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Resumo

Graphidaceae corresponde a maior familia de fungos liquenizados crostosos, com cerca de
2500 espécies conhecidas. Atualmente, é subdividida em quatro subfamilias:
Fissurinoideae, Gomphilloideae, Graphidoideae e Redonographoideae. Graphidaceae é
uma das familias menos estudadas de fungos liquenizados, e estima-se que
aproximadamente 1.850 espécies aguardam ser descobertas, a maioria, cerca de 1.500, em
areas tropicais e subtropicais. Para o Brasil existem poucos estudos referentes a esta
familia. No que se refere a Regido Sul, apenas dois trabalhos foram realizados, ambos no
litoral do estado do Parana. Demais referéncias para esta familia sdo encontradas em
levantamentos regionais e listagens de espécies. O presente projeto possui grande
importancia para o conhecimento dos liquens crostosos do sul do Brasil, visto que abordara
a familia de crostas mais diversificada e abundante em regides tropicais e subtropicais.
Além disto, representard o primeiro trabalho especifico, seguindo a atual circunscricdo da
familia para o pais, baseado em conceitos taxondmicos modernos e utilizando caracteres
moleculares. Esta abordagem auxiliara na compreensdo de quais caracteres morfologicos,
anatébmicos e/ou quimicos sao Uteis na delimitacdo de géneros e espécies. Serdo elaboradas
descricbes bem detalhadas e ilustragdes desse grupo, bem como chaves dicotdmicas que
permitam a identificacdo e a comparacdo dos exemplares. Nesse sentido, ressalta-se a
importancia do trabalho para o conhecimento da micota liquenizada, possibilitando
posteriores avangos no campo liquenoldgico, além de uma abordagem molecular para a

circunscricao de espécies sulbrasileiras de Graphidaceae.
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1. Introducéo

Graphidaceae corresponde a maior familia de fungos liquenizados crostosos, com
cerca de 2500 espécies conhecidas atualmente (Sohrabi, Licking & Lumbsch, 2014). A
circunscricdo tradicional da familia, delimitada pelo sistema artificial estabelecido por
Muiller Argoviensis, incluia apenas oito géneros e se baseava principalmente na cor (hialino
ou marrom) e septacdo dos ascosporos (muriformes ou transversalmente septados), bem
como na organizacgdo dos ascomas (isolados ou agrupados em um estroma) (Wirth & Hale,
1978; Licking & Rivas-Plata, 2008).

Staiger (2002), ap6s realizar uma ampla revisdo da familia, analisando caracteres
quimicos, morfoldgicos, anatdbmicos e moleculares, aceitou 22 géneros e contribuiu para
uma compreensdo mais natural de Graphidaceae. Estudos recentes, utilizando
principalmente dados moleculares, vém modificando progressivamente a classificacdo de
Graphidaceae, com incluséo e sinonimizacdo de alguns géneros (p. ex. Kalb et al., 2004;
Archer, 2006, 2009; Aptroot & Sipman, 2007; Lucking, 2007; Lucking et al., 2007;
Licking & Rivas Plata 2008; Rivas Plata et al., 2008, 2012a, b, 2013; Parnmen et al., 2012,
2013; Licking et al., 2013).

Com base em estudos filogenéticos recentes, Graphidaceae foi expandida e
atualmente inclui as familias Gomphillaceae, Solorinellaceae e Thelotremataceae (Rivas
Plata et al., 2012a). Rivas-Plata et al. (2012a) e Lumbsch et al. (2014) dividiram a familia
em quatro subfamilias:  Fissurinoideae, = Gomphilloideae, Graphidoideae e
Redonographoideae.

Com esta atual circunscricdo, Graphidaceae € uma familia extremamente variavel
morfologicamente. Os ascomas podem ser discoides ou alongados (lirelas) e estes podem se
encontrar imersos ou ndo em um tecido estéril, denominado columela. O excipulo pode ser
hialino a completamente carbonizado, e os ascésporos apresentam diferentes reacGes ao
iodo podendo ser amiloides, hemialioides ou ndo amiloides (Rivas Plata & Lumbsch,
2011).

2. Justificativa

Graphidaceae € uma das familias menos estudadas de fungos liquenizados (Lucking
et al., 2014). Em nimero de espécies s6 € menor que Parmeliaceae, que possui mais de
2.700 espécies (Kirk et al., 2008). No entanto, de acordo com Lucking et al. (2014) o total
de novas espécies descobertas nos dltimos anos sugerem que Graphidaceae pode conter

mais espécies que Parmeliaceae. Lucking et al. (2014) ap6s uma analise estatistica



estimam que aproximadamente 1.850 espécies aguardam serem descobertas nesta familia, a
maioria, cerca de 1.500, em areas tropicais e subtropicais.

Os trabalhos que utilizam dados moleculares em Graphidaceae sdo recentes e
incluem um ndmero pequeno de espécies em relagdo ao tamanho da familia. Diversos
géneros, como por exemplo, Amazonotrema, Anomalographis, Anomomorpha,
Diaphorographis, Gymnographopsis, Kalbographa, e Sarcographina, ainda néo
apresentam sequéncias publicadas (Rivas Plata et al., 2013). Sdo também necessarios mais
estudos em grupos de géneros que ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Em
Phaeographis, por exemplo, Feuerstein (dados ndo publicados) encontrou sete espécies, as
quais representam provaveis espécies novas, no entanto, a escassez de dados moleculares
bem como os diversos problemas nomenclaturais neste género, impossibilitam por hora, a
publicacdo destas espécies.

Para o Brasil existem muito poucos estudos referentes a esta familia. Os primeiros
registros foram realizados por Martius (1827) e Eschweiler (1833) para o Pard e Bahig;
Krempelhuber (1876) para o Rio de Janeiro; Vainio (1890) para o Rio de Janeiro e Minas
Gerais. Redinger (1933a, 1933b, 1935), reconheceu 227 espécies para o Brasil
apresentando ilustracdes, descrigdes e chaves de identificacdo.

Céceres e colaboradores vém recentemente contribuindo para o conhecimento desta
familia no nordeste (Céaceres, 2007; Céaceres & Liucking, 2013) e norte (Caceres et al.,
2012; Céceres et al., 2014) do Brasil.

Para o Rio Grande do Sul, citacdes para a familia sdo encontradas em levantamentos
regionais e em listas de espécies realizados por Osorio, Fleig e diversos colaboradores (p.
ex: Osorio, 1981, 1985; Osorio & Fleig, 1982, 1990, 1994; Osorio et al., 1982, 1997; Fleig,
1988, 1990; Fleig & Medeiros Filho, 1990) e por Martins e Kaffer (p. ex: Kéffer et al.,
2010; Kaffer et al., 2011; Kéffer et al., 2014; Martins-Mazzitelli, 2005).

Para o Parana, Dal-Forno & Eliasaro (2009, 2010a, 2010b) publicaram oito novas
espécies de Graphidaceae. Para este mesmo estado, Feuerstein & Eliasaro (2015)
publicaram cinco novas espécies de Graphis. Feuerstein et al. (2014) publicaram novas
espécies de Diorygma, incluindo exemplares deste estado e uma chave mundial para este
género, e Céaceres et al. (2014) publicaram o novo género Corticorygma, baseado em parte,
em exemplares coletados por Feuerstein no Parana.

Além de dispormos de muito poucos estudos realizados com materiais brasileiros,
basicamente inexistem trabalhos que fornecam descri¢Ges e ilustracbes bem detalhadas e

chaves de identificacdo. Ressaltamos também que apenas um estudo molecular desta



familia, utilizando exemplares brasileiros foi realizado até o momento (Caceres et al.,
2014).

No Brasil, contrastando com suas dimensdes continentais, dentre 0s nove
liqguendlogos que trabalham com sistematica e taxonomia de fungos liquenizados, ha apenas
uma especialista em liquens crostosos, Dra. Marcela Caceres (UFS) em Sergipe. Contudo,
seus trabalhos sdo de uma contextualizacdo mais geral, sem uma familia especifica.
Portanto ha, além da caréncia de estudos nesta familia para o Brasil, a necessidade da
formac&o de um especialista no pais.

A presente proposta de projeto possui grande importancia para o conhecimento dos
liquens crostosos do sul do Brasil, visto que abordaré a familia de crosta mais diversificada
e abundante em regibes tropicais e subtropicais. Além disto, representard o primeiro
trabalho especifico, seguindo a atual circunscricdo da familia, para o pais, baseado em
conceitos taxondmicos modernos e utilizando caracteres moleculares. Esta abordagem
auxiliara na compreensao de quais caracteres morfoldgicos, anatbmicos e/ou quimicos séo
Gteis na delimitacdo de géneros e espécies. Serdo elaboradas descricdes bem detalhadas e
ilustracGes desse grupo, bem como chaves de identificacdo que permitam a identificacdo e a
comparagdo dos exemplares. Nesse sentido ressalta-se a importancia desse trabalho para o
conhecimento da micota liquenizada, possibilitando posteriores avangos no campo
liquenologico, além do que, uma abordagem molecular para a circunscricdo de espécies sul-

brasileiras de Graphidaceae.

3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Realizar um levantamento da familia Graphidaceae para o sul do Brasil por meio de
uma abordagem integrativa, proporcionando descricbes técnicas detalhadas, além de
ilustracdes e chave de identificacdo para os tdxons encontrados.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar morfoldgica, anatdbmica e quimicamente as espécies encontradas;
e Utilizar ferramentas moleculares na delimitacdo das espécies;

e Elaborar chaves de identificacdo para os géneros e especies identificadas;

e Disponibilizar ilustragdes que facilitem a identificacdo das espécies;



4. Materiais e métodos
4.1. Coleta e herborizagdo

As expedicdes a campo ocorrerdo nos trés estados da Regido Sul do Brasil. Os
locais serdo definidos de acordo com o tipo vegetacional e apds anélise de exemplares
depositados em herbéario e de colecbes pessoais de alguns liquendlogos. Em campo, as
coletas serdo realizadas por deslocamento ao acaso. Para a retirada do material do substrato
sera utilizado faca, martelo e cinzéis. Cada exemplar coletado sera colocado em um saco de
papel e serdo anotados dados de coleta, tais como: data, local, nimero de coleta, tipo
vegetacional e coordenadas geograficas. Em laboratdrio, os exemplares serdo secos e
acondicionados em caixinhas ou envelopes padronizados com etiqueta, e os dados de coleta
transcritos. Depois de identificados, os exemplares serdo incorporados ao Herbario ICN, da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.2. Andlises morfoldgicas e anatdmicas

Serdo feitas analises morfologicas em microscdpio estereoscopico de estruturas com
valor taxondmico, tais como cor do talo, tipo de ascoma, presenca de propagulos, dentre
outras. Em seguida, serdo realizados cortes a méo livre do talo e dos ascomas para analises
anatdbmicas em microscopio Optico. Todas as mensuragdes serdo realizadas em meio

aquoso, com uso de reticulo acoplado a ocular.

4.3. Analises quimicas

Para a identificacdo de metabodlitos secundarios de importancia taxondmica, serdo
realizados testes de coloragdo (teste K: hidroxido de potassio a 10% e teste C: hipoclorito
de sodio a 40%) feitos diretamente no talo e observados em microscopio estereoscopico e
em secc¢do transversal do ascoma e do talo para observacdo em microscopio Optico (Hale
1979). Também seré feita observacao do talo sob lampada UV e Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) de acordo com Culberson & Ammann (1979). Para a identificacdo das

substancias liquénicas serdo utilizadas tabelas e dados de Elix (2014) e de Staiger (2002).

4.4. Revisao de herbario e estudos dos tipos
Serdo revisados exemplares depositados no Herbario ICN e serd solicitado o
empréstimo de exemplares da familia depositados em herbarios do Brasil e do exterior,

incluindo materiais-tipo para confirmacédo de espécies, quando necessario.



4.5. Isolamento, amplificacéo e sequenciamento de DNA

Apds a coleta dos liquens, e devido processamento para secagem do material,
fragmentos dos ascomas e talo frescos ou previamente congelados serdo retirados com o
auxilio de bisturi e pinga, previamente limpos com &lcool 70%, recolhidos em tubos tipo
Eppendorf de 1,5 ml e armazenados em freezer (-20°C) até a extragdo do DNA. Serdo
selecionados pelo menos um espécime de cada espécie.

O DNA sera extraido utilizando o kit de extracdo de DNA e PCR para tecidos
vegetais da marca Sigma (Sigma-Aldrich REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit — (St. Louis,
Missouri, U.S.A.), seguindo instrucGes do fabricante. O sucesso da extracdo serd verificado
através de eletroforese em gel de agarose e a qualidade do DNA serd avaliada por
espectrofotometria. O DNA serd armazenado em freezer (-20°C) até seu uso em reacdes de
PCR.

Para amplificacdo, serd usada a regido ITS, que tem demonstrado bons resultados
para delimitacdo de espécies e em testes de correlagdo entre a diversidade genética e
morfolégica em complexos de espécies, sendo considerado o barcoding universal para
fungos liquenizados (Wirtz et al., 2008; Kelly et al., 2011; Schoch et al., 2012). Serdo
usados os primers ITS1F (Gardes e Bruns, 1993) e ITS4 (White et al.1990) seguindo o
protocolo de Leavitt et al. (2011). O resultado da amplificacdo sera verificado por
eletroforese em gel de agarose 1% e os produtos de amplificacdo serdo purificados e

enviados para sequenciamento.

4.6. Analises das sequéncias

Para auxiliar na delimitacdo das espécies da familia Graphidaceae coletadas no sul
do Brasil, serdo utilizadas duas abordagens de analise das sequéncias da regido ITS: (1)
inferéncias filogenéticas para verificar monofilia (comparar com outras sequéncias da
espécie) e posicionar as espécies encontradas em relacdo as demais do género (as
sequéncias obtidas neste trabalho serdo alinhadas com outras recuperadas do GenBank, de
acordo com o grupo taxonémico especifico); (2) estimativas de distancia genética serdo
utilizadas para calcular os intervalos de variacdo intra e interespecifica (barcoding gap,
Del-Prado et al., 2010), assim como serdo comparadas a valores de divergéncia
considerados universais para separar espécies de fungos (acima de 3%; Lindahl et al.,
2013).

O consensus das leituras sera realizado no  Geneious 9.1.2

(http://lwww.geneious.com; Kearse et al., 2012). As sequéncias obtidas serdo alinhadas



através do MAFFT em Geneious 9.1.2 (Fungdo automatica para a melhor escolha de
algoritmo, penalidade de intervalo = 1,53, valor de deslocamento = 0,123 e matriz de
pontuacdo = 200PAM / k=2) e manualmente ajustado. O melhor modelo para cada matriz
sera obtido utilizando o programa jModeltest2 (Guindon & Gascuel, 2003; Darriba et al.,
2012). As anélises de Maxima Verossimilhanca serdo realizadas em PhyML (Guindon &
Gascuel, 2003) com 1000 réplicas de bootstrap para o calculo do suporte nodal. As analises
bayesianas serdo estimadas utilizando o software BEAST 1.8.2 (Drummond et al., 2012).
Uma arvore de Yule prévia e uma arvore de partida aleatoria serdo selecionadas e as
corridas de MCMC serdo realizadas utilizando quatro cadeias de 10 000 000 de geracdes,
amostrando arvores a cada 1000. No TreeAnnotator v1.8.2, os primeiros 20% das arvores
serdo descartados como burn-in e a arvore de maxima credibilidade gerada. Os resultados
serdo verificados no Tracer v1.6 (Rambaut et al., 2014) para a convergéncia MCMC e o0s
tamanhos de amostra eficaz (> 200).

Serdo utilizadas ferramentas adicionais para a delimitacdo de espécies, como o
calculo das distancias de maxima verossimilhanca (nimero de substituicdo por sitio, s/s) no
PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003) e o uso do Automatic Barcode Gap Discovery
(http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/; Puillandre et al., 2011). As configuragdes

padrdo (Pmin = 0,001, Pmax = 0,1 e 20 numeros de distribuicdo) e quatro valores de

largura de gap serdo testados (0,5, 0,7, 1,0 e 1,2) usando as distancias de Jukes-Cantor.

5. Cronograma

Ano 2016 2017 2018 2019 2020

Atividade/Trimestre 21314123412/ 3|4|1|2|3|4 1

Revisdo bibliografica

Obtencao de créditos

Coleta de material

Analises moleculares

Anélises morfo-anatdmicas

Cromatografias

Revisdo de herbérios e Tipos

Producdo de artigos

Sanduiche BGBM

Redacéo da Dissertacdo

Qualificagéo

Defesa

6. Viabilidade do Projeto
As coletas serdo financiadas pela aluna, que ja dispbe de todos os materiais

utilizados em campo e, quando possivel, com a utilizacdo de diarias disponibilizadas pelo


http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/

PPG Botéanica. Os equipamentos necessarios para as analises morfoldgicas e anatémicas
(microscépio dptico e estereoscOpico) assim como reagentes para os testes de coloracdo
serdo disponibilizados pelo laboratério de Micologia do Departamento de Boténica da
UFRGS. As andlises cromatogréficas serdo realizadas no laboratério de Liquenologia da
UFPR, em Curitiba-PR, que disponibilizara todos o0s equipamentos e reagentes necessarios.
O isolamento e a amplificacdo do DNA serdo realizados no Laboratorio de Evolugédo e
Biodiversidade da UFMS, em Campo Grande-MS. O sequenciamento sera feito em
empresas especializadas. Estima-se que cerca de 300 espécimes terdo a regido ITS

sequenciada.

7. Orcamento e Financiamento

Material de consumo Quantidade Valor Unitario Total

Analises moleculares: plasticos e

reagentes - - R$ 6.000,00
Analises moleculares: servico de

sequenciamento de DNA 600 R$ 10,00 R$ 6.000,00
Excursdes de coleta 15 diérias R$ 184,88*  R$2.773,20
TOTAL R$ 14.773,20

* valor diario aproximado para gastos com combustivel e, eventualmente, aluguel
de veiculo.

Este projeto contara parcialmente com recursos da bolsa de produtividade em
pesquisa do CNPq (1D) obtida pela orientadora. Além deste recurso ja disponivel, o projeto
serd submetido a outros editais de agéncias de fomento (CNPg, CAPES, FAPERGS),

durante o curso de doutorado da aluna.

8. Resultados Esperados

Entre os resultados esperados, o desenvolvimento deste projeto devera:

- Descrever novas espécies;

- Encontrar novos registros de espécies para os estados do Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul;

- Fornecer chaves de identificacGes para alguns géneros;

- Publicar estes resultados em periodicos de alto impacto e grande circulacdo na area,
como Mycologia (B1), Fungal Biology (B1l), New Phytologist (Al) e Fungal
Diversity (Al).
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