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Resumo geral 

 
SANTOS, M, A. Impacto do herbicida glifosato e do metal pesado cádmio sobre a vitalidade e 

fisiologia dos líquens Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale e Usnea barbata (L.) F.H.Wigg. 2021. 
Documento apresentado ao Instituto Federal Goiano – Campus Rio Verde – GO, como parte das 

exigências da Pós-Graduação – Mestrado em Biodiversidade e Conservação. 

  
Liquens são muito sensíveis a alterações ambientais e por suas características morfológicas são 

considerados excelentes bioindicadores de poluição ambiental, contudo, poucos trabalhos têm 

associado os liquens a biomonitoramento de poluentes agrícolas. Este trabalho se propôs a avaliar 
alterações fisiológicas causadas por diferentes concentrações do herbicida glifosato e do metal 

pesado cádmio a duas espécies de liquens comumente encontrados em fragmentos de Cerrado, as 

espécies Parmotrema tinctorium e Usnea barbata. O propósito do projeto é identificar em ambas 

as espécies os biomarcadores mais sensíveis, de forma a gerar perspectiva para sua utilização no 
biomonitoramento da dispersão de poluentes agrícolas. Foram avaliados a viabilidade celular, os 

teores de pigmentos fotossintéticos, a fluorescência da clorofila e o metabolismo antioxidante. No 

tratamento com glifosato foi observado em Parmotrema tinctorium e Usnea barbata baixa 
degradação de pigmentos, redução no número médio de células algais, alterações significativas 

nos valores da fluorescência da clorofila e na atividade das enzimas antioxidantes, para as espécies 

tratadas com glifosato, a viabilidade celular, a fluorescência da clorofila e atividade enzimática 
antioxidante foram os biomarcadores mais promissores a ação do herbicida. No tratamento com 

cádmio Parmotrema tinctorium e Usnea barbata também demonstraram sensibilidade ao metal 

em relação a vitalidade das células algais e atividade de enzimas antioxidantes, foi observado 

baixa degradação dos pigmentos e não houve alterações em nenhum parâmetro avaliado na 
atividade fotoquímica nas duas espécies, sendo assim, a viabilidade das células algais e atividade 

das enzimas antioxidantes são os biomarcadores mais sensíveis a ação do cádmio.  

 
Palavras-chave: bioindicadores, líquens, agrotóxicos, glifosato, cádmio. 

General Abstract 
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SANTOS, M, A. Impact of the herbicide glyphosate and the heavy metal cadmium on the vitality 

and physiology of the lichens Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale and Usnea barbata (L.) 
F.H.Wigg. 2021. Document presented to the Instituto Federal Goiano – Campus Rio Verde – GO, 

as part of the requirements of the Post-Graduation – Master's Degree in Biodiversity and 

Conservation. 
  

Lichens are very sensitive to environmental changes and due to their morphological 

characteristics, they are considered excellent bioindicators of environmental pollution. However, 

few studies have associated lichens with biomonitoring of agricultural pollutants. This work 
aimed to evaluate physiological changes caused by different concentrations of the herbicide 

glyphosate and heavy metal cadmium to two lichen species commonly found in Cerrado 

fragments, Parmotrema tinctorium and Usnea barbata. The purpose of the project is to identify 
the most sensitive biomarkers in both species, to generate perspective for their use in the 

biomonitoring of the agricultural pollutant dispersion. Cell viability, photosynthetic pigment 

levels, chlorophyll fluorescence and antioxidant metabolism were evaluated. In the treatment with 
glyphosate, it was observed in Parmotrema tinctorium and Usnea barbata low degradation of 

pigments, reduction in the average number of algal cells, significant changes in the values of 

chlorophyll fluorescence and in the activity of antioxidant enzymes, for the species treated with 

glyphosate, cell viability, chlorophyll fluorescence and antioxidant enzyme activity were the most 
promising biomarkers of herbicide action. In the treatment with cadmium Parmotrema tinctorium 

and Usnea barbata also showed sensitivity to the metal in relation to the vitality of algal cells and 

activity of antioxidant enzymes, low degradation of the pigments was observed and there were no 
changes in any parameter evaluated in the photochemical activity in the two species, thus, the 

viability of algal cells and the activity of antioxidant enzymes are the most sensitive biomarkers 

to the cadmium action. 

 
Keywords: bioindicators, lichens, pesticides, glyphosate, cadmium. 
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CAPÍTULO I 

Biomarcadores da ação do glifosato nos líquens Parmotrema  

tinctorium e Usnea barbata. 

 

Resumo 

 
Líquens são ótimos bioindicadores de poluição atmosférica devido as suas características 

morfológicas e têm sido utilizados durantes anos no biomonitoramento ambiental, entretanto, 
ainda são escassos os trabalhos que utilizam líquens no biomonitoramento de herbicidas como o 

glifosato utilizados em larga escala pela atividade agrícola. Este trabalho tem como objetivo 

avaliar os efeitos do glifosato sobre a fisiologia e metabolismo antioxidante sobre duas espécies 
de líquens comumente encontrados no cerrado goiano, Parmotrema tinctorium e Usnea barbata, 

a fim de avaliar quais seriam os biomarcadores mais sensíveis a serem utilizados no 

biomonitoramento do glifosato com espécies liquênicas. Ambas as espécies se mostraram 

sensíveis ao herbicida glifosato, apresentando expressivas alterações, na vitalidade do fotobionte, 
na integridade dos pigmentos fotossintéticos e no metabolismo antioxidante, constituindo este 

quesito, biomarcadores eficientes para avaliar o efeito do glifosato sobre espécies liquênicas 

encontradas em fragmentos florestais que margeiam áreas de agricultura. 
 

Abstract 

 
Lichens are excellent bioindicators of atmospheric pollution due to their morphological 

characteristics and have been used for years in environmental biomonitoring, however, there are 

still few works that use lichens in the biomonitoring of herbicides such as glyphosate used on a 

large scale by agricultural activity. This work aims to evaluate the effects of glyphosate on the 
physiology and antioxidant metabolism of two lichen species commonly found in the cerrado of 

Goiás state, Parmotrema tinctorium and Usnea barbata, to assess which would be the most 

sensitive biomarkers to be used in glyphosate biomonitoring. with lichen species. Both species 
were sensitive to the herbicide glyphosate, showing significant changes in photobiont vitality, in 

the integrity of photosynthetic pigments and in antioxidant metabolism. Constituting this 

question, efficient biomarkers to evaluate the effect of glyphosate on lichen species found in forest 
fragments bordering agricultural areas. 

Introdução 
 

O cerrado ocupa a cerca de 22% do território nacional, sendo o segundo maior bioma 

brasileiro é considerado como a savana mais rica em biodiversidade do planeta. É classificado 

como um dos hotspots para a conservação da biodiversidade pela abundância de espécies 
biológicas endêmicas, significativa perda de habitats, e grande número de espécies animais e 

vegetais em de risco de extinção (Del claro & Silingardi, 2019).  

A degradação que este bioma vem sofrendo nas últimas décadas está diretamente ligada 

a intensa atividade agrícola que acontece nesta região, incluindo o uso expressivo de agrotóxicos 
para o aumento da produtividade, tais como os herbicidas que atingem a vegetação natural 

próxima as matrizes agrícolas pela deriva (Bohnenblust et al., 2016; Silva et al., 2020). 

Durante a aplicação do glifosato pode acontecer o efeito de deriva, que é um problema 
que pode ser causado por diferentes fatores tais como, a concentração das doses aplicadas, o clima 

durante a aplicação e o tamanho das partículas pulverizadas. A deriva pode ocasionar efeitos 

negativos em plantas não alvo como a vegetação ao entorno das lavouras (Londo et al., 2011; 

Tuffi-Santos et al., 2011). 
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O glifosato (N-fosfonometil glicina) é herbicida pós-emergência de amplo espectro, não 

seletivo, amplamente utilizado na agricultura em todo o mundo (Duke & Powles, 2008). O 
glifosato atua diretamente na inibição da enzima a 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintase 

(EPSPs, E.C. 2.5.1.19), que causa desregulação na rota do ácido chiquímico, afetando a 

biossíntese de proteínas e aminoácidos (Zulet et al., 2013). Esta rota metabólica também está 
presente em organismos que não são alvos do herbicida tais como fungos, algas e bactérias 

(Vannini et al., 2015). 

A presença de herbicidas como o glifosato no ambiente pode acarretar contaminação 

ambiental e redução na biodiversidade dos fragmentos florestais em torno das matrizes agrícolas, 
por causa de sua dispersão e toxidade em organismos não alvos (Boutin., 2014; Egan et al., 2014; 

Florencia et al., 2017; Rezende-Silva et al.,2019). Sendo necessário monitorar os efeitos do uso 

do glifosato em fragmentos vegetacionais do cerrado brasileiro, biomonitoramento é uma maneira 
prática de se monitorar os níveis de poluição em um ambiente. 

O biomonitoramento é baseado na utilização de organismos vivos que respondem a ação 

de xenobióticos para monitorar a qualidade ambiental da água, solo e ar (Kovalchuk & 
Kovalchuk, 2008).  Para se avaliar o potencial bioindicador de uma espécie são utilizados como 

parâmetros os biomarcadores da ação da substância sobre o organismo estudado, biomarcadores 

podem ser alteração fisiológicas, bioquímicas ou morfológicas causadas pelo poluente (Walker., 

1998). Esta técnica tem se mostrado uma alternativa eficiente para monitorar os efeitos de 
herbicidas no meio ambiente (Freitas-Silva et al., 2017; Lima et al., 2017; Batista et al., 2018; 

Cruz et al., 2021). 

Os líquens são associação simbiótica composta fundamentalmente de um fungo e uma 
alga e / ou cianobactéria (Ahmadjian., 1993).  Líquens têm raízes, cutículas protetoras e 

mecanismos de filtração tanto os nutrientes necessários quanto os elementos tóxicos podem ser 

absorvidos através de toda a superfície de um talo de líquen (Tyler., 1989). Devido as estas 

características, eles têm sido utilizados durante anos como bioindicadores da poluição antrópica 
e monitores da qualidade ambiental (Osyczka & Rola, 2019). Trabalhos que avaliam a toxidade 

do glifosato sobre líquens ainda são escassos, provavelmente por serem organismos não alvo e 

ainda pouco utilizados no monitoramento de herbicidas, contudo existem indicativos que estes 
organismos podem ser severamente afetados pelo herbicida (McCullin et al., 2012). 

Neste trabalho foi levantada a hipótese que os líquens P. tinctorium e U. barbata possuem 

sensibilidade ao herbicida glifosato, que poderá provocar significativas alterações na fisiologia 
fotossintética e metabolismo antioxidante, que serão considerados como biomarcadores da ação 

do glifosato nestas espécies. Estes biomarcadores serão utilizados como parâmetros para avaliar 

o potencial bioindicador de cada espécie e servirão como base para posteriores trabalhos com 

outras espécies liquênicas e glifosato.  Portanto, o objetivo deste trabalho e avaliar as possíveis 
alterações causadas pelo glifosato em P. tinctorium e U. barbata e, assim, definir os melhores 

bioindicadores da ação desse herbicida e definir seu potencial bioindicador.  

 

Materiais e métodos  

 
Material liquênico e condições experimentais  
 

Duas espécies de liquens amplamente distribuídas e comumente encontradas em áreas de 

Cerrado foram utilizadas. Como líquen folioso foi utilizado a espécie Parmotrema tinctorium e 
para fruticoso Usnea barbata.. A coleta de material foi feita em área de preservação permanente, 

do tipo Cerrado sensu stricto situado na região do planalto verde, município de Caiapônia, 

coordenadas: 17°19'27,5"S e 51°33'25,3"WComo líquen folioso foi utilizado a espécie 
Parmotrema tinctorium e para fruticoso Usnea barbata.  

O experimento consistiu em expor os liquens a um modelo de estresse abiótico. Em 

laboratório, os liquens foram imersos em diferentes concentrações de soluções de glifosato 

durante trinta minutos. 
 Para o experimento foi utilizado quatro concentrações, (a recomendada pelo fabricante 

do produto (9.6), 10% acima da recomendada (19,2) e 10% menor do que a recomendada (4.8) e 
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0%.) Como controle foram avaliados líquens das mesmas espécies testadas, mas não expostos aos 

químicos em questão. Posteriormente, os líquens foram amostrados para prosseguimento das 
análises fisiológicas em 24, 48 e 72 horas. O delineamento experimental consiste em esquema 

fatorial duplo: 02 espécies de líquens, 04 concentrações e 03 tempos de amostragem. As análises 

foram conduzidas em triplicatas, somando 72 unidades experimentais. 

 
 

Figura 1) Líquens Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale (A) e Usnea barbata (L.) F.H.Wigg 

(B) coletados em área de preservação permanente, do tipo Cerrado sensu stricto. 
 

Respostas Fisiológicas 

 
Viabilidade Celular 

 
Células do fotobionte serão marcadas utilizando o corante vermelho neutro. 100 células 

foram contadas por amostra em microscópio óptico e classificadas em células vivas, mortas ou 

plasmolisadas (Zetsche & Meysman, 2012). 

 

Avaliação dos pigmentos fotossintéticos 

 
Foi avaliada a concentração de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b, total, 

Carotenoides, razão entre Cla/Clb e o índice de feofitinização) nos talos. Nos liquens, a alta 

concentração de substâncias ácidas pode aumentar o índice de feofitização da clorofila, para evitar 

este efeito, os talos foram previamente lavados em acetona 100% saturada com CaCO3. A 
extração dos pigmentos cloroplastídicos foi feita em solução de extração, constituída de DMSO 

e Polivinilpolipirrolidona (PVP) a 2,5 mg/ml. Os talos foram cobertos com 5 ml da solução de 

extração, e os frascos selados e cobertos com papel alumínio, mantidos a 65°C, no escuro, por 40 
min. O espectro de absorção foi medido em espectrofotômetro para os comprimentos de onda 665 

e 648 nm, com calibração contra o branco contendo apenas solução de extração. A turbidez foi 

verificada a 750 nm. Nos casos em que o valor foi superior a 0,01 DO, o extrato foi centrifugado 
(2000 g) por 90 segundos e o sobrenadante, reavaliado. A quantificação dos pigmentos foi feita 

com base no trabalho e na metodologia de (Lichtenthaler & Wellburn, 1983). 

 

Parâmetros de fluorescência da clorofila  
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A fluorescência transiente OJIP da clorofila a foi determinada com o uso de fluorômetro 

portátil FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments; Drasov, Czech Republic). O produto da 
energia luminosa do centro de reação fotossistema II, foi determinado com o método de saturação 

por pulso. Foram calculados os fluxos específicos de energia através do centro de reação e 

rendimentos energéticos, como transporte de elétrons por centro de reação (EToRC), fluxo 
específico de absorção de energia luminosa (ABS/RC), taxa de captura máxima do FSII 

(TRo/RC), fluxo específico de dissipação da energia ao nível das clorofilas da antena. Quanto 

mais alto o valor, maior o estresse. (DIo/RC), índice de desempenho fotossintético (PIABS),  

rendimento quântico máximo de fotoquímica primária (PHiPo), rendimento quântico (PSIo) e 

rendimento quântico do transporte de elétrons (PHIEo) (Strasser et al., 2000) 
 

Atividade de enzimas antioxidantes  

 
Para as análises de quantificação da atividade de enzimas do sistema antioxidante e 

quantificação do peróxido de hidrogênio, foi utilizado fragmentos dos talos. Todas as amostras 

foram devidamente coletadas, acondicionadas em nitrogênio líquido e armazenadas em ultra 
freezer a -80°C. 

A extração das enzimas foi realizada a partir da maceração de 300 mg de tecido liquênico 

em nitrogênio líquido com 50% de Polivinilpolipirrolidona (PVP) e procedendo ao protocolo de 
extração proposto por Biemelt, Keetman e Albrecht (1998), em que o tampão de extração foi 

composto por tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM e ácido ascórbico a 

10 mM. Em seguida, o extrato foi submetido à centrifugação a 13000 g por 10 minutos, a 4°C. 

Os sobrenadantes, posteriormente obtidos, foram utilizados para avaliar a atividade da dismutase 
do superóxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX). 

A atividade da SOD foi determinada com base na metodologia de Giannopolitis & Ries 

(1977), em que é avaliada a capacidade da enzima em inibir a fotorredução do azul de 
nitrotetrazólio (NBT). Para tanto, uma alíquota do extrato enzimático foi incubada em um meio 

contendo 50 mM de fosfato de potássio pH 7,8, metionina 14 mM, EDTA 0,1 μM, NBT 75 μM e 

riboflavina 2 μM. As amostras, juntamente com o meio de incubação, foram iluminadas com 

lâmpada fluorescente de 20 W durante 7 minutos. As leituras foram realizadas em 
espectrofotômetro a 560 nm. A atividade da SOD foi determinada em U mg -1 proteína, em que 

1U corresponde a quantidade de enzima necessária para inibir em 50% a fotorredução do NBT. 

Para avaliar a atividade da CAT foi utilizada metodologia proposta por Havir & McHale 
(1987). Diante disso, uma alíquota do extrato enzimático foi adicionada ao meio de incubação 

contendo fosfato de potássio 100 mM (pH 7,0), e peróxido de hidrogênio 12,5 mM. A atividade 

da enzima foi determinada com base no consumo de H2O2 a cada 15 segundos, por 3 minutos, a 
240 nm em espectrofotômetro. O coeficiente de extinção molar utilizado foi 36 mM -1 cm -1 . A 

atividade da CAT foi determinada em µmol H2O2 min-1 mg-1 proteína. 

A atividade da APX foi avaliada com base na metodologia de Nakano & Asada (1981),  

acompanhada da taxa de oxidação do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, durante 3 minutos. 
Desse modo, uma alíquota do extrato enzimático foi adicionada a um meio contendo tampão 

fosfato de potássio 100 mM e pH 7,0, ácido ascórbico 0,5 mM e peróxido de hidrogênio 0,1 mM. 

O coeficiente de extinção molar utilizado foi 2,8 mM-1 cm-1 . A atividade da APX foi determinada 
em µmol AsA min-1 mg-1 proteína. 

Para a quantificação de H2O2 200 mg de tecido do talo foram macerado em nitrogênio 

líquido e PVPP, sendo homogeneizados em ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e 
centrifugados a 10000 g por 15 minutos, a 4ºC. A concentração de H2O2 foi obtida por 

espectrofotometria de acordo com Velikova, Yordanov e Edreva (2000).  

 

Análises estatísticas  

 
Os dados obtidos a partir de cada variável resposta foram submetidos a análise de 

variância para se verificar possível efeito na espécie, das doses, do tempo e da interação entre 

tempo x dose sobre a resposta dos líquens avaliados. O programa utilizado para analisar os dados 

foi o SISVAR®. O programa utilizado na montagem dos gráficos foi o Sigmaplot. 
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Resultados e discussão 
 

Efeitos significativos das doses de glifosato foram observados em P. tinctorium e U. 

barbata nas médias de células vivas e mortas (respectivamente, F = 276.511; p = 0.0000, F = 

18.539; p = 0.0000, F = 14.884; p = 0.0000).  Apenas U. barbata foi afetada pela dose na média 
de células plasmolisadas (F = 3.540; p = 0.0297). O tempo de exposição afetou as médias de 

células vivas e mortas em P. tinctorium (F = 20.527; p = 0.0000, F = 32.193; p = 0.0000), o tempo 

também afetou a média de células plasmolisadas em U. barbata (F = 11.413; p = 0.0003). Quanto 
a viabilidade das células algais, em P. tinctorium foi observado efeito linear para a vitalidade do 

fotobionte no número de células vivas e mortas em relação ao tempo e dose respectivamente, 

havendo menor número médio de células vivas (45 e 8,88) e maior número médio de células 

mortas (51,83 e 87, 55) nos talos expostos ao período mais longo de exposição e na concentração 
mais alta de glifosato. Para U. barbata foi observado efeito linear no número de células vivas, 

mortas e plasmolisadas em relação a dose, havendo menor número médio de células vivas (33,88), 

maior número médio de células mortas (59,55), maior número de células plasmolisadas (6,55) na 
concentração mais alta de glifosato, e não foi observado homogeneidade no efeito do tempo no 

número de células plasmolisadas (figuras 1 e 2). Líquens não possuem estruturas que possam 

selecionar a entrada de elementos ou eliminar elementos indesejáveis, sendo assim a absorção 
praticamente automática após a exposição. O número viável de células mortas foi aumentando de 

forma crescente, quanto maior a concentração das doses e mais longo o tempo de exposição, o 

que sugere que esse herbicida foi expressivamente toxico ás células algais. Neste trabalho foi 

verificado a degradação de pigmentos cloroplastídicos em ambas as espécies trabalhadas podendo 
explicar o aumento no número de células algais mortas em relação as doses e tempos. O glifosato 

é o único herbicida capaz de garantir alto nível de inibição da enzima EPSPS (5-enolpyruvyl-

shikimate-3-phosphate synthase), que está envolvida na biossíntese de importantes aminoácidos 
aromáticos para plantas, este herbicida também pode ser tóxico a organismos não alvos como as 

algas do fotobionte já que a via do shikimato também está presente nestes organismos (Vannini 

et al., 2016).  
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Figura 2) Número médio de células viáveis vivas (A) mortas (B) e Plasmolisadas (C) dos líquens 
Parmotrema tinctorium e Usnea barbata tratados com doses crescentes do herbicida glifosato e 

avaliados em três diferentes tempos. 

 
 

 

 
Figura 3) Número médio de células viáveis vivas (A) mortas (B) e Plasmolisadas (C) dos líquens 

Parmotrema tinctorium e Usnea barbata tratados com diferentes doses de glifosato e avaliados 
em três diferentes tempos. 

 

Em P. tinctorium as doses de glifosato aplicadas tiveram efeito somente na razão entre 
Cla/Clb (F = 10.443; p = 0.0005), em U. barbata as doses afetaram os teores de clorofila a, 

clorofila total e carotenoides (respectivamente F = 5.429; p = 0.0054, F = 5.978; p = 0.0034, F = 

5.978; p = 0.0034). Em relação aos tempos de exposição P. tinctorium sofreu efeito nos teores de 
clorofila a, b, total e carotenoides (respectivamente F = 3.973; p = 0.0323, F = 4.992; p = 0.0154, 

F = 4.634; p = 0.0199, F = 10.443; p = 0.0005). Em relação a concentração de pigmentos 

fotossintetizantes, para a espécie P. tinctorium foi observado efeito linear do tempo sobre os 

teores de clorofila a, b, total e carotenoides, havendo maior concentração destes pigmentos no 
primeiro tempo (2120, 3989, 6109 e 323) e maior degradação no segundo tempo (1157, 2007, 

3164 e 149). Para U. barbata não foi observado homogeneidade no efeito das doses nos teores de 

clorofila a, total e carotenoides, havendo maior concentração deste pigmentos na segunda dose 
(1147, 3612 e 315) e maior degradação na quarta dose (1142, 3075 e 174) (figuras 3 e 4). Apesar 

de ser observado a degradação dos teores de clorofila a e b em ambas as espécies, o nível de 

degradação foi relativamente baixo quando comparado a degradação de carotenoides, e possível 

que este pigmento protetor tenha sido mais afetado pela exposição ao herbicida e reduzindo o 
contato dos demais pigmentos ao glifosato na camada do fotobionte. Vannini et al (2015) 

demonstrou em seu trabalho com o líquen Xanthoriaparietina (L.) Th. Fr que o glifosato pode 

degradar a clorofila a dependendo das concentrações aplicadas e do tempo de exposição utilizando 
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a mesma metodologia deste experimento. Gomes et al, (2016) relatam em seu trabalho que o 

glifosato promove estresse oxidativo e consequentemente diminui os teores de clorofila na planta 
Arachis hypogaea L. Este herbicida causa diminuição dos teores de pigmentos fotossintericos e 

redução nas taxas fotossintéticas e respiratórias (Ding et al., 2011). Diminuição na concentração 

de pigmentos fotossintéticos é efeito fitotóxico amplamente observado em plantas tratadas com 
glifosato (Huang et al., 2012; Radwan., 2016). O glifosato pode ter efeitos danosos tanto na 

degradação quanto na síntese de clorofilas (Zobiole et al., 2011).  

 

 
 

Figura 4) Teores de clorofila a, b, total em U. barbata (A), Teores de clorofila a, b, total em P. 
tinctorium (B), teores de carotenoides (C) tratadas com doses crescentes do herbicida glifosato e 

avaliados em três diferentes tempos. 
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Figura 5) Teores de clorofila a, b, total em P. tinctorium (A), Teores de clorofila a, b, total em 

U. barbata (B), teores de carotenoides (C), razão entre clorofila a e b (D) nos líquens tratados 
com diferentes doses de glifosato e avaliados em três diferentes tempos. 

 

 
Nos parâmetros fotoquímicos da fluorescência de clorofila houve efeito das doses sobre 

P. tinctorium e U. barbata respectivamente nos parâmetros PHiPo (F = 8.464; p = 0.0005 e F = 

18.585; p = 0.0000), PSIo (F = 5.583; p = 0.0047 e F = 0.741; p = 0.0244), PHIEo (F = 7.908; p 

= 0.0008 e F = 12.103; p = 0.0000), PIABS (F = 8.138; p = 0.0006 e F = 10.417; p = 0.0001), 
ABS/RC (F = 6.722; p = 0.0019 e F = 14.850; p = 0.0000), TRo/RC (F = 4.885; p = 0.0086 e F = 

4.985; p =0.0079), DIo/RC (F = 8.248; p = 0.0006  e F = 15.445; p = 0.0000), EToRC apenas foi 

afetado em U. barbata (F = 4.985; p =0.0079). Quanto aos tempos de exposição foi observado 
em P. tinctorium efeito do tempo sobre PSIo (F = 4.537; p = 0.0213), PHIEo (F = 4.348; p = 

0.0245), PIABS (F = 3.321; p = 0.0533), ABS/RC (F = 3.772; p = 0.0376), TRo/RC (F = 4.484; 

p = 0.0221) (Figuras 5 e 6). 
Quanto aos parâmetro fotoquímicos foi possível observar em P. tinctorium e U. barbata 

declínio linear nos valores do Índice de desempenho fotossintético (PIABS) em relação a dose, 

sendo o menor valor em ambas espécies encontradas na maior dose, em relação aos tempos de 

exposição foi observado aumento linear em P. tinctorium, sendo o maior valor encontrado no 
maior tempo, o aumento deste parâmetro é incomum e organismos expostos a estresses abióticos, 

é pouco provável que os líquens tenha desenvolvido resiliência devido ao curto período de 

exposição, o período de exposição foi relativamente curto para que o sistema de defesa 
antioxidante tenha atuado para reduzir os danos celulares e aumentado o desempenho 

fotossintético . O parâmetro PIABS combina em uma única expressão as três etapas funcionais 

da atividade fotossintética (absorção de luz, captura de energia de excitação, e conversão de 

energia de excitação em transporte de elétrons), resultando em indicador muito sensível de 
estresse, adequado para ser aplicado para rastreios fisiológicos (Fačkovcová et al., 2020).  

Foi observado também aumento linear nos valores do fluxo específico de absorção de 

energia luminosa (ABS/RC) e no Fluxo específico de dissipação da energia (DIo/RC), em ambas 
as espécies em relação a dose, sendo os maiores valores encontrados na dose mais alta. Em P. 
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tinctorium e | foi observado um declínio nos valores de ABS/RC e DIo/RC respectivamente em 

relação ao tempo. DIo/RC é um indicativo de estresse sendo que quanto mais alto o valor, maior 
o estresse. O aumento significativo de ABS/RC e DIo/RC é frequentemente citado como 

mecanismo para se evitar danos oxidativos (Malaspina et al., 2015; Pollastrini et al., 2011).  

Observou-se aumento linear não homogêneo nos valores do fluxo de elétrons por centro 
de reação (EToRC) em relação ao tempo. Para o rendimento quântico (PSIo) foi observado em 

ambas as espécies declínio linear em relação as doses tendo seus menores valores na dose mais 

alta, em relação ao tempo se observou em P. tinctorium aumento linear não homogêneo. Houve 

também diminuição linear nos valores do rendimento quântico máximo de fotoquímica primária 
(PHiPo) em ambas as espécies em relação as doses. Quanto ao rendimento quântico do transporte 

de elétrons (PHIEo), houve declínio linear em ambas as espécies em relação ao tempo, sendo os 

valores mais baixos os das doses mais altas, para P. tinctorium foi encontrado aumento linear nos 
valores em relação aos tempos. A taxa de captura máxima do FSII (TRo/RC), apresentou aumento 

linear não homogêneo para ambas as espécies, e diminuição linear em P. tinctorium em relação 

ao tempo. 
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Figura 6) Parâmetros de fluorescência da clorofila a: rendimento quântico máximo de 

fotoquímica primária (PHiPo) (A), rendimento quântico do transporte de elétrons (PHIEo). (B), 
taxa de captura máxima do FSII (TRo/RC) (C) rendimento quântico (PSIo) (D), índice de 

desempenho fotossintético (PIABS) (E), fluxo específico de dissipação da energia ao nível das 

clorofilas da antena (DIo/RC) (F), fluxo específico de absorção de energia luminosa (ABS/RC) 
(G), observado nos líquens Parmotrema tinctorium e Usnea barbata tratados com doses 

crescentes do herbicida glifosato e avaliados em três diferentes tempos. 
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Figura 7) Parâmetros de fluorescência da clorofila a: taxa de captura máxima do FSII (TRo/RC) 

(A), rendimento quântico do transporte de elétrons (PHIEo) (B), índice de desempenho 
fotossintético (PIABS) (C) rendimento quântico do transporte de elétrons (PHIEo) (D) , transporte 

de elétrons por centro de reação (EToRC) (E), fluxo específico de dissipação da energia ao nível 

das clorofilas da antena (DIo/RC) (F), fluxo específico de absorção de energia luminosa 
(ABS/RC) (G), observado nos  líquens Parmotrema tinctorium e Usnea barbata tratados com 

diferentes doses de glifosato e avaliados em três diferentes tempos. 

 

Para a espécie U. barbata foi observado efeito do tempo e da dose respectivamente sobre 
as enzimas SOD (F = 0.000; p = 0.0000 e F = 0.592; p = 0.0000), APX (F = 0.000; p = 0.0000 e 

F = 0.000; p = 0.0000), CAT (F = 1.0E+0009; p = 0.0000 e F = 1.0E+0009; p = 0.0000), e sobre 

o peróxido de hidrogênio (F = 0.000; p = 0.0000 e F = 6718.808; p = 0.0000). Na espécie P. 
tinctorium foi observado efeito do tempo sobre as enzimas SOD (F = 0.000; p = 0.0000), APX (F 

= 0.000; p = 0.0000), CAT, (F = 0.000; p = 0.0000), e no peróxido de hidrogênio (F = 0.000; p = 

0.0000).  Em ambas as espécies foi observado aumento linear na atividade de SOD e APX em 
relação aos tempos de exposições e redução linear na atividade de CAT. Em relação as doses 

aplicadas foi observado aumento linear em U. barbata nas atividades de SOD, APX e CAT 

(Figura 7 e 8). Em U. barbata houve redução linear sobre o peróxido de hidrogênio em relação 

aos tempos e doses, P. tinctorium apresentou aumento linear no peróxido de hidrogênio em 
relação ao tempo (Figura 9 e 10). 

 

 Glifosato pode induzir o estresse oxidativo em plantas (Gomes et al., 2014). A aplicação 
deste herbicida  pode  de alterar as fases fotoquímicas da fotossíntese, provocando o excesso de 

elétrons livres no cloroplasto e consequentemente causando aumento na produção de ROS 

(Mateos-Naranjo & Perez-Martin, 2013). O aumento de SOD em P. tinctorium e U. barbata 

indica a dismutação de superóxido (O2-) em H2O2, que também é um subproduto tóxico, apesar 
de seu importante papel como sinalizador (Gupta et al., 2016), a total desintoxicação celular 

também depende da ação das enzimas CAT e APX que degradam H2O2 em água e oxigênio, 

usando ascorbato como substrato (Sharma et al., 2012). A redução da atividade de CAT em ambas 
as espécies em relação ao tempo de exposição pode estar relacionada com os processos de 

regulação pós transcricional e pós traducional em que a enzima pode ter tido sua síntese reduzida 

ou estrutura funcional comprometida, deixando de ser uma enzima (Mazzucotelli et al., 2008). 
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Figura 8 – Atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidante dismutase do superóxido 
(SOD) (A), peroxidase do ascorbato (APX) (B) e catalase (CAT) (C) observados nos líquens 

Parmotrema tinctorium e Usnea barbata tratadas com doses crescentes do herbicida glifosato e 

avaliados em três diferentes tempos. 
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Figura 9 – Atividade das enzimas dismutase do superóxido (SOD) (A), peroxidase do ascorbato 

(APX) (B) e catalase (CAT) (C) observados nos líquens Parmotrema tinctorium e Usnea barbata 

tratados com diferentes doses de glifosato e avaliados em três diferentes tempos. 
 

 
Figura 10 – Concentração de peróxido de hidrogênio H2O2 (A) nos líquens Parmotrema 

tinctorium e Usnea barbata tratados com doses crescentes do herbicida glifosato e avaliados em 

três diferentes tempos. 
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Figura 11 – Concentração de peróxido de hidrogênio H2O2 (A) nos líquens Parmotrema 
tinctorium e Usnea barbata tratados com diferentes doses de glifosato e avaliados em três 

diferentes tempos. 

Conclusão 
 

Este estudo demonstrou que ambas as espécies de líquens avaliadas são sensíveis ao 

herbicida glifosato, que afeta a vitalidade das células algais e compromete a eficiência 

fotoquímica e metabolismo antioxidante em Parmotrema tinctorium e Usnea barbata , sendo que 
os parâmetros utilizados são bons biomarcadores da ação do glifosato em líquens, sendo também 

promissores biomarcadores para serem utilizados como referência em diferentes trabalhos 

utilizando líquens. 
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CAPÍTULO II 

Avaliação do potencial bioindicador dos liquens Parmotrema 

Tinctorium e Usnea barbata a chuva simulada de cádmio. 

 

Resumo 
 

Cádmio (Cd) é um metal pesado tóxico não essencial que pode afetar o meio ambiente é difundido 

na natureza através da atividade antrópica. Na agricultura Cd compõem a formulação de diversos 
produtos que podem derivar de matrizes agrícolas para fragmentos florestais e impactar a 

vegetação nativa. Este trabalho se propõe a avaliar alterações fisiológicas e bioquímicas causadas 

por diferentes concentrações do metal pesado cádmio a duas espécies de liquens comumente 

encontrados em fragmentos de Cerrado, as espécies Parmotrema tinctorium e Usnea barbata. O 
propósito é identificar a espécie mais sensível, de forma a gerar uma perspectiva para sua 

utilização no biomonitoramento da dispersão de poluentes agrícolas. Em nenhuma das espécies 

estudadas apresentou alterações no desempenho fotossintético, a integridade dos pigmentos 
apresentou efeito não homogêneo em ambas as espécies, a vitalidade e metabolismo antioxidante 

demostram alterações expressivas e podem ser utilizados como indicadores de sensibilidade em 

ambas as espécies. 
 

CHAPTER II 

 

Evaluation of the potential bioindicator of Parmotrema Tinctorium and Usnea barbata lichens to 
simulated cadmium rain. 

 

Abstract 
 

Cadmium (Cd) is a non-essential toxic heavy metal that can affect the environment and is diffused 

in nature through human activity. In agriculture, Cd comprise the formulation of several products 

that can derive from agricultural matrices for forest fragments and impact native vegetation. This 
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work aims to evaluate physiological and biochemical changes caused by different concentrations 

of the heavy metal cadmium to two lichen species commonly found in Cerrado fragments, 
Parmotrema tinctorium and Usnea barbata. The purpose is to identify the most sensitive species, 

to generate a perspective for its use in the biomonitoring of the agricultural pollutants dispersion. 

In none of the studied species showed changes in photosynthetic performance, the integrity of the 
pigments showed a non-homogeneous effect in both species, also the vitality and antioxidant 

metabolism show significant changes and can be used as indicators of sensitivity in both species. 

Introdução 

 
Elevados níveis de metais pesados no meio ambiente pode representar perigo para a biota 

por seus efeitos adversos em praticamente todos os organismos vivos, tornando um problema para   
preservação da biodiversidade pelos poluentes que se acumulam em toda a cadeia trófica (Melo 

et al., 2009). O Cd é um elemento tóxico não essencial difundido no meio ambiente por diversas 

atividades antrópicas tais como, incineração de resíduos, produtos residuais providos da indústria 
metalúrgica e mineradora, tráfico urbano e como subproduto de fertilizantes fosfatados (Toppi et 

al. 2007).  

O Cd é um elemento fitotóxico, pois apesar de ser um elemento não essencial ao 
desenvolvimento vegetal, seus íons são facilmente absorvidos pelas raízes e transportados para a 

parte aérea da planta, afetando o crescimento, atividade fotossintética e nutrição (Mirsha & 

Thipathi, 2008). Diversos estudos têm demonstrado que Cd causa diminuição da transpiração e 

da fotossíntese, aumento da taxa respiratória, clorose foliar, inibição do crescimento de raízes e 
da parte aérea e redução no acúmulo de matéria seca (Schützendübel et al., 2001; Soltan & 

Rashed, 2003; Vecchia et al., 2005). O Cd interfere em muitas funções celulares, principalmente 

pela formação de complexos com grupos externos de compostos orgânicos, tais como as 
proteínas, resultando na inibição de atividades essenciais (Metwally et al., 2003). Além disso, 

pode induzir a peroxidação lipídica e provocar alterações nos sistemas antioxidantes, gerando 

estresse oxidativo (Hegedus et al., 2004, Hassan & Mansoor, 2014).  
Uma das maneiras de prever os efeitos deste elemento nos organismos vivos e meio 

ambiente é através do biomonitoramento, uma metodologia que pode fornecer informações sobre 

níveis de poluição em diferentes ecossistemas (Silva et al., 2013). Os líquens são organismos 

simbióticos que consistem na associação de um micobionte e um fotobionte, resultando na 
formação de um talo (Hawksworth & Hill, 1984). Líquens não apresentam raízes em sua anatomia 

e por isso sua nutrição mineral depende principalmente da atmosfera, líquens também são capazes 

de acumular em seu talo mais elementos minerais do que necessitam, estas características 
combinadas os tomam excelentes bioindicadores (Carreras & Pignata, 2007). 

Muitos trabalhos mostram que diversos metais pesados podem interferir na fisiologia de 

diferentes espécies de líquens, principalmente na integridade da clorofila e na atividade 

fotossintética do componente algal (Dzubaj et al.2008). Os metais pesados a nível celular causam 
estresse oxidativo resultante da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), em líquens a 

peroxidação lipídica é geralmente quantificada por níveis aumentados de MDA (Monnet et al., 

2006). 
Diversos tipos de feritlizantes utilizados na agricultura, por exemplo, além dos elementos 

essenciais e desejáveis, levam metais pesados como arsênio (As), cádmio (Cd), chumbo 

(Pb),  mercúrio (Hg) e cromo (Cr) na sua formulação (Nava et al. 2011; Gonçalves Junior & 
Pessoa, 2002). Fertilizantes e agrotóxicos, bem como seus derivados podem se dispersar para 

fragmentos florestais impactando as comunidades biológicas (Palharini et al.2021). Como 

algumas espécies de líquens são mais sensíveis a determinados poluentes, é preciso se conhecer 

espécies estratégicas, que possam ser utilizadas, sobretudo em áreas de intensa agricultura para 
bioindicar a emanação destes agroquímicos a partir das áreas de cultivo. Sendo assim, este 

trabalho tem como objetivo avaliar a sensibilidade de duas espécies liquênicas comumente 

encontradas no Cerrado à ação do metal pesado cádmio, visando o conhecimento de espécies 
estratégicas que bioindiquem a dispersão deste poluente agrícola para fragmentos vegetacionais 

deste bioma.  
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Materiais e métodos  

 
Material liquênico e condições experimentais  

 

O experimento constituiu em expor os liquens a um modelo de estresse abiótico. A coleta 

de material foi feita no Parque Nacional das Emas, uma área de preservação permanente, 

do tipo Cerrado sensu stricto. Foi utilizada uma espécie de líquens dentro de duas das 

classificações para talo: Folioso e Fruticoso. Como líquen folioso foi utilizado a 

espécie Parmotrema tinctorium e para fruticoso Usnea barbata. Em laboratório, os liquens 

foram expostos ao cádmio através da metodologia de chuva simulada, que consisti em borrifar 
nos líquens diferentes concentrações de cádmio, assim, simulando a dispersão de partículas que 

acontece na natureza, as análises foram realizadas 24 horas após as exposições. As concentrações 

testadas para o metal foram: 0, 10, 25, 50, 100, 250 e 500 µM, cada solução foi preparada uma 

em um volume total de 1000 mL. O metal foi fornecido na forma divalente (Cd 2+), como 
cloreto. O delineamento experimental consistiu em esquema fatorial duplo: 02 espécies de 

líquens, 07 concentrações do metal pesado. As análises foram conduzidas em triplicatas, somando 

42 unidades experimentais.  
 

Respostas Fisiológicas 

 
Viabilidade Celular 

 

Células do fotobionte foram marcadas utilizando o corante vermelho neutro. 100 células 
foram contadas por amostra em microscópio óptico e classificadas em células vivas, mortas ou 

plasmolisadas (Zetsche & Meysman, 2012). 

 

Avaliação dos pigmentos fotossintéticos 

 

A concentração de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b, total, Carotenoides, razão 
entre Cla/Clb e o índice de feofitinização) foi avaliada nos talos. Nos liquens, a alta concentração de 

substâncias ácidas pode aumentar o índice de feofitização da clorofila, para evitar este efeito, os 

talos foram previamente lavados em acetona 100% saturada com CaCO3. A extração dos 

pigmentos cloroplastídicos foi feita em solução de extração, constituída de DMSO e 
Polivinilpolipirrolidona (PVP) a 2,5 mg/ml. Os talos foram cobertos com 5 ml da solução de 

extração, e os frascos selados e cobertos com papel alumínio, mantidos a 65°C, no escuro, por 40 

min. O espectro de absorção foi medido em espectrofotômetro para os comprimentos de onda 665 
e 648 nm, com calibração contra o branco contendo apenas solução de extração. A turbidez foi 

verificada a 750 nm. Nos casos em que o valor foi superior a 0,01 DO, o extrato foi centrifugado 

(2000 g) por 90 segundos e o sobrenadante, reavaliado. A quantificação dos pigmentos foi feita 
com base no trabalho e na metodologia de (Lichtenthaler & Wellburn, 1983). 

 

Parâmetros de fluorescência da clorofila a  

 
A fluorescência transiente OJIP da clorofila a foi determinada com o uso de fluorômetro 

portátil FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments; Drasov, Czech Republic). O produto da 

energia luminosa do centro de reação fotossistema II, foi determinados com o método de saturação 
por pulso. Foram calculados os fluxos específicos de energia através do centro de reação e 

rendimentos energéticos, como transporte de elétrons por centro de reação (EToRC), fluxo 

específico de absorção de energia luminosa (ABS/RC), taxa de captura máxima do FSII 

(TRo/RC), fluxo específico de dissipação da energia ao nível das clorofilas da antena. Quanto 
mais alto o valor, maior o estresse. (DIo/RC), índice de desempenho fotossintético (PIABS),  

rendimento quântico máximo de fotoquímica primária (PHiPo), rendimento quântico (PSIo) e 

rendimento quântico do transporte de elétrons (PHIEo) (Strasser et al., 2000). 
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Atividade de enzimas antioxidantes  
 

Para as análises de quantificação da atividade de enzimas do sistema antioxidante e 

quantificação do peróxido de hidrogênio foi utilizado fragmentos dos talos. Todas as amostras 

foram devidamente coletadas, acondicionadas em nitrogênio líquido e armazenadas em 
ultrafreezer a -80°C. 

A extração das enzimas foi realizada a partir da maceração de 300 mg de tecido liquênico 

em nitrogênio líquido com 50% de Polivinilpolipirrolidona (PVP) e procedendo ao protocolo de 
extração proposto por Biemelt, Keetman e Albrecht (1998), em que o tampão de extração foi 

composto por tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM e ácido ascórbico a 

10 mM. Em seguida, o extrato foi submetido à centrifugação a 13000 g por 10 minutos, a 4°C. 
Os sobrenadantes, posteriormente obtidos, foram utilizados para avaliar a atividade da dismutase 

do superóxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX). 

A atividade da SOD foi determinada com base na metodologia de Giannopolitis & Ries 

(1977), em que é avaliada a capacidade da enzima em inibir a fotorredução do azul de 
nitrotetrazólio (NBT). Para tanto, uma alíquota do extrato enzimático foi incubada em um meio 

contendo 50 mM de fosfato de potássio pH 7,8, metionina 14 mM, EDTA 0,1 μM, NBT 75 μM e 

riboflavina 2 μM. As amostras, juntamente com o meio de incubação foram iluminados com 
lâmpada fluorescente de 20 W durante 7 minutos. As leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro a 560 nm. A atividade da SOD foi determinada em U mg -1 proteína, em que 

1U corresponde à quantidade de enzima necessária para inibir em 50% a fotorredução do NBT. 
Para avaliar a atividade da CAT foi utilizada metodologia proposta por Havir & McHale 

(1987). Diante disso, uma alíquota do extrato enzimático foi adicionada ao meio de incubação 

contendo fosfato de potássio 100 mM (pH 7,0), e peróxido de hidrogênio 12,5 mM. A atividade 

da enzima foi determinada com base no consumo de H2O2 a cada 15 segundos, por 3 minutos, a 
240 nm em espectrofotômetro. O coeficiente de extinção molar utilizado foi 36 mM -1 cm -1. A 

atividade da CAT foi determinada em µmol H2O2 min-1 mg-1 proteína. 

A atividade da APX foi avaliada com base na metodologia de Nakano & Asada (1981), 
em que se acompanha da taxa de oxidação do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, durante 3 

minutos. Desse modo, uma alíquota do extrato enzimático será adicionada a um meio contendo 

tampão fosfato de potássio 100 mM e pH 7,0, ácido ascórbico 0,5 mM e peróxido de hidrogênio 

0,1 mM. O coeficiente de extinção molar utilizado foi 2,8 mM-1 cm-1 . A atividade da APX foi 
determinada em µmol AsA min-1 mg-1 proteína. 

Para a quantificação de H2O2 200 mg de tecido do talo foram macerado em nitrogênio 

líquido e PVPP, sendo homogeneizados em ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e 
centrifugados a 10000 g por 15 minutos, a 4ºC. A concentração de H2O2 foi obtida por 

espectrofotometria de acordo com Velikova, Yordanov e Edreva (2000).  

A permeabilidade de membranas foi avaliada pela taxa de liberação de eletrólitos 

(TLE) de discos foliares imersos em de água desionizada em copos plásticos, segundo a 

metodologia descrita por Vasquez-Tello et al., (1990). 

 

Análises estatísticas  

 
Os dados obtidos a partir de cada variável resposta foram submetidos a análise de 

variância para se verificar possível efeito na espécie das doses, sobre a resposta dos líquens 

avaliados. O programa utilizado para analisar os dados foi o SISVAR®. O programa utilizado na 

montagem dos gráficos foi o Sigmaplot. 

Resultados e discussão 
 

Efeito significativo das doses foi observado em P. tinctorium e U. barbata em relação as 

células vivas e mortas (respectivamente F = 11.212; p = 0.0001, F = 3.19; p = 0.0372, F = 13.593; 

p = 0.0000 e F = 2.704; p = 0.0587), e somente P. tinctorium sofreu efeito na média de células 

plasmolisadas (F = 3.700; p = 0.0205). Efeito linear foi observado para a vitalidade do fotobionte 
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em P. tinctorium, havendo menor número médio de células vivas (94,66), células mortas (3,66) e 

células plasmolisadas (2) nos talos expostos à concentração mais alta de cádmio avaliada. Em U. 

barbata o menor número médio de células vivas foi observado também na dose mais alta de 

cádmio (98,00), enquanto os maiores valores para células mortas ocorreram na sexta e sétima 

dose respectivamente (1,13) (Figura 1). O aumento no número viável de células mortas causada 

pelas doses mais altas do metal indica que este elemento e tóxico as células algais dos líquens 

podendo comprometer a vitalidade do organismo, já que a integridade da camada fotobionte e 

essencial para a interação liquênica. O cádmio é encontrado no meio ambiente através de 

processos naturais e antrópicos e não apresenta nenhuma função conhecida em organismos vivos, 

levando a toxidade até mesmo baixas concentrações (Kovacik et al., 2019). Em organismos 

fotossintetizantes tais como as plantas a acumulação e toxidade do cádmio ocorre principalmente 

pelas concentrações exógenas e tempos de exposição (Morina & Küpper, 2020). Entretanto 

líquens são organismos que não apresentam raízes e por isso são expostos aos químicos por toda 

a sua superfície assim, afetando primeiramente a camada do fotobionte e suas células 

fotossintetizantes (Gallo et al., 2014).  

 

Figura 1) Número médio de células viáveis vivas (A) mortas (B) e Plasmolisadas (C) em função 

das doses crescentes de cádmio aplicadas nos líquens Parmotrema tinctorium e Usnea barbata. 

 

Apenas P. tinctorium sofreu efeito das doses de Cd sobre os teores de clorofila a, b, total 

e carotenoides respectivamente (F = 3.619; p = 0.0222, F = 3.605; p = 0.0225, F = 3.649; p = 

0.0215, F = 3.181; p = 0.0349). P. tinctorium e U. barbata sofreram efeito da dose sobre o índice 

de feofitinização (respectivamente F = 28.528; p = 0.0000 e F = 2.840; p = 0.0504). Em relação 

a clorofila a e b e total, em P. tinctorium não foi observado homogeneidade no efeito das doses, 

havendo maior concentração dos pigmentos a e b e totais na segunda dose avaliada (46,70, 106,26 

e 154,33) e maior degradação destes pigmentos na sexta dose (19,18, 40,21 e 59,39). Não houve 
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homogeneidade no efeito das doses sobre a concentração de carotenoides em P. tinctorium, sendo 

observado a maior concentração deste pigmento na quarta dose (31,56) e maior degradação na 

primeira dose (8,04). Quanto ao índice de feofitinização não foi observado homogeneidade do 

efeito sobre a integridade das moléculas de clorofila, em P. tinctorium o maior índice de 

degradação de clorofila ocorreu na sétima dose (0,93) e o menor na quarta dose (0,79), em U. 

barbata o maior índice ocorreu na primeira dose (0,93) e o menor na quarta dose (0,80) (Figura 

2).  . Em líquens a concentração de pigmentos fotossintéticos reflete seu estado fisiológico e é um 

ótimo biomarcador de estresse para esses organismos (Boonpragob.,2002). Backor et al (2010) 

demonstrou que o aumento das concentrações de cádmio diminui os teores de clorofila a, b e 

carotenoides nos líquens Peltigera rufescens e Cladina arbuscula. A baixa redução nos teores de 

pigmentos pode indicar que este não é um bom biomarcador para a ação deste metal pois em 

trabalhos com bioindicadores a coloração é um dos aspectos mais interessantes a se procurar.  

 

Figura 2) Teores de clorofila a, b, total em P. tinctorium (A), Teores de clorofila a, b, total em 
U. barbata (B), teores de carotenoides (C), índice de fertilização (D) em função em função das 

doses crescentes de cádmio aplicadas nos líquens Parmotrema tinctorium e Usnea barbata. 
 

Para os parâmetros de fluorescência de clorofila não foi observada nenhuma alteração em 
todos os parâmetros avaliados em ambos os líquens testados, e pode indicar que as espécies 

possuem mecanismos de proteção contra a toxidade do cádmio, ou, o tempo de exposição frente 

ao metal não tenha sido o suficiente para causar danos na fase fotoquímica da fotossíntese 

liquênica, o que pode ser sugerido pela baixa degradação de pigmentos fotossintetizantes 
observados em Parmotrema tinctorium e Usnea barbata.  (Figura 3). 
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Figura 3) Valores dos Parâmetros de fluorescência da clorofila a em função das doses crescentes 
de cádmio aplicadas nos líquens Parmotrema tinctorium e Usnea barbata. 
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As enzimas SOD e APX apresentaram efeito em ambas as espécies P. tinctorium e U. 
barbata (respectivamente F = 26.712; p = 0.0000, F = 91.908; p = 0.0001 F = 0.0000; p = 0.0003, 

F = 11.120; p = 0.0001). Para a atividade da enzima CAT foi observado efeito significativo na 

espécie U. barbata (F = 23.977; p = 0.0000), Apenas U. barbata sofreu efeito em relação a 
quantificação do peroxido de hidrogênio (F = 17.694; p = 0.0000) e apenas P. tinctorium sofreu 

efeito sobre o rel (F = 9.583; p = 0.0003). Para SOD em P. tinctorium foi observado redução 

linear na atividade enzimática enquanto em U. barbata houve aumento linear. APX demonstrou 

aumento linear em ambas as espécies. CAT apresentou aumento linear em sua atividade na 
espécie U. barbata (Figura 4).  Em U. barbata foi observado redução linear nos teores de peróxido 

de hidrogénio e em P. tinctorium foi observado aumento linear sobre a taxa de liberação de 

eletrólitos (Figura 5). 
 

Exposição ao Cd induz a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e estresse oxidativo 

em plantas, podendo perturbar a estrutura e função de lipídios, proteínas, ácidos nucleicos e 
pigmentos (Gill et al., 2012). Diversos trabalhos demonstram que Cd aumenta a peroxidação 

lipídica na membrana em diferentes plantas (Sun et al., 2009; Mohamed et al., 2012; Tauqeer et 

al., 2016; Zoufan et al., 2018). A atividade de SOD em ambas as espécies está relacionada ao 

mecanismo de desintoxicação de Cd pelo aumento na produção de espécies reativas de oxigênio, 
a atividade desta enzima constitui como a primeira barreira enzimática contra o estrese oxidativo, 

tendo a importante função de converter O2 em H2O2 (Castro et al., 2015; Demidchik., 2015; Zhang 

et al., 2017). Isto demonstra a capacidade de ambas as espécies de líquens em eliminar o excesso 
de ERO em condição de estresse por Cd. Esse produto deve ser removido por outras enzimas tais 

como, CAT, APX e GPX para evitar sua conversão em espécies mais reativas tais como OH-, 

estas enzimas atuam convertendo-o em H20 (Gill & Tuteja, 2010). 
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Figura 4 – Atividade das enzimas dismutase do superóxido (SOD) (A), peroxidase do ascorbato 

(APX) (B) e catalase (CAT) (C) em função das doses crescentes de cádmio aplicadas nos líquens 
Parmotrema tinctorium e Usnea barbata. 

 
Figura 5 – Concentração de peróxido de hidrogênio H2O2 (A) e taxa de liberação de eletrólitos 

(B) em função das doses crescentes de cádmio aplicadas nos líquens Parmotrema tinctorium e 
Usnea barbata. 

 

Conclusão  

 
Este estudo demonstrou que as espécies de líquens avaliadas são sensíveis ao metal 

pesado cádmio, já que este afeta aspectos da sua vitalidade, fisiologia e provoca defesa 
antioxidante, entretanto, em ambas as espécies não houve alterações em relação ao aparato 

fotossintético que é comumente o biomarcador mais utilizado em líquens, com isso, concluindo 

que ambas as espécies podem ser utilizadas como bioindicadoras da ação do cádmio em 
fragmentos florestais porém, a fluorescência de clorofila não é um biomarcador recomendável 

para avaliar para a ação do metal pesado cádmio. 
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