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RESUMO

Lecanorales, considerada a maior ordem de fungos liquenizados, possui uma classificacéo
controversa, com uma enorme variedade de caracteres morfologicos e representantes em
todos os ecossistemas terrestres. Lecanoraceae e Parmeliaceae estdo entre as principais
familias desta ordem, e ambas tém sido amplamente estudadas. Lecanoraceae abriga 25
géneros, sendo Lecanora seu principal representante, com 550 espécies. Parmeliaceae foi,
recentemente, subdividida em duas subfamilias: Parmelioideae e Protoparmelioideae, com o
objetivo de classificar melhor os fungos liquenizados tropicais e subtropicais que estdo agora
no género Neoprotoparmelia. A pluralidade de critérios taxondmicos sempre dificultou a
classificacdo desses grupos. Por outro lado, a combinacdo de caracteres morfoldgicos,
quimicos e moleculares das regides ITS e mtSSU (rDNA) tem resolvido muitos problemas
nessas classificagcdes. No presente estudo, foi extraido o DNA genémico de amostras frescas
de Lecanora e Neoprotoparmelia, amplificadas as regides ITS e mtSSU e, posteriormente, 0s
produtos enviados para sequenciamento. Foram obtidas 41 sequéncias de Lecanora e 16 de
Neoprotopormelia da regido ITS, e 29 da regido mtSSU de Lecanora. As sequéncias
formaram novos clados e linhagens diferentes das existentes. Os espécimes identificados
como Lecanora tropica, Lecanora spec. nov. LAS128, Lecanora spec. nov. LAS129 e L.
subalbellina LAS130 agruparam com clados preexistentes. Dezesseis espécies novas foram
descritas, nove novos registros e trés novas combinacBGes. Dezoito metabolitos foram
identificados e foram eficazes na determinacdo das espécies. Esses resultados demonstram a
importancia da combinacdo de varios critérios taxondmicos na identificagdo e classificacdo

dos fungos liquenizados.

Palavras-chave: Fungos ligquenizados. Lecanoraceae. Parmeliaceae. Filogenia. Metabdlitos

secundarios.



ABSTRACT

Lecanorales, considered the largest order of lichenized fungi, has a controversial
classification, with a huge variety of morphological characters and representatives in all
terrestrial ecosystems. Lecanoraceae and Parmeliaceae are among the major families of this
order, and both have been extensively studied. Lecanoraceae is home to 25 genera, with
Lecanora as its main representative, with 550 species. Parmeliaceae was recently subdivided
into two subfamilies, with the objective of better classifying the tropical and subtropical
lichenized fungi that are now in the genus Neoprotoparmelia. The plurality of taxonomic
criteria has always made it difficult to classify these groups. On the other hand, the
combination of morphological, chemical and molecular characters of the ITS and mtSSU
(rDNA) regions has solved many problems in these classifications. In the present study, the
genomic DNA was extracted from fresh samples of Lecanora and Neoprotoparmelia,
amplified the ITS and mtSSU regions and, later, the products sent for sequencing. 41
Lecanora and 16 Neoprotopormelia sequences were obtained from the ITS region and 29
from the mtSSU region of Lecanora. The sequences formed new clades and lineages different
from the existing ones. Specimens identified as Lecanora tropica, L. spec. nov. LAS128, L.
spec. nov. LAS129 and L. subalbellina LAS130 grouped with preexisting clades. Sixteen are
new species, nine new records and three new combinations. Eighteen metabolites were
identified and were effective in determining the speci. These results demonstrate the
importance of combining several taxonomic criteria in the identification and classification of
lichenized fungi.

Key-words: Lichenized fungi. Lecanoraceae. Parmeliaceae. Phylogeny. Secondary

metabolites.
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1 INTRODUCAO

Liquenizacdo € o processo de associacdo simbidtica em que um fungo utiliza
compostos produzidos por algas, cianobactérias ou ambos como fonte de carboidratos
(WEDIN et al., 2005), estando presente em um quinto de todas as espécies conhecidas no
Reino Fungi (LUTZONI et al., 2001). A estrutura resultante dessa associacdo, o liquen, é
tdo ecologicamente estavel que, quando ndo liquenizados, os simbiontes diferem na forma
de vida e comportamento (NASH, 2008).

Fungos formadores de liquens sdo encontrados nos dois grupos mais derivados do
Reino Fungi, os filos Ascomycota e Basidiomycota (LUCKING et al., 2016). Sipman e
Aptroot (2001) estimaram que havia entre 13.500 a 20.000 espécies de liquens conhecidas
mundialmente, sendo que analises biogeogréaficas indicavam que a maior parte das espécies
ainda a serem descobertas estariam nos tropicos e no hemisfério sul. Estudos mais recentes
mostram que o numero de espécies ja descritas é de 19.387, sendo 99% dessas espécies
pertencentes ao Filo Ascomycota (LUCKING et al., 2016).

Ascomycota representa cerca de 75% das espécies de fungos descritas
(JAKLITSCH et al., 2016). Isto o torna ndo s6 o maior, mas também o mais diverso filo
em termos de estilo de vida (WEBSTER; WEBER, 2007), sendo 0 processo de
liqguenizacdo presente em 40% das espécies (WEBSTER; WEBER, 2007). Das 13 classes
filogeneticamente alocadas em Ascomycota, sete possuem representantes liquenizados,
sendo a mais numerosa a Lecanoromycetes com 701 géneros e 15.131 espécies
(LUCKING et al., 2016). Nesta classe, sempre foram utilizados caracteres morfoldgicos,
anatdmicos e quimicos para classificar ordens, familias e géneros (GUEIDAN et al., 2015).
Entretanto com o avango dos estudos moleculares, constatou-se que 0s sistemas
tradicionais de classificacdo nem sempre refletiam a historia evolutiva dessa classe de
fungos, resultando em mudancas na delimitacdo de ordens e familias (LUMBSCH et al.,
1996, 1995; GUEIDAN et al., 2015; MALICEK et al., 2017; PAPONG et al., 2011;
SINGH et al., 2015, 2018a, 2018b). Por exemplo, muitas familias foram segregadas da
ordem Lecanorales e elevadas para nivel ordinal (GUEIDAN et al., 2015).

Lecanorales representa a maior ordem de fungos liquenizados com 6.231 espécies
e 234 géneros (LUCKING et al., 2016). Em termos de caracteres morfoldgicos e
ecoldgicos apresenta uma enorme variagcdo, com o asco lecanoroide com talo apical bem
desenvolvido e amiloide de varias formas e representantes ocupando todos 0s ecossistemas

terrestres (JAKLITSCH et al., 2016). Apesar de apresentar menor diversidade nos
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trépicos, inclui algumas das maiores familias de fungos liquenizados, como Cladoniaceae,
Ramalinaceae, Parmeliaceae e Lecanoraceae (JAKLITSCH et al., 2016), as duas Ultimas
sendo amplamente estudadas ultimamente, o que tem refletido drasticamente em suas
classificacbes (DIVAKAR et al., 2017; KRAICHAK et al., 2017; LUMBSCH et al., 1996,
1995; MALICEK et al., 2017; PAPONG et al., 2011; SINGH et al., 2015, 2018a, 2018b;
SINGH; SINGH, 2017).

Lecanoraceae abriga, atualmente, 25 géneros, dentre eles, Lecanora Ach.
Considerado um género ultra diverso, com 550 espécies, abriga espécies de talo crostoso,
ascosporos incolores e ndo septados, ascos contendo oito esporos, algas verdes como
fotobiontes e margem do tipo lecanorina (LUCKING et al., 2016). Lecanora tem sido alvo
de muitos estudos ao redor do mundo por se tratar de um grupo com caracteres
morfolégicos e anatbmicos altamente varidveis, quimica complexa e com dados
filogenéticos indicando uma alta polifilia (ARUP; GRUBE 1998, 2000; GRUBE et al.,
2004; LUMBSCH; ELIX, 2004; ZHAO et al., 2016).

Em Lecanora, classificada na familia Lecanoraceae, além dos caracteres citados,
sdo observados outros critérios taxondémicos, como a presenca e tamanho dos cristais no
epiménio e seus pigmentos, além da presenca e tamanho dos cristais no anfitécio
(LUMBSCH; ELIX, 2004; RYAN et al. 2004).

Os metabdlitos secundarios encontrados no género sdo altamente variaveis e podem
ou ndo auxiliar na separacdo de espécies, (LUMBSCH, 1998). Especificamente, a
presenca, auséncia ou quantidade do &cido atranorino e &cido Usnico é visto como um
critério interessante na separacdo de espécies tropicais e ndo tropicais (PAPONG et al.,
2012). Outro critério observado na separagdo de individuos de Lecanora € a pigmentacao
do hipotécio (LUMBSCH et al., 1996).

Existem varios trabalhos sobre Lecanora na América do Sul (GUDERLEY, 1999;
GUDERLEY et al., 2000; DE LA ROSA et al., 2010), além de tratamentos monograficos
mais amplos que mencionam colec¢des do Brasil (LUMBSCH et al., 1995, 1996, 1997). No
entanto, nenhum trabalho especifico sobre o género foi realizado no pais, com excecao de
um primeiro inventario de liquens do Nordeste brasileiro, por Céceres (2007), e que incluiu
especies de Lecanora, porém com identificagdes baseadas apenas na morfologia e testes
histoquimicos.

Neoprotoparmelia Garima Singh, Lumbsch & 1. Schimitt, género pertencente a
familia Parmeliaceae, foi recentemente estabelecido por Singh et al. (2018b) para abrigar

as espeécies de fungos liquenizados tropicais e subtropicais que eram descritos nos géneros
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Protoparmelia ou Maronina. Com isso, novas combinagdes e descrigdo de novas espécies
foram realizadas com base na morfologia, em sequéncias de DNA e nos metabolitos
secundarios, incluindo material proveniente do Nordeste brasileiro (SINGH et al., 2018b).

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo analisar as relacdes
filogenéticas dos espécimes de Lecanora e Neoprotoparmelia coletados no Brasil, assim
como, descrever as novas espécies, combinando dados quimicos, morfolégicos e
moleculares. Para isso, foram levantadas as seguintes hipoteses:

H1 Ha uma diversidade de espécies brasileiras ainda a serem descobertas para
ambos 0s géneros;

H2 A identificacdo feita apenas pela observacdo de caracteres morfologicos €
insuficiente para a separacdo de espécies de Lecanora, especialmente entre L. helva
Stizenb., L. achroa Nyl. e L. leprosa Fée, e de Neoprotoparmelia.

H3 A identificagdo de metabdlitos secundarios € um critério taxonémico eficaz
para separacao dentro de Lecanora .
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lecanoraceae Korb

Lecanoraceae € considerada a quinta maior familia de fungos liquenizados. Os
seus representantes apresentam talos crostosos a umbilicados, com algas verdes do tipo
clorococoide como fotobionte; ascoma na forma de apotécio com a margem lecanorina ou
lecidina; hamatécio formado por pardfises moderadamente ramificadas e ascos
semifissitunicados, amiloides, cilindricos ou clavados; ascos  contendo de 8 a 32
ascosporos, geralmente ndo-septados, elipsoides, subglobosos ou baciliformes, hialinos e
ndo amiloides; reproducgdo assexuada com producéo de conidios ndo septados, baciliformes
a filiformes e hialinos, em conidiomas do tipo picnidio (JAKLITSCH et al., 2016). Em
relacdo aos metabolitos secundarios, sdo formados antraquinonas, xantonas cloradas,
depsidas, despidonas, dibenzofuranos, lichexantonas e terpendides. S&o liquens
considerados cosmopolitas, e encontrados em cascas de arvore, rochas e solo
(JAKLITSCH et al., 2016).

A familia foi descrita por Koérber em 1855. Na ocasido, continha 108 espécies e 21
géneros: Acarospora A. Massal. (4 espécies), Amphiloma Korb. (7 spp.spp.), Aspicilia A.
Massal. (13 spp.), Callopisma De Not. (10 spp.), Candelaria A. Massal. (2 spp.), Gyalecta
Ach. (5 spp.), Haematomma A. Massal. (3 spp.), Harpidium Korb. (1 espécie),
Icmadophila Trevis. (1 espécie), Lecanora Ach. (15 spp.), Lecania A. Massal. (1 espécie),
Massalongia Korb. (1 espécie), Ochrolechia A. Massal. (2 spp.), Pannaria Delise ex Bory
(7 spp.), Placodium Hill (10 spp.), Pleopsidium Korb. (1 espécie), Phialopsis Korb. (1
espécie), Psoroma Ach. (5 spp.), Rinodina (Ach.) Gray (11 spp.), Urceolaria Ach. (1
espécie), Zeora Fr. (7 spp.). Ainda neste trabalho, Lecanoraceae era subdividida em quatro
subfamilias: Lecanorinae, Pannarinae, Placodinae e Urceolarinae (Korber, 1855). Na
classificacdo de Zahlbruckner (1907) para Lecanoraceae, € apresentada uma chave de
identificacdo para nove géneros: Calenia Mull. Arg., Candelariella Mull. Arg.,
Haematomma, Harpidium, Icmadophila, Lecanora, Lecania, Myxodictyon A. Massal.,
Ochrolechia, Placolecania (J. Steiner) Zahlbr., Phlyctella Kremp., Phlyctidia Mull. Arg.,
Phlyctis (Wallr.) Flot. Dentre os géneros citados nas duas classificagdes, apenas Lecanora
permanece atualmente na familia e cinco espécies de Zeora foram transferidas para
Lecanora: Z. orosthea (L. orosthea), Z. sordida (L. rupicola var. rupicola), Z. sulphurea

(L. sulphurea), e Z. cenisia (L. cenisia).
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Nas circunscri¢des de Lumbsch e Huhndorf (2007, 2010), Licking et al. (2016) e
Wijayawardene et al. (2018), apesar de ainda estarem ocorrendo mudancas, observa-se que
19 géneros permaneceram estaveis dentro da familia: Bryonora Poelt, Bryodina Hafellner,
Cladidium Hafellner, Claurouxia D. Hawksw., Clauzadeana Cl. Roux, Edrudia W.P.
Jordan, Japewiella Printzen, Lecanora, Protoparmeliopsis M. Choisy, Lecidella Korb.,
Miriquidica Hertel & Rambold, Myrionora R.C. Harris, Psorinia Gotth. Schneid.,
Punctonora Aptroot, Pyrrhospora Korb., Rhizoplaca Zopf, Sagema Poelt & Grube,
Traponora Aptroot, Tylothallia P. James & R. Kilias. As mudancas mais significativas
entre as classificacdes analisadas ocorreram de Lumbsch e Huhndorf (2010) para Lucking
et al. (2016), com a retirada de oito géneros (Arctopeltis Poelt, Calvitimela Hafellner,
Diomedella Hertel, Maronina Hafellner & R. W. Rogers, Pycnora Hafellner, Ramalinora
Lumbsch, Rambold & Elix, Ramboldia Kantvilas & Elix, Sipmaniella Kalb) e a adicédo
de quatro novos (Ameliella Fryday & Coppins, Myriolecis Clements, Palicella Rodr.Flakus
& Printzen e Sedelnikovaea S.Y.Kondr., M.H.Jeong & Hur).

Na classificacdo de Liicking et al. (2016), Lecanoraceae aparece com 791 espécies,
distribuidas em 25 géneros: Ameliella (2 spp..), Bryodina (2 spp.), Bryonora (11 spp..),
Cladidium (2 spp..), Claurouxia. (01 espécie), Clauzadeana (01 espécie), Edrudia (1
espécie), Huea C.W. Dodge & G.E.Baker (20 spp..), Japewiella Printzen (6 spp..),
Lecanora (550 spp..), Lecidella Krob. (80 spp..), Miriquidica Hertel & Rambold (25 spp..),
Myriolecis Clements (syn.: Arctopeltis Poelt) (31 spp..), Myrionora (2 spp..), Palicella
Rodr.Flakus & Printzen (3 spp..), Protoparmeliopsis Choisy (20 spp..), Psorinia
Gotth.Schneid. (2 spp..), Punctonora Aptroot (01 espécie), Pyrrhospora Korb. (01
espécie), Rhizoplaca Zopf (11 spp..), Sagema Poelt & Grube (01 espécie), Sedelnikovaea
S.Y.Kondr., M.H.Jeong & Hur (01 espécie), Traponora Aptroot (5 spp.), Tylothallia
P.James & R.Kilias (3 spp..). Vainionora Kalb (9 spp.).

Muitos destes géneros apresentam uma classificacdo problemética, como é o caso
de Huea, que pertencia a familia Teloschistaceae e, ap0s a revisdo de Fryday (2011) foi
visto que este é um nome anterior para Carbonea e pertence a Lecanoraceae; ja Ameliella,
apesar de descrita e alocada em Lecanoraceae por Fryday e Coppins (2008) por causa do
asco lecanorino e por compartilhar semelhancas com os géneros Bryonora e Miriquidica,
acredita-se que ndo pertence ao nucleo da familia. Por outro lado, alguns géneros
resolveram problemas filogenéticos de grupos que agora formam clados monofiléticos bem
suportados e bem caracterizados fenotipicamente nas analises, tais como: 1) Lecanora

dispersa e Arctopeltis, que foram alocados em Myriolecis, confirmando um dado
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anteriormente encontrado em Arup e Grube (1998) que ja apontavam uma relagdo entre
ambos; 2) o grupo L. muralis para Protoparmeliopsis; 3) Rhizoplaca foi incluido para dar
suporte a trés taxons placodidides, anteriormente classificados em Lecanora (L.
novomexicana. L. opiniconensis, L. phaedrophthalma) e deixou de abrigar as duas espécies
R. aspidophora e R. peltata (incluidas em Protoparmeliopsis) (ZHAO et al., 2016). Flakus
e Printzen (2014) propuseram o género Palicella para acomodar Lecidea glaucopa. Foram
propostas entdo trés novas combinagdes: Palicella filamentosa (Stirt.) Rodr. Flakus &
Printzen, P. glaucopa (Hook. f. e Taylor) Rodr. Flakus & Printzen e P. schizochromatica
(Pérez-Ortega, T. Sprib. & Printzen) Rodr. Flakus e Printzen. A analise filogenética
molecular confirma que Lecidea hercynica Hauck & Schmull é sinbnimo de Palicella
filamentosa (FLAKUS; PRINTZEN, 2014). Em estudo sobre a filogenia de fungos
liqguenizados placodidides, Kondratyuk et al., (2015), analisaram anatomicamente
Protoparmeliopsis baicalensis (Zahlbr.) S.Y. Kondr.,verificando que este tdxon é
caracterizado por um tipo de asco Unico que o coloca fora do género e muito distante de
Protoparmeliopsis; consequentemente, foi proposto um novo género Sedelnikovaea, para

essa espécie, S. baicalensis.

2.2 Lecanora Ach

Dentre todos ja citados, Lecanora é um dos géneros mais diversos, controversos e
amplamente estudados da familia. Zhao et al., (2016) ressaltam que, contrariamente a atual
classificacdo de Lecanoraceae, resultado do posicionamento filogenético e circunscrigdo da
familia, a atual circunscricdo do género nao reflete o conhecimento sobre a filogenia deste
grupo, com os estudos indicando que trata-se de um grupo altamente polifilético.

A grande heterogeneidade do grupo vem sendo observada desde trabalhos como o
de Motyka (1996) que, ao analisar 248 espécies por meio de caracteres morfologicos,
subdividiu o género em 14 secGes, ou em trabalhos ainda mais antigos, como um estudo
baseado nas caracteristicas microscopicas dos ascomas (EIGLER, 1969), assim como em
Hafellner (1984) que, apos realizar um estudo com base nos tipos de ascos, verificou a
grande heterogeneidade presente e excluiu muitas espécies.

A anélise combinada dos metabdlitos secundarios e caracteres morfoldgicos sempre
foi utilizada para separacdo dentro do género (PEREZ-ORTEGA et al., 2010). Mesmo
tendo uma quimica altamente varidvel, em alguns casos, esta é utilizada na separacdo de
espécies que possuem poucas diferencas anatdmicas, como em L. campestris (LUMBSCH,

1998). Ja em outros casos, como em L. caesiorubella, é um critério dificil de ser aplicado,
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pois essa espécie possui uma enorme variedade quimica (LUMBSCH, 1998). Papong et
al., (2012) acreditam que h& uma diferenca substancial entre as espécies tropicais de
Lecanora e extratropicais, sendo que alguns caracteres observados em espécies tropicais
sd0 raros ou ausentes nas extratropicais, como é o caso das espécies que contém acido
usnico em adi¢do ou substituicdo a atranorina em Lecanora sensu stricto. Porém, os
autores consideram que a presenca do acido Usnico em Lecanora sensu stricto ndo €
suficiente para sustentar a monofilia do grupo, pois este metabolico evoluiu varias vezes
dentro do grupo, indicando que ha valor adaptativo deste pigmento em habitats tropicais e
subtropicais (PAPONG et al.,, 2013). Este pigmento protege contra os raios ultravioletas
(CULBERSON et al.,, 1993; BJERKE et al., 2005; MCEVOY et al., 2006), podendo ser
esse o principal papel em espécies de Lecanora (PAPONG et al., 2012).

Em Lecanora, a pigmentacdo do hipotécio também é um caractere relevante na
ecologia deste grupo (LUMBSCH et al., 1996). Estes autores verificaram que, em amostras
tropicais deste género, assim como a presenca do acido Usnico, a pigmentacdo do hipotécio
pode apresentar algum valor adaptativo nessas regides e estar relacionada a ecologia da
espécie. Apesar de se observar uma variacdo na coloracdo, as espécies com hipotécio
escuro podem ser alocadas em Lecanora sensu stricto. Este dado foi posteriormente
corroborado por Papong et al., (2012).

Por ser um género altamente polifilético e diverso, Lecanora geralmente € separado
e estudado em grupos como, por exemplo, os representados pelas seguintes espécies: grupo
Lecanora dispersa, grupo L. polytropa, grupo L. rupicola, grupo L. subfusca, grupo L.
varia, entre outros (SLIWA et al., 2012). Estudos focados na filogenia do grupo tiveram
inicio com Arup e Grube (1998), utilizando a regido ITS como marcador. Neste caso, foi
verificado que os grupos de espécies lobadas, L. dispersa e L. polytropa estavam
intimamente relacionadas com o género Arctopeltis Poelt. Os autores ja indicavam que
muitas mudangas ocorreriam em Lecanoraceae com a integracdo de dados moleculares nos
estudos. Posteriormente, Arup e Grube (1999), apoiados em dados quimicos, morfoldgicos
e moleculares concluiram que L. demissa era na verdade pertencente ao género Caloplaca,
pois apresentou uma estreita relagdo com C. variabilis.

No ano subsequente, Arup e Grube (2000), em um estudo sobre o género
Rhizoplaca, encontraram uma estreita relacdo com espécies do género Lecanora. Em mais
um trabalho realizado por Grube et al. (2004), foi estudada a filogenia do grupo de
espécies de L. rupicola, caracterizados por apresentar discos cobertos por pruina branco-

amarelada. Os resultados sugeriram uma monofilia entre as espécies de Lecanora que



18

apresentam cromonas. Nesse trabalho também foi proposto uma nova combinagdo para
Lepraria flavescens, Lecanora rouxii, devido a sua estreita relacdo com o subgrupo
Lecanora swartzii.

Atualmente, com base em novos estudos moleculares, com 0s mesmos espécimes,
tem sido confirmadas muitas das combinacdes sugeridas ha quase 20 anos para espécies de
Lecanora. Com base em caracteres fenotipicoos e moleculares, Zao et al. (2016)
propuseram novas combinacdes em Lecanora para Rhizoplaca, que passou a incluir
especies de trés taxons placodidides previamente classificados em Lecanora (L.
novomexicana. L. opiniconensis, L. phaedrophthalma). Neste mesmo trabalho foram
sugeridas 30 novas combinacdes para Myriolecis, que passou a abrigar espécies de
Arctopeltis e do grupo Lecanora dispersa. Sliwa et al. (2012) ja consideravam que apenas
caracteres morfoldgicos, anatdmicos e quimicos ndo eram consistentes na predicdo de
limites de espécies dentro do grupo, pois espécies que eram fenotipicamente relacionadas,
em seu estudo foram distribuidas em varios grupos. Ainda nesse contexto, Papong et al.
(2012) em estudo sobre a filogenia do género, também verificaram que as L. achroa, L.
helva e L. leprosa, conhecidas por terem uma morfologia muito parecida e sua distincao
ser feita principalmente por meio da quimica, ndo estdo intimamente relacionadas, mais
uma vez evidenciando a importancia da combinacdo de varios critérios na separacao de
espécies.

Muitos estudos filogenéticos tém sido realizados, e contribuido para a resolucédo de
problemas na classificacdo de Lecanora, que é formado por varios clados distintos. Em
suas analises, Papong et al. (2012) estabeleceram um grupo monofilético para Lecanora
sensu stricto, formado por clados com um alto valor de suporte: 1) clado L. argentata,
incluindo L. argentata, L. austrotropica, L. leproplaca, L. submergentes, e L. tropica; 2)
clado L. wilsonii com L. ulrikii e L. wilsonii; 3) clado L. plumosa incluindo L. helva, L.
plumosa e L. subimmersa; 4) clado L. gangaleoides incluindo L. californica, L.
gangaleoides, L. hybocarpa, L. pacifica e L. paramerae; 5) clado L. queenslandica
constituido por L. achroa, L. pseudogangaleoides ssp. verdonii e L. queenslandica; 6)
clado L. vainioi com L. vainioi e Lecanora sp. C; 7) clado L. allophana incluindo L.
allophana, L. campestris e L. toroyensis; e 8) clado L. caesiorubella com amostras de L.
caesiorubella e L. farinacea. Outro dado interessante nesse trabalho foi que, quando mais
de uma amostra por espécie era adicionada, estas amostras formavam grupos
monofiléticos, porém isso ndo ocorreu em L. achroa, L. caesiorubella e L. helva, indicando

incerteza sobre a circunscrigdo destes taxons.
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As descricBes mais recentes de espécies estdo sendo confirmadas por meio da
filogenia. Recentemente, Malic¢ek et al. (2017) descreveram Lecanora substerilis e
verificaram que pertence ao grupo L. subfusca em seu sentido estrito, pois esta espécie €
caracterizada por apresentar talo geralmente verrucoso, com margem do apotécio
sorediada, epiménio com granulos grossos nas pontas das parafises, anfitécio com grandes
cristais e presenca de atranorina e acidos graxos. Além disso, a avaliacdo do material tipo e
dos dados moleculares indicaram que L. caesiosora, predominantemente saxicola, € uma
forma com sorédios de L. cenisia. Dados moleculares confirmaram as identidades das
formas sorediatas de L. albella e L. allophana que séo coespecificas com suas contrapartes
férteis.

2.3 Parmeliaceae

Parmeliaceae é a maior familia de fungos liquenizados, com aproximadamente
2.500-3.000 espécies (LUKING et al, 2016). Recentemente, foi subdividida em duas
subfamilias: Parmelioideae, que relne quase todos 0s g@éneros e espécies, e
Protoparmelioideae que aloca Protoparmelia e Maronina, ambos géneros de liquens
crostosos com cerca de 25 — 30 espécies (SINGH et al., 2015; DIVAKAR et al., 2017).

Apo6s um estudo baseado em caracteres fenotipicos, como cor e anatomia do talo,
metabdlitos secundarios, anatomia do excipulo e do tipo de asco, além das sequéncias de
DNA dos locos ribossémicos mitocondriais e nucleares de algumas espécies, Papong et al.
(2011) indicaram que Maronina deveria ser incluido em Protoparmelia e assim todas as
espécies passaram a ser novas combinacGes para 0 género.

A nova classificacdo em Parmeliaceae foi resultado de um trabalho utilizando uma
abordagem temporal baseada na calibracdo de cronogramas. Esse método identificou
bandas temporais para posi¢des especificas, e com os resultados foi proposta uma revisao
para a familia que incluiu todos os clados que compartilham um ancestral comum, 102,13—
112,88 milhdes de anos para familias e uma janela de tempo de 29.45 a 32.55 milhdes de
anos para géneros (DIVAKAR et al., 2017; KRAICHAK et al.,, 2017). Nesta nova
classificacdo, Maronina agrega liquens tropicais e subtropicais, enquanto Protoparmelia s.
str. abriga as espécies articas, boreais, temperadas e mediterraneas (SINGH et al., 2015,
2018c)

No estudo realizado por Singh et al. (2018b), foi sequenciado o espécime tipo do

género Maronina (M. australiensis), e as analises mostraram que ndo ha uma relagdo
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filogeneticamente estreita entre o tipo e as espécies atualmente descritas em Protoparmelia

e Maronina.. Neste caso, 0s autores entdo sugeriram o novo género Neoprotoparmelia para

acomodar as espécies.

3 METODO

3.1 Areas de coleta

Figura 1 Mapa de localizagdo com os Estados de origem dos espécimes estudados em cor escura.
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Parte do material estudado j& havia sido coletado nos estados do Rio de Janeiro,

Tocantins e Pernambuco, e novas coletas foram realizadas em Sergipe, Pernambuco e

Paraiba. Os espécimes estudados foram provenientes das seguintes areas:

Tabela 1. Locais de coleta.

(Continua)

Bioma Area Estado
Caatinga Monumento Natural Grota do Angico, Poco Redondo Sergipe

(9°39'43" S, 37°40'18" O)
Caatinga Povoado Niterdi, Porto da Folha (9° 46' 00" S, 37° 25'59" O)  Sergipe
Caatinga Parque Nacional Vale do Catimbau, Buique (8° 30'57" S, 37°  Pernambuco

20'59" 0)
Caatinga Reserva Particular do Patrimdnio Natural Fazenda das Almas,  Paraiba

Sédo José dos Cordeiros (7°28°15”S, 36°53°517°0)
Cerrado Municipio de ltaguatins, (5°44'58"S, 47°32'24"0) Tocantins
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Tabela 1. Locais de coleta.
(Conclusdo)

Mata Avrea de Preservagio Ambiental Sirinhaém, Sirinhaém Pernambuco
Atléantica -

Mangue

Mata Reserva Biolégica de Pedra Talhada, Quebrangulo (9°15'S Alagoas
Atlantica 36°25'35" O)

Mata Parque Nacional de Itatiaia, Itatiaia, Est. Agulhas Negras (22° 22' Rio de Janeiro
Atlantica 31" S, 44° 39' 44"0)

Fonte: A autora
3.2 Coleta e processamento do material liquénico

Em cada area foram realizadas coletas durante quatro dias. Foi utilizada a técnica de
coleta oportunista (CACERES et al., 2008; SIPMAN et al., 1996). Este método consiste na
coleta em arvores selecionadas ao longo das principais trilhas dentro dos fragmentos da
floresta, bem como penetrar na vegetacdo, quando possivel, com base na analise e
visualizacdo dos talos liquénicos, (CACERES et al., 2008). Os talos liquénicos foram
coletados com auxilio faca e martelo para remocéo do liquen e parte do substrato, por serem
liquens crostosos, depositando cada amostra em sacos de papel com a identificacdo de local e
data de coleta.

As amostras foram levadas ao Laboratério de Liquenologia da Universidade Federal de
Sergipe, prensadas e secas em temperatura de 27° C por uma semana, em prensa botanica. Em
casos de expedicOes de coleta a regides mais distantes, a secagem e prensagem das amostras
foram feitas em campo. Apos secagem, cada amostra foi colada em papel cartdo de 15%9 cm
para confeccdo da exsicata, registrando-se local e data de coleta no canto inferior direito,

assim como o numero do coletor no canto inferior esquerdo.

3.3 ldentificacdo das espécies de liquens

Para a analise macroscopica, foram observadas: forma de crescimento do liquen, cor,
forma e superficie do talo, presenca, tipo e forma de estruturas reprodutivas sexuadas
(ascomas) e assexuadas (sorédios e isidios).

Para a observagdo microscopica do material coletado foram feitos, com o auxilio de
estereomicroscopio, cortes a méo livre com ldminas de ago dos apotécios e, quando
necessario, de estruturas como sorédios e isidios, e do talo liquénico. Os cortes foram
postos entre lamina e laminula em agua destilada e observados no microscopio optico o
tipo de ascosporos (cor, tamanho, septacdo), metabolitos secundéarios, entre outros
caracteres. Para a observagdo de reacbes quimicas com determinados compostos

secundarios do fungo liquenizado aplicou-se uma ou duas gotas de solucdo aquosa de
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hidréxido de potéssio (KOH) a 10% a preparagdo. A solucdo de Lugol a 2% foi utilizada
para verificar a reacdo amildide (acinzentada, azulada ou violacea) ou dextrindide
(marrom-avermelhada) das paredes dos ascos e ascosporos, das hifas e de outras
microestruturas no himénio. Foi aplicada luz ultravioleta, para verificar a presenca de
substancias liquénicas que florescem na presenca de UV. Os metabdlitos secundarios
foram analisados por meio da técnica de cromatografia em camada delgada (TLC),
utilizando o sistema de solvente C (tolueno e acido acético) seguindo a metodologia
exposta em White e James (1985), Orange et al. (2001), Hiineck e Yoshimura (1996).

Para a identificagdo do material estudado, foram utilizados principalmente os
trabalhos de Céceres (2007) e Liicking (2009). A nomenclatura foi atualizada apds consulta

as bases de dados on-line Index Fungorum (www.indexfungorum.org). Colecbes de

referéncia foram depositadas no herbario ISE e URM.

3.4 Extracdo, purificagdo e sequenciamento de DNA

Apbs a coleta dos liquens e processamento das amostras, pequenos fragmentos dos
ascomas frescos ou previamente congelados foram retirados com o auxilio de lamina de
aco e pinga previamente limpos com alcool 70%, e recolhidos em microtubos de 1,5 mL e
armazenados em freezer (-20 °C) até a extracdo do DNA.

Foi usado o Kit de extracdo de DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
seguindo o protocolo de extracdo de DNA para tecidos vegetais, com apenas uma alteracao
no volume da solucdo de reidratacdo que foi de 50 pL. Apos, foi utilizado um
espectrofotdmetro para quantificar o DNA, seguindo as especificaces do aparelho e, em
seguida o DNA foi acondicionado em Freezer a (-20 °C) até seu uso em reacGes de PCR
(Polymerase Chain Reaction). O kit utilizado para obter o DNA amplificado foi o
REDEXxtract-N-Amp Plant PCR da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA)
seguindo as especificagfes do fabricante. Foram obtidos amplificados das regides do
Espacador interno transcrito (ITS) e Pequena Subunidade Mitocondrial (mtSSU),
utilizando combinagdes de primers fungicos adequados (NELSEN et al., 2012). Para a
regido ITS foram utilizados os pares de primers ITS1f (GARDES; BRUNS, 1993) e ITS4a
(Larena et al., 1999); para mtSSU - mrSSU1(VILGALYS; HESTER, 1990) e MSU7
(ZOLLER etal., 1999).

As condigOes de ciclagem para as reacbes de PCR foram as seguintes: mtSSU -
desnaturacéo inicial de 10 min a 95°C, seguido de 34 ciclos de 45s a 95°C, 45s a 50°C,

1min 30s a 72°C, e uma extensdo final de 10 min a 72°C; ITS — desnaturacdo inicial de 5


http://www.indexfungorum.org/
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min a 95°C, seguido de uma fase de 10 ciclos — 30s a 95°C, 30s a 66°C, 1 min30s a 72°C;
segunda fase de 34 ciclos - 30s a 95°C, 30s a 56°C, 1 min30s a 72°C.

O resultado da amplificacéo foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 2% e
os produtos das amplificacdes foram purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up e enviados para sequenciamento no Laboratério de Genética da UFPE
(Universidade Federal de Pernambuco). Todos os procedimentos, desde extracdo até envio
das amostras, foram realizados no Laboratdrio de Genética Molecular e Biotecnologia da

Universidade Federal de Sergipe.

3.5 Alinhamento das sequéncias e andlise filogenética

As sequéncias obtidas foram alinhadas com as sequéncias recuperadas do GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), respectivamente com o auxilio do programa
MAFFT 7 (KATOH et al., 2009; KATOH, 2013) e editadas usando o programa BioEdit
7.2.0 (Hall 1999). A caracterizagdo molecular final foi realizada com a avaliagdo
filogenética e construcdo de filogramas usando méaxima verossimilhanca (MV) no
RAXML-HPC BlackBox v8.1.11 na plataforma Cipres Scientific (MILLER et al., 2010;
STAMATAKIS, 2014). A arvore obtida foi visualizada por meio do programa Figtree.



4 RESULTADOS
4.1 Biodiversidade e quimica de Lecanora e Neoprotoparmelia

Foram obtidas 300 amostras nas coletas e analisado o material tipo presente nos
herbarios H e M dos espécimes identificados como Neoprotoparmelia multifera.
Com isso, 28 espécies foram identificadas (Tabela 2). Destas, seis pertencem ao
género Neoprotoparmelia (SANTOS et al. 2019) e 22 a Lecanora (Figura 2 — 4).
Para o género Lecanora, sdao 10 espécies novas (A — L) (Tabela 2) e nove novos
registros, sendo cinco para Alagoas (L. subimmersa, L. vainioi, L. kalbiana, L.
stramineoalbida); L. hypocrocea, é registrada pela primeira vez para Sergipe e
Alagoas; L. praeferenda para o Nordeste e L. subalbellina para o Rio de Janeiro.
Com a adicdo das novas espécies, O nimero de Lecanoras registradas no Brasil
passou a ser de 90. Para Neoprotoparmelia, sdo seis novas descri¢des e trés novas
combinagdes, conforme descrito em Santos et al. (2019). A taxonomia dos dois
géneros de certa forma néo é facil, pois os caracteres morfologicos do atual conceito
de espécie (apotecio, tipos de esporos, morfologia do talo, etc.) sdo compartilhados
por muitos dos espécimes encontrados, revelando muitas espécies cripticas, as quais

sdo apenas diferenciadas pela quimica e filogenia.
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Figura 2 - A. Lecanora praeferenda LAS256, B. L. hypocrocina LAS199, C. Lecanora spec. nova LAS205,
D. L. tropica s. lat. LAS127, E. Lecanora spec. nova LAS128, F. Lecanora spec. nov. LAS129. G. L.

subalbellina LAS130, H. Lecanora spec. nov. LAS131.

- ~
L %‘
. % ;
! ”

Fonte: A autora.
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Figura 3. A. Lecanora spec. nov. LAS192, B. Lecanora spec. nov. LAS213, C. L. stramineoalbida LAS219,
D. L. kalbiana LAS221. E. Lecanora spec. hov. LAS226, F. Lecanora spec. nov. LAS266, G. L. hypocrocea
LAS233, H. L. subimmersa LAS269.
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Fonte: A autora.
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Figura 4. A. Lecanora spec. nov. LAS277, B. Lecanora tropica s. lat. LAS282, C. L. vainioi LAS283, D.

Fonte: A autora.

Tabela 2. Taxons identificados nesse estudo e espécimes estudados.

Espécie Origem ITS mtSSU  Ndamero Ndmero de
ISE identificacéo
das
sequéncias de
DNA
Lecanora hypocrocea MONA Grota do Angico, Poco S S 46520 LAS233
Redondo SE
L. hypocrocea REBIo de Pedra Talhada, S S 42608 LAS273
Quebrangulo, AL
L. hypocrocina Povoado Niteréi, Porto da Folha, S - 46527 LAS199
SE
L. hypocrocina MONA Grota do Angico, Poco S S 46535 LAS230
Redondo, SE
L. hypocrocina MONA Grota do Angico, Poco S - 46537 LAS236

Redondo, SE




Tabela 2. Taxons identificados nesse estudo e espécimes estudados.

(Continuagdo)

L. hypocrocina MONA Grota do Angico, Po¢o S S 46542 LAS244
Redondo, SE
L. hypocrocina Povoado Niterdi, Porto da Folha, S - 46540 LAS251
SE
L. hypocrocina Povoado Niterdi, Porto da Folha, S - 46543 LAS252
SE
L. kalbiana REBiIo de Pedra Talhada, S S 42571 LAS221
Quebrangul, AL
L. kalbiana REBIo de Pedra Talhada, S S 42592 LAS268
Quebrangulo, AL
L. praeferenda PARNA Catimbau, Buique, PE S - 46545 LAS167
L. praeferenda PARNA Catimbau, Buique, PE S S 46544 LAS204
L. praeferenda PARNA Catimbau, Buique, PE S S 46538 LAS256
L. stramineoalbida REBiIo de Pedra Talhada, S S 42601 LAS219
Quebrangulo, AL
L. stramineoalbida REBIo de Pedra Talhada, S S 42603 LAS270
Quebrangulo, AL
L. stramineoalbida REBIo de Pedra Talhada, S S 42440 LAS281
Quebrangulo, AL
L. subalbellina PARNA ltatiaia, Est. Agulhas S S 38119b LAS130
Negras, Rio de Janeiro, Brasil
L. subimmersa REBIo de Pedra Talhada, - S 425xx LAS269
Quebrangulo - AL
L. tropica s. lat. Itaguatins, TO S S 40533 LAS127
L. tropica s. lat. REBio de Pedra Talhada, S S 42354 LAS282
Quebrangulo, AL
L. vainioi REBIo de Pedra Talhada, S S 42425 LAS283
Quebrangulo, AL
Lecanora indet. PARNA ltatiaia, Est. Agulhas S S 38119a LAS285
(quimica nédo Negras, Rio de Janeiro, Brasil
realizada)
Lecanora spec. nov.A  PARNA Catimbau, Buique, PE S S 46521a LAS546
Lecanora spec. nov.B PARNA Catimbau, Buique, PE S - 46528 LAS192
Lecanora spec. nov.B MONA Grota do Angico, Poco S - 46533 LAS533
Redondo, SE
Lecanora spec. nov.B MONA Grota do Angico, Poco S - 46522 LAS545
Redondo, SE
Lecanora spec. nov.C APA do Sirinhaém, Sirinhaém, S S 46546 LAS266
PE
Lecanora spec. nov.D PARNA Catimbau, Buique, PE S - 46523 LAS205
Lecanora spec. nov.D PARNA Catimbau, Buique, PE S S 46530 LAS239
Lecanora spec. nov.D PARNA Catimbau, Buique, PE S S 46532 LAS240
Lecanora spec. nov.D PARNA Catimbau, Buique, PE S S 46531 LAS241R
Lecanora spec. nov.E REBio de Pedra Talhada, S S 42602 LAS277
Quebrangulo, AL
Lecanora spec. nov.F RPPN Fazenda Almas, Sao José S S 46539 LASI226
dos Cordeiros, PB
Lecanora spec. nov.G RPPN Fazenda Almas, Sao José S - 46550 LAS213
dos Cordeiros, PB
Lecanora spec. nov.G RPPN Fazenda Almas, Sao José S - 46519 LAS224
dos Cordeiros, PB
Lecanora spec. nov.G PARNA Catimbau, Buique, PE S - 46529 LAS534
Lecanora spec. nov.H PARNA ltatiaia, Est. Agulhas S S 38117 LAS128
Negras, Rio de Janeiro,
Lecanora spec. nov.| PARNA lItatiaia, Est. Agulhas S S 38118 LAS129
Negras, RJ
Lecanora spec. nov.l PARNA ltatiaia, Est. Agulhas S S 38121 LAS132

Negras, Rio de Janeiro, Brasil
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Tabela 2. Taxons identificados nesse estudo e espécimes estudados.
(Conclusdo)

Lecanora spec. nov.J PARNA Itatiaia, Est. Agulhas S S 38120 LAS131
Negras, Rio de Janeiro, Brasil
Lecanora spec. nov.L PARNA ltatiaia, Est. Agulhas S S 38146 LAS284

Negras, Rio de Janeiro,

Neoprotoparmelia PARNA Catimbau, Buique, PE S 46525 LAS216
spec. nov. C-2

Neoprotoparmelia RPPN Fazenda Almas, Sao José S 46524 LAS245
spec. nov. C-2 dos Cordeiros, PB

Neoprotoparmelia PARNA Catimbau, Buique, PE S 46536 LAS530
spec. nov. C-1

Neoprotoparmelia PARNA Catimbau, Buique, PE S 43375 LAS201
spec. nov. C-1

Neoprotoparmelia RPPN Fazenda Almas, S&o José S 43264 LAS249
spec. nov. C-2 dos Cordeiros, PB

Neoprotoparmelia PARNA Catimbau, Buique, PE S 43266 LAS200
spec. nov. C-1

Neoprotoparmelia RPPN Fazenda Almas, Sao José S 43263 LAS198
spec. nov. C-2 dos Cordeiros, PB

Neoprotoparmelia RPPN Fazenda Almas, Sao José S 43620 LAS196
camptotheca comb. dos Cordeiros, PB

nov. A

Neoprotoparmelia PARNA Catimbau, Buique, PE S 43217 LAS264
camptotheca comb.

nov. A

Neoprotoparmelia RPPN Fazenda Almas, Sao José S 46526 LAS246
camptotheca comb. dos Cordeiros, PB

nov. A

Neoprotoparmelia RPPN Fazenda Almas, Sao José S 43436 LAS197
camptotheca comb. dos Cordeiros, PB

nov. A

Neoprotoparmelia PARNA Catimbau, Buique, PE S 43218 LAS259
camptotheca comb.

nov. A

Neoprotoparmelia PARNA Catimbau, Buique, PE S 43528 LAS202
spec. nov. B-1

Neoprotoparmelia PARNA Catimbau, Buique, PE S 43526 LAS255
spec. nov. B-1

Neoprotoparmelia PARNA Catimbau, Buique, PE S 43527 LAS263
spec. nov. B-2

Neoprotoparmelia PARNA Catimbau, Buique, PE S 43529 LAS203
spec. nov. B-2

* S = Sequéncia obtida.
Fonte: Dados da pesquisa.

No que diz respeito aos metabolitos secundarios (tabela 3), foi possivel identificar
18 metabolitos (atranorina, acido alectordnico, acido giroférico, acidos graxos, acido
norstistico, acido ursélico, acido Usnico, acido protocetrarico, boriquinona, codatina,
cloratranorina,  dimetilcodatina, liguexantona,  terpendides,  zeorina, 2-0O-
metilestenosparico, '2-O-metilperlatdlico, a-colatolico).

O composto atranorina foi detectado em todas as amostras de Lecanora, com

excecdo de uma, que apresentou uma quimica incomum, com a presenca de zeorina e



liguexantona.
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Em espécimes de Neoprotoparmelia foram detectados os &cidos

alectoronico, atranorina, protocetrarico, norstistico e graxos.

Tabela 3. Metabolitos secundarios produzidos pelos espécimes estudadas.

Espécies
Lecanora hypocrocea

L.
L.
L.

| i Y S e Y e e e N Y N

hypocrocea
hypocrocina
hypocrocina

. hypocrocina
. hypocrocina
. hypocrocina
. hypocrocina

. kalbiana

. kalbiana

. praeferenda
. praeferenda
. praeferenda
. stramineoalbida
. stramineoalbida
. stramineoalbida
. subalbellina
. subimmersa
. tropica s. lat.
. tropica s. lat.
. Vainioi
Lecanora indet.

Lecanora spec.
Lecanora spec.
Lecanora spec.
Lecanora spec.
Lecanora spec.
Lecanora spec.
Lecanora spec.

Lecanora spec.

Lecanora spec.

Lecanora spec.
Lecanora spec.
Lecanora spec.
Lecanora spec.

Lecanora spec.

nov.A
nov.B
nov.B
nov.B
nov.C
nov.D
nov.D

nov.D

nov.D

nov.E
nov.F
nov.G
nov.G

nov.G

Metabodlitos secundarios

Atranorina, terpenoides
*

*

Atranorina, acido giroférico

Atranorina, acidos graxos,
boriquinona
Atranorina, acidos graxos,
boriguinona
Atranorina, acidos graxos,
boriquinona
Atranorina, cloratranorina
boriquinona
Zeorina, atranorina, terpendides
Zeorina, atranorina, terpendides
Atranorina
Atranorina, acidos graxos
*

Protocetrarico, atranorina
Codatina, atranorina

*

Zeorina, atranorina

*

Zeorina, atranorina

*

Zeorina, atranorina, terpendides
*
Protocetrarico, atranorina
Protocetrarico, atranorina
Protocetrarico, atranorina
Protocetrarico, atranorina
Atranorina, acidos graxos
a-colatélico, alectordnico

Atranorina, ‘2-O-
metilestenosporico
atranorina, '2-O-metilperlatélico,
2-O-metilestenospdrico
Atranorina, ‘2-O-
metilestenosporico
Atranorina, ‘2-O-metilperlat6lico

Atranorina
Atranorina, ursélico, codatina
Atranorina, ursélico, codatina,

Usnico
Atranorina, &cidos graxos

Numero ISE
46520
42608
46542
46527

46535
46537
46541
46540

42571
42592
46545
46544
46538
42601
42603
42440
38119b
425xx
40533
42354
42425
38119a
46521a
46528
46533
46522
46546
46523
46530

46532
46531

42602
46539
46550
46519

46529

Molecular
LAS233
LAS273
LAS244
LAS199

LAS230

LAS236

LAS250

LAS251

LAS221
LAS268
LAS167
LAS204
LAS256
LAS219
LAS270
LAS281
LAS130
LAS269
LAS127
LAS282
LAS283
LAS285
LAS546
LAS192
LAS533
LAS545
LAS266
LAS205
LAS239

LAS240

LAS241R

LAS277
LASI226
LAS213
LAS224

LAS534




Tabela 3. Metabolitos secundarios produzidos pelos espécimes estudadas.

31

(Concluséo).

Lecanora spec. nov.H
Lecanora spec. nov.l
Lecanora spec. nov.l
Lecanora spec. nov.J
Lecanora spec. nov.L

Neoprotoparmelia spec. nov. C-2
Neoprotoparmelia spec. nov. C-2
Neoprotoparmelia spec. nov. C-1
Neoprotoparmelia spec. nov. C-1
Neoprotoparmelia spec. nov. C-2

Neoprotoparmelia spec. nov. C-1
Neoprotoparmelia spec. nov. C-2
Neoprotoparmelia spec. nov. B-1
Neoprotoparmelia spec. nov. B-1
Neoprotoparmelia spec. nov. B-2

Neoprotoparmelia spec. nov. B-2

Neoprotoparmelia camptotheca
comb. nov. A
Neoprotoparmelia camptotheca
comb. nov. A
Neoprotoparmelia camptotheca
comb. nov. A
Neoprotoparmelia camptotheca
comb. nov. A
Neoprotoparmelia camptotheca
comb. nov. A

Atranorina
Atranorina, graxos, boriquinona
Atranorina, dimetilcodatina
Zeorina, liqguexantona

Atranorina, protocetréarico,
Gsnico, cloratranorina
Terpendides, alectordnico

Terpendides, alectordnico
Alectordnico
Terpendides, alectordnico

Atranorina, &cidos graxos,
alectorénico
Alectorénico

Alectorénico
Acidos graxos, alectoronico
Protocetrarico, atranorina

protocetrarico, norstistico, acidos
graxos, alectorbnico
Protocetrarico, graxos,
alectordnico
Alectordnico

Alectorénico

Protocetrarico, atranorina,
alectorénico
Atranorina, protocetrarico,
norstistico, alectordnico
Atranorina, acidos graxos,
alectorbnico

38117
38118
38121
38120
38146

46525
46524
46536
43266
43263

43375
43264
43528
43526
43527

43529

43620

43436

43218

43217

46526

LAS128
LAS129
LAS132
LAS131
LAS284

LAS216
LAS245
LASS530
LAS200
LAS198

LAS201
LAS249
LAS202
LAS255
LAS263

LAS203

LAS196

LAS197

LAS259

LAS264

LAS246

* andlise ndo realizada.
Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 Filogenia

Das 300 amostras foram realizadas 173 extragdes que resultaram em 197

amplificacdes, sendo 168 encaminhados para sequenciamento. Foram obtidas 58 novas

sequéncias da regido ITS (41 Lecanora, 16 Neoprotoparmelia) e 29 da regido mtSSU do

género Lecanora (Tabela 2).

4.2.1 Lecanora

De acordo com os filogramas obtidos das regides ITS e mtSSU (Figuras 5 e 6), as

novas sequéncias tropicais adicionadas formaram novos clados e linhagens diferentes das

ja existentes (Lecanora spec. nov. LAS546, Lecanora spec. nov. LAS277, Lecanora spec.

nov. LAS192, Lecanora spec. nov. LAS266, Lecanora spec. nov. LAS534, Lecanora spec.
nov. LASI226, Lecanora spec. nov. LAS284, L. vainioi LAS283, L. kalbiana LAS221,
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Lecanora spec. nov. LAS241R, L. stramineoalbida LAS219, Lecanora Spec. nov.
LAS131, L. praeferenda LAS256, L. hypocrocea LAS273, L. kalbiana LAS221, L.
hypocrocina LAS251, L. spec LAS285). Desta forma, muitas das identificacGes feitas
previamente, baseadas na morfologia, foram rejeitadas e passaram a ser consideradas como
espécies novas apds posterior analise. Apenas os especimes identificados como Lecanora
tropica, Lecanora spec. nov. LAS128, Lecanora spec. nov. LAS129 e L. subalbellina
LAS130 agruparam com clados preexistentes, muito embora apenas as sequéncias de L.

tropica estejam diretamente relacionadas ao seu clado verdadeiro.

Figura 5. Relagdes filogenéticas do género Lecanora com o marcador molecular Internal transcribed spacer
(ITS).
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Figura 6. RelagBes filogenéticas do género Lecanora com o marcador molecular mitochondrial small subunit
rDNA (mtSSU).
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4.2.2 Neoprotoparmelia
Da mesma forma que para Lecanora, as sequéncias obtidas de Neoprotoparmelia

formaram novos clados e linhagens diferentes conforme descrito em Santos et al (2019).

5 DISCUSSAO

5.1 Diversidade e quimica de Lecanora e Neoprotoparmelia

Sipman e Aptroot (2001) estimaram que havia entre 13.500 a 20.000 espécies de
liguens conhecidas mundialmente, sendo a maior parte das espécies ainda a serem
descobertas estariam nos tropicos e no hemisfério sul. Estudos mais recentes mostram que
0 nimero de espécies ja descritas é de 19.387 (LUCKING et al., 2016). Nos ultimos 11
anos, o grupo de trabalho liderado por Marcela Céaceres, na Universidade Federal de
Sergipe, realizou um namero intensivo de coletas por vérias partes do Brasil, resultando
em cerca de 200 espécies novas para ciéncia, com apenas trés descobertas para 0s géneros
em estudo neste trabalho (ALVES et al., 2014; APTROOQOT et al., 2015, 2018; APTROOT;
CACERES, 2017; APTROOT; CACERES, 2018; CACERES, 2007; CACERES et al.,
2013, 20144, 2014b, 2017; PEREIRA et al., 2018; SOBREIRA et al., 2018).

Desde o registro da primeira espécie feito por Raddi em 1822 no Rio de Janeiro, ao
longo de quase 200 anos, sdo cerca de 80 espécies de Lecanora reportadas para as regides
Sul, Sudeste, Norte, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil em trabalhos, como Krempelhuber
(1876), Vanio (1890), Zahlbruckner (1909b), Guderley (1999), Guderley et al. (2000),
Lumbsch et al. (1996, 1997), Aptroot (2002), Spielmann (2006), Kalb (2008), Lima
(2013), Kaffer et al. (2014a), Caceres et al. (2014c), entre outros. Grande parte das
identificacbes foi feita apenas por morfologia e utilizando um conceito muito amplo de
espécies; com isso, muitas foram alocadas em L. achroa, L. helva, L. caesiorubella, L.
hypocrocina, L. leproplaca, L. leprosa e L. tropica Zahlbr. As identificacbes em
Neoprotoparmelia (anteriormente Maronina e/ou Protoparmelia) seguiam a mesma
perspectiva (CACERES et al., 2014b, 2017b; MENEZES et al., 2011a). Como citado,
muitas espécies foram descobertas nos ultimos anos. Para a Caatinga, por exemplo, foram
aproximadamente 50 novas descri¢des para varios géneros de 2007 a 2016 (ALVES et al.,
2014; MENEZES et al., 2011b; APTROOT et al., 2015; CACERES, 2007, 2013, 2014a,
2014b).

Nesse sentido, os dados gerados no presente trabalho sdo extremamente

significativos e confirmam a hipotese inicial de que ainda ha muitas espécies a serem
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descobertas no Brasil para ambos 0s géneros que, notadamente, possuem espécies
cripticas. E importante enfatizar que as novas espécies identificadas neste trabalho sdo o
resultado dos espécimes recém-sequenciados. Os poucos espécimes tropicais de Lecanora
sequenciados até agora sdo principalmente dos paleotrépicos. E assim como ocorria com
0s espécimes brasileiros, estes foram identificados usando o conceito bastante amplo de
espécies de Lumbsch (1996) e Guderley et al. (1991). Com sequéncias adicionais do
Brasil, descobrimos que algumas das identificacGes de espécies de sequéncias publicadas
no Genbank podem estar erradas, viz. Lecanora vainioi.

Em relacdo aos novos registros, quase todas as espécies sdo novas ocorréncias.
Cinco para Alagoas, todas provenientes de area de Mata Atlantica (L. subimmersa, L.
vainioi, L. kalbiana, L. stramineoalbida, L. hypocrocea). Lecanora subimmersa, havia sido
coletada no Cerrado e na Caatinga; L. stramineoalbida e L. vainioi — na Caatinga
(APTROOT; CACERES, 2018); L. hypocrocea, € registrada pela primeira vez para
Sergipe (Caatinga) e Alagoas (Mata Atlantica), e recentemente foi encontrada na Bahia
(APTROOT; CACERES, 2018); L. praeferenda para o Nordeste — Caatinga; e L.
subalbellina para o Rio de Janeiro — Mata Atlantica, anteriormente coletada em Minas
Gerais e Sdo Paulo por Guderley (1999). Sete espécies novas sdo originarias da Caatinga e
seis da Mata Atlantica, incluindo uma de area de Manguezal.

Em relacdo aos metabolitos secundarios, foram registrados 18 tipos. Detectados e
identificados por meio de cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando o sistema de
solventes C, o qual se mostrou totalmente eficaz para a detecgdo das substancias para 0s
géneros Lecanora e Neoprotoparmelia. Os testes foram realizados em quase todos 0s
espécimes e obtivemos resultados considerados de boa qualidade. O acido Usnico,
conhecido por ter um valor adaptativo para espécies de liquens por promover protecao
contra raios ultravioletas, além de ter um valor taxondmico na separacdo de Lecanoras
tropicais e extratropicais (CULBERSON et al., 1993; BJERKE et al., 2005; MCEVOY et
al., 2006; LUMBSCH et al., 1995; PAPONG et al., 2012), foi detectado em dois espécimes
gue constituem espécies novas, coletadas na Caatinga e na Mata Atlantica,
respectivamente. Outro metabdlito secundario importante na taxonomia é a atranorina,
encontrada em todas as espécies de Lecanora sensu stricto (BRODO, 1984) e foi
encontrada em todos os espécimes analisados, com apenas uma excegao.

O grupo quimico de L. hypocrocina ficou bem delimitado, sendo encontrados os
principais metabo6litos que caracterizam a espécie: atranorina, boriquinona e cloratranorina.

A boriquinona é um metabolito facil de ser identificado e é amplamente usado para definir
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a espécie, ao seccionar o ascoma e tratar com KOH, o hipotécio fica rapidamente roxo
(LUMBSCH, 1996; NASH, 2008). O composto liquexantona detectado em LAS131 é um
metabdlito incomum em Lecanora, sendo relatado anteriormente em L. lichexanthona
(GUDERLEY et al., 2000).

Muitas vezes a Unica forma de prosseguir na identificacdo de um liquen é através
dos metabdlitos secundarios. O espécime LAS285, por exemplo, ndo pode ser identificado
por auséncia de dados a respeito dos metabolitos que produz. Isto confirma a necessidade
de utilizar a caracterizacdo quimica dos espécimes de Lecanora como um critério

taxondmico importante.

5.1.1 Filogenia

O avanco dos estudos utilizando ferramentas moleculares e o aumento na
disponibilidade de sequéncias de DNA, tem resultado em muitas mudancas. Mas tambeém
tem permitido compreender melhor a diversidade dentro de ambos o0s géneros apresentados

nesse estudo. Os dados obtidos, evidenciam claramente isso.

5.2 Lecanora

Lecanora ainda precisa de muitos estudos com uma ampla amostragem de material,
para se tentar estabelecer mais grupos monofiléticos e a relacdo entre eles. As mudancas
tém ocorrido de forma rapida no género, Pérez-Ortega et al. (2010) com base na filogenia,
propuseram uma nova combinacdo, Lecanora filamentosa (Stirt.) Elix & Palice e
descreveram Lecanora schizochromatica. Algum tempo depois, foi visto que em ambos 0s
casos, as espécies ndo poderiam continuar alocadas em Lecanora, com isso Palicella foi
proposto e as espécies realocadas (FLAKUS; PRINTZEN, 2014). Outro exemplo
significativo foi a criacdo do género Myriolecis por Zao et. al (2016), para acomodar

Lecanora dispersa e Arctopeltis.

5.2.1 Clado Tropica

Os espécimes 127-282, eram identificados como Lecanora tropica. O espécime 127
parece uma tipica Lecanora tropica e o 282 pode ser um espécime danificado, assim
podemos classificar esse grupo como L. tropica s.lat.. De fato, também é importante levar
em consideracdo a geografia, pois o clado com os trés acessos do GenBank s&o do Quénia,
Tailandia e Fiji (Paleotrépicos) (SCHOCH et al., 2012).
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Outro fator importante € a utilizacdo do nome tropica. Este é presumivelmente um
nome que foi utilizado como substituicdo por Zahlbruckner (1928) para subcrenulata Nyl.
1889 (ndo Miill. Arg. 1888). No entanto, subcrenulata Nyl. ndo existe, mas é baseado em
subfusca var. subcrenulata Nyl. 1867. Assim, 0 nome de substituicdo de Zahlbruckner esta
correto, porém a distingdo da origem do nome é importante para a tipificagdo. Em 1867,
Nylander inclui apenas dois espécimes da Colémbia, um corticicola e outro saxicola,
enquanto em 1889 ele menciona apenas exemplares da Africa. Logo, o tipo é
definitivamente da América do Sul (Colémbia) e o espécime corticicola foi escolhido
como lect6tipo por Lumbsch em 1993. Com isso, podemos definitivamente chamar 127
tropica s.str., enquanto que o espécime 282 seria Lecanora aff. tropica e as trés sequéncias
GB paleotropicais sdo um taxon diferente para o qual um sinénimo paleotropical de

tropica pode ser aplicado.

5.2.2 Clado Ursolica

Este clado agrupou sequéncias do GenBank identificadas como L. helva, L. achroa
e quatro das novas sequéncias. Trés sequéncias 534, 213 e 224 representam uma nova
espécie com acido ursélico em adicdo a atranorina e codatina. Morfologicamente, 0s
espécimes apresentam um disco amarelo com margem branca bastante crenulada. A outra
sequéncia 266, também uma espécie nova, morfologicamente poderia ser confundida com
L. achroa, mas sua posicao filogenética deixa claro que se trata de outra espécie. Ambos
espécimes poderiam facilmente, pela morfologia, ser identificados erroneamente como L.
helva, L. achroa e/ou L. leprosa. Quase todo material coletado no Brasil referente a essas
espécies foi identificado apenas por morfologia comparativa, isso abre um precedente de
que pode haver muitas identificacdes equivocadas e um numero substancial de espécimes

que podem ser novas para a ciéncia.

5.2.3 Clado Parahelva

Nesse clado foram formados trés subgrupos. O primeiro é formado por quatro
sequéncias 205 — 239 - 240 — 241R, pertencentes a uma nova espécie com uma morfologia
proxima aos caracteres relacionados com Lecanora helva. As sequéncias geradas se
agruparam de forma consistente, com um alto valor de suporte. Porém, muito distante
filogeneticamente das trés sequéncias identificadas como L. helva disponiveis no GenBank,
originarias da Tailandia e Fiji. O tipo de L. helva é da Africa e esta espécie ndo possui

muitos sindnimos. N&o sendo possivel inferir se ha ou ndo erro de identificagéo, nos dados
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disponiveis, propomos uma nova espécie para acomodar as novas sequéncias brasileiras.
Semelhante ao que ocorreu no Clado Ursolica, nas identificagcdes de L. helva das coletas
brasileiras foram empregados apenas caracteres morfoldgicos. A filogenia desse grupo
deixa claro que apenas a morfologia ndo é eficaz na identificacdo e separacao das espécies.
Os outros dois subclados serdo discutidos a seguir, no grupo das espécies de hipotécio

escuro.

5.2.4 Clado Hipotécio

Este clado é formado por espécies de hipotécio escuro, uma caracteristica que é
exclusivamente observada em liquens tropicais, sendo grande parte dessas espécies
encontradas na América do Sul (LUMBSCH et al., 1996). Sdo 16 espécies que se alocaram
em clados proximos, todos eles posicionadas em ramos bem suportados, discutidos a
sequir:

O subclado Stramineoalbida é formado por trés tdxons - 219, 270 e 281, com
morfologia, filogenia e quimica bem definidos para L. stramineoalbida. Essa espécie
possui apotécios bem caracteristicos, de até 1,3 mm de didametro, com discos amarelados a
alaranjados-marrons e por vezes, cinza-escuros, e uma margem proeminente, inteira,
flexuosa a verrucosa. As principais substancias anteriormente detectadas séo a atranorina,
acido 2'-O-metilperlatdlico, cloroatranorina, acido 2'-O-metilestenosporico (LUMBSCH et
al., 1996; SLIWA et al., 2014). Em um levantamento realizado na Bolivia, Sliwa et al.
(2014) registraram essa espécie pela primeira vez para a América do Sul; no material
examinado, os autores encontram vestigios de acido Usnico, além de atranorina e acido 2'-
O-metilperlatdlico, e acreditam que devido a cor palida de seus discos, do apotécio, e sua
quimica, L. stramineoalbida pode ser confundida com L. helva, porém esta ultima difere
em ter um hipotécio hialino (SLIWA et al., 2014). Os espécimes analisados nesse trabalho
apresentam atranorina, codatina e &cido protocetrarico. Outra sequéncia, a 277, gerada
nesse trabalho, & uma nova espécie, irma de L. stramineoalbida apesar de se posicionar em
um clado um pouco distante, pois apresenta a quimica (atranorina, acido 2'-O-
metilperlatolico) e a morfologia caracteristica da espécie, com excecdo da margem do
apotécio que, nessa, € extremamente regular, diferindo da margem caracteristica de L.
stramineoalbida.

No préximo clado, as sequéncias foram agrupadas com L. alboflavida. Porém, ao
comparar as morfologias, foi visto que 128, 129 e 132 apresentam uma morfologia similar,

mas se dividem em duas linhagens distintas com L. alboflavida entre elas. Assim, fica
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evidente que sdo duas espécies novas e distintas, 129 e 132 sendo a mesma espécie, e 128
outra espécie, todas com o hipotécio escuro.

O espécime 131 € uma espécie nova, com evidéncias tanto quimicas como
filogenéticas. A amostra se posicionou em um ramo distinto dos demais, e apresenta uma
quimica Unica, com a presenca de xantonas. L. hypocrocina formou um grupo consistente
com alto valor de suporte, assim como Lecanora hypocrocea. Dentro do grupo de espécies
de hipotécio escuro, foi formado um subclado com trés sequéncias de amostras com
hipotécio palido, morfologicamente identificadas como Lecanora praeferenda 167, 204 e
256.

5.2.5 Clado Vainioi

Grande parte do material utilizado nesse trabalho é corticola, mas existem algumas
amostras saxicolas, todas de Alagoas, e se agrupam na filogenia. O clado diz respeito as
espécies identificadas como L. kalbiana, L. vainioi e L. subimmersa. Juntas formam um
grupo bem definido (Figura 6). A relacdo entre estas espécies ndo estd totalmente
resolvida. A morfologia destes taxons é bastante diferente, e especialmente a presenca de
L. subimmersa dentro deste aglomerado é morfologicamente surpreendente, pois é uma
espécie muito caracteristica, sem margens do apotécio claras e com discos planos a
cdncavos que estdo no mesmo nivel do talo.

Neste clado, é possivel perceber e esclarecer um possivel erro de identificacdo. A
espécie depositada no Genbank como Lecanora vainioi JN943717 e JN943716 ndo se
agrupou a sequéncia de L. vainioi gerada aqui. E provavel que as sequéncias do banco de
dados sejam de uma espécie nova ou outra Lecanora, pois o tipo de L. vainioi foi descrito
baseado em um espécime de habito saxicola do Brasil, e as duas espécies do GenBank sao
da Tailandia. O espécime brasileiro de L. vainioi identificada neste trabalho possui as
caracteristicas morfoldgicas e quimicas de acordo com o especime tipo brasileiro.

A sequéncia 226 € uma nova espécie, e parece formar um grupo irmdo com as
sequéncias geradas de L. kalbiana, L. vainioi e L. subimmersa. Esta espécie possui a

margem do apotécio do tipo crenado, disco marrom e atranorina como quimica principal.

5.2.6 Clado Caesiorubella
As espécies apresentadas aqui como Lecanora caesiorubella possuem problemas
em algumas definigdes, pois morfologicamente sdo muito parecidas, porém a filogenia

indica espécies diferentes. De acordo com os acessos do GenBank de caesiorubella, estes
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sdo dos EUA e da Austrélia. A espécie tipo é da América do Norte (EUA). O espécime 284
possui a tipica morfologia de caesiorubella, porém apresenta uma nova quimica, desta
forma sera descrito como nova espécie. Ja os espécimes 192, 533 e 545 sdo cinza-claros,
areolado em vez de talo farinoso, distintamente amarelo claro, também descritos como
novas especies. E, por Gltimo, o espécime 546 também diferente pelas distintas margens
amareladas, muito irregulares, e apotécio muito menor, sendo considerado nova espécie. A
quimica de Lecanora caesiorubella é extremamente varidvel, com acido atranorino,
connorstictico conprotocetrarico, norstictico, protocetrarico, acido salazinico, stictico,
virénsico, entre outros (NASH, 2008).

5.3 Neoprotoparmelia

Por meio das sequéncias obtidas da regido ITS foi possivel construir o filograma
(Figura 8). Os espécimes analisados possuiam morfologia similar a de Maronina multifera,
segundo critérios mencionados por Hafellner & R.W. Rogers (1990) e Céceres (2007).
Porém a anéalise morfoldgica e quimica do lectotipo e do ITS mostrou que se tratava de
especimes de espécies diferentes, conforme descrito em Santos et al. (2019). O extinto
género Maronina foi novamente restabelecido por Divakar, (2017) para abrigar espécimes
tropicais, anteriormente alocadas em Protoparmelia. Recentemente, Singh et al. (2018b)
observaram que as espécies tropicais e subtropicais de fungos liquenizados ndo poderiam
ser circunscritas em Protoparmelia ou Maronina, e com isso, foi necessario estabelecer o
novo género Neoprotoparmelia.

As sequéncias obtidas nesse trabalho se distribuiram na arvore de forma a
apresentar uma relacdo com o novo género recentemente estabelecido por Singh et al.
(2018), formando trés clados (A — C), um com apenas uma espécie e dois com duas

espécies intimamente relacionadas conforme descrito em Santos et al. (2019).

5.3.1Clado A

Os espécimes do primeiro clado (A) ficaram agrupados de modo separado e bem
suportado e ndo estdo relacionados com nenhuma sequéncia disponivel no GenBank. Essa
especie, muito provavelmente, seria erroneamente identificada morfologicamente como N.
multifera por possuir ascos multiesporados com a quantidade de esporos semelhantes.
Porém diferem claramente na filogenia. Como relatado em Santos et. al (2019), a
comparagdo com o material do tipo revelou que esse clado é especifico com o tipo de

Lecanora camptotheca Fée do Rio de Janeiro, que ja havia sido identificado anteriormente
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como sinénimo de N. multifera (Staiger & Kalb 1995: 132). Foi, portanto, introduzida
como nova combinacdo, Neoprotoparmelia camptotheca que € caracterizada por ascos de
32 esporos, acido alectorénico, com a base do apotécio palida e negativa em K e apotécio

com margem espessa e lisa e disco marrom-arroxeado escuro.

5.3.2Clado B

Assim como nos demais clados formados na arvore, 0s especimes sequenciados
formaram um grupo distinto, bem suportado e sem uma relacdo filogenética direta com
nenhuma outra sequéncia do banco de dados. O Clado B foi formado por duas novas
espécies de Neoprotoparmelia, bem definidas pela quimica, morfologia e filogenia e,

foram descritos em Santos et. al (2019).

53.3Clado C

As sete novas sequéncias foram agrupadas em um clado com trés sequéncias do
GenBank que sdo de espécimes coletados no Brasil. O clado (C) consiste em dois
subclados (C-1, C-3) e uma classe (C-2), com os subclados C-1 e C-2 reciprocamente
monofiléticas, mas o subclado C-3 aninhado dentro da classe C-2; todos os subclados
apresentam um alto valor de suporte. Assim, como os demais espécimes analisados, a
morfologia os colocaria em Maronina. Com a extin¢do do género por Papong et. al (2011),
0s espécimes passaram a ser identificados em Protoparmelia, género restabelecido por
Divakar (2017) para abrigar espécimes tropicais. A criagdo de Neoprotoparmelia por Singh
et al. (2018), o uso combinado da morfologia, metabdlitos secundarios e DNA por Santos
et. al (2019) nos novos espécimes e nos especimes das sequéncias do genbank, além da
revisao feita no material tipo disponivel nos herbarios M e H, possibilitou a descoberta de

caracteres que os diferencia dos taxons disponiveis.

6 CONCLUSOES

- A diversidade de Lecanora e Neoprotoparmelia é subestimada no Brasil;

- Lecanora helva, L. achroa e L. leprosa s6 podem ser identificadas corretamente com pelo
menos o auxilio da quimica e da morfologia;

- O género Neoprotoparmelia possui uma grande diversidade criptica conforme descrito
em Santos et al. (2019).
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- Os metabolitos secundarios de Lecanora sdo importantes critérios taxonémicos para a
classificagdo no grupo.

- A combinacéo das analises morfoldgicas, quimicas e moleculares torna o processo de
identificacdo dos espécimes dos géneros analisados mais rapido e eficiente.

- A inser¢do de novas sequéncias tropicais evidenciou novas linhagens e melhorou a

delimitag&o de alguns clados e de novas espécies.
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