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1. Introducci6 general

1.1. Context taxonomic del complex Arctium-Cousinia

El complex Arctium-Cousinia (Susanna et al., 2003; Susanna & Garcia-Jacas, 2007) és
un grup natural pertanyent a la tribu Cardueae. Tot 1 que diversos autors han proposat
diferents classificacions d’aquesta tribu, la més ampliament acceptada estableix una
divisié en quatre subtribus: Carlininae, Echinopsinae, Carduinae (inclou el complex
Arctium-Cousinia) i Centaurinae (Bentham, 1873; Hoffmann, 1894; Bremer, 1994).
Recentment s’hi ha incorporat la subtribu Cardopatiinae (Susanna & Garcia-Jacas,

2007).

La tribu Cardueae inclou plantes herbacies o arbusts perennes, biennals o, més
rarament, anuals amb fulles alternes, bractees involucrals multiseriades, receptacles amb
diversos tipus de palees, sovint setos, 1 flosculs tubulars 1 actinomorfs amb anteres de
base caudada. El seu pol-len és tricolporat, oblat, esféric o més o menys prolat, espinds,

verrucds, escabrid o gairebé llis (Susanna & Garcia-Jacas, 2007).

Diversos caracters no trobats en combinacidé a cap altre grup de la tribu Cardueae
caracteritzen el complex Arctium-Cousinia: palees del receptacle retor¢ades, aquenis
tigrinis (amb un dibuix de linies ondulades), sense nectari, sovint alats, i un papus
format per setes decidues individualment. Esta format per quatre géneres: Arctium L.,
Cousinia Cass., Hypacanthium Juz. i Schmalhausenia C. Winkl. Els géneres Anura
(Kult.) Tscherneva, Lipskyella Juz. i Tiarocarpus Rech. f. han estat inclosos al génere
Cousinia per Susanna & Garcia-Jacas (2007). Els limits entre aquests géneres,
principalment entre Arctium i Cousinia, son dificils de distingir i encara no han estat

clarament establerts.

El génere Arctium, segons la darrera monografia publicada (Duistermaat, 1996), esta
format per 11 especies. Es caracteritza per ser biennal monocarpic i tenir fulles inermes,
cordades i1 de gran mida i bractees involucrals amb gloquidis terminals que permeten

una eficient dispersid del capitol per exozoocoria. La seva distribucid biogeografica és



Introduccid

subcosmopolita 1 el seu centre de distribucié és Europa (Duistermaat, 1996; Héffner,

2000).

Fig. 1. A. minus (Hill.) Bernh.: habit, capitols, detall de bractees involucrals amb gloquidis terminals.

Cousinia és el tercer génere més nombros de la familia de les Compostes (després de
Senecio L. i Vernonia Schreb.) i el més nombrods de la tribu Cardueae (Rechinger, 1986;
Bremer, 1994; Petit, 1997; Susanna & Garcia-Jacas, 2007) donat que conté entre 500 1
700 espécies, depenent dels autors. Es troba exclusivament a I’Asia Central i
Sudoccidental, concretament a les regions muntanyoses del Turkestan (Tien Shan i
Pamir-Alaj) i a la regid Irano-Turania (Rechinger, 1986; Knapp, 1987). Segons
Rechinger (1986), el génere Cousinia és tnic pel que fa al seu gran nombre d’espécies
en una area geografica tan reduida i probablement també ho sigui en el grau de
diversificacid que presenta. Esta format per tres subgéneres: subg. Cousinia, subg.

Cynaroides Tscherneva i subg. Hypacanthodes Tscherneva (Tscherneva, 1988b).
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Fig. 2. Cousinia libanotica DC, habit. C. pterocaulos (C. A. Mey.) Rech. f., capitol. C. hermonis Boiss.,

detall de les bractees involucrals amb espina terminal recta.

El génere Hypacanthium ¢és endémic de 1’oest del Tien Shan i esta format per dues

especies perennes, de fulles armades.

Fig. 3. Hypacanthium echinopifolium (Bornm.) Juz., habit, capitol i detall de les bractees involucrals amb

espina terminal recta.
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Schmalhausenia és un génere monotipic endémic de les zones subalpina i alpina del
nord del Tien Shan. Es caracteritza per tenir fulles profundament dividides amb punxes

nombroses i robustes i pel seus capitols sessils envoltats d’un densissim toment 1lanos.

Fig. 4. Schmalhausenia nidulans (Regel) Petrak, habit, capitol i detall de les bractees involucrals amb

espina terminal recta.

Considerant criteris moleculars, cariologics i palinoldogics Susanna et al. (2003)
subdivideixen el complex en dos clades sense entitat taxonomica i amb algunes
incongruéncies morfologiques. El primer grup s’anomena Arctioide i comprén els
generes Arctium (11 espécies), Hypacanthium (dues espécies) i Schmalhausenia (una
especie) juntament amb Cousinia subgéneres Cynaroides (15 espécies) i Hypacanthodes
(10 especies). Esta caracteritzat per un nombre cromosomic basic X = 18 i per un pol-len
orbicular i espinds de tipus Arctiastrum (Schtepa, 1966, 1976; Kuprianova &
Tscherneva, 1982). El segon grup s’anomena Cousinioide i estd format exclusivament
per Cousinia subgenere Cousinia (Cousinia s.str.), molt més ampli pel que fa a nombre
d’especies (unes 500). Cariologicament esta caracteritzat per una serie disploide de X =
9,10, 11, 121 13 i t€ un pol-len oblong i llis de tipus Cousinia (Schtepa, 1966, 1976;
Kuprianova & Tscherneva, 1982).



Evolucio, filogénia i sistematica del complex Arctium-Cousinia

1.2. Estudis previs sobre el complex Arctium-Cousinia

1.2.1. Taxonomia

El génere Arctium va ser descrit per Linné I’any 1753 i el génere Cousinia va ser descrit
el 1827 per Cassini basant-se en Carduus orientalis Adams, i el cert és que molts autors
han discutit la delimitacié generica d’aquests dos taxons. En canvi, els generes
Hypacantium, descrit per Juzepczuk el 1937, i Schmalhausenia, descrit per Winkler el

1892, no han generat aquesta mena de controvérsies.

Hi ha nombrosos treballs sobre la taxonomia del complex com el que recull el
Prodromus de De Candolle (1838) que inclou 34 espécies dividides en tres grups
establerts segons la morfologia del capitol. El primer intent ambiciés de classificar el
complex Arctium-Cousinia va ser el 1865 quan Bunge va agrupar 126 espécies en 23
seccions basant-se en I’habit, la morfologia del capitol, la textura de les palees del
receptacle, la forma de les bractees del receptacle, el color de la corol-la i la preséncia o
abseéncia de pels al tub de 1’antera. Molts tractaments taxonomics posteriors es basarien
en aquesta monografia (Boissier, 1875, 1888; Rechinger, 1953, 1972; Tscherneva,
1962, 1988a). La Flora Orientalis de Boissier (1875 i el suplement de 1888) recollia
141 especies de Cousinia agrupades en 14 seccions i 4 espécies del génere Arctium
(com molts altres autors dels segles XVIII i XIX, Boissier usa el sinonim il-legitim
prelinnea Lappa). Més tard, amb un criteri més sintetic, Kuntze (1891) va proposar la

transferéncia de les 187 especies de Cousinia descrites fins llavors al génere Arctium.

Posteriorment, Winkler (1892, 1897) va publicar una altra proposta de classificacio del
genere Cousinia usant la morfologia del capitol com a principal caracter taxonomic per
aquest geénere. Va agrupar 267 especies en tres subgeneres: els subgéneres monotipics
Oligochaete C. Winkl. i Dichacantha Lipsky i el nombroés subgénere Eucousinia que
englobava les 265 espécies restants alhora agrupades en 19 seccions. Més tard, en una
série de publicacions aparegudes entre 1896 1 1941 (llistades a Rechinger, 1953),
Bornmiiller va introduir unes 30 especies més. El darrer tractament infrageneric de

Cousinia va ser publicat el 1988 per Tscherneva. Basant-se en evidéncies
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morfologiques, cariologiques i palinologiques va dividir Cousinia en els tres subgéneres

acceptats actualment: subg. Cousinia, subg. Hypacanthodes i subg. Cynaroides.

Més recentment, Duistermaat (1996, 1997) analitza amb metodologia cladista dades
morfologiques, anatomiques, cariologiques 1 pol-liniques 1 estableix la classificacio
seccional d’Arctium que passa a tenir 11 espécies donat que hi inclou sis espécies de
Cousinia subgeénere Cynaroides. L’adscripcié d’aquest subgenere, perod queda irresolta

ja que I’autora insinua la possibilitat de transferir-ne totes les espécies a Arctium.

A més de les monografies esmentades, trobem tot un seguit de tractaments parcials del
complex Arctium-Cousinia tenint en compte només les espécies presents a determinades
arees geografiques. Destaquem en primer lloc la Flora de la URSS (Tscherneva, 1962,
1988a) on s’estableixen 50 seccions que agrupen 260 espécies presents als estats d’Asia
Central de I’ex-Uni6o Sovietica i el Caucas i inclou els generes Arctium, Cousinia,
Schmalhausenia, Hypacanthium, Anura, Lipskyella i Tiarocarpus. En segon lloc,
destaquem la Flora d’Iran (Rechinger, 1972 1 1979) on s’estableixen 58 seccions que
agrupen 350 espécies del genere Cousinia s.str. presents a Iran, Turkmenistan,
Afganistan 1 les regions muntanyoses de Pakistan. Altres tractaments remarcables son
els treballs sobre les espécies caucasiques de Cousinia de Takhtajan (1938) i Tamanian
(1999) 1 el tractament de Davis (1975) per a la Flora de Turquia que inclou també el

geénere Arctium.

Finalment, cal esmentar treballs sobre taxa superiors que aporten informacid rellevant
sobre el complex Arctium-Cousinia com la revisid sistematica de la tribu Cardueae
(“Cynareae”) de Dittrich (1977), els treballs de Petit et al. (1996), Petit (1997), Hiaffner
& Hellwig (1999), Susanna et al. (2006) 1 Susanna & Garcia-Jacas (2007) sobre la tribu
Cardueae i la filogenia de la subtribu Carduinae de Héffner (2000).

1.2.2. Cariologia
Tot i que els recomptes cromosomics del complex Arctium-Cousinia son nombrosos, si

tenim en compte el seu elevat nombre d’espécies, es posa de manifest que manca aquest

tipus d’informaci6 pel 75% d’elles. Els nombres cromosomics trobats fins ara son X =9,
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10, 11, 12, 13 1 18 (Poddubnaja-Arnoldi, 1931; Koul, 1964; Fedorov, 1969; Podlech &
Dieterle, 1969; Podlech & Bader, 1974; Aryavand, 1975, 1976; Ghaffari, 1984;
Tscherneva, 1985; Susanna et al., 2003; Ghaffari et al., 2000, 2006). La majoria

d’aquests recomptes son consultables on line a la base de dades Index to chromosome

numbers in Asteraceae (http:/www.lib.kobe-u.ac.jp/infolib/meta_pub/G0000003asteraceae_e)

implementada per Watanabe (2002).

Es important remarcar que X = 18 només es dona a les espécies del grup Arctioide
(Tscherneva, 1985; Susanna et al., 2003). Aquest nombre ¢és el més alt de la tribu
Cardueae 1 suggereix que el grup Arctioide seria un paleoploide (Tscherneva, 1985), és

a dir, que s’hauria originat per antics esdeveniments de poliploidia.

En contrast, el grup Cousinioide mostra la serie disploide x = 9, 10, 11, 121 13. Tal 1
com succeeix a altres grups de la tribu Cardueae, probablement aquesta disploidia sigui
descendent. En aquest sentit, Frankton & Moore (1961), Fernandez Casas & Fernandez
Morales (1979), Siljak-Yakolev (1986) i Garcia Jacas & Susanna (1992) assenyalen que
els nombres cromosomics basics alts s’haurien de considerar com a més primitius que
els baixos, fet que s’hauria de considerar com una tendencia general segons Stebbins

(1950, 1971) i Grant (1981).

1.2.3. Palinologia

Ikuse (1956) va ser el primer en descriure el pol-len d’Arctium, basant-se en A. lappa L.
Posteriorment Schtepa (1966), mitjancant I’estudi de 160 espécies de Cousinia, es va
adonar que algunes tenien el mateix tipus de pol-len que Arctium. En un estudi més
exhaustiu, va demostrar que eren les espécies dels subgéneres Cynaroides i
Hypacanthodes les que tenien el pol-len similar a Arctium —i va suggerir transferir-les a
aquest génere- mentre Cousinia s.str. tenia un tipus de pol-len diferent (Schtepa, 1976).
Més tard, Kuprianova & Tscherneva (1982) van confirmar I’existéncia d’aquests dos
tipus de pol-len i els van anomenar Arctiastrum i Cousinia respectivament. Qaid (1990)

aporta més dades amb 1’estudi de tres especies d’Arctium i set de Cousinia.
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El pol-len tipus Arctiastrum és equinat i prolat esferoidal a subprolat (P/E: 1.0-1.2). Les
dimensions de 1’eix polar sén 34-(47)-60 um i el diametre equatorial fa 29-(37)-44 um.
Les costelles equatorials sén poc aparents i interrompudes, essent absents sota el
mesocolpus. L’exina és lleugerament més prima als pols. El tipus pol-linic Cousinia és
prolat (P/E: 1.06-1.78), escabrid o microequinat amb una evident costella equatorial.
Les dimensions de ’eix polar son 33-(53)-70 um i el didmetre equatorial fa 26-(36)-53
um. L’exina €s conspicuament més prima als pols que a I’equador. Les perforacions del

tectum son menys freqiients i estretes que al tipus Arctiastrum.

Fig. 5. Tipus pol-linics Arctiastrum i Cousinia.

El 1996 Duistermaat, mitjancant 1’estudi microscopic de 84 mostres pol-liniques de 73
especies del complex Arctium-Cousinia, arriba a les mateixes conclusions que Schtepa,
Kuprianova i Tscherneva i descriu detalladament les caracteristiques dels seus dos tipus
pol-linics, el tipus Arctiastrum i el tipus Cousinia. Malgrat aquesta clara distincid
pol-linica, Duistermaat manifesta que el fet que Cousinia subgeéneres Cynaroides i
Hypacanthodes tinguin el tipus pol-linic Arctiastrum no justifica la inclusié de les
especies del dos subgéneres a Arctium, donat que a la tribu Cardueae és freqiient trobar
el mateix tipus de pol-len a diferents géneres. Ara bé, alhora suggereix que s’usin les

caracteristiques pol-liniques en la delimitacié del génere Arctium.

Finalment, I’evidéncia de que Schmalhausenia (Susanna et al., 2003) i Hypacanthium
(observacio feta durant el desenvolupament d’aquesta tesi) tenen el pol-len similar a
Arctium confirma que el grup Cousinioide t¢ un pol-len de tipus Cousinia i el grup
Arctioide de tipus Arctiastrum. Segons Tscherneva (com. pers.) el pol-len Arctiastrum
€s més primitiu que el de tipus Cousinia i reflecteix la natura mesofilica de les espécies

que tenen aquest tipus pol-linic, el clade Arctioide.
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1.2.4. Biogeografia

Segons Hiffner (2000), un dels factors més importants que cal prendre en consideracid
a I’hora de reconstruir filogénies €s la distribucié geografica dels taxa considerats. Pero
aquestes dades cal tractar-les amb precaucido donat que 1’area de distribucié en cada
moment depén d’esdeveniments historics i climatics i altres factors ambientals com els
edafics, tant presents com passats, que sovint son impossibles de reconstruir en detall
(Héffner, 2000). Les dades corologiques son la base per a establir teories sobre la
localitzacié dels centres d’origen dels taxons sota estudi i per esbrinar com han

evolucionat paral-lelament al seu desenvolupament geografic (Meusel, 1965).

A la monografia sobre Arctium de Duistermaat (1996), les espécies d’Arctium s.str.
(seccio Arctium) es defineixen com a subcosmopolites, mentre la resta tenen una
distribucié centre asiatica, igual que algunes espécies de Cousinia. El centre de
distribucio d’Arctium és Europa (Héffner, 2000) pero hi ha espécies naturalitzades
practicament a tot I’hemisferi nord, on fins i tot algunes d’elles es consideren males
herbes, i1 a alguns paisos de I’hemisferi sud com Algeria, Egipte, Marroc, Argentina o

Australia.

El génere Cousinia s. 1. t¢ una area de distribucié extremadament restringida en
comparacié amb altres géneres del mateix nombre d’espécies (Rechinger, 1986). Es
troba al sud-oest i centre d’Asia, area que es correspon amb la regié biogeografica
Irano-Turkestania segons Rechinger (1986) o Irano-Turania segons Knapp (1987).
Aquesta area es considera un centre important de cara a la conservaci6é donat que hi ha
una extensa flora paleoxeromorfica rica en endemismes de rang genéric, especific i

subespecific (Rechinger, 1986).

L’area de distribucié de Cousinia s. 1. es subdivideix en dues regions, una occidental i
una oriental. La regi6 occidental conté més de 250 especies 1 s’estén des de les terres
baixes d’Iraq i I’est de Turquia fins les muntanyes del Kopet Dagh i el Balutxistan irani
1 inclou els centres de diversitat 1 a 4 (veure més avall). La regi6 oriental, amb més de
340 especies, s’estén des de I’Hindu Kush a través del Pamir-Alaj fins al nord del Tien-

Shan 1 els deserts del nord de Kazakhstan i compren els centres de diversitat 5 a 8
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(veure més avall). A grans trets cal dir que Cousinia subgéneres Hypacanthodes i
Cynaroides, Schmalhausenia i Hypacantium només creixen a la regio oriental; els dos
darrers geéneres son endeémics del Tien-Shan, de la part nord i oest respectivament.

Cousinia s.str. es troba a ambdues regions.

B Arctium [ [l Il Hypacanthium i Schmalhausenia

Fig. 6. Arees de distribucié dels diferents taxons del complex Arctium-Cousinia.

Segons Tscherneva (1962, 1974), Rechinger (1986) i Knapp (1987) aquests son els vuit

centres principals d’especiacio de Cousinias. 1.

1) SE d’Anatolia 1 N dels Monts Zagros al SE de Turquia i NW d’Iran, amb unes 40
especies principalment concentrades a 1’ Azerbaidjan.

2) Monts Zagros a Iran (principalment a les provincies d’Hamadan, Markazi i Luristan)
amb més de 40 espécies.

3) Muntanyes d’Elburz, a Iran, amb unes 70 especies.

4) Serralada del Kopet Dagh, amb unes 60 espécies a I’'lran 1 més de 30 al
Turkmenistan.

5) Hindu Kush occidental, al centre i W d’ Afganistan, incloent les provincies de Ghorat,
Ghazni 1 Gardez, amb més de 40 espécies.

6) Hindu Kush oriental, al NE d’Afganistan, incloent les provincies de Bamian, Kabul,

Parvan i I’est de Kataghan, amb unes 80 espécies.
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7) Pamir-Alaj, a I’ Asia central, és el centre de diversitat més important. A aquesta regio
es troben 36 seccions amb 169 especies, de les quals 130 son endémiques.

8) Tien-Shan a I’ Asia central, amb més de 60 espécies, de les que 41 sén endémiques.

En aquest context, algunes seccions de Cousinia s. 1. tenen una area de distribucio
amplia, com per exemple la seccio Cynaroideae Bunge (tot i que les seves espécies son
endemismes molt restringits), mentre altres seccions son endémiques de regions
relativament reduides, com la seccid monotipica Winklerianae Rech. f. que només es
troba a I’oest d’ Afganistan (Rechinger, 1972). Segons Tscherneva (1974) la vall del riu
Hari Rud (al Turkmenistan) en direccié sud-nord i el meridia de Sistan (61° E) formen
una clara frontera dins de 1’area de distribuci6 de Cousinia s. 1. i la seva riquesa

especifica i seccional disminueix drasticament cap als marges d’aquestes zones.

Com és ben sabut, la capacitat de dispersié de les especies condiciona la seva area de
distribucid. A tot el complex Arctium-Cousinia el papus és extremadament fragil, cosa
que desafavoreix la disseminacio dels aquenis, i segons Rechinger (1986) podria
explicar I’area tan limitada d’algunes espécies. Héffner (2000) postula que en aquest
grup el papus tindria una funci6 unicament de proteccid. I encara trobem altres
adaptacions morfologiques que retenen els aquenis dins del capitol com ara les palees
del receptacle molt ben desenvolupades, rigides i sovint escabrides que no generen

moviments xerocastics d’obertura del capitol (Haffner, 2000).

Dins del complex hi ha tres tendéncies generals pel que fa la dispersio de les diaspores.
Una possibilitat és 1’atelecoria, és a dir que en madurar, els aquenis caiguin del capitol
dipositant-se al costat de la planta mare, mecanisme freqlient a habitats adversos
(Haffner, 2000). Un altre mecanisme ¢s la disseminacio del capitol sencer que és
altament eficient 1 permet assolir grans distancies. Un cas especial dins d’aquest
mecanisme, present a les espécies amb bractees involucrals amb gloquidis (algunes
especies del grup Arctioide com ara Arctium s.str.), és 1’exozoocoria en que el capitol
queda adherit al pél dels animals transportant-lo lluny de la planta mare. La resta
d’espécies es dispersen com a estepicursors, ¢s a dir, que la tija es trenca arran de terra i
¢s tota la planta, empesa pel vent, la que actua com a diaspora escampant les llavors.

Com a cas extrem, es troben casos de sinaptospeérmia, a algunes espécies amb capitols
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molt petits, en que les llavors no s’alliberen de I’'involucre en madurar o ho fan molt

tard.

1.2.5. Filogenia molecular

El treball de Susanna et al. (2003) va ser el primer en usar eines moleculars per establir
la filogenia del complex Arctium-Cousinia. Es va emprar el gen cloroplastic matK i els
espaiadors ITS1 i ITS2 del DNA ribosomic-nuclear per a descobrir una precisa
correlacié entre filogénia molecular, palinologia i cariologia dins del complex i es va
veure que es podia subdividir clarament en dos clades monofiletics. El primer llinatge,
anomenat Arctioide, es caracteritza per un nombre cromosomic basic de X = 18 i pol-len
de tipus Arctiastrum i engloba els géneres Arctium, Hypacanthium i Schmalhausenia
aixi com els subgéneres Cynaroides i Hypacanthodes de Cousinia. El segon clade,
anomenat Cousinioide i format exclusivament per Cousinia s.str., es caracteritza
cariologicament per una s¢rie disploide x =9, 10, 11, 12 1 13 i per un pol-len de tipus
Cousinia. També es va posar de manifest la manca de criteris morfologics que
recolzessin aquesta subdivisié. Com a exemple, s’esmenta que el caracter que separaria
Arctium i Cousinia serien les fulles espinoses i pinnatifides a pinnatisectes de Cousinia
perd aquest caracter és adaptatiu i té poca rellevancia taxonomica. Segons aquests
autors, les espines haurien aparegut a dos llinatges diferents; d’una banda a Cousinia i
d’altra a Hypacanthium i Schmalhausenia que s6n morfologicament més propers a
Cousinia pero estan més relacionats amb Arctium pel que fa a la filogénia, la

palinologia i la cariologia.

Existeixen treballs sobre taxa superiors que aporten informacidé important sobre el
complex Arctium-Cousinia basant-se en técniques moleculars. Garcia-Jacas et al. (2002)
proposen una reconstruccid filogenctica de la tribu Cardueae aixi com la seva
delimitaci¢ tribal i subtribal basant-se en el marcador cloroplastic matK i el nuclear ITS.
Estableixen que el clade germana de la subtribu Centaureinae conté els géneres Arctium
i Cousinia, conjuntament amb Jurinea Cass. (inclosos Outreya Jaub. & Spach,
Hyalochaete Dittrich & Rech. f. i Jurinella Jaub. & Spach) i Saussurea DC. A aquest
treball, el génere Cousinia conforma un clade amb alt suport, indicant que es tracta d’un

grup robust i conclouen que és un taxdé més recent que Cirsium Mill. Finalment,
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discuteixen la problematica en la circumscripcié d’alguns géneres i proposen moure
totes les espécies Arctioides de Cousinia al geénere Arctium com havia proposat
anteriorment Duistermaat (1996). Posteriorment, Susanna et al. (2006) revisen les
conclusions del treball de Garcia-Jacas et al. (2002), afegint la regi6 cloroplastica trnL-
trnF, pero els limits entre aquests geéneres tan conflictius segueixen sense poder ser
resolts. Fins i tot se suggereix la possibilitat de transferir les especies dels quatre
géneres del complex a Arctium, tal i com ja havia proposat Kuntze (1891). Pel que fa a
Anura i Tiarocarpus, les analisis d’aquest treball recolzen la seva inclusié a Cousinia,

agrupacio coherent amb evidéncies morfologiques.

1.2.6. Altres

- Quimiotaxonomia
Hi ha molt pocs estudis d’aquest tipus al complex Arctium-Cousinia. Un exemple és el
treball de Marco et al. (1993) en que, a partir de I’estudi de lactones sesquiterpeéniques i
altres compostos, els autors conclouen que hi hauria una relaci6 taxonomica estreta
entre Cousinia i1 els geéneres Centaurea L. i Ptilostemon Iljin. Un altre apunt
quimiotaxonomic relacionat amb aquest complex €s que el compost quimic anomenat
arctiina, present a les subtribus Carduinae (inclou el complex Arctium-Cousinia) i
Centaureinae i no a cap altre grup de les Compostes (Hénsel et al., 1964), recolza
segons Hifner & Hellwig (1999) la monofilia d’aquestes dues subtribus considerades

conjuntament.

- Hibridacio
Al complex Arctium-Cousinia s’han descrit 36 hibrids segons criteris morfologics,
ecologics i geografics, 30 d’ells pertanyents a Cousinia s.str. (Tscherneva, 1962;
Rechinger, 1972, 1979; Kamelin, 1973) i 6 a Arctium sensu Duistermaat (1996), és a
dir, Arctium s.str. juntament amb algunes espécies de Couisnia subgenere Cynaroides.
No s’han descrit hibrids a cap dels altres géneres del complex. Mehregan & Kadereit
(en premsa) han complementat aquestes dades amb analisis de 1‘additivitat de
seqiiencies de la regio6 intergénica nuclear-ribosomica ITS. Aquests autors han observat
que la hibridacid és possible en els rangs inter i intraseccional aixi com dins un mateix

clade i entre clades diferents obtinguts al seu estudi filogenctic, i postulen que el 10.7%
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de les espécies de Cousinia s.str. deuen haver estat implicades en fenomens d’hibridacio
interespecifica. Donat aquest baix percentatge, els autors conclouen que la hibridacio
interespecifica deu haver estat poc important a les especies del grup Cousinioide. En
canvi, no han trobat hibrids entre espécies anuals i perennes de Cousinia s.str. ni entre
especies de Cousinia s.str. i altres clades del complex Arctium-Cousinia. Pel que fa a
Arctium, el treball de Repplinger et al. (2007) analitza evidéncies morfologiques i
moleculars de tres espécies centreuropees, A. lappa, A. tomentosum Mill. i A. minus i
conclou que hi ha d’haver mecanismes d’aillament pre-zigotics, ja que els creuaments
entre la F; son extremadament rars, i post-zigotics, donada la practica abseéncia

d’introgressio entre hibrids de generacions més avancades.

- Datacio
Tot i que no hi ha cap estudi especific de datacio del complex Arctium-Cousinia, segons
Tamanian (1999), I’origen del génere Cousinia s. 1. estaria lligat a ’augment general en
I’aridesa del clima que va acompanyar 1’assecament del mar Tetis al Mioce tarda, fa
aproximadament uns 13 milions d’anys. L autora considera que les formes ancestrals de

Cousinia serien antics representants d’Arctium.

- Importancia economica
Al geénere Arctium s’han descrit moltes propietats medicinals: antiinflamatories
(Knipping et al., 2008), antioxidants (Erdemoglu et al., 2009), anticanceroses
(Matsumoto et al., 2006), antiséptiques (Gentil et al., 2006), coagulants (Chen et al.,
2004), hepatoprotectives (Lin et al., 2002) i estimulants de la sintesi de col-lagen (Knott
et al., 2008). Es usat per a tractar reuma, diabetis, nefrosi, allérgies, regeneracio
dérmica, en tractaments per a perdre pes, per alleujar la febre i els simptomes
d’insolacid, per a prevenir 1’osteoporosi, com a antitussiu, protector gastric, diiiretic,
depuratiu, estimulant digestiu, etc. Els seus principis actius s’extreuen principalment de
I’arrel 1 ’aqueni. Hi ha un gran nombre de medicaments patentats relacionats amb
compostos d’Arctium i moltes espécies d’aquest génere han estat usades en la medicina
popular de multiples paisos des de 1’antiguitat. Hi ha molts menys estudis d’aquest tipus
sobre el génere Cousinia perd també s’hi han descrit propietats anticanceroses
(Shahverdi, 2007). A banda de la medicina, trobem altres aplicacions remarcables.

Arctium és considerada una planta mel-lifera, els seus brots, fulles i tiges joves tenen
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valor culinari i els seus capitols gloquidiats van servir d’inspiracié a I’inventor del
Velcro®. A certes regions com Estats Units d’América o Canada, perd, es considera
mala herba. D’algunes espécies de Cousinia s’extreu cautxu, d’altres reina i altres es

consideren plantes farratgeres.

1.3. Justificacio del present treball

La present tesi doctoral se centra en el complex Arctium-Cousinia (Cardueae,
Compositae) 1 s’ha plantejat en dos nivells: macroevolutiu (establiment de la filogénia i
sistematica del complex com a eina per inferir la historia evolutiva del grup) i
microevolutiu (analisi de la variabilitat genética poblacional com a pega clau per a

coneixer la dinamica evolutiva de les espécies).

Nivell macroevolutiu

El fet de ser el complex Arctium-Cousinia un dels grups de major nombre d’espécies
del regne vegetal (més de 500), unit a que la seva area biogeografica és de dificil accés
(degut tant a la orografia com a la geopolitica de la zona), fa que el seu coneixement
sigui incomplet. Paral-lelament, no existeixen gaires estudis centrats en aquest complex
i els que hi ha, tot i ser altament meritoris i1 rigorosos, no han aconseguit establir
satisfactoriament la sistematica del grup i han derivat en certes controveérsies. Es per tot
aix0 que es fa necessaria una nova revisiod, que prengui com a punt de partida aquests
treballs previs, i els complementi amb la nova informacié derivada de les darreres

tecniques moleculars.

Una primera aproximacio a la filogénia del complex Arctium-Cousinia es va presentar
al congrés The International Compositae Alliance celebrat a Barcelona el juny de 2006
sota el titol “Molecular phylogeny of the Arctium-Cousinia group: combined analysis of
plastid and nuclear DNA sequences”. A aquest treball es van analitzar, mitjancant
Inferéncia Bayesiana, les regions ITS 1 rpS4-trnT de 116 espécies del complex amb
I’objectiu d’esbrinar les seves relacions inter i intrageneriques. Per tal d’afinar aquests

resultats preliminars, es va ampliar el mostreig a 218 espécies que representaven tots els
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generes 1 subgeneres del complex 1 un 86% de les seves seccions. Es van analitzar els
marcadors ITS (218 especies) i rpS4-trnT-trnL (147 espécies) per separat i
conjuntament (138 espécies), mitjancant els metodes d’Inferéncia Bayesiana,
Parsimonia i Maxima Versemblancga, per a datar els principals llinatges del complex i
per a determinar tant les seves relacions filogenctiques com 1’idoneitat dels marcadors
triats per a I’estudi. Aquest treball ha estat publicat a la revista cientifica SCI Taxon amb
el titol “Phylogeny and evolution of the Arctium-Cousinia complex (Compositae,

Cardueae-Carduinae)”.

Paral-lelament, s’ha dut a terme un estudi cariologic d’algunes espécies del complex
Arctium-Cousinia de les quals no existia cap recompte cromosomic o bé els que hi
havia eren dubtosos. Aquestes dades ens resultaven interessants per a complementar la
filogénia que haviem establert anteriorment i1 per a intentar deduir la historia evolutiva
del complex. També s’han aportat recomptes del grup Onopordon que presenta
paral-lelismes amb el complex Arctium-Cousinia en alguns aspectes. Aquest treball,
titulat “Chromosome counts in the genera Cousinia, Olgaea and Syreitschikovia
(Compositae)”, ha estat formalment acceptat a la revista cientifica SCI Folia

Geobotanica.

Una tercera aproximacié a la sistematica del complex Arctium-Cousinia ha estat
morfologica. Durant una estada d’un mes al Komarov Botanical Institute s’han pres
mesures biomeétriques 1 fotografies de totes les especies del grup Arctioide dipositades a
I’herbari LE que és on hi ha la col-leccié més gran d’aquest grup. També s’ha estudiat la
morfologia a partir de plecs d’altres herbaris i recol-leccions propies. Aixi, en total, s’han
estudiat més de 300 plecs. Aquestes dades ens han permeés conéixer més a fons les especies
d’aquest llinatge tan controvertit per tal d’establir més acuradament la seva delimitacid
taxonomica de nivell genéric i subgeneric. Hem complementat aquesta informacié amb la
seqiienciacié de la regio cloroplastica rpl32-trnL que juntament amb els marcadors ITS i
rpS4-trnT-trnL ens han servit per elaborar una filogénia més acurada del grup Arctioide i
proposar una nova classificacié taxonomica. L’article resultant d’aquest estudi s’ha titulat
“The Arctium-Cousinia complex: disentangling Arctium and Cousinia (Cardueae,

Carduinae)” i es pretén enviar a la revista cientifica SCI Taxon.
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Nivell microevolutiu

No existeix cap estudi previ de genética poblacional per a cap de les especies d’aquest
complex, de manera que es desconeix per complet quina és la seva dinamica i la seva
estructura genética. En aquest context, els microsatel-lits son una eina molt efica¢ per
estudiar diferents aspectes poblacionals i és per aix0 que s’han usat a la present tesi. Es
tracta de repeticions de seqiiéncies de dos a sis nucledtids del DNA genomic,
generalment localitzats a zones no codificants, que es transmeten a la descendéncia
seguint una heréncia codominant. Presenten una elevada taxa de mutacio, cosa que els
fa molt polimorfics inter 1 intrapoblacionalment, permetent aixi una caracteritzacidé molt

fina de les poblacions estudiades i les seves dinamiques.

S’ha triat Arctium minus com a espécie potencialment més interessant per tenir una
distribucié subcosmopolita; la més amplia de tot el complex Arctium-Cousinia. El
material processat correspon a 14 poblacions procedents d’Argentina, Canada, Croacia,
Eslovaquia, Espanya (2 poblacions), Estats Units d’Ameérica, Franca, Italia (2
poblacions), Marroc, Noruega, Polonia i Turquia. La primera part d’aquest estudi s’ha
dut a terme durant una estada de tres mesos al “Laboratory of Molecular Systematics
and Evolutionary Genetics” del “Florida Museum of Natural History” on s’han capturat
1 optimitzat 18 microsatel-lits. El nostre objectiu ha estat detectar la potencialitat i
utilitat de cadascun d’aquests microsatel-lits per un posterior estudi centrat en la
dinamica de les poblacions d’Arctium minus. Aixi, s’ha fet una caracteritzaci6é d’aquests
microsatel-lits 1 d’algunes de les poblacions esmentades per a determinar diferents
parametres com la preséncia d’al-lels nuls, si es troben en equilibri Hardy-Weinberg, si
hi ha desequilibri en el lligament, quin nivell de variabilitat presenten, etc. Aquest
estudi ha generat un article titulat “Isolation and characterization of novel microsatellite
markers for Arctium minus (Hill) Bernh. (Compositae)” acceptat a la revista cientifica

SCI American Journal of Botany (Notes).

Partint dels resultats preliminars que s’acaben de descriure, dels 18 microsatel-lits
analitzats s’han escollit els 8 millors 1 s’han usat per a genotipar 30 individus de
cadascuna de les 14 poblacions esmentades (excepte per les de Canada, Estats Units

d’Ameérica, Marroc i Noruega per a les que només es disposava de 16, 14, 17 i 8
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individus respectivament). Amb aquest estudi s’ha preteés aprofundir més en la genética
poblacional d’Arctium minus i proporcionar eines per a investigar la colonitzacio del
continent America per aquesta espécie aixi com esbrinar si la seva distribucid s’ha
modificat com a adaptacio als canvis climatics de les darreres glaciacions, patint
esdeveniments de colls d’ampolla 1 efectes fundadors. Aquest treball s’ha titulat
“Genetic structure and diversity in Arctium minus (Compositae): effects of historical
climate change and life history” i es pretén enviar a la revista cientifica SCI Molecular

Ecology.
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2. Objectius generals

Nivell macroevolutiu

- Determinar la utilitat de les regions ITS, rpS4, trnT, trnL i rpl32 per a resoldre

problemes sistematics del complex Arctium-Cousinia.

- Comprovar la monofilia i estudiar la circumscripcid dels géneres inclosos a
I’esmentat complex i estimar-ne les relacions filogenetiques subgeneriques i seccionals,

mitjancant I’aportacié de dades moleculars i cariologiques.

- Comparar les dades filogenetiques moleculars obtingudes amb caracters
morfologics i cariologics per tal de cercar patrons evolutius al complex Arctium-

Cousinia.

- Estimar I’edat del complex Arctium-Cousinia i el temps de divergéncia dels seus

diferents llinatges mitjancant el rellotge molecular.

- Comprovar la monofilia del llinatge Arctioide i estimar-ne les relacions
filogenetiques de rang genéric, subgeneric i seccional aixi com aclarir-ne la taxonomia

basant-nos en dades morfologiques i moleculars.

Nivell microevolutiu

Cercar i capturar microsatel-lits polimorfics especifics per Arctium minus.

- Analitzar I’estructura genética de les poblacions d’Arctium minus en una mostra
representativa de la seva area de distribucid, la més amplia del complex Arctium-

Cousinia.

- Detectar possibles efectes de les glaciacions en I’estructura poblacional, la

variabilitat genetica i la distribucio d’Arctium minus.

- Estudiar els processos de colonitzacié del continent america per part d’Arctium

minus.
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Informe dels directors de la Tesi Doctoral referent al factor d’impacte i a la
contribuci6 de la doctoranda a cadascun dels articles publicats

Nuria Garcia Jacas i Alfonso Susanna de la Serna, investigadors de I’ Instritut Botanic
de Barcelona, directors de la Tesi Doctoral elaborada per Sara Lopez Vifiallonga, amb
el titol “Evolucid, filogenia i sistematica del complex Arctium-Cousinia”,

INFORMEN

Que els treballs de recerca duts a terme per Sara Lopez Vifiallonga com a part de
la seva formaci6 predoctoral i inclosos a la seva Tesi Doctoral han donat lloc a 1
publicacid i 4 manuscrits (2 enviats a revisio i 2 més pendents d’enviar en el moment
del diposit de la tesi). A continuacié es detalla la llista d’articles aixi com els indexs
d’impacte (segons el SCI de la ISI web of Knowledge) de les corresponents revistes.

1- Lopez-Vinyallonga S., I. Mehregan, N. Garcia-Jacas, O. Tscherneva, A. Susanna & J.
W. Kadereit (2009). Phylogeny and evolution of the Arctium—Cousinia complex
(Compositae, Cardueae—Carduinae). Taxon 58: 153-171.

L’index d’impacte de la revista Taxon és en I’actualitat 2.524. Aquesta revista esta
inclosa a la categoria “Plant Sciences”. Tenint en compte I’index d’impacte, Taxon
ocupa el 25¢é lloc de la seva categoria, que inclou 152 revistes. La responsabilitat de la
doctoranda Lopez Vinyallonga en aquest treball ha estat la seqlienciacio de tres regions
cloroplastiques de les 150 espécies incloses a I’estudi, la correalitzacio de les analisis
filogenétiques i la corredaccid final. Aquest treball ha estat també part de la Tesi
Doctoral d’Iraj Mehregan, centrada a un dels dos generes del complex, Cousinia; la Tesi
Doctoral de la nostra doctoranda ha estat centrada en el génere Arctium.

2- Lopez-Vinyallonga, S., A. Susanna & N. Garcia-Jacas (submitted). Chromosome
counts in the genera Cousinia, Olgaea and Syreitschikovia (Compositae). Folia
Geobotanica.

L’index d’impacte de la revista Folia Geobotanica és en I’actualitat 1.133. Aquesta
revista esta inclosa a la categoria “Plant Sciences”. Tenint en compte I’index d’impacte,
Folia Geobotanica ocupa el lloc 51¢é de la seva categoria, que inclou 152 revistes.

3- Lopez-Vinyallonga, S., A. Susanna & N. Garcia-Jacas (in prep.). The Arctium-
Cousinia complex: disentangling Arctium and Cousinia (Cardueae, Carduinae). Taxon.

Es preveu enviar aquest article a la revista Taxon amb index d’impacte de 2.524 en
I’actualitat. Tenint en compte I’index d’impacte, Taxon ocupa el 25¢ lloc de la seva
categoria, que inclou 152 revistes.

4. - Lépez-Vinyallonga S., Arakaki M., Garcia-Jacas N., Susanna A., Gitzendanner
M.A., Soltis D.E. and Soltis P.S. (submitted). Isolation and characterization of novel
microsatellite markers for Arctium minus L. (Compositae). American Journal of Botany
(Notes).

L’index d’impacte de la revista American Journal of Botany és en I’actualitat 2.512.
Tenint en compte I’index d’impacte, ocupa el 26¢ lloc de la seva categoria, que inclou
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152 revistes. Aquesta nota sera una de les notes inaugurals d’una nova série dedicada
als resultats d’aillament de microsatél-lits a aquesta revista.

5. Lopez-Vinyallonga, S., P. S. Soltis, A. Susanna & N. Garcia-Jacas (in prep.).
Genetic structure and diversity in Arctium minus (Compositae): effects of historical
climate change and life history (in prep.). Molecular Ecology.

Es preveu enviar aquest article a la revista Molecular Ecology amb index d’impacte de
5.169 en I’actualitat. Tenint en compte I’index d’impacte, aquesta revista ocupa el 6e
lloc de la seva categoria, que compren 116 revistes.

A més, CERTIFIQUEN:

Que Sara Lopez Vifallonga ha participat activament en el desenvolupament del treball
de recerca associat a cadascun dels articles, aixi com en la seva elaboracio. En concret,
la seva participacié a cadascuna de les tasques ha estat la segiient:
= Plantejament inicial dels objectius de cadascun dels treballs.
= Selecci6 dels materials d’herbari destinats a la seqlienciacié (amb una estada a
I’Institut Komarov de Sant Petersburg, Russia).
» Realitzacio de les seqliéncies de DNA i les analisis filogenetiques.
= Desenvolupament i posada a punt dels microsatel-lits (amb una estada breu al
Soltis Laboratory, Florida Museum of Natural History, Gainesville, Florida,
USA).
= Calcul de resultats i analisi de dades.
= Redacci6 dels articles i seguiment del procés de revisio dels mateixos.

Atentament,

Barcelona, 18 de Juny de 2009

Ndaria Garcia Jacas Alfonso Susanna
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4. Resum global i discussio dels resultats obtinguts

4.1. Nivell macroevolutiu

4.1.1. Filogénia

4.1.1.1. El complex Arctium-Cousinia

El present estudi ha confirmat la monofilia del complex Arctium-Cousinia alhora que ha
mostrat que aquest complex es divideix en dos clades, grups germana un de I’altre, que
ja havien estat establerts anteriorment sobre criteris morfologics, cariologics i pol-linics.
D’una banda el grup Arctioide format pels géneres Arctium, Hypacanthium i
Schmalhausenia i Cousinia subgéneres Hypacanthodes i Cynaroides i d’altra banda el
grup Cousinioide constituit per Cousinia subgenere Cousinia, molt més ampli pel que fa
a nombre d’espécies. Cal destacar que hi ha un tercer clade format Unicament per

Cousinia tenella Fisch. & C. A. Mey., la interpretacio del qual s’exposa més endavant.

S’ha detectat que el nivell de resolucio filogenetica dins del clade Arctioide és major
que al Cousinioide. Donat que son grups germans i que I’edat aproximada dels dos
llinatges és similar (veure més avall), aquest fenomen seria explicable per la gran
diferéncia en el nombre d’especies de cadascun dels clades, idea recolzada pel treball de
Susanna et al. (2003) en que incloent un nombre similar d’especies dels dos llinatges

s’obté una resolucio filogenetica similar a ambdds.

També s’ha constatat que els caracters apomaorfics i plesiomorfics no estan distribuits de
manera uniforme als dos llinatges. El clade Arctioide presenta, com Jurinea, Saussurea
(Punt & Hoen, 2009) i alguns grups basals de la subtribu Centaureineae (Garcia-Jacas et
al.,, 2001; Vilatersana et al., 2001), pol-len espinds, estigma llarg i un nombre
cromosomic alt. En canvi, el clade Cousinioide presenta pol-len llis, estigma curt i uns
nombres cromosomics més baixos, com alguns grups derivats de la subtribu (Garcia-
Jacas et al., 2001). Aixi, doncs, interpretem els caracters arctioides com a plesiomorfics
i els cousinioides com a apomorfics i pensem que al complex Arctium-Cousinia es pot
haver donat la tendéncia evolutiva d’un tipus de pol-len espinés a llis i una reduccio del

nombre cromosomic, tendéncies reconegudes a les Centaureineae.
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Pel que fa als caracters morfologics tradicionalment més usats per a subdividir aquest
gran complex d’espécies, principalment la morfologia de les bractees involucrals i
I’armadura de les fulles, amb aquest treball ha quedat palés que hi han evolucionat

multiples vegades en paral-lel.

Les analisis de datacio molecular, basades en les taxes de substitucio de la regid ITS i
en la troballa d’un aqueni fossil d’Arctium, permeten concloure que la separacié dels
dos llinatges principals del complex es va donar fa 14,8 milions d’anys. També s’ha
constatat que la diversificacié del clade Arctioide es va produir fa 9,7 milions d’anys i la

del clade Cousinioide, lleugerament més recent, 8,7 milions d’anys enrere.

A continuaci6 es comenten les caracteristiques principals dels tres clades obtinguts en

les analisis dutes a terme.

A. El clade de Cousinia tenella

La posicio de C. tenella en la filogenia molecular presentada aqui suggereix la
segregacio d’aquesta especie de Cousinia subgénere Cousinia pero les seves
caracteristiques cariologiques (2n = 26), pol-liniques (pol-len tipus Cousinia) i
morfologiques (zona apical i branques de I’estil coberts de péls llargs) la vinculen
clarament al clade Cousinioide. La posicié d’aquesta especie com a grup germana de la
resta del complex Arctium-Cousinia és probablement un artefacte derivat de la seva
condici6 d’anual i autdgama. Diferents autors (Bousquet & al., 1992; Laroche & al.,
1997; Andreasen & Baldwin, 2001; Soria-Hernanz & al., 2008) han constatat que les
plantes anuals acostumen a tenir una taxa d’evolucié molecular mes elevada que les
especies perennes, fet que s’explica per diferencies en el temps de generacid, la mida
poblacional i la taxa d’especiacid. Aquest fenomen de posicid incoherent d’especies
anuals s’ha descrit a altres generes de la tribu Cardueae com Echinops L. i Acantholepis
Less. (Garnatje et al.,, 2005), Ptilostemon Cass. (Vilatersana et al., sotmeés) o

Schischkinia lljin i Stizolophus Cass. (Susanna et al., 2006).
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En contrast, la resta d’especies anuals incloses a aquest estudi s’agrupen en un mateix
clade que pertany clarament al llinatge Cousinioide, de manera coherent amb les

evidencies morfologiques.

B. El clade Cousinioide

La informaci6 que s’aporta sobre el llinatge Cousinioide esta condicionada per la pobre
resolucio filogenética que resulta de les analisis. Aquest fet s’ha constatat comprovant
que part dels clades amb un recolzament estadistic superior al 95% no coincideixen amb
la taxonomia tradicionalment acceptada. S’ha detectat que les dades analitzades
contenen informacié filogenética principalment a les branques distals i que la
distribucié geografica de les espécies sembla un criteri més fiable per a reconéixer
relacions filogenetiques entre elles que la taxonomia tradicional, tal i com s’ha

evidenciat a altres estudis (Gonzalez Albaladejo et al., 2005).

Es postula que aquesta pobre resolucio filogenetica dins de Cousinia s.str. esta causada
per la suma de multiples factors. D’una banda, a les analisis dutes a terme s’ha obtingut
un nombre de caracters informatius relativament baix en relacié al nombre d’especies
del clade Cousinioide, el qual podria ser suficient per a establir-ne la filogenia si no fos
perqué els caracters mostren una homoplasia considerable. L’explicacié més plausible
per aquesta limitacio és la curta edat del clade en combinacioé amb el seu elevat nombre
d’especies, ja que hem datat el grup corona d’aquest llinatge en 8,7 milions d’anys i la

seva gran diversificacié va comengar fa només 7 milions d’anys.

Un altre factor a tenir en compte és que moltes especies de Cousinia s. s estan
estretament emparentades, sén simpatriques i no se n’ha descrit cap mecanisme
d’aillament reproductiu. Per tant s’han pogut donar processos d’hibridacio, que poden
haver derivat en especiaci6, dificultant la reconstrucci6 filogenetica d’aquest llinatge
(Nieto Feliner et al., 2001; Font et al., 2002; Vriesendorp & Bakker, 2005, Suarez-
Santiago et al., 2007).

Al clade Cousinioide també es troba un elevat nombre d’espécies alopatriques i

parapatriques restringides a arees geografiques molt reduides i separades entre si per
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barreres topografiques. Aquest fet implica que el procés d’especiacio predominant en
aquest llinatge ha degut ser I’especiacio geografica. Complementariament, cal dir que la
comparacié de diferents estudis de vegetacid (Zohary, 1973; Frenzel et al., 1992)
suggereix que la distribucié geografica de Cousinia s.str. al darrer maxim glacial estava
restringida a la zona nord de la seva area actual, cosa que implica que ha hagut de patir
canvis substancials durant el Quaternari. Ara bé, tenint en compte que hem datat el grup
corona d’aquest llinatge en 8,7 milions d’anys, les oscil-lacions del Quaternari no
semblen haver-hi provocat extenses extincions. El que no podem aventurar és si
aquestes oscil-lacions climatiques van representar un estimul per a I’especiacio del grup,
a través de canvis en la seva distribucié geografica, com ha passat per exemple a
Primula L. sec. Auricula i Epimedium L. (Kadereit et al., 2004; Zhang et al., 2007).

Finalment, cal dir que I’esmentada pobresa de resolucié filogenetica ha impedit
I’establiment d’una subdivisié plausible d’aquest clade. Malgrat aix0, s’han detectat
algunes agrupacions d’especies que representen llinatges monofiléetics i tenen sentit
taxonomic i/o geografic. Un exemple il-lustratiu és I’evolucié de I’anualitat,
caracteristica extremadament poc freqlient a Cousinia s.str., pero que segons la nostra
filogénia s’hi ha originat dues vegades. Un llinatge d’anuals compren les especies C.
bungeana Regel & Schmalh., C. polytimetica Tscherneva, C. pusilla C. Winkl. i C.
prolifera Jaub. & Spach que a gairebé totes les analisis que hem dut a terme s’agrupen
amb un suport estadistic notablement alt i pertanyen sense cap dubte al clade
Cousinioide. L’altre llinatge esta format per C. tenella i C. pygmaea C. Winkl. i
presenta alguns problemes d’adscripcio filogenética donat que apareix com a grup

germana de la resta del complex Arctium-Cousinia, com s’ha comentat anteriorment.

C. El clade Arctioide

Tot i que la filogénia presentada a aquesta tesi recolza algunes categories subgeneriques
del llinatge Arctioide, s’han detectat notables incongruencies respecte la classificacio
reconeguda tradicionalment. Tots els arbres filogenétics resultants de les analisis dutes a
terme confirmen la monofilia del clade Arctioide pero alhora constaten que els
subgéneres Cynaroides i Hypacanthodes pertanyents a Cousinia, en la seva

circumscripcio actual, no sén monofilétics. Tambeé es posa de manifest, dins del génere
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Cousinia, la manca de monofilia de les seccions Abolinia Tscherneva i Lacerae C.
Winkl.

A la llum d’aquests resultats es proposa una redefinicio del genere Arctium al qual s’han
transferit totes les especies del Ilinatge Arctioide pertanyents als generes Anura,
Cousinia, Hypacanthium i Schmalhausenia. S’aporten els canvis nomenclaturals
pertinents derivats d’aquesta redefinicié taxonomica, alguns d’ells previament establerts

per autors com Kuntze (1891) i Duistermaat (1996).

La nova classificacid del genere Arctium que es presenta a aquesta tesi s’estableix sobre
la base de la filogenia molecular obtinguda i amb el recolzament d’evidéncies
morfologiques sempre que ha estat possible. Aixi, el génere Arctium s’ha subdividit en
dos subgeneres anomenats Arctium S. Lopez, Susanna & N. Garcia, comb. nov. i
Cynaroides (Tscherneva) S. Lopez, Susanna & N. Garcia, comb. nov. Alhora s’ha
redefinit el subgénere Cynaroides i s’han descartat els taxons no monofilétics, és a dir,
el subgenere Hypacanthodes i les seccions Abolinia i Lacerae. També s’han eliminat les
seccions monotipiques Ctenarctium Juz., Nanarctium Juz. ex Tscherneva i Oligantha
Juz. ja que queden incloses dins altres seccions amb gran suport i finalment el génere

monotipic Anura ja que no té entitat taxonomica ni morfologica.

La resta de seccions tradicionalment incloses a Arctium i Cousinia es transfereixen
integrament al nou genere Arctium: sect. Amberbopsis (Tscherneva) S. Lopez, Susanna
& N. Garcia, comb. nov., Lappaceum (Bunge) Duist., Pseudarctium (Juz.) Duist. i
Serratulopsis (Tscherneva) S. Lopez, Susanna & N. Garcia, comb. nov. Només se
suggereixen lleugers reajustaments a la sect. Chrysis (Juz.) S. Lopez, Susanna & N.
Garcia, comb. nov., que incorpora la Unica especie de la sect. Ctenarctium que ha estat
eliminada i a la sect. Pectinatae (C. Winkl.) S. Ldpez, Susanna & N. Garcia, comb.
nov., que incorpora la unica especie de la sect. Oligantha també descartada. Alhora es
proposen les noves seccions Anura S. Lopez, Susanna & N. Garcia, comb. et stat. nov.,
Hypacanthodes S. Lépez, Susanna & N. Garcia, comb. et stat. nov. i Schmalhausenia S.

Lopez, Susanna & N. Garcia, comb. et stat. nov.
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Tant la nova classificacio proposada pel génere Arctium com els canvis nomenclaturals

associats es resumeixen a la taula seglient:

Especie Seccid Subgeénere
Arctium arctioides (Schrenk.) Kuntze
Arctium atlanticum (Pomel) H. Lindb.
Arctium nemorosum Lej.
Arctium minus (Hill) Bernh.
Arctium lappa L. Arctium L.
Arctium palladini (Marcow.) R.E.Fr. &
E.S. Soderb.
Arctium tomentosum Mill.
Arctium leiospermum Juz. & Ye. V. Serg.
Arctium eriophorum (Regel & Schmalh.) Arctium
Kuntze Schmalhausenia
Arctium evidens (Tscherneva) S. Lopez, S. Ldpez,
Susanna & N. Garcia Susanna & N.
Arctium echinopifolium (Juz.) S. Lopez, Garcia
Susanna & N. Garcia
Amberbopsis
Arctium grandifolium (Kult.) S. Lopez, (Tscherneva) S.
Susanna & N. Garcia Lopez, Susanna
& N. Garcia
Serratulopsis
Arctium vavilovii (Kult.) S. Lopez, Susanna | (Tscherneva) S.
& N. Garcia Lopez, Susanna
& N. Garcia
Arctium macilentum (C. Winkl.) S. Lopez,
Susanna & N. Garcia
Arctium abolinii (Kult. ex Tscherneva) S.
Lopez, Susanna & N. Garcia
Arctium dolichophyllum (Kult.) S. Lopez, Cynaroides
Susanna & N. Garcia (Tscherneva) S.
Arctium egregium (Juz.) S. Lépez, Susanna Lopez, Susanna & N.
& N. Garcia Garcia
Hypacanthodes

Arctium fedtschenkoanum (Bornm.) S.
Lopez, Susanna & N. Garcia

Arctium korshinskyi (C. Winkl.) S. Lopez,
Susanna & N. Garcia

Arctium pterolepidum (Kult.) S. Ldpez,
Susanna & N. Garcia

Arctium ugamicum (Karmysch.) S. Lopez,
Susanna & N. Garcia

(Tscherneva) S.
Lopez, Susanna
& N. Garcia
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Lappaceum

Arctium lappaceum (Schrenk.) Kuntze (Bunge) Duist.

Anura (Juz) S.
Lépez, Susanna
& N. Garcia

Arctium pallidivirens (Kult.) S. Ldpez,
Susanna & N. Garcia

Arctium umbrosum (Bunge) Kuntze

Arctium amplissimum (Boiss.) Kuntze Pseudarctium

Arctium pseudarctium (Bornm.) Duist. (Juz.) Duist.

Arctium tomentellum (C. Winkl.) Kuntze

Arctium triflorum (Schrenk.) Kuntze

Arctium albertii (Regel & Schmalh.) S.
Lopez, Susanna & N. Garcia

Arctium horrescens (Juz.) S. L6pez, Pectinatae (C.
Susanna & N. Garcia Winkl.) S.

Arctium pentacanthum (Regel & Schmalh.) | LOpez, Susanna
Kuntze & N. Garcia

Arctium pentacanthoides (Juz. ex
Tscherneva) S. Lopez, Susanna & N.
Garcia

Arctium karatavicum (Regel & Schmalh.)
Kuntze

Arctium korolkowii (Regel & Schmalh.)
Kuntze

Arctium chloranthum (Kult.) S. Lopez,
Susanna & N. Garcia

Arctium refractum (Bornm.) S. Lopez,
Susanna & N. Garcia Chrysis (Juz.) S.

Arctium schmalhausenii (C. Winkl.) Lopez, Susanna
Kuntze & N. Garcia

Arctium aureum (C. Winkl.) Kuntze

Arctium anomalum (Franch.) Kuntze

Arctium medians (Juz.) S. Lopez, Susanna
& N. Garcia

Arctium haesitabundum (Juz.) S. Lopez,
Susanna & N. Garcia

Conscients de la manca de caracters morfologics prou adients per a recolzar la
classificacié subgenérica i seccional del genere Arctium presentada a aquesta tesi, es

posa de manifest la necessitat d’un treball més exhaustiu.
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4.1.2. Cariologia
Nota: a aquest apartat es manté la terminologia prévia a la redefinicié del génere
Arctium i el consequent canvi nomenclatural proposat per al llinatge Arctioide perque és

com apareix al manuscrit enviat a la revista Folia Geobotanica.

En quant a la cariologia, aquesta tesi confirma que les espécies del grup Arctioide tenen
un nombre cromosomic basic de x = 18 mentre el grup Cousinioide presenta la seglient
serie disploide: x =9, 10, 11, 12 i 13. La disploidia de Cousinia s.str. també s’ha posat
de manifest a escala seccional a les seccions Alpinae Bunge, Cousinia, Eriocousinia

Tscherneva i Microcarpae Bunge.

Tot i que no s’ha pogut establir el sentit de la disploidia del subgenere Cousinia
sospitem que sera descendent donat que existeixen altres exemples a la mateixa tribu
Cardueae en que es ddna aquest cas (Garcia-Jacas et al., 2001). També hi ha altres casos
que recolzen la hipotesi de la disploidia descendent com els treballs de Frankton i
Moore (1961), Fernandez Casas & Fernandez Morales (1979), Siljak-Yakolev (1986) o
Garcia-Jacas & Susanna (1992) on s’exposa la idea que els nombres cromosomics
basics alts s’han de considerar més primitius que no pas els baixos, cosa que ha estat
postulada com una tendéncia general per Stebbins (1950, 1971) i Grant (1981). Un altre
argument a favor de la disploidia descendent és de caire ecologic donat que s’ha
especulat que aquesta estaria relacionada amb I’adaptacié a ambients extrems (Selvi &
Bigazzi, 2002; Watanabe et al., 1999) i les espécies del grup Cousinioide es troben

principalment a zones arides.

Paral-lelament s’ha posat de manifest que els sis nombres cromosomics basics presents
al complex Arctium-Cousinia no tenen igual ocurréncia sin6 que x = 12, 13 i 18 son els
més comuns amb abundancies relatives del 38.9%, 40.9% i 16.1% respectivament
mentre x =9, 10 i 11 només es troben en un 4.7%, 1.3% i 4.0% respectivament.

En superposar els nombres cromosomics de les especies incloses al nostre arbre
filogenétic Bayesia per les que hi ha recomptes publicats (incloent els nostres propis),
s’ha detectat una baixa correspondencia entre filogénia i cariologia. Només les espécies

del grup Arctioide, amb 2n = 36, s’agrupen al mateix clade. En canvi, les espéecies del
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grup Cousinioide, que ja no apareixen agrupades en funcié de la classificacio seccional

tradicional, tampoc s’agrupen en funcio dels seus nombres cromosomics.

Pel que fa a la poliploidia, no n’hem trobat cap cas a tot el complex, cosa infrequent a la
tribu Cardueae donat que és un grup amb moltes especies poliploides pioneres i
colonitzadores. Malgrat aixo, cal comentar que el nombre cromosomic basic x = 18 de
les especies del clade Arctioide és un dels més alts de la tribu Cardueae, cosa que ens ha
portat a hipotetitzar que aquest clade possiblement s’hauria originat per antics
esdeveniments de poliploidia a partir d’un ancestre x = 9, tot i que actualment aquestes

especies estan completament diploiditzades.

Cal afegir que només s’han descrit 26 hibrids i 11 formes intermédies en aquest gran
complex format per més de 500 espécies tot i que és possible que la hibridacid sigui
més freqlient del que aquesta dada indica perd no s’hagi detectat per la manca d’un
coneixement taxonomic prou aprofundit i per I’existéncia d’espécies molt similars
morfologicament. Ara bé, I’absencia de nombres cromosomics poliploides ja esmentada
implica que I’especiacid per hibridacié poliploide probablement no hagi jugat cap paper
en I’evolucio del complex Arctium-Cousinia. En canvi, no hi ha dades que ens permetin
deduir el significat evolutiu que hagin pogut tenir els hibrids homoploides, malgrat que
pensem que deuen existir, principalment al subgénere Cousinia, donada I’existencia
d’un gran nombre d’especies estretament relacionades i sovint simpatriques sense
mecanismes evidents d’aillament reproductiu. Cal tenir en compte, pero, que els hibrids
homoploides son dificils de detectar donada la manca de caracters diagnostics clars com

podria ser un canvi en el nombre cromosomic.

Hem buscat a les Carduinae un cas d’evolucio assimilable al complex Arctium-Cousinia
i hem trobat un clar paral-lelisme amb el grup Onopordum. El genere Onopordum L.,
biennal i colonitzador amb nombre cromosomic basic de x = 17 és comparable a
Arctium pel que fa al cicle vital i al nombre cromosomic. D’altra banda, les espécies
dels géneres perennes d’Asia Central Alfredia Cass., Ancathia DC, Olgaea lljin,
Synurus lljin i Syreitschikovia Pavlov tenen un nombre cromosomic basic de x = 13 i x

=12 i s6n comparables al genere Cousinia s.str.
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4.2. Nivell microevolutiu

Pel que fa a la genetica poblacional, els nou microsatél-lits polimorfics dissenyats per
Arctium minus han mostrat poca variabilitat. Aquesta caracteristica es posa de manifest
a partir de diferents parametres com el reduit nombre d’al-lels per locus (de dos a 10),
valors baixos d’heterozigositat esperada (entre 0.015 i 0.487) i observada (entre 0.016 i
0.694), i un valor relativament alt de consanguinitat (0.316). Paral-lelament, sis loci han
mostrat una desviacid estadisticament significativa de I’equilibri Hardy-Weinberg i nou
de 36 comparacions entre parelles de loci han mostrat un significatiu desequilibri en el
Iligament. S’ha detectat la presencia d’al-lels nuls, amb freqliencies baixes 0 moderades,
als loci Am31 i Am34 per cinc i tres poblacions respectivament. Els resultats obtinguts
s’expliquen per un déficit d’heterozigots, que pot ser degut a la consanguinitat detectada
0 un artefacte associat a la preséncia d’al-lels nuls, i pel fet que A. minus és autogam

facultatiu.

A partir d’aquesta caracteritzacio dels nou loci microsatél-lits esmentats a I’anterior
paragraf i dos més que es van acabar d’optimitzar, s’han escollit els vuit millors i s’han
usat per a I’estudi de I’estrucutra de la variabilitat genetica d’A. minus. Els patrons de

variacio geneética detectats son consistents amb I’estil de vida d’A. minus.

Pel que fa a la component intrapoblacional, diversos parametres ens han mostrat una
baixa diversitat genéetica per A. minus i s’ha vist que les poblacions més polimorfiques
son les procedents d’Eslovaquia (SZI) i nord-oest d’Espanya (ELE) i les menys
polimorfiques han resultat provenir de Turquia (TMA), Marroc (MTA) i nord d’ltalia
(ITR). Paral-lelament s’han obtingut alts valors d’endogamia i un excés d’homozigots
estadisticament significatiu. Tots aquests resultats son explicables per la capacitat

facultativa d’autofecundaci6 d’A. minus i la curta durada del seu cicle de vida.

En quant a la component interpoblacional, s’ha obtingut que la major part de la
variabilitat genética de I’espécie es troba entre poblacions i no dins de les poblacions
degut a un baix flux génic entre elles juntament amb la capacitat d’autofecundacio de
I’espécie. Tot i que A. minus té un mecanisme de dispersié de llavors forca eficient, la

seva distribucié disjunta i la dinamica d’aparicio/desaparicié d’algunes de les seves
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poblacions dificulten I’intercanvi genetic entre elles. Paral-lelament, esdeveniments
esporadics de dispersio de llavors a llarga distancia semblen I’explicacié més plausible
per I’absencia d’aillament per distancia, detectada tant dins del rang natural d’A. minus

com amb les poblacions del limit de la seva area de distribucio.

No s’ha detectat el patré esperat per una espécie que ha patit els canvis climatics
derivats de I’alternanca de periodes glacials i interglacials esdevinguts a Europa durant
el Pleistoce. Hi ha evidéncies de que moltes especies europees van patir colls d’ampolla
durant les époques glacials, quan es van refugiar al sud del continent (Palmé &
Vendramin, 2002; Rendell & Ennos, 2002; Grivet & Petit, 2003; Sharbel et al., 2006).
S’han descrit refugis a la Peninsula Ibérica, la Peninsula Italica i als Monts Carpats,
principalment (Hewitt, 1996; Petit et al., 2003). A les époques interglacials, les espécies
haurien recolonitzat Europa des d’aquests refugis donant lloc a un patr0 de menor
diversitat a mesura que ens allunyem dels refugis. A A. minus no hem trobat indicis
d’aquest patré ja que no hi ha un gradient de major diversitat al sud a menor diversitat al
nord ni més diferéncies entre les suposades arees de refugi que entre les poblacions del
nord, com tampoc entre refugis i les poblacions del nord del continent. Malgrat aixo,
indicis com la preséncia d’al-lels privats a les poblacions del sud d’ltalia i Marroc ens
fan pensar que A. minus si que va patir les oscil-lacions climatiques d’aquest periode,
refugiant-se al sud i recolonitzant la resta del continent amb la retirada dels gels, pero el
seu reflex a I’estructura genetica de I’especie ha quedat emmascarat per esdeveniments

de dispersio a llarga distancia i la influencia humana, principalment.

La manca de diferenciacié entre les poblacions europees i les americanes confirmen
I’accié humana recent com un dels mecanismes que influeix més decisivament en
I’estructura genetica i biogeografica d’A. minus, tal com ha estat descrit per a d’altres

espécies pioneres com Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Sharbel et al., 2006).
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5. Conclusions finals

1. Es confirma la monofilia del complex Arctium-Cousinia aixi com la seva subdivisid

en dos clades també monofilétics anomenats Arctioide i Cousinioide.

2. En la seva circumscripcio actual, s’ha posat de manifest la parafilia dels generes
Arctium i Cousinia i de Cousinia subgéneres Cynaroides i Hypacanthodes en que
s’ha dividit tradicionalment el llinatge Arctioide.

3. Les regions ITS, rpS4, trnT, trnL i rpl32 proporcionen informacio valuosa per a
resoldre problemes sistematics del complex Arctium-Cousinia tot i que al clade
Cousinioide aquesta informaci6 no és suficient per a establir una filogenia solida del

subgénere Cousinia.

4. EIl nivell de resolucio filogenética dins del clade Cousinioide és menor que a
I’ Arctioide degut a un alt nivell d’homoplasia, resultant de la curta edat del clade en
combinacié amb el seu elevat nombre d’especies, juntament amb la probable

existencia d’hibrids homoploides no detectats.

5. S’interpreta que els caracters arctioides serien plesiomorfics i els cousinioides
apomaorfics, detectant una possible tendencia evolutiva d’un tipus de pol-len espin6s
a llis i una reduccié del nombre cromosomic. En canvi, la morfologia de les bractees
involucrals i I’armadura de les fulles, caracters tradicionalment usats per a
subdividir el complex, aixi com la condicio d’anualitat hi han evolucionat maltiples

vegades en paral-lel.

6. La separacié dels llinatges Arctioide i Cousinioide es va donar fa 14,8 milions

d’anys i la seva diversificacio s’ha datat en 9,7 i 8,7 milions d’anys, respectivament.

7. S’ha detectat que dins del Ilinatge Cousinioide les dades analitzades contenen

informacid filogenética principalment a les branques distals i que la distribucio
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10.

11.

12.

13.

14.

geografica de les espécies es mostra com un criteri més fiable per a reconeixer

relacions filogenetiques entre elles que la taxonomia tradicional.

Es postula que el procés d’especiacié predominant al clade Cousinioide ha degut ser
I’especiacio geografica donat el seu elevat nombre d’especies al-lopatriques i
parapatriques restringides a arees geografiques molt reduides i separades entre si per

barreres topografiques.

Es proposa una redefinicio del genere Arctium al qual s’han transferit totes les
especies del llinatge Arctioide pertanyents als generes Anura, Cousinia,
Hypacantium i Schmalhausenia amb la proposta dels canvis nomenclaturals
pertinents.

El genere Arctium s’ha subdividit en dos nous subgéneres anomenats Arctium i
Cynaroides, s’ha eliminat el subgénere Hypacanthodes i s’ha redefinit el subgénere

Cynaroides, que pertanyien a Cousinia, perque no eren monofilétics.

A grans trets, la classificacié seccional tradicional d’Arctium i Cousinia es
transfereix al nou génere Arctium. Desapareixen les seccions Abolinia, Ctenarctium,
Lacerae, Nanarctium i Oligantha de Cousinia i s’incorporen les seccions Anura,

Hypacanthodes i Schmalhausenia.

Conscients de la manca de caracters morfologics prou adients per a recolzar la
classificacid subgeneérica i seccional del genere Arctium presentada a aquesta tesi, es

posa de manifest la necessitat d’un treball més exhaustiu.

Els recomptes cromosomics realitzats confirmen que les espécies del grup Arctioide
tenen un nombre cromosomic basic x = 18 mentre el grup Cousinioide presenta la
seguent seérie disploide, que s’hipotetitza que és descendent: x = 9, 10, 11, 12 i 13,

mostrant disploidia també a escala seccional.

S’ha detectat una baixa correspondencia entre filogenia i cariologia; només les

especies del grup Arctioide, amb 2n = 36, s’agrupen al mateix clade.

35



Conclusions

15.

16.

17.

18.

19.

20.

La inexistencia de poliploidia al complex Arctium-Cousinia implica que I’especiacio
per hibridacié poliploide no deu haver estat significativa en la seva evolucio.
Malgrat aix0, el nombre cromosomic basic x = 18 de les especies del clade Arctioide
ens ha portat a hipotetitzar que podria ser un paleopoliploide originat a partir d’un

ancestre x = 9.

Es posa de manifest el clar paral-lelisme entre el complex Arctium-Cousinia i el
grup Onopordum, definint-se dues linies clarament separades en funcié de la forma
vital, I’amplitud biogeografica i el nombre cromosomic, en que Onopordum seria
comparable a Arctium i els géneres Alfredia, Ancathia, Olgaea, Synurus i

Syreitschikovia serien comparables al génere Cousinia s.str.

Els microsatél-lits dissenyats especificament per Arctium minus han resultat poc

polimorfics, reflectint la reduida variabilitat existent a les seves poblacions.

Els patrons de variacio genética detectats a Arctium minus son consistents amb les
seves caracteristiques biologiques. Aixi la baixa diversitat genetica, els alts valors
d’endogamia i I’excés d’homozigots detectats s’expliquen per la seva capacitat

d’autofecundacid i el seu curt cicle de vida.

La major part de la variabilitat genetica d’Arctium minus es troba entre poblacions
degut a un baix flux genic entre elles juntament amb la seva capacitat

d’autofecundacio.

Certs indicis recolzen la idea que Arctium minus s’hauria refugiat al sud de la seva
area de distribucio6 actual durant les glaciacions del Pleistoce i posteriorment hauria
recolonitzat Europa. Aquests patrons s’haurien vist emmascarats per influencia
recent de I’activitat humana i per esdeveniments de dispersio de llavors a llarga

distancia com s’exemplifica a la colonitzacio del continent America.
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