua ou solugées de uréia.
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Legenda: 1 - extrato organico liguen no momento da coleta; 2 - extrato
orgénico 1 més controle; 3 - extrato organico 1 més uréia 0,1%; 4 - extrato
organico 1 més uréia 1%; 5 - extrato organico 2 meses controle; 6 -
extrato organico 2 meses uréia 0,1%; 7 - extrato organico 2 meses uréia
1%; 8 - extrato orgénico 3 meses controle; 9 - extrato organico 3 meses
uréia 0,1%; 10 - extrato organico 3 meses uréia 1%; 11 - extrato organico
4 meses controle; 12 -extrato organico 4 meses uréia 0,1%; 13 - extrato
organico 4 meses uréia 1%; 14 - extrato organico 5 meses controle; 15 -
extrato organico 5 meses uréia 0,1%; 16 - extrato organico 5 meses uréia
1%

Foram realizadas analises quimicas do solo antes e apds experimento (tabela 01) para verificar
se a percolagdo das substancias influenciou na modificacdo de sua quimica e, se as
concentracbes de uréia exerceriam alguma diferenca no metabolismo de C. verticillaris,
induzindo-a a produzir diferentes teores de substancias quelantes e repasséa-las ao solo,
incrementando sua transformacéo.

As amostras tratadas apenas com &gua (controle) e submetidas ao liquen modificaram
discretamente sua composicdo. No entanto, aquelas com adicao de 0,1% de uréia, propiciaram
volatilizagdo deste sal em concentracao adequada a um resultado mais expressivo. Os teores de
Ca, Na Mg e K foram préximos entre as amostras controle e tempo zero (analisadas no momento
da coleta). Por outro lado, o K, H e Al, destacam-se nas amostras mantidas a 0,1% de uréia.

Brady (1979) afirma que o aumento dos teores de hidrogénio ocorre em fun¢éo da acidificagao
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do solo, demonstrado em baixos valores de pH (figura 05). Observa-se que a uréia a 0,1%
levou o solo a maiores teores de hidrogénio (2,07) e, consequente diminuicdo de pH (3,9); no
entanto, quando tratado com uréia a 1%, o solo apresentou aumento consideravel de pH (7,6)
e decréscimo de H e Al (zero). A relacdo entre aumento de pH e teores de Al pode ser
explicada pela percolacdo das substancias de C. verticillaris em maior teor para o solo. E
possivel que boa parte das substancias percoladas tenha se complexado, sobretudo com o Al,
por ser trivalente, além do H. Dessa forma, o valor de pH foi aumentado. Explica-se o fato de
ser a concentracdo de 1% de uréia mais efetiva por induzir maior sintese de substancias
liquénicas, pois quando volatilizada do solo na forma de CO, e amobnia, ativa a urease do talo
incrementando seu metabolismo (VICENTE et al, 1984). Estes autores avaliaram o
metabolismo da uréia em Cladonia sandstedei utilizando carbono marcado, e concluiram que a
uréia é complexada ao **CO, formando o composto *CO,-uréia, que é captado pela alga e,
apos a sua utilizacdo, é excretado e so6 ai é absorvido pelo fungo. Este, por sua vez, vai ter um
incremento da producéo dos compostos fendlicos, as substancias liquénicas.

SILVA (2007) também afirma que substancias percoladas podem funcionar como fonte de
carbono para os microrganismos do solo, favorecendo ainda mais sua fertilidade. Portanto,
excesso de nutrientes provenientes de fertilizagdo quimica pode afetar severamente os
ecossistemas a eles adjacentes e os liquens podem ser indicadores importantes, além de fazer
parte do sistema solo-planta-atmosfera.

Tabela 1: Nutrientes do solo apds submisséo a Cladonia verticillaris e diferentes concentra¢des de uréia.

Nutrientes
Ca Mg Na K Al H
Parametros
Tempo zero 0,05 0,05 0 0 0 0,16
Controle 0,10 0,05 0 0 0 0,41
Uréia 0,1% 0,10 0,05 0,02 0,04 0,40 2,07
Uréia 1% 0,05 0,05 0,02 0 0 0,33

Figura 05: Valores de pH e teores de H e Al em solos submetidos a Cladonia verticillaris e diferentes
concentragfes de uréia.

Tempo zero Controle Uréia 0,1% Uréia 1%
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Tendo em vista o estudo realizado por Vicente et al. (1984) pode ser que neste trabalho tenha
ocorrido o mesmo fato. Desta forma, podera se esquematizar este ciclo de adicao, absorcao e
modificacdo do solo subjacente da seguinte forma: adicdo de uréia no solo—> volatilizacdo da
uréia-> unido da uréia ao CO, > utilizacao/ excrecdo da uréia pela alga—> absorcéo utilizacédo
da uréia pelo fungo, > formacdo das substancias fendlicas/eliminacdo destas no solo->
modificacdo quimica do solo, principalmente do pH. Vale acrescentar que a alga neste
processo pode também ser beneficiada pelo aumento de CO,, que pode ser utilizado na sua
respiragdo, incrementando, de alguma forma, a fotossintese. Ainda no trabalho de Vicente et
al. (1984) é referido que o carbono radioativo acrescido a Evernia prunastri foi encontrado nos
fendis (50%), aglcares, acidos organicos e aminoacidos (50%). Isto ratifica a ideia de uma
influéncia ndo apenas do nitrogénio, na forma de amonia, mas também do CO, decorrente da
decomposicao da ureia. Vale acrescentar que esta € uma das formas de adicdo de nitrogénio
ao solo em diversos cultivos e, que diferentes espécies de liquens podem responder de forma
distinta, j& que cada espécie possui uma quantidade ideal de absorcédo de uréia (AHMADJIAN;
HALE, 1973). Por isso, diferentes concentracdes de uréia provocaram distintos estimulos sobre
C. verticillaris e, consequentemente, sobre o solo.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos é possivel afirmar que C. verticillaris sofre a influéncia de
suprimentos exdgenos de fonte nitrogenada sob forma de uréia, adicionados ao seu solo
subjacente; diferentes concentracbes dessa uréia interferem de maneira distinta sobre o
metabolismo do liquen e, consequiente percolacdo de seus produtos ao solo; a producéo e
repasse das substéncias ao solo foram diretamente proporcionais a concentracdo da uréia, e
também houve modificagdes mais pronunciadas no substrato, sobretudo nos valores de pH.

Assim, C. verticillaris pode ser utilizada como indicador de excesso de nitrogénio em
ecossistemas naturais, podendo ser empregado em estudos de integridade ambiental, ou em
elaboracdo de planos de manejo e/ou gestdo ambiental, visto que integra os ciclos
biogeoquimicos.
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