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RESUMO

Os liquens, associagbes simbidticas entre fungos (micobiontes) e algas ou cianobactérias
(fotobiontes), apresentam ampla distribuicdo geografica e sao reconhecidos como
bioindicadores ambientais. O género Ramalina (Ramalinaceae, Ascomycota) inclui cerca de
230 espécies que formam liquens fruticosos globalmente, sendo 29 delas registradas no
Brasil, com maior concentragdo nas regides Sudeste e Sul. Este trabalho investigou a
representatividade das espécies de Ramalina do Brasil no banco de dados GenBank,
especificamente da regido ITS do DNA ribossomal, DNA barcode universal dos fungos. O
levantamento identificou que apenas 41% das espécies registradas para o Brasil possuem
sequéncias de ITS disponiveis no GenBank. Dessas, somente 28% possuem sequéncias de
ITS produzidas a partir de espécimes coletados no Brasil, evidenciando uma lacuna
significativa de representatividade. Os resultados indicaram que algumas espécies
apresentam grande divergéncia entre sequéncias produzidas a partir de espécimes
coletados no mesmo pais e em paises diferentes, indicando que entre as sequéncias
homdnimas (identificadas como a mesma espécie no GenBank), ha provavelmente espécies
diferentes.. Por exemplo, Ramalina celastri apresentou apenas 83,2% de identidade média
(16,8% de divergéncia) entre sequéncias brasileiras e norte-americanas. Essa discrepancia
entre a espécie atribuida para o espécime e a identidade genética pode ser devida a erros
de identificacdo, a presenca de complexos de espécies, e até mesmo a existéncia de
espécies cripticas (fenotipicamente indistinguiveis, porém evolutivamente independentes).
Como conclusao, constatou-se uma representatividade insatisfatéria de sequenciamentos de
DNA barcodes de espécies do género Ramalina presentes no Brasil, 0 que praticamente
inviabiliza o uso da técnica como ferramenta auxiliar para a identificagcdo de espécimes
brasileiros. Além disso, ficou claro que nem todos os dados registrados no GenBank
correspondem, de fato, as espécies relatadas. Dessa forma, fica evidente a necessidade da
criacdo de um banco de DNA barcodes local, feito com espécimes brasileiros identificados
por especialistas, para que essas sequéncias sirvam de referéncia para ndo especialistas

conseguirem identificar espécimes desse género por meio do DNA barcoding.

Palavras-chave: Liquens, Ramalina, GenBank, ITS.



ABSTRACT

Lichens, symbiotic associations between fungi (mycobionts) and algae or cyanobacteria
(photobionts), have a wide geographic distribution and are recognized as environmental
bioindicators. The genus Ramalina (Ramalinaceae, Ascomycota) includes approximately 230
species that form fruticose lichens worldwide, 29 of which are recorded in Brazil, with a
higher concentration in the Southeast and South regions. This study investigated the
representativeness of Ramalina species from Brazil in the GenBank database, specifically
the ITS region of ribosomal DNA, the universal DNA barcode of fungi. The survey identified
that only 41% of the species recorded for Brazil have ITS sequences available in GenBank.
Of these, only 28% have ITS sequences produced from specimens collected in Brazil,
evidencing a significant gap in representativeness. The results indicated that some species
present significant divergence among sequences produced from specimens collected in the
same country (and in different countries), suggesting that there are probably different species
among the homonymous sequences (identified as the same species in GenBank). For
example, Ramalina celastri presented only 83.2% average identity (16.8% divergence)
between Brazilian and North American sequences. This discrepancy between the species
attributed to the specimen and the genetic identity may be due to identification errors,
species complexes, and even cryptic species (phenotypically indistinguishable but
evolutionarily independent). In conclusion, an unsatisfactory representation of DNA barcode
sequences of species of the genus Ramalina present in Brazil was found, which practically
makes using the technique as an auxiliary tool for identifying Brazilian specimens unfeasible.
In addition, it became clear that not all data registered in GenBank correspond to the
reported species. Therefore, it is clear that there is a need to create a local DNA barcode
database made with Brazilian specimens identified by experts so that these sequences can
serve as a reference for non-experts to identify specimens of this genus through DNA

barcoding.

Keywords: Lichens, Ramalina, GenBank, ITS.
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Introducgao

Os liquens s&o compostos por organismos simbiodticos que incluem fungos,
chamados micobiontes, associados as algas verdes e/ou cianobactérias, que possuem o
papel de fotobiontes. Possuem uma relacido mutualista que confere a esses simbiontes a
capacidade de sobreviver em diferentes regides geograficas ou substratos (Allen; Lendemer,
2022). O género Ramalina Ach., pertencente a familia Ramalinaceae (Ascomycota), séo
liguens com habito de crescimento fruticoso, sdo amplamente distribuidos, e possuem cerca
de 230 espécies conhecidas (Lucking et al., 2017).

Espécies do género podem ser encontradas em diversos ambientes, variando dos
polos frios aos desertos mais quentes do mundo, caracteristica que confere a elas uma
grande representacdo geografica (Gumboski, 2016). Um atributo desses liquens € a alta
percepcao do ambiente ao seu redor, tornando-os 6timos bioindicadores, o que os leva a
serem utilizados em estudos focados em alteracbes ambientais com certa frequéncia. No
Brasil sdo conhecidas cerca de 29 espécies de Ramalina, distribuidas principalmente nas
regides Sul e Sudeste (21). Esse cenario reflete a desigualdade nas pesquisas e aponta a
necessidade de explorar areas pouco estudadas, tais como a regido Centro-Oeste, a fim de
melhorar o conhecimento sobre o género no pais (Gumboski, 2016).

Uma forma de identificacdo molecular pode ser dada pela regido ITS (/nternal
Transcribed Spacer) do DNA ribossomal é amplamente empregada em analises
filogenéticas de fungos, incluindo os liquenizados. Essa regiao consiste em duas sequéncias
espacadoras, ITS1 e ITS2, localizadas entre os genes que codificam os RNAs ribossomais
18S, 5.8S e 28S (Leavitt et al.,, 2015; Schoch et al.,, 2012). Sua alta variabilidade entre
algumas espécies a torna uma ferramenta valiosa para diferenciagdo taxonémica. Além
disso, a regido ITS apresenta facilidade de amplificacdo e sequenciamento com primers
universais, caracteristicas que a tornam amplamente utilizada na delimitacdo de espécies.
Essas caracteristicas tornam este o marcador de DNA mais utilizado em analises
moleculares e taxonémicas de fungos liquenizados (Leavitt et al, 2015; Schoch et al., 2012).

Para fungos de uma maneira geral, o banco de dados online UNITE (User-friendly
Nordic ITS Ectomycorrhiza database, https://unite.ut.ee/index.php) desempenha um papel
essencial no estudo de espécies utilizando a regido ITS como marcador genético para
identificar organismos (atualmente sua abrangéncia inclui sequéncias de fungos de
diferentes regides do mundo). As sequéncias no UNITE s&o frequentemente revisadas e
agrupadas em unidades taxondmicas operacionais (OTUs) ou espécies hipotéticas (SHs)
com base na similaridade genética. Este sistema é projetado para propor "hipéteses de
espécies", que incluem tanto espécies ja conhecidas e formalmente descritas quanto

espécies ainda nao reconhecidas pela ciéncia. Por meio de ferramentas moleculares


https://unite.ut.ee/index.php

avancgadas, o UNITE facilita a identificagdo e a classificacdo de espécies. (Abarenkov et al.,
2023).

O uso da regiao ITS do DNA ribossomal tem se mostrado fundamental em estudos
sobre o género Ramalina, abrangendo desde a descricao de novas espécies até a analise
de complexos filogenéticos. Estudos recentes destacam sua utilidade na delimitacdo de
espécies como Ramalina fleigiae, descrita com base em uma abordagem integrativa que
inclui dados moleculares, sugerindo relagbes préximas com R. laevigata e distingbes de
outras espécies semelhantes morfologicamente (Gumboski et al., 2018). Além disso,
filogenias baseadas em ITS tém sido empregadas para diferenciar linhagens evolutivas,
como observado em R. ovalis e R. siliquosa (Hayward et. al, 2014). Embora eficaz no
diagnostico de espécies, a regiao ITS apresenta limitagdes na resolugao de ramos internos
mais profundos, refletindo a complexidade evolutiva do género, como evidenciado em
estudos do grupo de espécies R. farinacea (Moya et. al 2023). Dessa forma, a combinacao
de ITS com outros marcadores moleculares e dados morfoldgicos, quimicos e ecologicos
tem se mostrado uma boa estratégia para aprimorar a delimitagdo e compreensao

filogenética dentro de Ramalina (Moya et. al 2023).

Objetivos
Geral
Avaliar a disponibilidade e a representatividade de sequéncias de DNA

barcodes das espécies de Ramalina com ocorréncia no Brasil no GenBank.

Especificos

Avaliar a existéncia de mais de uma linhagem (possivelmente, mais de uma
espécie) entre as sequéncias hombnimas;

Analisar a variagdo na % de identidade (%ID): (I) entre sequéncias
hombnimas produzidas a partir de espécimes coletados no mesmo pais; (Il) entre
sequéncias homoénimas produzidas a partir de espécimes coletados em paises

diferentes.



Material e Métodos
Levantamentos floristicos e molecular
Primeiro, foi realizado o levantamento da diversidade de espécies do género
Ramalina presentes no Brasil (Tabela 1) por meio da revisdo da tese de doutorado de
2016,

(Ascomycota liquenizados, Ramalinaceae)” e da lista de espécies de Aptroot et al., 2024

Gumboski, intitulada “Estudos taxondmicos em espécies de Ramalina Ach.

“The Brazilian lichen checklist: 4,830 accepted taxa constitute a country-level world record”

(submetido na revista The Bryologist).

Tabela 1. Lista de espécies de Ramalina encontradas no Brasil e seus respectivos estados

de ocorréncia.

Espécies Estado

Ramalina anceps Nyl. RS, SC e SP

Ramalina asahinae W.L. Culb. & C.F. Culb. SCeSP

Ramalina aspera Rasanen MG, MS, PE, RS, SC e SP
Ramalina calcarata Krog & Swinscow ES, MG e SP

Ramalina camptospora Nyl. ES, MG, PR, RS e SC
Ramalina canalicularis (Nyl.) Kashiw. PR

Ramalina celastri (Spreng.) Krog & Swinscow ES, MG, PR, RJ, RS, SC e SP
Ramalina cochlearis Zahlbr. ES, MG e RS

Ramalina complanata (Sw.) Ach. BA, ES, PE, PR, RS, SC e SE
Ramalina continentalis Malme MS e MT

Ramalina dendriscoides Nyl. PR, RS e SC

Ramalina dendroides (Nyl.) Nyl. MG, PRe SC

Ramalina exiguella Stirt. RS e SC

Ramalina fleigiae Gumboski, Eliasaro & L.M. Silveira RS

Ramalina gallowayi Kashiw., T.H. Nash & K.H. Moon MG

Ramalina gracilis (Pers.) Nyl. ES, PR, RJ, SC e SP
Ramalina grumosa Kashiw. MG, SP e RS

Ramalina kashiwadanii Gumboski, Eliasaro & R. M. Silveira [RS

Ramalina lacera (With.) J.R. Laundon RS

Ramalina laevigata Fr. RS




Tabela 1. Continuacao

Espécies Estado

Ramalina peruviana Ach. PE, PR, RJ, RS, SC, SE e SP
Ramalina prolifera Taylor RS e SC

Ramalina puiggarii Mull. Arg. MG, RS, SC e SP

Ramalina pusiola Mill. Arg. PR, RS e SC

Ramalina rectangularis Nyl. BA

Ramalina sorediosa (B. de Lesd.) Landron PE, PR, SC, SE e SP
Ramalina sprengelii Krog & Swinscow PR, RS, SC e SP

Ramalina subpollinaria Nyl. PE, SC, SE e SP

Ramalina usnea (L.) Howe ES, PE, PR, RS e SC

A busca de sequéncias genéticas de espécies brasileiras levantadas foi feita no
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) usando como palavras-chave o nome de
espécie seguida pelo termo “Internal transcribed” (em referéncia ao nome da regiao ITS em
inglés, internal transcribed spacer). Além das sequéncias, também foram obtidas
informacdes (metadados) associadas a publicagdo dessas sequéncias, como autor(es), pais
de origem, identificacdo da submissdo e ano. Em cada busca, dois formatos de arquivos
foram baixados do GenBank, sendo eles: TinySeq.XML e INSDSeq.XML. O formato TinySeq
foi modificado em uma planilha e transformado em um arquivo .FASTA para posterior

alinhamento das sequéncias.

Identificagdo molecular

Os alinhamentos foram feitos por espécie, utilizando o plugin MAFFT v7.017 (Katoh
et al., 2002) do aplicativo Geneious® 7.1.3., onde foram usados 0s seguintes parametros:
Scoring matrix 200PAM / k=2, Gap open penalty 1.53, Offset value 0.123. Além disso, os
termos “preserve original sequence order’ e “automatically determine sequences direction”
foram selecionados. Foi gerada a matriz de identidade no Geneious, onde, para as espécies
com mais de uma sequéncia disponivel no GenBank, foi usado um limiar de até 3% de
divergéncia para assumir que pertencem a mesma espécie ou, pelo menos, ao mesmo
complexo de espécies. Seguindo Liicking et al. (2020), Moncada et al. (2020) e Leavitt et al.
(2021), as sequéncias foram classificadas como "mesma espécie" quando os valores de ID
foram = 99%; como "complexo de espécies" quando os valores de ID variaram de 97 a 98%;

e como ‘"incompativel" quando os valores de ID foram < 97%. Os valores foram


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/

considerados para estimar a diversidade de espécies entre sequéncias homobnimas. Foram
estimadas a variagdo da identidade (valores maximos e minimos), além da identidade
média, entre as sequéncias hombnimas e, quando possivel, entre sequéncias de espécimes
do mesmo pais.

Os metadados de cada sequéncia foram obtidos a partir do arquivo INSDSeq, o qual
foi usado para gerar uma tabela dindmica (no Excel). Os dados obtidos foram: numero de
acesso Unico, a sequéncia completa e o comprimento, o nome cientifico do organismo de
origem, pais de coleta e realizagcdo de sequenciamento. Além disso, o arquivo contém
informacdes bibliograficas, como publicacbes associadas a sequéncia, autores responsaveis

pela submissao e instituicdes ou projetos relacionados.



Resultados e discussao

Das 29 espécies do género Ramalina registradas no Brasil, somente 12 (41%)
possuiam sequéncias da regiao ITS disponiveis no GenBank (Tabela 2). Essas sequéncias
foram associadas a espécimes coletados em 15 diferentes paises, € que apenas 8 espécies
registradas no Brasil (28%) possuem sequéncias de espécimes brasileiros disponiveis.

A distribuicao da origem dos espécimes sequenciados foi: Brasil (32 sequéncias de 8
espécies), Espanha (30 sequéncias de 1 espécie), China (12 sequéncias de 3 espécies),
Estados Unidos (11 sequéncias de 3 espécies), Nova Zelandia (19 sequéncias de 1
espécie), Coreia do Sul (5 sequéncias de 1 espécie), Africa do Sul (5 sequéncias de 2
espécies), Japao (3 sequéncias de 1 espécie), México (3 sequéncias de 2 espécies), Russia
(1 sequéncia de 1 espécie), Cabo Verde (1 sequéncia de 1 espécie), Italia (1 sequéncia de 1

espécie).

Tabela. 2. Espécies de Ramalina registradas no Brasil que possuem sequéncias da regiao

ITS disponiveis no GenBank.

Pais(es) de origem do(s) espécime(s)

STREED sequenciados e n° de sequéncias
Ramalina anceps Brasil (2)

Ramalina asahinae México (1)

Ramalina aspera China (9)

Ramalina celastri

Nova Zelandia (19), Estados Unidos (1), Africa do
Sul (2), Ruanda (1)

Ramalina complanata

Brasil (1), Estados Unidos (2), México (2)

Ramalina exiguella

Brasil (3)

Ramalina fleigiae

Brasil (10)

Ramalina lacera

Espanha (30), Russia (1), Africa do Sul (1), Italia
(1)

Ramalina laevigata

Brasil (3)

Ramalina peruviana

Brasil (3), Peru (1), Portugal (2), China (3), Coreia
do Sul (5), Japao (3), Cabo Verde (1)

Ramalina sprengelii

Brasil (5)

Ramalina usnea

Brasil (7), Estados Unidos (1)

Em espécies como Ramalina fleigiae e Ramalina aspera, foram encontradas varias

sequéncias diferentes em um Unico pais, enquanto as espécies Ramalina celastri e

Ramalina peruviana apresentaram diversos sequenciamentos em diferentes paises.



As analises da identidade entre sequéncias homdnimas de espécimes coletados no

mesmo pais revelaram que algumas espécies apresentaram um percentual de identidade

menor que o0 esperado entre sequéncias intraespecificas (menor que 97%), indicando que

devem haver mais de uma espécie nesses locais. Isso ocorreu em Ramalina celastri (Africa

do Sul), Ramalina peruviana (China) e Ramalina complanata (Estados Unidos) (Tabela 3).

Tabela 3. Variagdo na identidade (ID) entre sequéncias homdnimas produzidas a partir de

espécimes coletados no mesmo pais.

Espécies Paises % média de ID % Minima % Maxima
Ramalina anceps Brasil (2) 99,6 - -
Ramalina aspera China (9) 99,5 99 100

Nova Zelandia (19) 99,5 98,7 100
Ramalina celastri -

Africa do Sul (2) 92,6 - -

México (2) 100 - -
Ramalina complanata -

Estados Unidos (2) 84,6 - -
Ramalina exiguella Brasil (3) 100 100 100
Ramalina fleigiae Brasil (10) 99,1 98,5 100
Ramalina lacera Espanha (30) 99,8 90,7 99,4
Ramalina laevigata Brasil (3) 99,3 99,2 99,4

Brasil (3) 100 100 100

Portugal (2) 100 - -
Ramalina peruviana China (3) 91,3 87,2 99,4

Coreia do Sul (5) 99,8 99,6 100

Japéo (3) 100 100 100
Ramalina sprengelii Brasil (5) 99,6 99,3 100
Ramalina usnea Brasil (7) 99,8 99,6 100




Variagdo entre sequéncias homénimas de paises diferentes

Avaliamos a variacado no percentual de identidade entre sequéncias homénimas, que,
teoricamente, representam a mesma espécie. Essas analises foram conduzidas em dois
niveis: comparagdes entre sequéncias do mesmo pais e entre sequéncias de paises
diferentes.

Os resultados indicaram casos em que pode haver mais de uma espécie distinta sob o
mesmo nome registrado no GenBank. Isso pode ocorrer devido a erros na identificagao
morfoloégica ou pela presenca de espécies cripticas - espécies que sao geneticamente
distintas, mas apresentam caracteristicas morfolégicas semelhantes.

Por exemplo, em R. usnea, a comparagao entre sequéncias do Brasil e dos Estados
Unidos apresentou uma média de identidade de 83,2% e um valor minimo de 82,1%,
sugerindo maior variagdo genética. Em contrapartida, analises envolvendo R. lacera
mostraram percentuais de identidade superiores a 97%, embora o valor minimo tenha
atingido 92,3%. Ja em outros casos, como em R. peruviana, houve total compatibilidade

(100%) entre sequéncias de Portugal, Brasil e Peru (Tabela 4).



Tabela. 4. Variagdo na identidade (ID) entre sequéncias homdnimas produzidas a partir de

espécimes coletados em paises diferentes.

Espécies Paises % média de ID |% Minima |% Maxima
Nova Zelandia x EUA 83,2 82,8 85,3
Nova Zelandia x Africa do Sul 94,2 91,7 96,6
Ramaling celastri Nova Zelé’ndia x Ruanda 98,7 98,3 99,1
EUA x Africa do Sul 82,8 81,8 83,8
EUA x Ruanda 83,4 83,4 83,4
Ruanda x Africa do Sul 94 92,1 95,9
Brasil x USA 89,6 88,5 90,4
Ramalina complanata Brasil x México 96,4 96,4 96,4
México x USA 90,3 89 91,6
Espanha x Russia 99,3 92,7 100
Ramalina lacera Espanha x Africa do Sul 99,4 92,3 99,6
Espanha x Italia 99,3 92,4 100
Brasil x Peru 100 100 100
Brasil x Portugal 100 100 100
Brasil x China 94,3 87,2 97,8
Brasil x Coreia do Sul 97,6 97,8 97,4
Brasil x Cabo Verde 93,3 93,3 93,3
ST (PR Brasil x Japao 97,4 97,4 97,4
China x Coreia do Sul 95,3 87 100
China x Cabo Verde 91,6 91,5 91,7
China x Japao 95,2 87 99,6
Coreia do Sul x Japao 99,8 99,6 100
Coreia do Sul x Cabo Verde 91,6 91,5 91,7




Tabela 4. Continuacao

Espécies Paises % média de ID (% Minima |% Maxima
Portugal x Peru 100 100 100
Portugal x China 94,3 87,2 97,8
Portugal x Coreia do Sul 97,6 97,8 97,4
Portugal x Cabo Verde 93,3 93,3 93,3
RTINS [PERRAELRS Portugal x Japao 97,4 97,4 97,4
Peru x Cabo Verde 93,3 93,3 93,3
Peru x Japao 97,4 97,4 97,4
Peru x Coreia do Sul 97,6 97,8 97,4
Peru x China 94,3 87,2 97,8
Ramalina usnea Brasil x EUA 83,2 83,1 83,3

Com base nos percentuais encontrados em R. celastri, € possivel considerar que
somente os paises Nova Zelandia e Ruanda possuem, de fato, a mesma espécie em
ambos. O percentual registrado na Africa do Sul, no entanto, demonstra que os dois
sequenciamentos do pais registrados como R. celastri podem, na verdade, se tratar de duas
diferentes espécies. Ademais, todas as outras comparacgdes entre dois paises nessa
espécie nao apresentam um resultado positivo para ela.

Apesar do percentual maximo atingido para as sequéncias do México em R. celastri,
nao houve resultado positivo entre as sequéncias cruzadas, demonstrando que as espécies
que ocorrem em cada um dos trés paises sao diferentes umas das outras. O mesmo ocorre
com as sequéncias de Brasil e Estados Unidos em R. usnea, as sequéncias brasileiras sdo
da espécie, mas a sequéncia norte-americana devido a média de 83,2%, trata de uma outra
espécie.

Outras espécies também podem estar presentes mesmo quando ha um percentual
médio dentro dos paradmetros. Temos como exemplo as comparacbes em R. lacera, onde
todas as médias ultrapassam os 99% enquanto os valores minimos podem variar de 92,3 a
92,7%. Esses numeros indicam que, entre as sequéncias espanholas, ha pelo menos um
sequenciamento de uma espécie diferente da analisada.

Mesmo com sequenciamentos em sete diferentes paises, a espécie R. peruviana
demonstra resultados solidos em ambas as médias e percentuais minimos, como
apresentado anteriormente.

Uma possivel justificativa para a baixa porcentagem de identidade em
sequenciamentos classificados como da mesma espécie € a existéncia de espécies cripticas
que sao caracterizadas por sua similaridade morfologica que dificulta a distingcado por
métodos visuais (Sipman and Ramirez, 2023). Um exemplo claro é o estudo sobre Ramalina

peruviana, inicialmente identificado com base em caracteristicas fisicas limitadas. A
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pesquisa revelou que amostras de diferentes regides, como Europa e América do Sul,
compartilham sequéncias de DNA idénticas, confirmando sua classificagdo como a mesma
espécie (Sipman and Ramirez, 2023). Contudo, exemplares morfologicamente semelhantes
da Asia Oriental apresentaram divergéncia genética significativa, resultando na
reclassificacdo como Ramalina intermediella. Esse caso ressalta como a genética é crucial
para desvendar diversidade oculta em organismos aparentemente idénticos, melhorando a

compreensao taxondmica (Sipman and Ramirez, 2023).

Conclusao

O estudo revela que ha uma representacao insatisfatéria de sequenciamentos de
espécies do género Ramalina presentes no Brasil no atual banco de dados. Foi observado
que somente 41% das 29 espécies possuem dados, onde nem todos se tratam, de fato,
dessas espécies. Esse fator demonstra que ha uma falha na identificacdo de certos
individuos do género, mesmo que haja a utilizacdo de DNA barcode no processo. Além
disso, o Brasil possui apenas 28% de participacdo em sequenciamentos, mesmo que as
espécies ocorram no pais, demonstrando a caréncia de pesquisas e publicagdes envolvendo

0 género.
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