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Resumo

A identificacdo do limite entre espécies diferentes ¢ fundamental para descrever clados
filogeneticamente relacionados e suas historias evolutivas. O género Punctelia com cerca
de 50 espécies, possui distribuicdo cosmopolita e centros de diversidade localizados na
América do Sul e na Africa, para o Brasil sdo citadas 38 espécies. Com o objetivo de
auxiliar na delimitacdo de espécies de Punctelia usamos marcadores moleculares para
avaliar as relacOes filogenéticas e as distancias genéticas intraespecificas e interespecificas.
A maior parte dos clados detectados nas analises filogenéticas foi congruente com a
delimitacdo baseada na morfologia/quimica dos espécimes. Entretanto, alguns clados
foram compostos por espécimes geneticamente similares, mas descritos como espécies
diferentes devido a variaces nas caracteristicas dos propagulos vegetativos e na
composicdo quimica. As distancias genéticas intraespecificas e interespecificas foram
significativamente diferentes, apesar de apresentar sobreposicdo nas distribuicdes dos
valores esta foi constituida de valores com baixa frequéncia. Neste trabalho podemos
constatar que as distancias genéticas podem ser usadas como ferramenta na delimitacdo das
espécies de Punctelia, para identificar grupos e complexos de espécies a serem
investigados, além de indicar quais caracteres morfolégicos podem ndo refletir relacdes
filogenéticas entre as espécies. Esta analise trata-se de uma primeira abordagem com um
marcador, sendo que a distribuicdo, o nimero de espécies do género bem como as

incertezas na delimitacdo em sua totalidade ainda é desconhecido.

Palavras-chaves: Brasil, distancia genética, filogenia, ITS, liquens.



Introducéo Geral
Fungos liquenizados

Os fungos que ocorrem na forma liquenizada sédo definidos como sendo uma
associacao simbidtica composta de um fungo (micobionte) e um organismo fotossintético
(fotobionte) que pode ser uma alga e/ou cianobactéria (Nash, 2008). O talo ou corpo do
liquen é formado quando as hifas do fungo envolvem os fotobiontes, formando o cortex e a
medula. Na medula, as algas/bactérias encontram protecdo contra dissecacdo e a luz
excessiva, enquanto o fungo se alimenta dos agucares produzidos pelo fotobionte durante a

fotossintese (Ahmadjian, 1993).

Os fungos liquenizados sdo usados muitas vezes como exemplos classicos de
mutualismo, em que os parceiros obtém beneficios mutuos na associagdo. Porém, esta
troca de beneficios parece ser desequilibrada, sendo considerada alternativamente como
parasitismo controlado, em que o micobionte recebe a maior parte dos beneficios, enquanto
que os individuos fotobiontes que ocorrem na forma liquenizada possuem

desenvolvimento menor do que aqueles que ocorrem em vida livre (Ahmadjian, 1993).

Para que os fungos liquenizados possam expressar seu fendtipo simbiotico é
necessario que ocorra a associagdo do micobionte com o fotobionte especifico (Honegger,
2001). Cerca de 40 géneros de algas e cianobactérias apresentam associacdo simbidtica
com fungos. Os trés géneros mais frequentemente encontrados como fotobiontes sdo:

Trebouxia Puymaly (alga verde), Trentepohlia Martius (alga verde) e Nostoc Vaucher



ex Bornet & Flahault (cianobactéria) (Friedl & Bidel, 2008). Cerca de 98% dos fungos

liquenizados pertencem ao filo Ascomycota e 2% ao filo Basidiomycota(Honegger, 2008).

A reproducdo dos fungos liquenizados pode ocorrer através de propéagulos
vegetativos que contém uma pequena porgdo tanto do fotobionte como do micobionte, que
podem ser isidios, sorédios e ou fragmentos do talo (Budel & Scheidegger, 2008). Os
propégulos vegetativos possuem a vantagem de dispersar ambos os parceiros da associacéo
e o0 rapido estabelecimento do talo (Ott, 1987). Os ascomicetos liquenizados também
possuem estruturas de frutificacdo para reproducdo (sexuada e assexuada) de sua parte
micobionte via esporulacdo, assim como nos fungos n&o liquenizados (Budel &

Scheidegger, 2008).

Os esporos possuem a vantagem de serem menores que 0s propagulos e, portanto
mais suscetiveis a dispersarem por longas distancias, estes também sdo produzidos em
grandes quantidades com investimento metabolico menor do que os propéagulos
vegetativos (Seymour et al., 2005). Os esporos sexuais podem ser preferidos durante a
reproducdo, pois sdo mais resistentes as condi¢cGes ambientais, permanecem protegidos no
apotécio até que as condi¢cdes ambientas sejam favoraveis (Dyer et al., 2001) e atuam na

manutenc¢do da diversidade genética das populagdes (Seymour et al., 2005).

Na reproducdo por esporulacdo ambos os parceiros (fotobionte e micobionte)
especificos precisam se encontrar na natureza para formacdo do talo (Honegger, 2008).
Ott (1987), partindo do pressuposto da escassez de fotobiontes em vida livre
principalmente do género Trebouxia, descreveu estratégias usadas por Xanthoria parietina

(L.) Th. Fr. para obtengédo do fotobionte especifico durante o desenvolvimento inicial do



talo, como a utilizacdo de fotobiontes ndo especificos nos estagios iniciais até a obtencdo
do fotobionte especifico, e 0 “roubo” do fotobionte especifico de outros fungos
liquenizados das proximidades. No entanto, Sanders e Licking (2002) em estudo das
estratégias reprodutivas e desenvolvimento de liquens foliicolas, confirmaram a
abundancia de fotobiontes em vida livre, inclusive do género Trebouxia. Também foi
observado que durante o inicio do crescimento, o fungo langa suas hifas até o encontro do
fotobionte adequado e que um talo liquénico pode conter fotobiontes geneticamente

diferentes (Sanders & Lucking, 2002).

As atividades fisioldgicas dos liquens estdo estritamente relacionadas a umidade, ja
que o periodo de atividade fotossintética ocorre quando o cértex superior do talo do liquen
encontra-se Umido e delgado, permitindo a passagem da luz. Portanto, liquens que
crescem em areas Umidas apresentam taxa de crescimento maior e tempo de geragdo mais
curto o que esta associado a taxas evolucionarias aceleradas (Lumbsch et al., 2008). As
regides tropicais favorecem o surgimento de novas espécies de liquens, através da radiacao
adaptativa, pois o clima tropical faz com que a taxa fotossintética seja maior e
consequentemente suas taxas evolucionarias aceleradas, diferindo de liquens de regides
aridas, que possuem taxas mais lentas e menor niamero de espécies (Lumbsch et al., 2008).

A dependéncia de umidade também ¢é relatada por Crespo & al. (2004) em estudo
com o género Punctelia Krog (Parmeliaceae), onde Punctelia borreri (Sm) Krog, espécie
de ocorréncia comum em regides costeiras da Peninsula Ibérica, foi relatada pela primeira

vez no interior seco de Madri. A principal explicacdo encontrada foi que, a irrigacdo do



Parque Del Oeste, que se iniciou em 1999, mantém um microclima capaz de sustentar a
presenca dessas espécies.

Sistematica

Somente na ultima década do século XX os esforgos em superar a inconsisténcia
filogenética da divisdo artificial entre "liquens e fungos" foi bem sucedida, e os fungos
liquenizados passaram a ser classificados junto com os fungos (Tehler & Wedin, 2008).
Como o processo de liquenizagdo ocorreu varias vezes durante o processo evolutivo dos

fungos, estes organismos formam um grupo polifilético (Bldel & Scheidegger, 2008).

A coevolucdo de algas e fungos gerou variacdes morfolégicas e metabolitos
secundérios que séo utilizados em sua taxonomia. O exterior do corpo do liquen €
constituido principalmente pelo micobionte. Sendo assim, as caracteristicas fenotipicas
usadas em sua classificagdo séo referentes ao fungo (Bilidel & Scheidegger, 2008). Da
mesma forma, quando sua classificacdo é baseada em filogenias moleculares, esta se refere

a andlise das sequéncias de DNA do micobionte (Fahselt, 2008).

Muitos caracteres morfoldgicos sdo utilizados para demonstrar a relacdo natural que
existe entre os grupos de fungos liquenizados. Hafellner (1984) descreveu o apice do asco
como sendo invaridvel dentro de categorias taxondmicas como familias e géneros.
Consequentemente, o tipo de asco se tornou muito aceito para distin¢do de grandes grupos
principalmente dentro da Ordem Lecanolares. Atualmente, um conjunto de caracteristicas é
utilizado na identificacdo das familias, géneros e espécies como: compostos quimicos,
morfologia do talo, forma e tamanho dos conidios, forma e tamanho dos ascos e

marcadores moleculares.



O uso de andlises quimicas também é considerado um método eficaz de
identificacdo de espécies de fungos liquenizados. Os metabdlitos secundarios produzidos
por esses organismos sdo quase que exclusivos de determinado grupo, que aliados aos
dados morfoldgicos, conduzem a uma identificagdo mais precisa (Honda & Vilegas, 1999).
Sdo conhecidos mais de 700 metabolitos secundarios de fungos liquenizados (Huneck,
1999; Dembitsky & Tolsikov, 2005). Os metabdlitos secundarios sdo produzidos pelo
fungo a partir dos compostos organicos fornecidos pelo fotobionte. Essas substancias séo
empregadas pelo liquen na devesa contra predadores, radiacdo solar e agentes causadores
de doencas. Os metabolitos secundarios também sdo reconhecidos pela inddstria
farmacéutica devido ao seu valor medicinal, como por exemplo, o &cido Usnico que possui

atividade antibidtica e antitumoral (Elix & Stocker-Worgotter, 2008).

Genética e evolucdo

A diversidade genética entre os individuos se origina das mutagdes as quais se
acumulam em taxas muito baixas através das geracdes. As mutaces, a selecdo natural e a
deriva genética sdo alguns dos processos microevolutivos que operam nos processos de
especiacdo dos organismos (Avise et al., 1987). Quando estas muta¢des ocorrem em uma
regido codificante do DNA, podem afetar caracteres de valor adaptativo que atuam para
eliminar ou aumentar e dispersar novos alelos (Frankham et al., 2008). As mutacgdes que
ocorrem em regides ndo codificantes sdo importantes como marcadores moleculares
neutros que fornecem informacdes sobre as diferencas genéticas historicas entre espécies,

populagdes ou individuos (Frankham et al. 2008).



A delimitagdo de espécies pela taxonomia clédssica utiliza caracteristicas
morfoldgicas que sdo comuns entre os espécimes de uma espécie e diferentes das espécies
relacionadas (Ridley, 2004). Entretanto, em populac¢Ges naturais, nem todos os caracteres
estardo presentes em todos os individuos da espécie e nem totalmente ausentes em outras
espécies (Ridley, 2004). A distin¢do das espécies de fungos liquenizados tradicionalmente
é feita com base em caracteres morfoldgicos, origem geogréfica e metabdlitos secundarios
(Molina et al., 2004). Com base nessas caracteristicas, populacdes alopatricas de fungos
liguenizados foram nomeadas como espécies distintas mesmo com pouca ou nenhuma
diferenca aparente (Molina et al., 2004). O conceito quimico de espécie também ja foi
amplamente aplicado na distingdo de espécies de liquens, especialmente entre 1960 e 1970
(Culberson, 1986). Este conceito assume a falta de variacdo quimica em individuos de uma
mesma espécie. Porém, em muitos grupos aceita-se consideravel variacdo intraespecifica.
Portanto, quando aplicada sozinha, a caracterizacdo quimica ndo é eficiente para a
identificacdo de espécies de fungos liquenizados, mas pode ser usada a posteriori na
descricdo de espécies (Lumbsch, 1998).

A delimitagdo das espécies de fungos liquenizados através de caracteres
morfoldgicos, assim como na maioria dos organismos, apresenta dificuldade em encontrar
caracteres adequados para estimar a variacao intraespecifica e interespecifica (Lumbsch &
Leavitt, 2011). Para a obtencdo de avaliagdes mais robustas na delimitacéo de espécies e de
suas relagdes filogenéticas, pesquisadores da area tém utilizado varios tipos de inferéncias,

especialmente a analise de marcadores moleculares (Lumbsch & Leavitt, 2011).



Os avangos nas tecnologias de analises moleculares propiciaram a geracdo de uma
grande quantidade de dados genéticos. Estas informac@es, quando em niveis populacionais,
podem ser utilizadas para delimitar espécies através do conceito filogenético. Nixon e
Wheeler (1990) definiram espécie como “a menor agregacao de populagdes (reprodugdo
sexuada) ou linhagens (reproducdo assexuada) diagnosticada por Unica combinacdo de
estados de carater em individuos comparaveis”, considerando a monofilia entre o0s
individuos com base em suas caracteristicas genéticas. Cada vez mais, 0 conceito
filogenético de espécie com base em caracteres moleculares esta sendo empregado para
delimitacdo especifica em liquens. Esta abordagem permite identificar a posteriori quais
caracteristicas fenotipicas sdo melhores na delimitagdo das espécies, e rastrear o
surgimento de diferentes caracteristicas ao longo da histéria evolutiva dos liquens (Grube
& Kroken, 2000).

A utilizacdo de medidas de distancia genética € um método objetivo que pode
auxiliar na compreensdo das fronteiras entre as espécies de fungos liquenizados. Nesta
abordagem, a delimitacdo das espécies baseia-se na diferenciagdo entre variacdo
intraespecifica e interespecifica, estabelecendo valores limites entre 0s grupos
monofiléticos. Estes valores devem ser somados as caracteristicas morfoldgicas e quimicas
para a melhor compreensdo das relacGes filogenéticas entre as espécies (Del-Prado et al.,

2010).

Entre os marcadores moleculares mais utilizados em estudos filogenéticos de
liquens, destacam-se o gene que codifica a subunidade menor do DNA ribossomal

mitocondrial (SSU, do inglés mitochondrial small subunit) e os espacadores internos



transcritos do DNA ribossomal nuclear (ITS, do inglés internal transcribed spacer). Estes
marcadores tém sido amplamente explorados em estudos da familia Parmeliaceae (Crespo
et al., 2001; Crespo et al.,1999). Em trabalho realizado com sequencias de ITS de sete
géneros de Parmeliaceae como modelo, Del-Prado e cols. (2010) verificaram que as
distancias genéticas intraespecificas e interespecificas foram estatisticamente diferentes,
com poucos casos de sobreposi¢do. Portanto, como este marcador possui variagdo bem
delimitada, ele é adequado para delimitacdo de espécies de fungos liquenizados
parmelioides.

O marcador ITS tem sido amplamente sequenciado e sugerido como DNA barcode
para a identificacdo de fungos (Schoch, 2012). Esta abordagem pode auxiliar na
compreensdo de grupos complexos em que a identificacdo é baseada em diferencas
morfolégicas dificeis de discernir ou em casos que possa faltar caracteristicas importantes
na distincdo das espécies, como em individuos muito jovens ou de coletas antigas (Kelly,
2011). O DNA barcoding € uma ferramenta taxonémica que possui um banco de dados
disponibilizado, onde sdo depositadas sequéncias de referéncia de espécies identificadas a
partir de caracteres morfolégicos que se tornam referéncia para outros pesquisadores

(Kelly, 2011).

Distribuicéo
Os fungos liquenizados sdo organismos que ocorrem em todos 0s ambientes

terrestres. Seus taxons demonstram distintos padrdes de distribuicdo, que podem variar

desde espécies cosmopolitas até endémicas de areas restritas (Galloway, 2008). A



vicariancia e a dispersdo sdo fatores fundamentais que auxiliam no entendimento dos
padrdes de distribuicdo dos organismos e quais 0S mecanismos que geraram estes padroes
(Galloway, 2008). Devido a sua ampla distribuicdo, as disjungdes continentais sd&o muito
frequentes em fungos liquenizados e podem apresentar todos os tipos possiveis de
disjuncdes continentais, como por exemplo, entre Europa - América do Norte, América do
Norte - Japdo e América do Sul — Africa (De Paz et al. 2011).

A distribuicdo global dos liquens foi discutida por De Paz & al. (2011), foram
estimados os tempos de divergéncia entre os eventos de dispersdo a longa distancia,
usando trés regides do DNA com taxas evolutivas diferentes para explicar a atual
distribuicdo dos liquens parmelioides. Os resultados mostraram que a radiagdo dos géneros
ocorreu durante o Paleogeno (65 - 53 milhGes de anos atrds, Ma) e possivelmente esta
relacionada a mudancas climéticas globais. A separacdo dos continentes ocorreu a cerca de
100 Ma, ou seja, antes da origem dos principais clados, 0 que descarta a hipdtese de
vicariancia para a maioria dos grupos (De Paz et al. 2011). Portanto, eventos de disperséo
de longa disténcia (intercontinentais) podem ter gerado os padrdes de distribuicdo
biogeografica dos liquens parmelioides com ocorréncia no hemisfério sul, Africa e
Australia. Porém, para aquelas espécies com ocorréncia na América do Sul, Antartica e
Australia, eventos de vicariancia ndo podem ser descartados, pois essas massas

continentais se separaram ca. 52 - 35 Ma.
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Parmeliaceae e Punctelia

Os fungos liquenizados ascomicetos sdo classificados em cerca de 60 ordens, sendo
que a maioria pertence a Lecanorales, que compreende 20 familias (Thell et al., 2012).
Parmeliaceae possui 88 géneros e 2.489 espécies representando uma grande familia dentro
de Lecanorales (Kirk et al., 2008). A descricdo da familia é baseada principalmente na
ontogenia do ascoma e anatomia copular exciple (revestimento exterior do apotécio em
forma de taca) (Henssen et al., 1973), sendo o principal caréater utilizado para unir a familia
até hoje (Crespo et al., 2007). Dentro da familia, podem ser distinguidos seis principais
grupos monofiléticos de acordo com morfologia do talo, sendo: alectorioide, cetrarioide,

hipogimnioide, letarioide, parmelioide, psiloparmelioide (Crespo et al., 2007).

O clado parmelioide é composto de fungos liquenizados foliosos, muitas vezes
aderido ao substrato, que possuem apotécios laminais e picnidios (Thell et al., 2012). E o
grupo que contém o maior numero de géneros dentro de Parmeliaceae (Crespo et al.,
2007). A relacdo e a divisdo dos géneros desse grupo tém sido amplamente investigadas
através de analises quimica, morfolégica e molecular (Blanco et al. 2006; Crespo et al.,
2007; Lumbsch et al., 2008; Crespo et al., 2010; De Paz et al., 2011). Entre os géneros
recentemente estudados podemos destacar Punctelia (Aptroot, 2003; Crespo et al., 2004;
Thell et al., 2005; Lendemer & Hodkinson, 2010; Canéz & Marcelli, 2010) que possui
distribuicio cosmopolita e centros de diversificagdo na América do Sul e na Africa (Elix,

1993).

O género Punctelia (Parmeliaceae) compreende cerca de 50 espécies (Thell et al.,

2012). Dessas, 38 sdo citadas para o Brasil (Feuerer, 2007). As espécies do género sao
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caracterizadas por possuirem talo folioso de cor cinzenta, pseudocifelas puntiformes na
superficie superior (Figura 1) e conidios unciformes e filiformes (Elix, 1993). Suas
espécies se desenvolvem preferencialmente em substrato corticicola ou saxicola, e mais
raramente muscicola. Recente foi realizada a revisdo morfolégica e floristica do género
Punctelia, com énfase na regido sul e sudeste do Brasil (Canéz, 2009). Além de revisar
todas as espécies conhecidas para o género, neste trabalho foram descritas 20 espécies
novas para a ciéncia. Ndo ha um consenso entre 0s autores sobre 0 uso das caracteristicas
morfoldgicas de importancia taxondmica em Punctelia, o que dificulta a compreensdo das

relacOes entre os taxons e a delimitacdo de espécies proximas (Canéz, 2009).

A andlise quimica tem sido usada na identificacdo das espécies de Punctelia, sendo
os testes mais usados, teste de coloragdo, a microcristalizagdo e a cromatografia em
camada delgada. Krog (1982) descreveu 0 género Punctelia com as seguintes
caracteristicas quimicas: cortex apenas com atranorina e a medula com acidos graxos,
acido lecandrico e/ou giroférico. A atranorina é facilmente identificada pela coloracao
esverdeada do talo e pela cor amarela com a aplicacdo de hidroxido de potéssio no teste de
coloracdo (Krog, 1982). Os acidos lecandrico e giroférico apresentam a mesma coloracao
avermelhada com a aplicacdo de hipoclorito de sodio no teste de coloracdo (C+ e KC+
rosa), sendo necessario para identifica-los o uso da técnica de microcristalizacdo (Huneck
& Yoshimura, 1996). Na microcristalizacdo, o acido giroforico apresenta cristais de até 30
um de tamanho, enquanto os cristais de acido lecanorico variam de 200-300 um (Canéz et

al., 2006).
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Apesar da ampla distribuicdo de Punctelia, os estudos moleculares realizados com
este género se concentram em espécimes coletados em regiGes temperadas (Crespo et al.,
2004; Thell et al., 2008; Lendemer & Hodkinson, 2010). O Brasil, recentemente apontado
como um dos centros de diversidade do género oferece uma boa oportunidade para se
estudar a histéria evolutiva de diferentes grupos de espécies de Punctelia. Neste trabalho,
utilizamos sequéncias do DNA nuclear na delimitacdo de espécies de Punctelia, baseado

em analises filogenéticas e de distancia genética.
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Figura 1- Exemplos da morfologia do talo de espécies de Punctelia. A — P. subpraesignis;

B- P. mirabilis; C- P. caseana e D- P. canaliculata.
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Resumo

A identificacdo do limite entre espécies diferentes € fundamental para descrever
clados filogeneticamente relacionados e suas histdrias evolutivas. O género Punctelia com
cerca de 50 espécies, possui distribuicdo cosmopolita e centros de diversidade localizados
na América do Sul e na Africa, para o Brasil sdo citadas 38 espécies. Neste trabalho,
utilizamos sequéncias do DNA nuclear na delimitacdo de espécies de Punctelia, baseado
em analises filogenéticas e de distancia genética. No total, foram analisadas 27 espécies de
Punctelia e 109 sequéncias do marcador ITS. As distancias genéticas intraespecificas e
interespecificas foram significativamente diferentes, e apresentaram pouca sobreposicao.
As analises moleculares e as identificagdes morfoldgicas foram congruentes em nove dos
16 clados analisados, sendo consideradas espécies bem delimitadas. Nos demais sete
clados, a identificacdo morfolégica ndo foi congruente com a andlise filogenética.

Podemos constatar que as distancias genéticas podem ser usadas como ferramenta na
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delimitacdo das espécies de Punctelia, para identificar grupos e complexos de espécies a
serem investigados, além de indicar quais caracteres morfolégicos podem nao refletir
relacbes filogenéticas entre as espécies. Esta anélise trata-se de uma primeira abordagem
com um marcador, sendo que a distribuicdo, 0 niUmero de espécies do género, bem como as
incertezas na delimitacdo em sua totalidade, ainda é desconhecido.

Palavras-chaves: Brasil, distancia genética, filogenia, ITS, liquens.

Introducgéo

A delimitacdo das espécies de fungos liquenizados, assim como na maioria dos
organismos, apresenta a dificuldade de encontrar caracteres adequados para estimar a
variacdo intraespecifica e interespecifica (Lumbsch & Leavitt, 2011). Para a obtencdo de
avaliagdes mais robustas na delimitacdo de espécies e de suas relacGes filogenéticas,
pesquisadores da area tém utilizado varios tipos de inferéncias, especialmente analises com
marcadores moleculares (Lumbsch & Leavitt, 2011).

O conceito filogenético considera a monofilia entre os individuos e define espécie
como “a menor agregacao de populagdes (reproducdo sexuada) ou linhagens (reprodugao
assexuada) diagnosticada por Unica combinacdo de estados de carater em individuos
comparaveis” (Nixon & Wheeler, 1990). Cada vez mais este conceito, baseado em dados
moleculares, esta sendo empregado para delimitar espécies de liquens (e.g., Leavitt & al.,
2011; Truong, 2013). Esta abordagem permite identificar a posteriori quais caracteristicas

fenotipicas refletem a delimitacdo filogenética da especie (Grube & Kroken, 2000).
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Por outro lado, a utilizagcdo de medidas de distancia genética € um método objetivo
que pode auxiliar na compreensdo das fronteiras entre as espécies de fungos liquenizados.
Nesta abordagem, a delimitacdo das espécies baseia-se na diferenciacdo entre variacdo
intraespecifica e interespecifica, estabelecendo valores limites entre 0s grupos
monofiléticos. Estes valores devem ser somados as caracteristicas morfoldgicas e quimicas
para a melhor compreensdo das relacGes filogenéticas entre as espécies (Del-Prado & al.,
2010). O marcador ITS foi utilizado por Del-Prado & al. (2010) para estimar o potencial
do uso das distancias genéticas na delimitagdo taxonémica em linhagens monofiléticas de
Parmeliaceae. Seus resultados foram promissores e as distancias intraespecificas e
interespecificas se mostraram bem delimitadas na maioria dos géneros avaliados, com
excecdo de poucos taxons cuja delimitacdo taxonémica precisa ser revisada.

O uso dos marcadores moleculares vem sendo amplamente utilizados para estimar
a fronteiras entre as espécies e complexo de espécies dos géneros de Parmeliaceae (e.g.,
Thell & al., 2002; Molina & al., 2004; Blanco & al., 2005; Leavitt & al., 2011, Truong &
al., 2013). Entre os géneros recentemente investigados com marcadores moleculares
podemos destacar Punctelia Krog (e.g., Crespo & al., 2004; Thell & al., 2005; Lendemer
& Hodkinson, 2010). Com cerca de 50 espécies, este género possui distribuicdo
cosmopolita e centros de diversidade localizados na América do Sul e na Africa (Thell &
al., 2012). Para o Brasil sdo citadas 38 espécies de Punctelia (Feuerer, 2007) e novas
espécies estdo sendo descritas (Canéz, em prep).

O género Punctelia é caracterizado por possuir pseudocifelas punctiformes,

conidios filiformes ou unciformes e cortex com atranorina, acido lecandrico e/ou giroférico
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e cidos graxos na medula (Krog, 1982). A monofilia do género j& foi confirmada através
de estudos moleculares (De Paz & al., 2011; Crespo & al., 2010). Entretanto, ndo ha um
consenso entre 0s autores sobre o uso das caracteristicas morfologicas de importancia
taxondmica em Punctelia, o que dificulta a compreensdo das relacbes entre os tdxons e a
delimitagdo de espécies proximas (Canéz, 2009). Diversas analises moleculares vém sendo
utilizadas como uma ferramenta para estudos de delimitagdes taxonémicas no género
Punctelia, dividindo espécies (e.g., Crespo & al., 2004), revelando complexo de espécies e
caracteristicas morfolégicas relacionadas a variagfes filogenéticas (e.g., Lendemer &

Hodkinson, 2010).

Estudos com marcadores moleculares, agregados com informagdes morfolégicas,
quimicas e geograficas, podem contribuir para a delimitagdo taxondmica das espécies de
Punctelia. Neste trabalho, utilizamos sequéncias do DNA nuclear na delimitagédo de

espécies de Punctelia, baseado em analises filogenéticas e de distancia genética.

Material e Métodos

Amostragem e identificacdo. — Amostras de Punctelia foram obtidas em campo nas
regides sul, sudeste e centro-oeste do Brasil e a partir de material herborizado (Tabela 1).
Os vouchers foram depositados nos herbarios FURG da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul e CGMS da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os espécimes
foram identificados a partir de caracteristicas como: composi¢cdo quimica, morfologia do

talo, forma e tamanho dos conidios, forma e tamanho dos ascésporos. O reconhecimento
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das espécies foi baseado na revisdo morfoldgica do género Punctelia realizado por Canéz
(2009).

Para a identificagdo dos compostos secundarios produzido pelos liquens foram
utilizados trés testes: o teste de coloragdo, a cromatografia em camada delgada e a
microcristalizacdo. A presenca de atranorina, indicada pela coloragdo esverdeada do talo
(Krog, 1982), foi confirmada pela cor amarela com a aplicagdo de hidroxido de potassio no
teste de teste de coloracdo. Na cromatografia em camada delgada a substancia também foi
identificada através do uso de um padrdo com atranorina em solvente C (Honda & Vilegas,
1999). Os é&cidos lecandrico e giroférico foram identificados através da técnica de
microcristalizacdo (Huneck & Yoshimura, 1996).

Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento — Para o isolamento de DNA, foi
utilizado o protocolo de Doyle & Doyle (1987) modificado, no qual as amostras de cerca
de 2 mg foram tratadas com acetona “overnight” para remogao de compostos liquénicos.
Foram amplificados os espacadores internos transcritos do DNA ribossomal nuclear (ITS,
internal transcribed spacers) com os primers ITS1F (Gardes & Bruns, 1993) e ITS4
(White & al., 1990). As reac¢des de PCR continham um volume total de 25 pL: 20 a 40 ng
de DNA molde, solucdo tampédo 1x (Promega), 0,2 mM dNTPs, 1 U de Tag DNA
Polymerase (Promega), 0,2 UM de cada primer e 2 mM de cloreto de magnésio (MgCly).
As amplificacbes de ITS foram feitas em termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf) com a seguinte programacéo: 94°C por 3 min, e 30 ciclos de 94°C por 1 min,
52-60°C por 1 min, 72°C por 1min, 72°C por 5 min. Os produtos de PCR foram

purificados com polietilenoglicol 20% conforme o protocolo de Dunn & Blattner (1987).
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As amostras purificadas foram sequenciadas em sequenciador automético ABI-PRISM
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), de acordo com as especificagdes do
fabricante.

Anadlises filogenéticas. — Além das sequéncias produzidas neste estudo, foram analisadas
sequencias de ITS completas de Punctelia obtidas no GenBank (Tabela 2). As sequéncias
foram alinhadas de forma automatica com o programa MAFFT (Katoh & Toh, 2005) e
corrigidas manualmente com o MEGA 5.05 (Tamura & al., 2011). Os sitios com
alinhamento ambiguo foram identificados com auxilio do servidor Guidance
(http://guidance.tau.ac.il/; Penn & al., 2010) e removidos da analise. Como grupo externo
foi utilizado uma sequencia de Flavopunctelia flaventior (Stirt.) Hale (n° de acesso no
GenBank AY586563), género irméo de Punctelia.

O modelo GTR+I+G (General Time-Reversible), incluindo a estimativa de sitios
invariantes e distribuicdo gamma foi selecionado pelo jModelTest v 2.1.3 (Darriba & al.,
2012) como o modelo de substituicdo nucleotidica mais apropriado para o marcador ITS
usando o critério AIC (Akaike Information Criterion). Para a reconstrugdo filogenética foi
utilizada uma abordagem bayesiana através do programa BEAST v1.6.1 (Drummond &
Rambaut, 2007), sendo usados como parametros o Yule tree prior e o uncorrelated log-
normal relaxed clock. A analise foi realizada com 25 milhdes de geracfes, com os valores
dos pardmetros amostrados para cada 1000 geracdes. O equilibrio estacionario foi
verificado com o Tracer v.1.4.1 (Drummond & Rambaut, 2007). Os primeiros 10% de

geragdes foram descartados como burn-in. A maximum clade credibility tree foi estimada
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através do TreeAnnotator v.1.6.1 (Drummond & Rambaut, 2007). O suporte estatistico dos
clados foi determinado através dos valores de probabilidade posterior bayesiana.

Analises de distancia. — A analise de distancia genética foi realizada através da
comparacdo pelo método de maxima verossimilhanca. As distancias entre as sequéncias
foram calculadas par a par com o programa PAUP 4.0 (Swofford, 1998) usando
parametros de méaxima verossimilhanca (maximum likelihood estimator of distance) e o
modelo de substituicdo nucleotidica GTR, assumindo uma distribuicdo discreta gamma
com seis categorias. Para as estimativas das distancias genéticas intraespecificas foi
utilizado o critério da monofilia, sendo excluidas das andlises as sequéncias obtidas no
GenBank que ndo agruparam com as demais da mesma espécie (dados ndo mostrados).
Esta medida foi adotada devido a impossibilidade de conferéncia da morfologia do
material sequenciado e consequentemente de sua correta identificagéo.

Apbs a definicdo dos grupos monofiléticos, todos os valores das distancias
intraespecificas foram compilados para obtencdo da distancia intraespecifica para o género
Punctelia. As distancias interespecificas foram consideradas os valores de comparacédo das
distancias genéticas entre os espécimes de grupos monofiléticos diferentes. Todos os
valores considerados intraespecificos e interespecificos foram testados em relagdo a
normalidade pelo teste Shapiro-Wilk (Zar, 2010). As distdncias intraespecifica e
interespecifica foram comparadas através do teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney
(zar, 2010). As frequéncias dos valores das distancias intraespecificas e interespecificas
foram plotados em histograma e grafico de densidade. Todas as andlises estatisticas e

figuras foram desenvolvidas através do software R (R Core Team, 2012).
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Resultados

No total, foram analisadas 27 espécies de Punctelia e 109 sequéncias de ITS: 40
sequéncias (15 espécies) geradas neste estudo e 69 (12 espécies) obtidas no Genbank. O
alinhamento gerado teve 479 sitios, sendo 141 variaveis e 110 parcimoniosamente
informativos. Na arvore bayesiana obtida h4 uma clara divisdo do género em dois clados
(Fig. 1). No grupo | encontrar-se as espécies com a superficie inferior de coloragdo
castanho claro a marrom escuro e no grupo Il a maior parte dos individuos possui a
superficie inferior negra, com excecdo de P. canaliculata (Lynge) Krog e P. pseudonigra
Canéz & Marcelli.

Nove clados foram compostos por espécimes identificados morfologicamente como
a mesma espécie (Fig. 1): P. rudecta (Ach.) Krog (Clado I; Estados Unidos e Espanha); P.
perreticulata (Rasanen) G.Wilh. & Ladd (Clado I1I; Marrocos); P. subrudecta (Nyl.) Krog
(Clado 1V; Espanha, China, Alemanha e Portugal); P. lorenzii (Kremp.) Krog (Clado V;
Brasil); P. missouriensis Wilhelm & Ladd (Clado VI; Brasil e Estados Unidos); P. caseana
Lendemer & Hodkinson (Clado VII; Estados Unidos); P. jeckerii (Roum.) Kalb (Clado
VIII; Estados Unidos, Bélgica, Suica, Argentina e Alemanha); P. borrerina (Nyl.) Krog
(Clado XIII; Brasil); P. borreri (Turner ex Sm.) Krog (Clado XVI; Marrocos, Quénia,
Portugal, Espanha, Coréia, Itdlia e Holanda). Considerando estes grupos a distancia
genetica intraespecifica media estimada foi 0,0037 s/s (substitui¢des por sitio) com desvio
padrdo de £ 0,0039 e intervalo de 0 a 0,0268 s/s (Tabela 3), o histograma e o grafico de

densidade na Figs. 2—3. As distancias geneticas interespecificas e as especificas de cada
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clado, bem como os pardmetros dos testes de normalidade também estdo descritos na
Tabela 3.

Os clados (11, X, XI, XII, XIV e XV) sdo compostos por sequéncias de espécies
diferentes (Fig. 1). Em alguns deles, as espécies sdo muito similares, portanto, comparou-
se as distancias genéticas encontradas com as estimadas para 0 género como um todo. Em
alguns deles, as distancias genéticas entre as espécies ficou dentro do intervalo estimado
como intraespecifico para o género (Tabela 4). Abaixo estdo as descritas as caracteristicas
destes grupos.

Em alguns grupos as espécies que se diferenciam pelas caracteristicas e/ou
presenca dos propagulos vegetativos. No Clado X, P. praesticta Kalb & Canéz (sp. nova -
comunicagdo pessoal) e P. stictica (Delise ex Duby) Krog diferem pela presenca de
sorédios na primeira.

O Clado XII é composto por P. albida Canéz & Marcelli (sp. nova - in prep.) que
apresenta sorais principalmente laminais e capitados, granulares e frequentemente
formando gréanulos corticados; P. puigarii Canéz & Marcelli (sp. nova - in prep.) com
sorais laminais e, especialmente marginais, com a margens dos lobos levemente crispadas
e onduladas; e P. isidiata Canéz & Marcelli (sp. nova - in prep.) caracterizada pela
auséncia de sorédios e presenca de isidios que apresentam os apices escurecidos.

O Clado XIV é composto por P. elixii Canéz & Marcelli (sp. nova - in prep.) que
apresenta sorédios granulares, que por “brotamento” formam pequenos arbusculos,
originados das pseudocifelas; P. ibiunensis Canéz & Marcelli (sp. nova - in prep.)

caracterizada por sorédios granulares, que se empilham formando estruturas isididides, que
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por sua vez continuam a produzir sorédios nos &pices; e P. reddenda que possui sorédios
de farinosos a granulares, principalmente laminais.

O clado XV é composto por espécimes identificados como P. subpraesignis (Nyl.)
Krog, P. pseudohypoleucites Canéz (sp. nova - in prep.), P. imbricata Marcelli, Jungbluth
& Elix e P. fimbriata Marcelli & Canéz. Punctelia pseudohypoleucites apresenta
morfologia semelhante a descricdo de P. subpraesignis, mas possui a superficie inferior
predominantemente branca com machas marrons, enquanto que P. subpraesignis possui
superficie inferior negra (Canéz & Marcelli, 2010). Punctelia imbricata e P. fimbriata séo
morfologicamente semelhantes a P. subpraesignis. Sendo identificadas como espécies
diferentes por apresentarem propagulos vegetativos, estruturas ausentes em P.
subpraesignis. Punctelia imbricata apresenta l6bulos imbricados (Marcelli & al., 2009) e
P. fimbriata apresenta filidios como propagulos vegetativos (Canéz & Marcelli, 2007). Os
espécimes que foram identificados com nomes diferentes nesse clado tiveram as distancias
genéticas comparadas com os de mais espécimes identificados como P. subpraesignis e
suas diferencgas ndo foram significativas (Tabela 5).

Entre os grupos cujas espécies se diferem pela composicdo quimica esta o Clado
I, composto por P. purpurascens Marcelli & Canéz e P. osorioi Canéz & Marcelli que
apresentaram sequéncias idénticas de ITS. A caracteristica que separa as espécies é a
presenca de medula pigmentada K+ purpura em P. purpurascens que € ausente em P.
osorioi (Canéz & Marcelli, 2007; Canéz & Marcelli, 2010). No clado XI, também
composto por sequéncias idénticas, ha dois espécimes de P. microsticta (Mill. Arg.)Krog e

um de P. riograndensis (Lynge) Krog cuja diferenca esta na reagdo quimica da medula.
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Enquanto P. riograndensis apresenta reacdo KC+ rosa em P. microstictica a reacdo é
negativa (Canéz & Marcelli, 2010).

E possivel que, alguns destes clados representem complexos de espécies com
origem recente ou até mesmo linhagens da mesma espécie com variagdo morfoldgica e

quimica ao longo de sua distribuicéo.

Discusséo

A andlise filogenética com 27 espécies de Punctelia apresentou uma divisdo do
género em dois grupos bem suportados cuja principal diferenca estd na coloracdo da
superficie inferior do talo. A importancia desta caracteristica para o agrupamento de
espécies ja havia sido proposta por Canéz (2009) durante revisdo morfolégica e floristica
do género. Entre as excecbGes podemos citar P. canaliculata que possui tipo de talo
laciniado com superficie inferior clara e se agrupa com espécies com talo lobulado de
superficie inferior negra e P. pseudonigra com talo castanho claro manchado de marrom,
que se agruparam com espécies com talo de superficie inferior negra.

As distdncias genéticas intraespecificas e interespecificas de Punctelia foram
avaliadas por Del-Prado & al. (2010) juntamente com outras espécies de Parmeliaceae
pertencentes a linhagens monofiléticas. Neste trabalho, foram incluidos 56 espécimes de
10 espécies para as distancias interespecificas de Punctelia e 42 espécimes de duas
espécies para as distancias intraespecificas. Os valores encontrados foram bem
delimitados, o que apoia 0 uso das distancias como uma ferramenta para auxiliar a

identificacdo de suas especies. No entanto, em nosso trabalho com numero maior de
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espécies relacionadas, foi possivel notar sobreposicdo das distancias intraespecificas e
interespecificas. Apesar do intervalo de sobreposicdo ser relativamente grande, é
constituido de valores de distdncia com baixa frequéncia de ocorréncia. Taxons pouco
compreendidos também podem aumentar a sobreposicao (Meyer & Paulay, 2005).

A sobreposicdo em anélises de distancia é consideravelmente maior quanto maior
for a proporgdo de taxons relacionados incluidos na amostra (Moritz & Cicero, 2004). A
sobreposicdo das distancias intraespecifica e interespecifica pode ser um problema para a
utilizacdo de sequéncias de DNA para a identificacdo de espécies, o chamado DNA
Barcoding (Moritz & Cicero, 2004). Como esta abordagem é também baseada nas
distancias genéticas, a sobreposi¢do torna esse limite impreciso (Meyer & Paulay, 2005).
Nesses casos, reforca-se a necessidade do uso das caracteristicas morfologicas, quimicas e
geogréficas para a melhor compreensao da delimitagdo entre as espécies (Del-Prado & al.,
2010).

Na maioria dos clados encontrados, o relacionamento filogenético foi congruente
com a descrigdo morfoldgica e quimica dos espécimes. Alguns destes clados, como o de P.
missouriensis, foi composto por sequéncias de espécimes provenientes de areas
geogréaficas bem distantes indicando os caracteres morfologicos possuem valor sistematico
central na determinacdo das espécies de Punctelia.

As andlises também revelaram seis clados onde a caracterizagdo morfoldgica foi
incongruente com a caracterizagdo genética, o que ja foi descrito para diversos grupos

taxondmicos de fungos liquenizados (Printzen, 2010).
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Com a andlise filogenética e das distancias genéticas realizadas foi possivel
identificar espécimes de Punctelia estreitamente relacionados, mas com caracteristicas
morfoldgicas diversificadas, especialmente em relacdo a presenca/auséncia e ao tipo de
propéagulo vegetativo. O conceito de espécies pares parte da existéncia de duas espécies
idénticas que diferem apenas pela presenca ou auséncia de sorédios (Tehler, 1982). A
origem da diferenciagdo seria eco-fenotipica, provavelmente impulsionada por
modificacbes do ambiente ou condicGes desfavoraveis (Tehler, 1982). Com o avan¢o das
técnicas moleculares, foi possivel identificar a existéncia de espécies pares em Parmeliacae
(Crespo & Pérez-Ortega, 2009), por exemplo, nos géneros Letharia (Kroken & Taylor,
2001), Usnea (Truong & al., 2013). Em nossas anéalises, o clado X composto por P.
praestictica (com sorédio) e P. stictica (sem sorédio), poderia ser explicado a partir do
conceito de espécies pares. No entanto, somente com o aumento do nimero amostral e com
distribuicdo mais ampla dos espécimes analisados, serd possivel uma avaliagdo mais
segura sobre o status destas espécies.

O Clado XIlI, com P. albida, P. borreri (Quénia), P. puigarii e P. isidiata s&o
espécies estritamente relacionadas que diferem principalmente no tipo de arranjo dos
sorédios. Punctelia borreri ndo foi registrada no sul e sudeste brasileiro (Canéz, 2009), no
entanto foram descritas para estas regides P. albida (PR), P. puigarii (SP) e P. isidiata
(MG). A distancia genética encontrada para 0s espécimes sugeridos com 0s nomes P.
albida, P. borreri, P. puigarii e P. isidiata, indica que se tratam da mesma espécie do

ponto de vista molecular, sendo que essas diferencas no arranjo dos soredios e a presenca
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de isidios podem estar ligados a distribuicdo geogréfica de populacGes ou linhagens
diferentes.

As diferentes formas no arranjo dos sorédios em espécies estritamente relacionadas
demonstrou ndo ser um carater homélogo no Clado XIV. Este grupo, composto por P.
elixii, P. ibiunensis e P. reddenda, que também diferem no perfil cromatogréfico (Canéz,
2009), apresentaram distancia genéticas de 0,009 a 0,0114 s/s e sdo consideradas a mesma
espécie do ponto de vista molecular. Durante revisdo morfolégica e floristica do género
Punctelia com énfase nas espécies com ocorréncia na regido sul e sudeste do Brasil (Canéz
& Marcelli 2010), os espécimes identificados como P. reddenda possuiam arranjo dos
sorédios e perfil cromatogréfico diferente e foram posteriormente identificados como: P.
elixii, P. dispersa, P. ibiunensis e P. erosa.

Outro grupo com variacdo morfoldgica foi o Clado XV, onde a comparagdo das
distancias genéticas entre os espécimes identificados como P. subpraesignis e o0s
espécimes identificados como P. pseudohypoleucites, P. imbricata e P. fimbriata também
ndo foi significativa. Assim como no Clado XIV, as analises genéticas (relacionamento
filogenético e distancias genéticas) ndo sustentaram a divisdo dessas espécies, mas
sugerem que as diferencas morfoldgicas e quimicas encontradas representam uma ampla
variacdo intraespecifica dentro da mesma linhagem evolutiva. Estes padrdes ja foram
relatados para outros géneros de Parmeliaceae como Letharia (Taylor, 2001),
Xanthoparmelia (Leavitt & al., 2011) e Usnea (Writz & al., 2012).

Além de incongruéncias entre a caracterizacdo genética e morfoldgica, detectamos

clados com sequéncias extremamente similares ou até mesmo idénticas, mas pertencentes a
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espécies com caracteristicas quimicas diversificadas. Nos clados 1l (P. purpurascens e P.
osorioi) e XI (P. microsticta e P. riograndensis), as espécies apresentaram sequéncias
idénticas de ITS, mas sdo diferenciadas apenas pela reacdo quimica da medula. A andlise
dos metabdlitos secundarios na identificacdo de liquens é especialmente Util na distingdo
das espécies de grupos estéreis (Fehrer & al., 2008). Esta abordagem assume a falta de
varia¢do quimica no nivel de espécie, porém, em diversos trabalhos ja foi demonstrado que
a caracterizacdo quimica quando aplicada sozinha ndo possui valor na delimitacdo de
espécies, pois pode haver ampla variacdo intraespecifica nos compostos liquénicos
(Lumbsch, 1998; Wirtz & al., 2008; Leavitt & al., 2011). Nestes casos, a quimica é melhor
usada na caracterizacdo de espécies de liquens a posteriori do que a priori (Lumbsch,
1998).

Neste trabalho podemos constatar que as distancias genéticas podem ser usadas como
ferramenta na delimitacdo das espécies de Punctelia, para identificar grupos e complexos
de espécies a serem investigados, além de indicar quais caracteres morfoldgicos podem

ndo refletir relacbes filogenéticas entre as espécies.
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Lista de Legendas

Fig.1- Arvore filogenética inferida por analise Bayesiana do género Punctelia. Os circulos

representam a origem dos espécimes analisados. ® Estados Unidos, ® Espanha, @
Brasil, ® Portugal, ® Alemanha, © China, ® Suica, ® Italia, ® Bélgica, ® Argentina, ®

Australia, © Peru, ®Chile, = Coréia, ® Holanda, ® Quénia.

Fig.2- Histograma de frequéncia das distancias genéticas intraespecificas e interespecificas

do género Punctelia.

Fig.3- Gréafico de Densidade de Kernel para as distancias genéticas intraespecificas e

interespecificas do género Punctelia.

48



480

Tabela 1 — Espécimes de Punctelia analisados neste trabalho coletados no Brasil.

Coordenadas
Espécie Cédigo Local de coleta Geograficas NP° coletor
Punctelia albida (Zahlbr.) albil  Brasil, PR, Prudentdpolis 25°04'07"S, Spielmann 10285
Canéz & Marcelli 51°06'42"W, 785 m
Punctelia borrerina (Nyl.)  borr2  Brasil, SP, Piquete 22°31'30.1"S,45°08'59  Canéz 4167
Krog "W,1200m
borr3  Brasil, RS, Séo José dos Ausentes  28°34'23.2"S, Spielmann 10222
49°54'21"W, 1285 m
borr4  Brasil, RS, Séo José dos Ausentes  28°34'23.2"S, Spielmann 10223
49°54'21"W, 1285 m
borr5 Brasil, SC, Urubici 28°08'30.9"S, Spielmann 9905
49°38'07"W, 1355 m
borr6  Brasil, PR, Guarapuava 25°18'01.4"S,51°13'30  Spielmann10284
"W,1105m
borr Brasil, PR, Guarapuava 25°18'01.4"S, Canéz 4146
14 51°13'30"W, 1105 m
borr Brasil, PR, Guarapuava 25°18'01.4"S, Canéz 4149
15 51°13'30"W, 1105 m
Punctelia canaliculata cana Brasil, RS, Rio Pardo Canéz 3996
(Lynge) Krog 2
Punctelia cons Brasil, SC, Abelardo Luz 26°33'06"S, Spielmann 10169
constantimontium 1 52°19'31"W, 720 m
Sérusiaux
Punctelia crispa Marcelli, cris Brasil, RS, Formosa Dal Forno 1286
Jungbluth & Elix 1b
Punctelia digitata digil Brasil, SP, Santo André Marcelli 40143
Jungbluth, Marcelli & Elix
Punctelia dispersa Marcelli  disp3  Brasil, ES, Ibitirama 20°25'17"S, Spielmann 10066
& Canéz 41°48'14"W, 2.525 m
Punctelia elixii Marcelli &  elix6  Brasil, ES, Ibitirama 20°25'17"S, Spielmann 10064
Canéz 41°48'15"W, 2.525 m
Punctelia fimbriata fimb Brasil, RS,Piratini Spielmann 9366
Marcelli & Canéz
Punctelia hypoleucites hypo Brasil, RS, Formosa Dal Forno 1288
(Nyl.) Krog 1
hypo Brasil, RS, Sinimbu 29°27'40.7"S,52°31'10  Spielmann 9886
2 4"W,490m
Punctelia ibiunensis Canéz ~ ibio1  Brasil, ES, Ibitirama 20°25'17"S, Spielmann 10064
& Marecelli 41°48'14"W, 2.525 m
Punctelia imbricata imb 1 Brasil, SC, Fragosos 26°10'12"S, Spielmann 10261
Marcelli, Jungbluth & Elix cf. 49°23'35"W, 860 m
Punctelia isidiata Canéz &  isid 1  Brasil, MG, Catas Altas 20°05'51"S, Canéz 3118
Marcelli 43°29'19"W, 1.280 m
Punctelia krogiae Marcelli krog Brasil, SC, Rio Negrinho 26°17'57"S, Spielmann 10259
& Canéz 6 cf. 49°37'26"W, 825m
Punctelia lorentzii lore1  Brasil, SC, Urubici 28°07'14.3"S, Spielmann 9946
(Kremp.) Krog cf. 49°29'25.2"W, 1720m
lore2  Brasil, SC, Urubici 28°07'14.3"S,49°29'25  Spielmann 9947
2"W,1720m
lore 3  Brasil, SC, Urubici 28°07'14.3"S,49°29'25  Spielmann 9948
2"W,1720m
Punctelia microsticta micr Brasil, RS, Cambara do Sul, 29°04'04.3"S, Spielmann 10203
(Mall. Arg.) Krog 10 Parque Nacional da Serra Geral, 49°57'50.8"W, 1030 m
Canion Fortaleza
micr Brasil, RS, Cambara do Sul 29°04'04.3"S, Spielmann 10212
7 49°57'50.8"W, 1030 m
Punctelia mirabilis Canéz mira Brasil, SC, Rio Negrinho 26°17'56.8"S, Spielmann10251
& Marecelli 4 49°37'26.0"W, 825 m
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Punctelia missouriensis
Wilhelm & Ladd

Punctelia osorioi Canéz &
Marcelli

Punctelia lauropalui Canéz
& Marecelli

Punctelia praestictica(?)

Punctelia puigarii Canéz &
Marcelli

Punctelia purpurascens
Marcelli & Canéz
Punctelia riograndensis
(Lynge) Krog

Punctelia ruderata (\Vainio)
Canéz & Marcelli
Punctelia subpraesignis
(Nyl.) Krog

Punctelia subrudecta (Nyl.)
Krog

Punctelia toxodes (Stirt.)
Kalb & Gotz

miss

miss4

miss
osor 5

laurop
alul.
prae 1

puig 1
purp

2

riog
rude 5

subp
14
subp
16
subp

subp
18
subp
19
sub
20
subp

subp
23
subp
24
subr 2
cf.
toxo 8

Brasil, MS, Campo Grande

Brasil, MS, Porto Murtinho
Brasil, MS, Porto Murtinho

Brasil, RS, Piratininga

Brasil, RS, Sinimbu, Cava Funda
Brasil, RJ, Itatiaia

Brasil, SP

Brasil, RS, Piratini

Brasil, SC, Cambara do Sul
Brasil, PR, Prudentdpolis

Brasil, RS, Sinimbu, Cava Funda
Brasil, RS, Sinimbu

Brasil, RS, Sinimbu

Brasil, RS, Caxias do Sul

Brasil, RS, Sinimbu, Cava Funda
Brasil, SP, Piquete

Brasil, SP, Piquete

Brasil, SP, Piquete

Brasil, RS, SdoSepé

Brasil, RS, Sinimbu, Cava Funda

Brasil, RJ, Teresopolis

31°26'59.8"S,
53°07'24.9"W, 275 m
29°27'48"S,
52°31'14"W, 425 m
22°22'40"S,
44°41'36"W, 2.397 m
23°12'S, 46°47'W, 700
m

31°28'59"S,
53°11'56"W, 495 m
29°04'04.3"S,49°57'50
.8"W,1030 m
25°08'19"S,
51°04'50"W, 785 m
29°27'48.4"S,
52°31'14"W, 425 m
29°23'11"S,
52°31'15"W, 555 m
29°23'11"S,
52°31'15"W, 555 m

29°27'40.7"S,52°31'10
"W,490m
22°31'30.1"S,
45°08'59"W, 1200 m
22°31'08.4"S,
45°09'01"W, 1360 m
22°31'30.1"S,45°08'60
"W,1200m
30°09'52.9"S,
53°42'20"W, 85 m
29°27'41"S,
52°31'10"W, 490 m
22°26'58"S,
42°59'08"W, 980 m

Spielmann 5488

Simal 114
Simal 118

Canéz 3816
Spielmann 9854
Canéz 4269
Jungbluth 2104
Canéz 3836
Spielmann 10205
Spielmann10283
Spielmann 9857
Spielmann 9871
Spielmann 9872
Spielmann 9875
Spielmann 9866
Spielmann 10027
Spielmann 9995
Spielmann 9997
Spielmann9613
Spielmann 9864

Spielmann 10074
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Tabela 2 - NUmero de acesso no GenBank das sequéncias de ITS utilizadas neste estudo.

Espécie Local de Voucher N° Acesso
coleta
GenBank
ITS
Flavopunctelia flaventior (Stirt.) Hale China DCH-19 AY586563
Punctelia borreri (Turner ex Sm.) Krog Italia T. Feuerer & A. Thell s. n. (HBG) AY773113
DNA945
Punctelia borreri China A. Aptroot no. 56028 (ABL) DNA1506  AY773115
Punctelia borreri Italia A. Gambera 34126 (dupl. HBG) AY773114
DNA960
Punctelia borreri Italia DNA-AT959 (LD, HBG) AF451769
Punctelia borreri Portugal MAF 9919 AY581088
Punctelia borreri Coréia Hur 030736 DQ394373
Punctelia borreri Espanha MAF-Lich 10240 AY613409
Punctelia borreri Espanha MAF-Lich 10255 AY 613405
Punctelia borreri Espanha MAF-Lich 10254 AY613404
Punctelia borreri Portugal MAF-Lich 10237 AY613401
Punctelia borreri Quénia Dorothee Killmann, s.n. AY773110
(Herb.Killmann)
Punctelia borreri Quénia Dorothee Killmann, s.n. AY773112
(Herb.Killmann)
Punctelia caseana Lendemer & Hodkinson Estados NY:Lendemer 13805 GU384885
Unidos
Punctelia caseana Estados NY:Lendemer 15041 GU384881
Unidos
Punctelia caseana Estados NY:Lendemer 12733 GU384879
Unidos
Punctelia caseana Estados NY:Lendemer 13428 GU384886
Unidos
Punctelia caseana Estados NY:Harris 54826 GU384884
Unidos
Punctelia caseana Estados NY:Lendemer 9896 GU384882
Unidos
Punctelia caseana Estados NY:Lendemer 13604 GU384880
Unidos
Punctelia jeckeri (Roum.) Kalb Holanda Sipman & Aptroot 44450-DNA956 AY773120
Punctelia jeckeri Estados NY:Knudsen 7687 GU384887
Unidos
Punctelia jeckeri Estados NY:Lendemer 14739 GU384890
Unidos
Punctelia jeckeri Estados NY:Lendemer 14695 GU384888
Unidos
Punctelia jeckeri Estados NY:Lendemer 14701 GU384889
Unidos
Punctelia jeckeri Suécia Sweden et al. (LD-1188067) EF611288
Punctelia missouriensis Wilhelm & Ladd Estados NY:Lendemer 15006 GU384892
Unidos
Punctelia perreticulata (R&sénen) G.Wilh. &  China A. Aptroot 56005 (ABL) DNA1331 AY773124
Ladd
Punctelia perreticulata USA D. Ladd 23798 (HBG) DNA1286 AYT773123
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Punctelia perreticulata
Punctelia perreticulata

Punctelia pseudocoralloidea (Gyeln.) Elix &

Kantvilas

Punctelia rudecta (Ach.) Krog

Punctelia rudecta

Punctelia rudecta

Punctelia stictica (Delise ex Duby) Krog

Punctelia stictica

Punctelia subflava (Taylor) Elix & J.

Johnston

Punctelia subpraesignis (Nyl.) Krog
Punctelia subrudecta (Nyl.) Krog

Punctelia subrudecta

Punctelia subrudecta

Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta

Punctelia subrudecta

Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta
Punctelia subrudecta

Punctelia subrudecta

Espanha
China

Australia

Estados
Unidos
Estados
Unidos
Espanha

Peru
Venezuela

Australia

Argentina
Alemanha
Portugal
Suécia
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha
Italia
Espanha
Alemanha
Alemanha
China
Espanha
Espanha
Espanha
Espanha

MAF-Lich 10239
A. Aptroot no. 56094
MAF 6922

MAF 10162
MAF 7661

MAF-Lich 10256

Thell & Feuerer s. n. (HBG) DNA1609
T. Feuerer s. n. (HBG) DNA1020

Elix 42705 (CNB)

DNA1310 (HBG, LD)

T. Feuerer & A. Thell s. n. (HBG)

MAF 9918

Sweden, Skane, Lund, Westberg (LD-

1193242)
MAF-Lich 16158

MAF-Lich 16165
MAF-Lich 16164
MAF-Lich 16161
MAF-Lich 16157
MAF-Lich 16160
MAF-Lich 16167
MAF-Lich 16156
MAF-Lich 16159
MAF-Lich 16155
MAF-Lich 16139
MAF-Lich 16163

A. Gambera 34128 (dupl. HBG)

DNA958
MAF-Lich 10241

MAF-Lich 10243
MAF-Lich 10250
MAF-Lich 10244
MAF-Lich 10245
MAF-Lich 10242
MAF-Lich 10248
MAF-Lich 10238

AY613391
AYT773122
AY586572

AY586574
AY586573

AY613403
AY773119
AYT773125
AY586575

AY267010
AYT773116
AY581089
EF611287

HMO016968
HMO016969
HMO016970
HMO016971
HMO016972
HMO016973
HMO016974
HMO016975
HMO016976
HMO016978
HMO016979
HMO016980
AYT773117

AY613392
AY613393
AY613394
AY613395
AY613396
AY613397
AY613398
AY613399
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Punctelia ulophylla (=jeckeri)

Punctelia ulophylla

Alemanha

Alemanha

MAF-Lich 10249
MAF-Lich 10251

AY613407
AY 613406
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Tabela 3- Pardmetros das distancias genéticas intraespecificas e interespecificas e teste de normalidade de Shapiro-Wilk (w).

namero median  varianci média + desvio

Distancias Espécie amostra a a padrao intervalo p w
Intraespecifica P. borreri 16 0,0068  9,9E-6 0,0065 + 0,0031 0a40,0126 <0,0001 0,949
P. rudecta 3 0 0,000175 0,0085 + 0,0132 0a0,0268 0,0023 0,662
P. subrudecta 24 0,0022 5,30E-06 0,0023 +0,0023 0a0,0091 <0,0001 0,818
P. borrerina 7 0,0056  1,40E-05 0,0057 + 0,0037 0a0,0114 0,0227 0,089
P.missouriensis 4 0,0046  25E-5 0,0046 + 0,0050 0a0,0091 0,004 0,683
P. jeckeri 10 0 8,4 E-7 0,0004 + 0,0009 0a0,0023 <0,0001 0,48
P. perreticulata 3 0,0035 9,4E-5 0,0075+0,0097 02a0,0233 0,102 0,827
P. caseana 9 0,0045 2,50E-05 0,0061 + 0,0050 0a0,0166 0,0014 0,854

Clados
agrupados 76 0,0022 1,50E-05 0,0037 + 0,0039 0a0,0268 <0,0001 0,832
0,007 a

Interespecifica 27 espécies 103 0,0824 0,0005 0,0786 + 0,0223 0,1461 <0,0001 0,955
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Tabela 4- Distancias genéticas entre os grupos com espécies diferentes.

Clado Comparacoes Distancias
] P. purpurascens x P. osorioi 0
X P. praesticta (Brasil) x P. stictica (Peru) 0,0113
XI P. microsticta x P. riograndensis 0
XIl P. albida x P. isidiata 0,0067
XIl P. puigarii x P. isidiata 0
Xl P. puigarii x P. albida 0,0067
XV P. elixii x P. ibiunensis 0,009
X1V P. elixii x P. reddenda 0,0114
XIV P. ibiunensis e P. reddenda. 0,0022
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Tabela 5- Parametros das analises de comparacéo, entre as distancias intraespecifica e
interespecifica para o género e entre os espécimes de P. subpraesignis e P.
pseudohypoleucites, P. fimbriata e P. imbricata.

Distancias entre

Comparacoes p u espécimes
<0,000 70808,
Intraespecifica X interespecifica 1 5
P. subpraesignis X P.
pseudohypoleucites 0,06 97,5 0,0044 a 0,0208
P. subpraesignis X P. fimbriata 0,8611 682 0,0067 a 0,0138
P. subpraesignis X P. imbricata 0,7908 690 0,0067 a 0,0138
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Considerac0es Finais

Com a analise filogenética de Punctelia foi possivel identificar a divisdo do género
em dois grupos bem suportados. Evidéncias morfol6gicas na cor da superficie inferior
apoiam a divisdo do género. No entanto, a presenca de excecdes sinaliza que a cor da
superficie inferior ndo se trata de um carater homologo.

As distancias genéticas intraespecificas e interespecificas apesar de
significativamente diferentes, apresentaram sobreposi¢cdo nas distribuicbes dos valores
constituida de valores com baixa frequéncia. A sobreposicéo pode dificultar a identificagdo
precisa de espécies como na abordagem do DNA barcode.

As andlises moleculares e as identificacdes morfolégicas foram congruentes em
nove dos 16 clados analisados, sendo consideradas espécies bem demilitadas, mesmo
quando os espécimes estavam distribuidos em continentes diferentes se mantiveram como
um grupo monofilético. Nos demais sete clados a identificacdo morfoldgica ndo foi
congruente com a analise filogenética e as distancias genéticas. Podemos constatar que as
distancias genéticas podem ser usadas como ferramenta na delimitacdo das espécies de
Punctelia, para identificar grupos e complexos de espécies a serem investigados, além de
indicar quais caracteres morfoldgicos podem ndo refletir relagbes filogenéticas entre as
espécies. Esta analise trata-se de uma primeira abordagem com apenas um marcador, sendo
que a distribuicdo, o numero de espécies do género bem como as incertezas na delimitacéo

em sua totalidade ainda é desconhecido.
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