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Resumo 

Graphidaceae corresponde a maior família de fungos liquenizados crostosos, com cerca de 

2500 espécies conhecidas. Atualmente, é subdividida em quatro subfamílias: 

Fissurinoideae, Gomphilloideae, Graphidoideae e Redonographoideae. Graphidaceae é 

uma das famílias menos estudadas de fungos liquenizados, e estima-se que 

aproximadamente 1.850 espécies aguardam ser descobertas, a maioria, cerca de 1.500, em 

áreas tropicais e subtropicais. Para o Brasil existem poucos estudos referentes a esta 

família. No que se refere à Região Sul, apenas dois trabalhos foram realizados, ambos no 

litoral do estado do Paraná. Demais referências para esta família são encontradas em 

levantamentos regionais e listagens de espécies. O presente projeto possui grande 

importância para o conhecimento dos liquens crostosos do sul do Brasil, visto que abordará 

a família de crostas mais diversificada e abundante em regiões tropicais e subtropicais. 

Além disto, representará o primeiro trabalho específico, seguindo a atual circunscrição da 

família para o país, baseado em conceitos taxonômicos modernos e utilizando caracteres 

moleculares. Esta abordagem auxiliará na compreensão de quais caracteres morfológicos, 

anatômicos e/ou químicos são úteis na delimitação de gêneros e espécies. Serão elaboradas 

descrições bem detalhadas e ilustrações desse grupo, bem como chaves dicotômicas que 

permitam a identificação e a comparação dos exemplares. Nesse sentido, ressalta-se a 

importância do trabalho para o conhecimento da micota liquenizada, possibilitando 

posteriores avanços no campo liquenológico, além de uma abordagem molecular para a 

circunscrição de espécies sulbrasileiras de Graphidaceae. 
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1. Introdução 

Graphidaceae corresponde a maior família de fungos liquenizados crostosos, com 

cerca de 2500 espécies conhecidas atualmente (Sohrabi, Lücking & Lumbsch, 2014). A 

circunscrição tradicional da família, delimitada pelo sistema artificial estabelecido por 

Müller Argoviensis, incluía apenas oito gêneros e se baseava principalmente na cor (hialino 

ou marrom) e septação dos ascósporos (muriformes ou transversalmente septados), bem 

como na organização dos ascomas (isolados ou agrupados em um estroma) (Wirth & Hale, 

1978; Lücking & Rivas-Plata, 2008). 

 Staiger (2002), após realizar uma ampla revisão da família, analisando caracteres 

químicos, morfológicos, anatômicos e moleculares, aceitou 22 gêneros e contribuiu para 

uma compreensão mais natural de Graphidaceae. Estudos recentes, utilizando 

principalmente dados moleculares, vêm modificando progressivamente a classificação de 

Graphidaceae, com inclusão e sinonimização de alguns gêneros (p. ex. Kalb et al., 2004; 

Archer, 2006, 2009; Aptroot & Sipman, 2007; Lücking, 2007; Lücking et al., 2007; 

Lücking & Rivas Plata 2008; Rivas Plata et al., 2008, 2012a, b, 2013; Parnmen et al., 2012, 

2013; Lücking et al., 2013). 

Com base em estudos filogenéticos recentes, Graphidaceae foi expandida e 

atualmente inclui as famílias Gomphillaceae, Solorinellaceae e Thelotremataceae (Rivas 

Plata et al., 2012a). Rivas-Plata et al. (2012a) e Lumbsch et al. (2014) dividiram a família 

em quatro subfamílias: Fissurinoideae, Gomphilloideae, Graphidoideae e 

Redonographoideae. 

 Com esta atual circunscrição, Graphidaceae é uma família extremamente variável 

morfologicamente. Os ascomas podem ser discoides ou alongados (lirelas) e estes podem se 

encontrar imersos ou não em um tecido estéril, denominado columela. O excípulo pode ser 

hialino a completamente carbonizado, e os ascósporos apresentam diferentes reações ao 

iodo podendo ser amiloides, hemialioides ou não amiloides (Rivas Plata & Lumbsch, 

2011). 

 

2. Justificativa 

Graphidaceae é uma das famílias menos estudadas de fungos liquenizados (Lucking 

et al., 2014). Em número de espécies só é 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 últimos anos sugerem que Graphidaceae pode conter 

mais espécies que Parmeliaceae. Lucking et al. (2014) após uma análise estatística 



estimam que aproximadamente 1.850 espécies aguardam serem descobertas nesta família, a 

maioria, cerca de 1.500, em áreas tropicais e subtropicais.  

 Os trabalhos que utilizam dados moleculares em Graphidaceae são recentes e 

incluem um número pequeno de espécies em relação ao tamanho da família. Diversos 

gêneros, como por exemplo, Amazonotrema, Anomalographis, Anomomorpha, 

Diaphorographis, Gymnographopsis, Kalbographa, e Sarcographina, ainda não 

apresentam sequências publicadas (Rivas Plata et al., 2013). São também necessários mais 

estudos em grupos de gêneros que ainda não estão totalmente esclarecidos. Em 

Phaeographis, por exemplo, Feuerstein (dados não publicados) encontrou sete espécies, as 

quais representam prováveis espécies novas, no entanto, a escassez de dados moleculares 

bem como os diversos problemas nomenclaturais neste gênero, impossibilitam por hora, a 

publicação destas espécies.  

Para o Brasil existem muito poucos estudos referentes a esta família. Os primeiros 

registros foram realizados por Martius (1827) e Eschweiler (1833) para o Pará e Bahia; 

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 ilustrações, descrições e chaves de identificação. 

 Cáceres e colaboradores vêm recentemente contribuindo para o conhecimento desta 

família no nordeste (Cáceres, 2007; Cáceres & Lücking, 2013) e norte (Cáceres et al., 

2012; Cáceres et al., 2014) do Brasil. 

Para o Rio Grande do Sul, citações para a família são 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 Käffer (p. ex: Käffer et al., 

2010; Käffer et al., 2011; Käffer et al., 2014; Martins-Mazzitelli, 2005). 

Para o Paraná, 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 

gênero, e Cáceres et al. (2014) publicaram o novo gênero Corticorygma, baseado em parte, 

em exemplares coletados por Feuerstein no Paraná.  

Além de dispormos de muito poucos estudos realizados com materiais brasileiros, 

basicamente inexistem trabalhos que forneçam descrições e ilustrações bem detalhadas e 

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



família, utilizando exemplares brasileiros foi realizado até o momento (Cáceres et al., 

2014). 

No Brasil, contrastando com suas dimensões continentais, dentre os nove 

liquenólogos que trabalham com sistemática e taxonomia de fungos liquenizados, há apenas 

uma especialista em liquens crostosos, Dra. Marcela Cáceres (UFS) em Sergipe. Contudo, 

seus trabalhos são de uma contextualização mais geral, sem uma família específica. 

Portanto há, além da carência de estudos nesta família para o Brasil, a necessidade da 

formação de um especialista no país. 

A presente proposta de projeto possui grande importância para o conhecimento dos 

liquens crostosos do sul do Brasil, visto que abordará a família de crosta mais diversificada 

e abundante em regiões tropicais e subtropicais. Além disto, representará o primeiro 

trabalho específico, seguindo a atual circunscrição da família, para o país, baseado em 

conceitos taxonômicos modernos e utilizando caracteres moleculares. Esta abordagem 

auxiliará na compreensão de quais caracteres morfológicos, anatômicos e/ou químicos são 

úteis na delimitação de gêneros e espécies. Serão elaboradas descrições bem detalhadas e 

ilustrações desse grupo, bem como chaves de identificação que permitam a identificação e a 

comparação dos exemplares. Nesse sentido ressalta-se a importância desse trabalho para o 

conhecimento da micota liquenizada, possibilitando posteriores avanços no campo 

liquenológico, além do que, uma abordagem molecular para a circunscrição de espécies sul-

brasileiras de Graphidaceae.  

 

3. Objetivos 

3.1. Objetivo geral 

Realizar um levantamento da família Graphidaceae para o sul do Brasil por meio de 

uma abordagem integrativa, proporcionando descrições técnicas detalhadas, além de 

ilustrações e chave de identificação para os táxons encontrados. 

 

3.2. Objetivos específicos 

• Caracterizar morfológica, anatômica e quimicamente as espécies encontradas; 

• Utilizar ferramentas moleculares na delimitação das espécies; 

• Elaborar chaves de identificação para os gêneros e espécies identificadas; 

• Disponibilizar ilustrações que facilitem a identificação das espécies; 

 

 



4. Materiais e métodos 

4.1. Coleta e herborização 

As expedições a campo ocorrerão nos três estados da Região Sul do Brasil. Os 

locais serão definidos de acordo com o tipo vegetacional e após análise de exemplares 

depositados em herbário e de coleções pessoais de alguns liquenólogos. Em campo, as 

coletas serão realizadas por deslocamento ao acaso. Para a retirada do material do substrato 

será utilizado faca, martelo e cinzéis. Cada exemplar coletado será colocado em um saco de 

papel e serão anotados dados de coleta, tais como: data, local, número de coleta, tipo 

vegetacional e coordenadas geográficas. Em laboratório, os exemplares serão secos e 

acondicionados em caixinhas ou envelopes padronizados com etiqueta, e os dados de coleta 

transcritos. Depois de identificados, os exemplares serão incorporados ao Herbário ICN, da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

 

4.2. Análises morfológicas e anatômicas 

Serão feitas análises morfológicas em microscópio estereoscópico de estruturas com 

valor taxonômico, tais como cor do talo, tipo de ascoma, presença de propágulos, dentre 

outras. Em seguida, serão realizados cortes a mão livre do talo e dos ascomas para análises 

anatômicas em microscópio óptico. Todas as mensurações serão realizadas em meio 

aquoso, com uso de retículo acoplado a ocular. 

 

4.3. Análises químicas 

Para a identificação de metabólitos secundários de importância taxonômica, serão 

realizados testes de coloração (teste K: hidróxido de potássio a 10% e teste C: hipoclorito 

de sódio a 40%) feitos diretamente no talo e observados em microscópio estereoscópico e 

em secção transversal do ascoma e do talo para observação em microscópio óptico (Hale 

1979). Também será feita observação do talo sob lâmpada UV e Cromatografia em Camada 

Delgada (CCD) de acordo com Culberson & Ammann (1979). Para a identificação das 

substâncias liquênicas serão utilizadas tabelas e dados de Elix (2014) e de Staiger (2002). 

 

4.4. Revisão de herbário e estudos dos tipos 

Serão revisados exemplares depositados no Herbário ICN e será solicitado o 

empréstimo de exemplares da família depositados em herbários do Brasil e do exterior, 

incluindo materiais-tipo para confirmação de espécies, quando necessário.  

 



4.5. Isolamento, amplificação e sequenciamento de DNA  

Após a coleta dos liquens, e devido processamento para secagem do material, 

fragmentos dos ascomas e talo frescos ou previamente congelados serão retirados com o 

auxílio de bisturi e pinça, previamente limpos com álcool 70%, recolhidos em tubos tipo 

Eppendorf de 1,5 ml e armazenados em freezer (-20°C) até a extração do DNA. Serão 

selecionados pelo menos um espécime de cada espécie.  

 O DNA será extraído utilizando o kit de extração 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 instruções do fabricante. O sucesso da extração será verificado 

através de eletroforese em gel de agarose e a qualidade do DNA será avaliada por 

espectrofotometria. O DNA será armazenado em freezer (-20°C) até seu uso em reações de 

PCR. 

Para amplificação, será usada a região ITS, que tem demonstrado bons resultados 

para delimitação de espécies e em testes de correlação entre a diversidade genética e 

morfológica em complexos de espécies, sendo considerado o barcoding universal para 

fungos liquenizados (Wirtz et al., 2008; Kelly et al., 2011; Schoch et al., 2012). Serão 

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 amplificação será verificado por 

eletroforese em gel de agarose 1% e os produtos de amplificação serão purificados e 

enviados para sequenciamento. 

 

4.6. Análises das sequências 

Para auxiliar na delimitação das espécies da família Graphidaceae coletadas no sul 

do Brasil, serão utilizadas duas abordagens de análise das sequências da região ITS: (1) 

inferências filogenéticas para verificar monofilia (comparar com outras sequências da 

espécie) e posicionar as espécies encontradas em relação as demais do gênero (as 

sequências obtidas neste trabalho serão alinhadas com outras recuperadas do GenBank, de 

acordo com o grupo taxonômico específico); (2) estimativas de distância genética serão 

utilizadas para calcular os intervalos de variação intra e interespecífica (barcoding gap, 

Del-Prado et al., 2010), assim como serão comparadas a valores de divergência 

considerados universais para separar espécies de fungos (acima de 3%; Lindahl et al., 

2013). 

O consensus das leituras será realizado no Geneious 9.1.2 

(http://www.geneious.com; Kearse et al., 2012). As sequências obtidas serão alinhadas 



através do MAFFT em Geneious 9.1.2 (Função automática para a melhor escolha de 

algoritmo, penalidade de intervalo = 1,53, valor de deslocamento = 0,123 e matriz de 

pontuação = 200PAM / k=2) e manualmente ajustado. O melhor modelo para cada matriz 

será obtido utilizando o programa jModeltest2 (Guindon & Gascuel, 2003; Darriba et al., 

2012). As análises de Máxima Verossimilhança serão realizadas em PhyML (Guindon & 

Gascuel, 2003) com 1000 réplicas de bootstrap para o cálculo do suporte nodal. As análises 

bayesianas serão estimadas utilizando o software BEAST 1.8.2 (Drummond et al., 2012). 

Uma árvore de Yule prévia e uma árvore de partida aleatória serão selecionadas e as 

corridas de MCMC serão realizadas utilizando quatro cadeias de 10 000 000 de gerações, 

amostrando árvores a cada 1000. No TreeAnnotator v1.8.2, os primeiros 20% das árvores 

serão descartados como burn-in e a árvore de máxima credibilidade gerada. Os resultados 

serão verificados no Tracer v1.6 (Rambaut et al., 2014) para a convergência MCMC e os 

tamanhos de amostra eficaz (≥ 200). 

Serão utilizadas ferramentas adicionais para a delimitação de espécies, como o 

cálculo das distâncias de máxima verossimilhança (número de substituição por sítio, 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 configurações 

padrão (Pmin = 0,001, Pmax = 0,1 e 20 números de distribuição) e quatro valores de 

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

 

5. Cronograma 

Ano 2016 2017 2018 2019 2020 

Atividade/Trimestre 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 

Revisão bibliográfica                 

Obtenção de créditos                 

Coleta de material                 

Análises moleculares                 

Análises morfo-anatômicas                 

Cromatografias                 

Revisão de herbários e Tipos                 

Produção de artigos                 

Sanduiche BGBM                 

Redação da Dissertação                 

Qualificação                 

Defesa                 

 

6. Viabilidade do Projeto 

As coletas serão financiadas pela aluna, que já dispõe de todos os materiais 

utilizados em campo e, quando possível, com a utilização de diárias disponibilizadas pelo 

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


PPG Botânica. Os equipamentos necessários para as análises morfológicas e anatômicas 

(microscópio óptico e estereoscópico) assim como reagentes para os testes de coloração 

serão disponibilizados pelo laboratório de Micologia do Departamento de Botânica da 

UFRGS. As análises cromatográficas serão realizadas no laboratório de Liquenologia da 

UFPR, em Curitiba-PR, que disponibilizará todos os equipamentos e reagentes necessários. 

O isolamento e a amplificação do DNA serão realizados no Laboratório de Evolução e 

Biodiversidade da UFMS, em Campo Grande-MS. O sequenciamento será feito em 

empresas especializadas. Estima-se que cerca de 300 espécimes terão a região ITS 

sequenciada. 

 

7. Orçamento e Financiamento 

Material de consumo Quantidade Valor Unitário Total 

Análises moleculares: plásticos e  

reagentes - - R$ 6.000,00 

Análises moleculares: serviço de 

sequenciamento de DNA 600 R$ 10,00 R$ 6.000,00 

Excursões de coleta 15 diárias R$ 184,88* R$ 2.773,20 

TOTAL   R$ 14.773,20 

* valor diário aproximado para gastos com combustível e, eventualmente, aluguel 

de veículo. 

Este projeto contará parcialmente com recursos da bolsa de produtividade em 

pesquisa do CNPq (1D) obtida pela orientadora. Além deste recurso já disponível, o projeto 

será submetido a outros editais de agências de fomento (CNPq, CAPES, FAPERGS), 

durante o curso de doutorado da aluna. 

 

8. Resultados Esperados 

 Entre os resultados esperados, o desenvolvimento deste projeto deverá: 

- Descrever novas espécies; 

- Encontrar novos registros de espécies para os estados do Paraná, Santa Catarina e 

Rio Grande do Sul; 

- Fornecer chaves de identificações para alguns gêneros; 

- Publicar estes resultados em periódicos de alto impacto e grande circulação na área, 

como Mycologia (B1), Fungal Biology (B1), New Phytologist (A1) e Fungal 

Diversity (A1). 
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