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1. Introducgéo

O género Usnea Adans ¢ caracterizado pelo talo fruticoso, de arbustivo a pendente, com
eixo cartilaginoso central e acido usnico cortical (Clerc 1998). Os ramos variam de cilindricos
a angulados e sulcados, raramente achatados (Swinscow & Krog 1988). Os apotécios
possuem margem talina, fibrilosa e com disco claro, os ascosporos sdo hialinos e simples e 0
fotobionte é uma alga verde do género Trebouxia Puymaly (McCune 2000).

Usnea é um género cosmopolita, ocorrendo preferencialmente em locais Umidos e bem
iluminados (Halonen et al. 1999). As espécies do género ocorrem desde o nivel do mar até
altitudes mais elevadas (Halonen et al. 1998) e também em fazendas, parques ou outros
ambientes antropizados (Halonen et al. 1999). Sdo encontradas sobre arvores e arbustos, e
raramente em rochas (Clerc & Herrera-Campos 1997). Conforme Marcelli (1998), no Brasil a
diversidade do género pode ser alta nas regides mais Umidas e de maiores altitudes.

Embora o género seja facilmente reconhecido pela presenca do eixo cartilaginoso
central, a extensa plasticidade morfoldgica em resposta a parametros ambientais (e.g. luz,
umidade) torna a taxonomia ao nivel especifico dificil de ser compreendida (Clerc 1998).
Consequentemente muitos nomes foram descritos na literatura em decorréncia de pequenas
variacdes morfoldgicas o que torna a taxonomia deste género muito confusa (Clerc 1987).

A monografia mundial de Usnea (Motyka 1936-1938) apresenta 451 espécies e
numerosas entidades infra-especificas. Porém, muitas delas estdo em sinonimia por se
acreditar serem formas modificadas por parametros ambientais (Halonen et al. 1998). Motyka
foi um tipico taxonomista a adotar o pensamento tipoldgico de espécie, e, segundo Clerc
(1998), este ¢ um dos fatores responsaveis pelas dificuldades taxondmicas encontradas no
género.

Vaérias espécies foram sinonimizadas e, atualmente, acredita-se que o género possua
cerca de 350 espécies (Clerc 1998). A América do Sul possui uma grande diversidade de
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espécies de Usnea. Esta diversidade é pouco conhecida devido as poucas pesquisas
taxondmicas efetuadas neste continente (Rodriguez & Estrabou 2008; Rodriguez et al. 2011;
Truong et al. 2011, Truong & Clerc 2012). Com excecdo destas duas ultimas publicacdes, as
quais descrevem Usnea steineri Zahlbr., U. ceratina Ach. e U. entoviolata Motyka para o
Brasil, as demais publicacdes com exemplares brasileiros correspondem em geral a listas de
espécies e/ou ndo adotam o conceito moderno de espécie aplicado a este género (e.g. Rizzini
1952; Osorio 1977; Osorio & Fleig 1989).

Para o Brasil sdo mencionados 75 nomes de Usnea (Marcelli 2008), dos quais a maioria
(64) foi descrita na monografia de Motyka (Marcelli 1998). Para a Regido Sul do Brasil séo
citadas 44 espécies: 22 para 0 Rio Grande do Sul (Spielmann 2006), apenas uma espécie para
o0 Paranad (Eliasaro 2006) e 21 para Santa Catarina (Gumboski & Eliasaro 2011). Muitos
destes nomes tornaram-se sinonimias e/ou nunca foram revistos. Os nomes mencionados para
0 Brasil e mesmo para a Regido Sul, além dos varios exemplares ndo identificados de Usnea
depositados em herbarios brasileiros, indicam que este pais possui grande diversidade de
espécies que merecem serem estudadas.

Nas Ultimas décadas, estudos taxondmicos de Usnea tém sido publicados na América do
Norte, Europa, Africa, Australia e Japdo (e.g. Clerc & Herrera-Campos 1997; Clerc 1991;
Swinscow & Krog 1988, Stevens 2004, Ohmura 2001). Assim, uma série de artigos com
descricdes morfoldgicas anatdbmicas e quimicas detalhadas constitui uma excelente base para
0 estudo do género na América do Sul, e mais particularmente no Brasil.

Motyka (1936-1938) reconheceu seis subgéneros em sua monografia mundial de Usnea:
Euusnea Jatta, Protousnea Mot., Lethariella (Mot.) Krog, Chlorea (Nyl.) Mot., Neuropogon
(Nees & Flot.) Mot. e Eumitria (Stirt.) Mot. Euusnea é o maior subgénero, apresenta eixo
central solido, disco do apotécio claro e, em geral com fibrilas marginais, acido Usnico
cortical e distribuicdo cosmopolita (Krog 1976). Protousnea é endémico da Argentina e Chile
e pode ser reconhecido pelo disco apotecial tipicamente marrom, o excipulo talino em geral
sem fibrilas e pela auséncia de sorédios (Calvelo et al. 2005). O subgénero Eumitria ocorre
em regides temperadas e tropicais e apresenta eixo central tubular (Articus 2004). Lethariella
(Mot.) apresenta eixo espesso, rigido e oco, auséncia de pigmento cortical e distribuicdo na
Macarronésia e regido do Mediterraneo e Chlorea apresenta o eixo solido, flexivel mas néo
elastico, cortex com pigmento alaranjado (canariona) e ocorre nas altas montanhas da Asia
central e na Macarronésia (Krog 1976); Ambos Lethariella e Chlorea apresentam atranorina
cortical ao invés do acido uUsnico (Krog 1976). Neuropogon é conhecido para regides
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Antarticas e Articas, em altas altitudes da América do Sul e para a Australasia (Articus 2004).
Esta delimitacdo supra-especifica do género tem sido bastante discutida (Obermayer 2001,
Ohmura 2001, 2002; Articus 2004; Wirtz et al. 2006; Lumbsch & Wirtz 2011).

O conhecimento dos metabdlitos secundarios se revela de uma ajuda extraordinaria na
procura de caracteres morfologicos e anatdmicos diagnosticos para a delimitagcdo de espécies
(Clerc 1991). Reconhecer estes compostos € uma etapa importante na identificacdo das
espécies uma vez que muitas delas sdo bastante variaveis morfologicamente (Halonen et al.
1999). Dados quimicos, contudo, possuem valor diagnodstico ao nivel especifico somente se
correlacionados com um ou mais caracteres morfol6gicos ou anatémicos, logo é frequente a
aceitacdo de quimiotipos na taxonomia moderna de Usnea (Clerc 1998). A ocorréncia de
diversos quimiotipos nas regifes geograficas ocupadas por uma mesma espécie €
relativamente frequente. Assim, na Argentina 0s principais quimiotipos de Usnea
amblyoclada (Mdll. Arg.) Zahlbr. contém &cido salazinico e norestictico (Rodriguez et al.
2011), enquanto o acido galbinico é o principal composto encontrado nos espécimes da
Ameérica do Norte (Clerc & Herrera-Campos 1997).

As formas intermediarias, espécimes com uma mistura de caracteres de duas espécies
morfoldgica, anatdbmica e quimicamente diferenciadas constituem casos dificeis, as vezes séo
consideradas como possiveis hibridos. Além disso, a ocorréncia de espécies cripticas, duas ou
mais linhagens independentes que apresentam morfologias similares, tem sido frequentemente
relatada em fungos liquenizados (e.g. Kroken & Taylor 2001; Molina et al. 2011). Nestes
casos, estudos moleculares podem auxiliar na compreensdo e colocar em evidéncia a

diversidade de espécies de fungos liquenizados.

2. Justificativa

O presente trabalho possui grande importancia para o conhecimento de Usnea no sul do
Brasil. Este serd o primeiro trabalho sobre espécies brasileiras baseado em conceitos
taxondmicos modernos e utilizando caracteres moleculares.

Na América do Sul ha duas teses recentes: Rodriguez (2011) sobre as espécies presentes
na Argentina e Truong (2012) abordando as espécies que ocorrem em regides neotropicais.
No Brasil, contudo, ndo ha especialistas no grupo, sendo urgente a necessidade de se conhecer
as espécies que aqui ocorrem e a formacdo de um especialista no género neste pais.

A auséncia de descri¢bes e ilustragdes mais detalhadas bem como de chaves de
identificacdo dificulta muito a identificacdo e a comparagdo dos exemplares. As descri¢des
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antigas existentes ndo trazem informacGes acerca das espessuras relativas do cortex, medula e
eixo (CMA), sobre a pigmentagdo da base do talo bem como a morfologia e ontogenia dos
sorais. Além disso, muitas espécies mencionadas para o sul do Brasil no final do século XIX e
inicio do século XX ndo foram tratadas em estudos posteriores.

Uma abordagem molecular para a circunscricdo de espécies sul brasileiras de Usnea
poderd auxiliar na compreensdo de quais caracteres morfoldgicos, anatbmicos e/ou quimicos

sdo Uteis na delimitacdo das espécies e também para evidenciar possiveis espécies cripticas.

3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é ampliar o conhecimento de Usnea na Regido Sul do
Brasil, por meio de uma abordagem baseada em caracteres morfoldgicos, anatdmicos,

quimicos e moleculares.

3.2. Objetivos especificos

Caracterizar morfoldgica, anatdmica e quimicamente as espécies estudadas;

Confrontar os resultados moleculares com o conceito de espécie empregado;

Propor novas circunscricbes para 0s taxons problematicos com base em estudos
morfoldgicos, quimicos e moleculares;

Elucidar as possiveis variagcbes morfoldgicas e/ou anatdmicas encontradas;

Evidenciar a possibilidade de ocorréncia de espécies cripticas;

Proporcionar meios para a identificacdo das mesmas através de chaves, ilustracbes e
descricdes;

Formar um profissional com experiéncia em taxonomia de fungos liquenizados para

suprir a caréncia de especialistas.

4. Metas

Com o desenvolvimento desta Tese se espera encontrar pelo menos 50 espécies de
Usnea para a Regido Sul do Brasil.

Através das analises morfo-anatdmicas e quimicas dos exemplares coletados, bem como
dos exemplares de herbarios pretende-se chegar a uma proposta de classificagdo que sera

confirmada ou ndo através das analises moleculares.



Algumas espécies cuja localidade tipo é o Brasil, nunca mais foram estudadas e,
portanto, apds revisdo dos holdtipos (quando existentes) e também com base em material
coletado pretende-se realizar descricbes modernas, utilizando caracteres atualmente
empregados na circunscri¢do de Usnea.

Espera-se também, com base em caracteres morfolégicos, quimicos e moleculares,
descrever algumas espécies novas para a ciéncia. Além disso, através dos estudos dos tipos
depositados em herbarios, é provavel que algumas mudancas nomenclaturais sejam propostas,
tais como novas combinagdes, designacao de sinbnimos novos bem como rejeicao de antigos
sinbnimos e designacdes de lectdtipos quando, por exemplo, for constatada mistura de
espécies nos holdtipos analisados.

5. Hipdteses
¢ A ocorréncia de quimiotipos corresponde a linhagens geneticamente distintas;

e Espécies com ampla variagdo morfoldgica correspondem a complexos de espécies;

eEspécimes morfologicamente idénticos podem corresponder a linhagens
geneticamente distintas;

e Espécies diferenciadas somente por apresentar reproducdo sexuada ou assexuada

podem ser a mesma espécie.

6. Material e métodos
6.1. Expedices de coleta

Serdo realizadas expedi¢fes a campo em todos os tipos de formagdes vegetacionais nos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. Os locais de coleta estdo definidos

conforme a Tabela 1.

6.2. Revisdo de herbarios e estudos dos tipos

Serd solicitado o empréstimo de todos os exemplares de Usnea depositados nos
herbarios da Regido Sul do Brasil (e.g. HAS, ICN, UPCB, MBM, MPUC, PACA, HUCS,
FLOR). Além destes, serdo analisadas colegdes da regido depositadas em outros herbarios
(e.g. HUPG, SP, RB). Também serdo analisados os materiais tipo (e.g. LBL, S) para
confirmar a identidade das espécies.



Tabela 1: Locais de coleta na Regido Sul do Brasil
RIO GRANDE DO SUL

Areas de Coleta Formacéo Vegetal Predominante
Estacéo Ecoldgica do Taim Restinga
Parque Estadual de Itapua Restinga e Floresta Estacional Semidecidual
Parque Estadual do Turvo Floresta Estacional Decidual
Flona de S&o Francisco de Paula Floresta Ombrofila Mista
Parque Nacional Aparados da Serra (RS/SC) Campos de Cima da Serra
Parque Nacional Serra Geral Campos de Cima da Serra
Parque Nacional da Lagoa do Peixe Vegetacdo litoranea
APA do Ibirapuitd Pampa
Pico do Monte Negro Densa Alto-montana

SANTA CATARINA
Parque Estadual Serra Furada Floresta Ombrofila Densa Montana
Parque Estadual da Serra do Tabuleiro Mata Nebular e Campos de Altitude
Parque Nacional S&o Joaquim Floresta Ombrofila Mista e Campos de

Cima da Serra
RPPN Rio das Furnas Floresta Ombrofila Densa e Mista
Serra do Quiriri e arredores (Monte Crista) Montana e Altomontana
Castelo dos Bugres Floresta Ombrofila Densa
Ilha de Santa Catarina Floresta Ombroéfila Densa
PARANA

Apa de Piraquara Floresta Ombrofila Mista
Apa da Escarpa Devoniana Floresta Ombrofila Mista e Campos Gerais
Parque Nacional Foz de Iguagu Estacional Semidecidual
Flona Irati Floresta Ombrofila Mista
Flona Pirai do Sul Floresta Ombréfila Mista e Campos Gerais
Reserva Bioldgica das Araucérias Floresta Ombréfila Mista
Parque Estadual Vila Velha Floresta Ombréfila Mista
Parque Estadual Guartela Campos e Cerrados associados
Parque Estadual do Cerrado Cerrado
Parque Estadual Pico Parana Densa Montana e Altomontana
Parque Estadual da Serra da Baitaca (Morro Densa Montana e Altomontana
Anhangava)
Parque Estadual Pico Marumbi Densa Montana e Altomontana
Morro Caratuva Densa Montana e Altomontana
Morro Anhangava Densa Montana e Altomontana
Morro dos Perdidos Densa Montana e Altomontana
Ponta Grossa Campos Gerais
Tibagi Campos rupestres
Ecoplan de General Carneiro Floresta Ombroéfila Mista

6.3.Analises morfologicas e anatémicas

Os espécimes serdo analisados baseados em um protocolo de descricdo morfoanatdmica
a ser confeccionado. Para realizacdo dos cortes anatdbmicos e analise quimica serdo
consultados os curadores de cada herbario para que o procedimento seja autorizado. Em
laboratdrio, sera feita analise morfologica sob microscépio estereoscopico (20—40x) onde



serdo realizadas observacfes morfologicas detalhadas das estruturas referidas no protocolo
como, por exemplo, medidas das espessuras do cortex, medula e eixo central (CMA) de
acordo com Clerc (1984, 1987). Para as andlises anatdbmicas do talo e de estruturas
reprodutivas do micobionte serdo feitos cortes a méo livre, os quais serdo analisados sob
microscopio optico (100-1000x) e realizadas medigdes das microestruturas de importancia

taxondmica como ascosporos e conidios.

6.4. Analises quimicas

Para a identificacdo de metabolitos secundarios de importancia taxonémica serdo
realizados testes de coloracdo de cortex e medula segundo Taylor (1967, 1968); observacdo
do talo sob lampada UV (Taylor 1967, 1968) e cromatografia em camada delgada (Culberson
& Ammann 1979), utilizando tabelas e dados de Culberson & Ammann (1979) e de Elix &
Ernst-Russell (1993) para a identificacdo das substancias.

6.5. Analises moleculares

Serdo efetuadas analises moleculares para todas as espécies (2 ou 3 exemplares/espécie)
para fins de circunscricdo de tdxons. A extracdo de DNA sera feita a partir de 5-10 mg do talo
do liquen através do método CTAB modificado de acordo com Cubero et al. (1999).

A amplificacdo (PCR) sera efetuada para as regides internas transcritas (ITS1 e ITS2),
para a grande subunidade ribossomal (LSU) do rDNA, e para duas regifes codificadores
pertencentes aos genes RPB1 e MCM7. Serdo utilizados primers especificos para
ascomycetes liquenizados (Doring 2000; Piercey-Normore & DePriest 2001; White et al.
1990), seguindo os protocolos de Robertson & Piercey-Normore (2007). Apds a amplificacdo,
os fragmentos de DNA serdo purificados e sequenciados em um sequenciador automatico
(Ohmura et al. 2006).

As sequéncias obtidas serdo testadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) utilizando a ferramenta BLAST. Esta ferramenta ira
comparar a sequéncia testada com outras depositadas na base de dados e indicar aquelas com
maior similaridade. Serdo excluidas das analises as sequéncias que apresentarem resultados
duvidosos. Sequéncias de outras especies previamente depositadas no GenBank serdo
selecionadas para incluséo nas analises.

Apos a selecdo das sequéncias a serem analisadas, estas serdo alinhadas utilizando o
algoritimo Clustal X (Larkin et al. 2007). Os alinhamentos serdo lidos no programa BIOEDIT
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(Hall 1999) para conferéncia visual e corre¢cdo manual de possiveis erros e/ou inconsisténcias
nas sequéncias.

Serdo construidas arvores que melhor representem as relagdes filogenéticas entre os
taxons estudados empregando os critérios de maxima parcimonia e inferéncia Bayesiana nos
programas PAUP*4.0b10 (Swofford 2003) e MrBayes 3.0b4 (Ronquist & Huelsenbeck
2003), respectivamente. O modelo de evolucdo que melhor se ajustara aos resultados obtidos
sera determinado com o programa MODELTEST (Posada & Crandall 1998).

Ao final deste trabalho, as sequéncias obtidas e utilizadas nas analises serdo depositadas

no GenBank, e as arvores geradas no banco TreeBASE (http://www.treebase.org).

7. Equipe
Este projeto sera desenvolvido pela doutoranda Alice Gerlach, juntamente com a
orientadora Dra. Rosa Mara Borges da Silveira, co-orientador Dr. Phillipe Clerc e em

colaboragéo com a Dra. Camille Truong.

8. Cronograma

Ano

Atividades |/ Meses—

Revisdo bibliografica

Revisdo de herbarios

Anélises morfo-
anatdmicas e quimicas

Coleta de material

Producdo de artigos

Obtencéo de créditos
PPG

Ano

Atividades |/
Meses—

Revisdo bibliografica

Anélises de Tipos

Anélises moleculares

Producéo de artigos

Redagdo da tese

Qualificagéo

Defesa da Tese




9. Viabilidade do projeto

As andlises morfolégicas e anatbmicas serdo realizadas em microscopios
estereoscopicos e opticos ja existentes no laboratério de Micologia do Depto. de Boténica da
UFRGS. Para os testes de coloragéo serdo utilizados reagentes comuns as praticas botanicas,
portanto, de facil manuseio e aquisi¢do. As analises de cromatografia em camada delgada
serdo realizadas no laboratério de Liquenologia (Universidade Federal do Parand) que
disponibilizara todos os equipamentos e reagentes necessarios. Todas as analises moleculares

seram efetuadas no Conservatorio e Jardim Botanico de Genebra (CJB).

10. Orcamento e Financiamento

Material de consumo Quantidade Valor Unitario Total
Anélises moleculares* 100 amostras | R$ 120,00 por amostra | R$ 12.000,00
Excursdes de coleta 15 diarias R$ 184,88** R$ 2.773,20
TOTAL R$ 14.773,20

* este item incluiu os valores aproximados para 0s seguintes materiais de
consumo ou prestacao de servigos para sequenciar 100 amostras: reagentes quimicos,
solventes, primers, sequenciamento, etc.

** valor diario aproximado para gastos com combustivel e, eventualmente,

aluguel de veiculo.

Este projeto contara parcialmente com recursos do projeto: “Estudos taxondmicos de
Agaricomycetes (Basidiomycota, Fungi) na Regido Sul do Brasil” aprovado pelo edital
MCT/CNPg/MEC/CAPES N° 52/2010 — PROTAX. Também sera utilizado recurso da bolsa
de produtividade em pesquisa do CNPq (1D) obtida pela orientadora. Para as despesas de
coleta sera utilizada a taxa de bancada da bolsa do CNPq obtida pela doutoranda.

Além destes recursos ja disponiveis, o projeto sera submetido a outros editais de
agéncias de fomento (CNPq, CAPES, FAPERGS), durante o curso de doutorado da aluna.
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